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1.1. ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΤΟΥ STRESS 
 
 
Η Hsp70 (Heat Shock Protein 70) συνιστά μια πρωτεΐνη, που εντάσσεται στην υπο-
οικογένεια πρωτεϊνών θερμικού σοκ των 70 kDa. Ανήκει, επίσης, στην οικογένεια 
των μοριακών συνοδών πρωτεϊνών (Chaperones). Συνεργάζεται με ομο-συνοδές 
πρωτεΐνες (Co-chaperones) για τη δημιουργία λειτουργικών νανομηχανών. Η 
έκφρασή της επάγεται από περιβαλλοντικά, φυσικά ή χημικά ερεθίσματα και 
εμπλέκεται: 
α) σε μοριακούς κυτταρικούς μηχανισμούς όπως η δίπλωση/αναδίπλωση 
(folding/refolding) των πρωτεϊνών, 
β) σε κυτταρικά μονοπάτια όπως απόπτωση, κυτταρική επιβίωση, θερμοανοχή, DNA 
επιδιόρθωση και 
γ) στην προστασία των οργανισμών από ασθένειες ή παθολογικές καταστάσεις, όπως 
έμφραγμα, εγκεφαλικό, επιληψία, μυϊκή δυστροφία και την καρδιακή ανεπάρκεια, 
που αποτελεί και τον στόχο της παρούσας εργασίας. 
Τα προκαρυωτικά και ευκαρυωτικά κύτταρα αντιδρούν σε έκθεση σε δυσμενείς 
συνθήκες του εξωτερικού περιβάλλοντος με αυξημένη σύνθεση των stress 
πρωτεϊνών. Οι δομές και οι λειτουργίες των πρωτεϊνών αυτών είναι εξελικτικά υψηλά 
διατηρημένες και είναι παρούσες σε όλες τις διάφορες παραλλαγές των κυττάρων σε 
όλους τους ζώντες οργανισμούς.  
 
 
1.1.1. Ονοματολογία και βασικός διαχωρισμός των stress πρωτεϊνών  
 

Ο όρος ‘‘heat shock πρωτεΐνες’’, που αποδόθηκε από τον Tissieres et.al. 
(1974),  χρησιμοποιείται πιο πολύ σαν ιστορικό όνομα, αλλά παρόλα αυτά, ακόμα, 
υπερισχύει από τον προφανώς πιο λογικά σωστό όρο ‘‘stress πρωτεΐνες’’.  Το όνομα 
αυτό προσδιορίζει όλη την ομάδα των πρωτεϊνών, των οποίων η έκφραση αυξάνεται 
εξαιτίας της επίπτωσης των στρες παραγόντων. Μια άλλη συντόμευση, που 
χρησιμοποιείται είναι το ‘‘hsc’’(heat shock cognates), το οποίο χρησιμοποιείται για 
τη δομική μορφή των hsp, οι οποίες είναι παρούσες και σε μη στρεσαρισμένα 
κύτταρα και σε αντίθεση με την πλειοψηφία των άλλων πρωτεϊνών, η συγκέντρωση 
τους αυξάνεται κατά τη διάρκεια του θερμικού σοκ.  
 O όρος ‘‘chaperone’’ χρησιμοποιείται πολύ συχνά και υποδεικνύει επακριβώς 
τη λειτουργία της πρωτεΐνης. Αφορά τόσο stress, όσο και μη stress πρωτεΐνες, οι 
οποίες συνοδεύουν ξεδιπλωμένα πολυπεπτίδια κατά τη διάρκεια της κυτταρικής 
μεταφοράς τους και δημιουργούν δίοδο των πρωτεϊνών διαμέσου των μεμβρανών ή 
την ενσωμάτωση τους στα κυτταρικά οργανίδια. Ένας παρόμοιος, γνωστός όρος 
‘‘chaperonin’’ είναι το εναλλακτικό όνομα για την πρωτεΐνη GroEL, που ονομάζεται 
εν συντομία ‘‘cup60’’ ή  ‘‘hsp60’’. Τα ‘‘chaperonins’’ βρίσκονται στα βακτήρια, 
όπως και στα μιτοχόνδρια και τους χλωροπλάστες. 
 Η αυξημένη γνώση για τις stress πρωτεΐνες οδήγησε στο διαχωρισμό της 
υπεροικογένειας των hsp σε συγκεκριμένες οικογένειες [1]. Το σημαντικό 
καθοριστικό κριτήριο είναι τα μοριακά βάρη των πρωτεϊνών [2]. Η σημαντική 
αλληλουχία και οι λειτουργικές ομολογίες παρατηρήθηκαν ανάμεσα στα μέλη των 
χαρακτηριστικών hsp οικογενειών [3, 4]. Οι αρχικά διαχωρισμένες οικογένειες: 
hsp90, hsp70, hsp60 και τα μικρά hsps [5] έχουν επεκταθεί βήμα βήμα σε hsp110, 
hsp100, hsp90, hsp70, hsp60, hsp40, hsp10 και οι μικρές hsp οικογένειες [5, 6]. Ο 
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αριθμητικός δείκτης αντιπροσωπεύει το πρωτεϊνικό μοριακό βάρος σε kDa. Οι stress 
πρωτεΐνες καταγράφηκαν σε οικογένειες ανάλογα με τα παραπλήσια μοριακά βάρη, 
τις λειτουργίες τους στα κύτταρα και τις ομολογίες τους στις πρωτοταγείς δομές. 
 
 
1.1.2. Πρωτεϊνική αναδίπλωση 
 
 Ο όρος πρωτεϊνική αναδίπλωση (protein folding) αναφέρεται στη διαδικασία, 
κατά την οποία ένα πολυπεπτίδιο μετατρέπεται από μία γραμμική αλληλουχία 
αμινοξέων σε μία τρισδιάστατη δομή, η οποία και αποτελεί τη λειτουργική πρωτεΐνη. 
Ο όρος αυτός συμπεριλαμβάνει και την έννοια της επαναδίπλωσης (refolding), η 
οποία αναφέρεται σε πρωτεΐνες, που έχουν χάσει τη φυσική διαμόρφωσή τους λόγω 
μετουσίωσης (π.χ. μετά από έκθεση σε υψηλές θερμοκρασίες ή σε χημικούς 
παράγοντες) ή λόγω τροποποιήσεων που μπορεί να υφίστανται κατά τη διάρκεια 
μεταφοράς στο στόχο τους (translocation) και οι οποίες θα πρέπει να επανέλθουν 
στην αρχική τους κατάσταση. Η κατανόηση της πορείας που ακολουθεί μία πρωτεΐνη 
προς την πλήρη αναδίπλωσή της καθώς και η περιγραφή των μηχανισμών και των 
παραγόντων, που συμμετέχουν σε αυτήν, αποτελούν ένα από τα βασικότερα πεδία 
της σύγχρονης Βιολογίας με έντονο ερευνητικό ενδιαφέρον. 
 Η στερεοχημική πληροφορία, που είναι απαραίτητη για τις νεοσυντιθέμενες 
πρωτεϊνικές αλυσίδες ώστε να αναδιπλωθούν σωστά μέσα στα κύτταρα, βρίσκεται 
αποκλειστικά στην πρωτοταγή δομή του αρχικού μεταφραστικού προϊόντος, αρχή 
που θεμελιώθηκε από τον Anfinsen το 1973 και επιβεβαιώθηκε τα επόμενα χρόνια [7, 
8]. Δηλαδή, μία νεοσυντιθέμενη πρωτεΐνη ή μία πρωτεΐνη, που έχει αποδιαταχθεί 
λόγω ύπαρξης κάποιου μετουσιωτικού παράγοντα, κατέχει όλη την απαιτούμενη 
πληροφορία ώστε να αναδιπλωθεί αυθόρμητα in vitro και να υιοθετήσει μία φυσική 
τρισδιάστατη δομή, μετά την απομάκρυνση του αποδιατακτικού παράγοντα [9]. Κατά 
την αναδίπλωση της πρωτεΐνης τα υδροφοβικά της κατάλοιπα εγκλείονται στο 
εσωτερικό του μορίου δημιουργώντας έναν υδροφοβικό πυρήνα, ενώ στο εξωτερικό 
μένουν εκτεθειμένα τα υδροφιλικά κατάλοιπα, σε επαφή με το υδατικό περιβάλλον 
[10]. 
 Όμως, in vivo, στο εσωτερικό του κυττάρου, μία νεοσυντιθέμενη πρωτεΐνη 
έρχεται αντιμέτωπη με αρκετούς κινδύνους. Καθώς η πολυπεπτιδική αλυσίδα 
επιμηκύνεται, μπορεί να αναδιπλωθεί λανθασμένα πριν ολοκληρωθεί η σύνθεσή της, 
να αποδομηθεί, καθώς δεν είναι πλήρως αναδιπλωμένη και είναι επιδεκτική σε 
πρωτεάσες, ή να συμπλεγματοποιηθεί με παρόμοιες γειτονικές αλυσίδες [8]. 
 Η συμπλεγματοποίηση (aggregation) προκύπτει επειδή κάποιες πρωτεΐνες 
αναδιπλώνονται και ξεδιπλώνονται μέσω ενδιάμεσων, που εκθέτουν παροδικά στις 
επιφάνειές τους υδροφοβικά κατάλοιπα, τα οποία φυσιολογικά είναι προστατευμένα 
στο εσωτερικό του μορίου. Κατά τη σταδιακή σύνθεση της αλυσίδας από ένα 
ριβόσωμα ή κατά τη διάρκεια του ξεδιπλώματος ώριμων πρωτεϊνών λόγω στρες, οι 
παροδικά εκτεθειμένες υδροφοβικές περιοχές μπορούν να αλληλεπιδράσουν με 
αντίστοιχες των γειτονικών αλυσίδων, σχηματίζοντας μη λειτουργικά συμπλέγματα 
[11]. 

Η μεγάλη συγκέντρωση μακρομορίων, δηλαδή ο μακρομοριακός 
συνωστισμός (macromolecular crowding), στο εσωτερικό των κυττάρων κάνει το 
φαινόμενο της συμπλεγματοποίησης πολύ έντονο. Οι υψηλές συγκεντρώσεις των 
αλληλεπιδρώντων πρωτεϊνικών επιφανειών μέσα στα κύτταρα γεννούν την ανάγκη 
για την ύπαρξη μηχανισμών, που θα αποτρέπουν τις λάθος αλληλεπιδράσεις ανάμεσα 
σε υδροφοβικές  επιφάνειες. Ένας τέτοιος μηχανισμός είναι η ύπαρξη πρωτεϊνών, που 
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αναγνωρίζουν και δεσμεύονται μεταβατικά σε αυτές τις επιφάνειες και έτσι 
παρεμποδίζουν την πρώιμη ή ακατάλληλη αλληλεπίδραση. Αυτές οι πρωτεΐνες 
καλούνται μοριακοί συνοδοί (molecular chaperones) [12]. Λαμβάνοντας  υπόψη το 
μέγεθος της ενέργειας, που το κύτταρο έχει ήδη επενδύσει στη σύνθεση ενός νέου 
πολυπεπτιδίου, δεν είναι έκπληξη ότι έχουν εξελιχθεί  στρατηγικές για την προώθηση 
της αποτελεσματικής αναδίπλωσης μιας πρωτεΐνης σε μια ενεργή διαμόρφωση. Κατά 
τη μοριακή εξέλιξη, η πολυπεπτιδική αλληλουχία, πιθανώς, να μην επιλεγόταν 
βασισμένη στις βιολογικές ιδιότητες, αλλά επίσης και από το αν μπορούν να 
αναδιπλωθούν παραγωγικά. Για να αυξηθεί η προσιτή  διαμόρφωση, τα κύτταρα 
ανέπτυξαν μοριακούς συνοδούς, πρωτεΐνες, που συνδέονται με μη αναδιπλωμένα 
πολυπεπτίδια, παρεμποδίζοντας τη συσσωμάτωση και προάγοντας την παραγωγική 
αναδίπλωση με ένα τρόπο εξαρτώμενο από ATP. 

 
 

1.1.2.1. In vitro πρωτεϊνική αναδίπλωση 
 

Μικρές πρωτεΐνες μπορούν, υπό κατάλληλες συνθήκες, να αναδιπλωθούν στη 
φυσική τους κατάσταση μέσα σε μερικές δεκάδες χιλιοστά του δευτερολέπτου με μη 
ανιχνεύσιμα ενδιάμεσα [13, 14]. Τα πρώτα στάδια της αναδίπλωσης περιλαμβάνουν 
κατάρρευση από μία υδρόφοβη κατάσταση  σε μια σχετικά συμπαγή κατάσταση και 
σχηματισμό ασταθών δευτερογενών δομών. Αυτή η αρχική κατάσταση κατάρρευσης 
αποτελείται από έναν πολύ μεγάλο αριθμό υποστρωμάτων. Περαιτέρω συμπύκνωση 
θα οδηγήσει σε ένα ή περισσότερα ιδιαίτερα σταθερά ενδιάμεσα. Οι πρωτεΐνες στο 
κύτταρο, είναι ιδιαίτερα επιρρεπείς σε συσσωμάτωση, πιθανώς μέσω ειδικών 
διαμοριακών αλληλεπιδράσεων μεταξύ υδρόφοβων επιφανειών της δομικής 
υπομονάδας [15, 16].  Η τάση των μερικώς αναδιπλωμένων ενδιαμέσων να 
συσχετιστούν ή να δημιουργήσουν συσσωματώματα επιδεινώνεται,  καθώς αυξάνει η 
συγκέντρωση της πρωτεΐνης.  

Η πληροφορία, που μεταφέρεται από το DNA στο mRNA και από το mRNA 
στο πολυπεπτίδιο απαιτεί μοριακή συμπληρωματικότητα και τον γενετικό κώδικα. 
Αυτό μεταφράζει τη γραμμική αλληλουχία μιας τριπλέτας βάσεων σε μια γραμμική 
αλληλουχία από αμινοξέα. Το τελικό στάδιο στη διαδικασία από το γονίδιο στη 
λειτουργική πρωτεΐνη, η πρωτεϊνική αναδίπλωση, μετατρέπει αυτήν τη γραμμική 
πληροφορία σε μια τρισδιάστατη δομή. Αποδεικνύεται ότι αυτή η αντίδραση είναι 
πολύ περίπλοκη. Η έρευνα του προβλήματος της πρωτεϊνικής αναδίπλωσης ξεκινάει 
από το 1960 με το πρωτοποριακό πείραμα του Christian Anfisen και τους συνεργάτες 
του στην αναστρέψιμη αναδίπλωση ενός άφθονου ενζύμου διάσπασης του RNA, τη 
ριβονουκλεάση Α (Rnase A) [7, 17]. 

Η φυσική κατάσταση μιας πρωτεΐνης αντιστοιχεί σε ένα αρκετά στενό 
ενεργειακό ελάχιστο στο ενεργειακό τοπίο διαμόρφωσης [18, 19]. Η μετουσιωμένη 
κατάσταση, από την άλλη πλευρά, εκπροσωπείται από ένα μεγάλο σύνολο 
διαμορφώσεων με υψηλή εσωτερική ενέργεια και ευελιξία. Κατά τη διάρκεια της 
διαδικασίας αναδίπλωσης, σχηματίζονται πολυάριθμες μη ομοιοπολικές 
αλληλεπιδράσεις, που απαιτούν την ακριβή τοποθέτηση ποικίλων μορίων της 
πρωτεΐνης. Ανάμεσα σε αυτά, οι υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις φαίνονται να παίζουν 
ένα σημαντικό ρόλο [20]. Υδροφοβικά μόρια τείνουν να σχετίζονται μεταξύ τους σε 
πολικό περιβάλλον για λόγους εντροπίας και ενθαλπίας. Αντίστοιχα, υδροφοβικά 
αμινοξέα βρίσκονται κατά κύριο λόγο στον πυρήνα μιας διπλωμένης πρωτεΐνης. Οι 
υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις δεν είναι μόνο σημαντικές στη σταθεροποίηση των 
διπλωμένων σχηματισμών, αλλά μπορούν να έχουν και επιβλαβή επίδραση [21]. 
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Κατά την διάρκεια πρώιμων σταδίων δίπλωσης, πολλές πρωτεΐνες σχηματίζουν 
ενδιάμεσα, τα οποία εκθέτουν ένα αξιοσημείωτο ποσό υδροφοβικών επιφανειών. Τα 
πρωτεϊνικά μόρια μπορούν να συνδεθούν μη ειδικά μέσω αυτών των υδροφοβικών 
επιφανειών και τελικά συσσωματώνονται. Αφού η συσσωμάτωση είναι δευτέρου ή 
υψηλότερου βαθμού αντίδρασης, η συγκέντρωση πρωτεΐνης διαδραματίζει ένα 
σημαντικό ρόλο στην απόφαση εάν θα επικρατήσει η αναδίπλωση στη φυσική μορφή 
ή η μη ειδική συσσωμάτωση [22]. Για μία δεδομένη πρωτεΐνη, η αναδίπλωση in vitro 
μπορεί συχνά να βελτιωθεί μέσω βελτιστοποίησης των πειραματικών συνθηκών, στις 
οποίες συμπεριλαμβάνονται η πρωτεϊνική συγκέντρωση, η θερμοκρασία και το pH 
ανάμεσα σε άλλες. 

 
 

1.1.2.2.  In vivo πρωτεϊνική αναδίπλωση  
 

Σε αντίθεση με την in vitro κατάσταση, όλες οι πρωτεΐνες πρέπει να 
διπλωθούν κάτω από τις ίδιες συνθήκες σε ένα ζωντανό κύτταρο. Αυτές οι συνθήκες 
φαίνονται να είναι αντιπαραγωγικές για επιτυχή δίπλωση, κυρίως εξαιτίας της 
υψηλής θερμοκρασίας και του μεγάλου αριθμού μη φυσικών πρωτεϊνών, που είναι 
παρούσες. Κάτω από αυτές τις περιστάσεις φαίνεται εκπληκτικό το ότι τα κύτταρα 
συνήθως στερούνται συσσωματωμένες πρωτεΐνες. Υπάρχουν δύο πιθανές εξηγήσεις 
για αυτήν την παρατήρηση. Πρώτον, η συσσωμάτωση συμβαίνει in vivo, αλλά τα 
προϊόντα της αφαιρούνται ταχύτατα από τις κυτταρικές πρωτεάσες. Από αυτό 
συνεπάγεται ότι τα κύτταρα ξοδεύουν πολλή ενέργεια για να παράγουν πρωτεΐνες, 
που δεν γίνονται ποτέ λειτουργικές. Δεύτερον, τα κύτταρα έχουν βρει μία στρατηγική 
ελαχιστοποίησης της συσσωμάτωσης των νεοσυντιθέμενων πρωτεϊνών σε πρώτη 
φάση. Αυτό έχει επιτευχθεί με μηχανές πρωτεϊνικών συμπλόκων, τους μοριακούς 
συνοδούς, που επηρεάζουν την αυθόρμητη αντίδραση δίπλωσης των πρωτεϊνών και 
αποτρέποντας με αυτόν τον τρόπο τη συσσωμάτωση. Είναι σημαντικό να 
σημειώσουμε ότι αυτοί οι μοριακοί συνοδοί δεν παρέχουν εξειδικευμένη 
στερεοχημική πληροφορία για τη δίπλωση των πρωτεϊνών-στόχων, αλλά 
αναστέλλουν μη παραγωγικές αλληλεπιδράσεις και επομένως, επιτρέπουν στην 
πρωτεΐνη να διπλωθεί περισσότερο επιτυχώς στη φυσική της δομή.  

 Οι μοριακοί συνοδοί εδράζονται σε όλα τα διαμερίσματα του κυττάρου, όπου 
συμβαίνουν δίπλωση ή πιο γενικά διαμορφωτικές αναδιατάξεις των πρωτεϊνών. 
Παρόλο που η πρωτεϊνική σύνδεση είναι η κύρια πηγή των μη διπλωμένων 
πολυπεπτιδικών αλυσίδων, άλλες διαδικασίες μπορούν, επίσης, να παράγουν μη 
διπλωμένες πρωτεΐνες. Σε μη φυσιολογικές υψηλές θερμοκρασίες ή σε παρουσία 
συγκεκριμένων χημικών ουσιών, οι πρωτεΐνες μπορούν να γίνουν δομικά ασταθείς 
και ακόμα να ξεδιπλωθούν. Τελικά αυτό μπορεί να οδηγήσει στην απώλεια της 
λειτουργίας των επηρεαζόμενων πρωτεϊνών και στη συσσώρευση πρωτεϊνικών 
συσσωματωμάτων. Το κύτταρο αποκρίνεται σε αυτήν την απειλή παράγοντας 
εξειδικευμένες προστατευτικές πρωτεΐνες, φαινόμενο που αναφέρεται ως απόκριση 
στο θερμικό σοκ ή απόκριση στο στρες (heat-shock response ή stress response) [23]. 
Έχει βρεθεί ότι πολλές από αυτές τις πρωτεΐνες είναι μοριακοί συνοδοί. 
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1.2. ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΣΥΝΟΔΟΙ (CHAPERONES – CO-CHAPERONES) 
 

Ο έλεγχος της ποιότητας των πρωτεϊνών, επίσης γνωστός ως πρωτεόσταση, 
αποτελεί τη ρύθμιση της πρωτεϊνικής σύνθεσης, αναδίπλωσης, ξεδιπλώματος και 
αλλαγής. Διαμεσολαβείται από τα συστήματα των συνοδών και των πρωτεασών, μαζί 
με τους μηχανισμούς κυτταρικής εκκαθάρισης, όπως η αυτοφαγία και η 
λυσοσωματική αποικοδόμηση. Αυτά τα συστήματα ποιοτικού ελέγχου έχουν ένα 
ουσιώδη ρόλο στη ζωή των κυττάρων, εξασφαλίζοντας ότι οι πρωτεΐνες είναι σωστά 
αναδιπλωμένες και λειτουργικές στο σωστό χώρο και χρόνο [24, 25]. Είναι 
σημαντικοί για την μετρίαση των επιβλαβών επιδράσεων της λανθασμένης 
αναδίπλωσης και της συσσωμάτωσης των πρωτεϊνών. 
 Μία τάξη οικογενειών πρωτεϊνών, που ορίζονται ως μοριακοί συνοδοί, βοηθά 
ποικίλες διαδικασίες, οι οποίες περιλαμβάνουν την αναδίπλωση, το ξεδίπλωμα και 
την ομοιόσταση των κυτταρικών πρωτεϊνών. Μετά από τη μετουσίωση των 
πρωτεϊνών, που προκαλείται από stress (για παράδειγμα μετά από έκθεση σε 
θερμότητα ή τοξίνες) ή καταστάσεις ασθενειών, οι πρωτεΐνες μπορούν να 
ξεδιπλωθούν, να συσσωματωθούν και μετά να αναδιπλωθούν ή μπορούν να 
αποτελέσουν στόχο για απόρριψη από τα πρωτεολυτικά συστήματα. Οι συνοδοί 
εδράζονται σε όλα τα κυτταρικά διαμερίσματα και δρουν σε ένα ευρύ φάσμα μη 
φυσικών υποστρωμάτων. Το ενδοπλασματικό δίκτυο (ER), συγκεκριμένα, είναι κύρια 
θέση για την παραγωγή πρωτεϊνών και του ποιοτικού ελέγχου στη μεμβράνη και τα 
εκκριτικά συστήματα. 
Ιστορικά στοιχεία: Η πρώτη ιδέα για την έννοια των μοριακών συνοδών προήλθε 
από την παρουσία μιας τοξίνης στο δηλητήριο του αυστραλιανού φιδιού Oxyuranus s. 
scutellatus. Οι δύο υπομονάδες (β και γ) της πρωτεΐνης, που περιβάλλουν την ενεργό 
νευροτοξική υπομονάδα α, περιγράφησαν ως συνοδοί, οι οποίοι αυξάνουν την 
ειδικότητα της τοξίνης και την προστατεύουν από τον καταβολισμό [26]. Από την 
παρατήρηση αυτή, δεν έγινε περαιτέρω προσπάθεια για επέκταση της έννοιας του 
συνοδού σε άλλα συστήματα [27, 28]. 

Ο όρος μοριακός συνοδός χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά από τον Laskey, 
για να περιγράψει το ρόλο μιας πρωτεΐνης η οποία παρεμποδίζει τις λανθασμένες 
ιονικές αλληλεπιδράσεις ανάμεσα στις ιστόνες και το DNA σε εκχυλίσματα από αυγά 
που λήφθησαν από το βάτραχο Xenopus laevis [29]. Η πρωτεΐνη αυτή, η οποία αρχικά 
χαρακτηρίστηκε ως «πρωτεΐνη συγκρότησης νουκλεοσωμάτων», δεν ήταν άλλη από 
τη νουκλεοπλασμίνη. Ο καταλυτικός αυτός παράγοντας, έχοντας οξειδωτικές 
ιδιότητες, βοηθά στην οργάνωση των ιστονών σε «πρόδρομα νουκλεοσωμικά 
σύμπλοκα» [29], ελαττώνοντας το ισχυρό θετικό φορτίο των μονομερών ιστονών. Η 
νουκλεοπλασμίνη χαρακτηρίστηκε ως μοριακός συνοδός, γιατί αφενός δεν είναι 
συστατικό των νουκλεοσωμάτων, αφετέρου δε το νουκλεόσωμα δύναται να 
συγκροτηθεί αφ’ εαυτού, εάν μειωθεί η υψηλή αλατότητα του διαλύματος με 
διαπίδυση [27]. 

Μια δεκαετία σχεδόν αργότερα, ο όρος αυτός γενικεύτηκε για να περιγράψει 
μια κατηγορία κυτταρικών πρωτεϊνών, των οποίων η βασική λειτουργία είναι η 
διασφάλιση της ορθής αναδίπλωσης άλλων πολυπεπτιδικών αλυσίδων και της 
συγκρότησής τους σε ολιγομερείς δομές [23], ακολουθώντας την πρόταση του Hugh 
Pelham για την ύπαρξη τέτοιων πρωτεϊνών και συγκεκριμένα της οικογένειας των 
πρωτεϊνών θερμικού σοκ των 70 και 90 kDa (Hsp70s και Hsp90s). Ο Pelham είχε 
ισχυριστεί ότι οι πρωτεΐνες αυτές παίζουν ρόλο στην αναδίπλωση των πρωτεϊνών σε 
φυσιολογικές συνθήκες, καθώς εδράζονται στο κυτταρόπλασμα και το 
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ενδοπλασματικό δίκτυο, κατεξοχήν χώροι της πρωτεϊνοσύνθεσης, ενώ υπό συνθήκες 
στρες βοηθούν στην επανασυγκρότηση των αποδιαταγμένων κυτταρικών δομών [30]. 

Η ιστορία της άλλης υπο-ομάδας των μοριακών συνοδών (chaperonins) 
περιλαμβάνει δύο άσχετες φαινομενικά παρατηρήσεις, που χρονολογούνται στη 
δεκαετία του 1970. Αυτές είναι η γενετική της μορφογένεσης του βακτηριοφάγου λ, 
κατά την οποία απαιτείται η παρουσία των δύο ισομορφών της πρωτεΐνης GroE 
(GroEL και GroES ή chaperonin 60 – cpn60 και chaperonin 10 – cpn10 αντίστοιχα 
[31]) [32-35], όσο και του βακτηριοφάγου Τ4, κατά το πρώτο στάδιο συγκρότησης 
του καψιδίου [34, 36], ενώ απουσία ή κατόπιν μετάλλαξης στο γονίδιο groE, 
παρατηρείται εσφαλμένη συγκρότηση της κεφαλής στους φάγους αυτούς [34, 37-39], 
όσο και της ουράς του φάγου Τ5 [40]. 

Η δεύτερη παρατήρηση αφορά στη σύνθεση του ενζύμου ribulose 1,5 
biphosphate carboxylase (Rubisco) κατά τη βιογένεση των χλωροπλαστών (Pisum 
sativum), κατά την οποία απαιτείται η πρόσδεση της μεγάλης υπομονάδας του 
ριβοσώματος με το «πολυπεπτίδιο 60» [27, 41]. Ανάλογα φαινόμενα παρατηρήθηκαν 
και σε εκχυλίσματα από φύλλα σπανακιού, σίτου, κριθαριού και καπνού [42]. 

Οι δύο αυτές παρατηρήσεις συνδυάστηκαν στα τέλη του 1980 από τις ομάδες 
των Georgopoulos και Ellis, οι οποίοι έδειξαν ότι η GroEL και η Rubisco-συνδέουσα 
πρωτεΐνη είναι εξελικτικά ομόλογες μεταξύ τους. Η ομολογία αυτή βασίστηκε στην 
προβλεπόμενη αμινοξική αλληλουχία τους, στη στερεοδομή τους, καθότι και οι δύο 
αποτελούνται από 14 υπομονάδες, αλλά και στη λειτουργία τους, καθώς εμφανίζουν 
ασθενή δράση ATPάσης [42-44]. Τελικά, στην κατηγορία αυτή των μοριακών 
συνοδών, στην οποία ανήκουν πρωτεΐνες βακτηρίων, μιτοχονδρίων και 
χλωροπλαστών, αποδόθηκε η ονομασία «chaperonins» [27, 44]. Επιπλέον δεδομένα 
για τη σχέση μεταξύ των δύο αυτών πρωτεϊνών έδωσε και η ομάδα του Lorimer, 
αποδεικνύοντας ότι η αυξημένη έκφραση των GroE πρωτεϊνών οδηγεί σε αύξηση της 
ενεργής Rubisco κατά τη μετα-μεταφραστική συγκρότηση των νεοσυντιθέμενων 
πεπτιδίων της Rubisco για το σχηματισμό του ενεργού ολοενζύμου, αλλά και στη 
μετατροπή των νεοσυντιθέμενων πεπτιδίων σε ένα οκταμερή πυρήνα. Από την άλλη, 
μεταλλάξεις του groE γονιδίου, οδήγησαν σε έλλειψη ενεργής Rubisco και 
συγκρότησης του ολοενζύμου [45]. Τελικώς, απεδείχθη ότι οι πρωτεΐνες της 
οικογένειας GroE αποτελούν σημαντικό κομμάτι της απόκρισης σε θερμικό στρες και 
επικουρούν τη διαδικασία αναδίπλωσης άλλων πρωτεϊνών [46]. 

 
 

1.2.1. Γενικά στοιχεία 
 
Προκειμένου μία πρωτεΐνη να χαρακτηριστεί ως μοριακός συνοδός, θα πρέπει να 
πληροί τα εξής κριτήρια: 
α) Δέσμευση σε πρωτεΐνες που εκθέτουν στην επιφάνειά τους υδρόφοβα 
αμινοξέα.  
Η βασική ιδιότητα κάθε μοριακού συνοδού είναι η ικανότητά του να αναγνωρίζει και 
να δεσμεύει μετουσιωμένα ή μερικώς αναδιπλωμένα πολυπεπτίδια (Εικόνα 1Α). 
Κατά τα πρώιμα στάδια της de novo αναδίπλωσης ή όταν συμβεί λανθασμένη 
αναδίπλωση, υδρόφοβα αμινοξέα που κανονικά βρίσκονται στο εσωτερικό των 
πρωτεϊνών, εκτίθενται στην επιφάνεια αυτών, με αποτέλεσμα οι πρωτεΐνες να έχουν 
τάση να συσσωματωθούν (Εικόνα 1Ε) [47, 48]. Η πιθανότητα της συσσωμάτωσης 
μειώνεται σημαντικά καθώς οι μοριακοί συνοδοί συνδέονται με τις υδρόφοβες αυτές 
περιοχές, αποτρέποντας τέτοιου είδους ενδοπεπτιδικών και διαπεπτιδικών 
αλληλεπιδράσεων [49]. 
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β) Ελεγχόμενη απελευθέρωση των προσδεδεμένων πολυπεπτιδίων.  
Η ικανότητα αυτή των μοριακών συνοδών, οφείλεται στη δυνατότητα που έχουν να 
κινούνται μεταξύ δύο εναλλακτικών καταστάσεων, μίας που έχει υψηλή συγγένεια 
για το υπόστρωμα και μίας που έχει χαμηλή συγγένεια για αυτό. Η μετάβαση από την 
πρώτη στη δεύτερη κατάσταση, έχει ως αποτέλεσμα την απελευθέρωση του 
υποστρώματος και επιτυγχάνεται με κατανάλωση ενέργειας, που προέρχεται από την 
υδρόλυση ΑΤΡ [50]. Η δράση ενός μοριακού συνοδού προϋποθέτει την κυκλική 
εναλλαγή των δύο αυτών καταστάσεών του, με επαγόμενο αποτέλεσμα τη διαδοχική 
και αυστηρά ρυθμιζόμενη δέσμευση και αποδέσμευση του μετουσιωμένου 
υποστρώματος (Εικόνα 1Ζ), μέχρι αυτό να αναδιπλωθεί (Εικόνα 1Δ) ή να μεταφερθεί 
σε ένα άλλο συνοδό (Εικόνα 1ΣΤ) [51, 52]. 
γ) Επαγωγή αλλαγών στη δομή των πρωτεϊνικών υποστρωμάτων. 
Οι μοριακοί συνοδοί, κατά τη διάρκεια αυτών των διαδοχικών κύκλων δέσμευσης-
αποδέσμευσης του υποστρώματος, επάγουν αλλαγές στη διαμόρφωσή του. 
Παράδειγμα αυτής της δράσης τους, αποτελεί το ελεγχόμενο ξεδίπλωμα (unfolding) 
πολυπεπτιδίων, τα οποία έχουν εγκλωβιστεί είτε σε ενδιάμεσες μη παραγωγικές 
μορφές (Εικόνα 1Β,1Γ) κατά τη διαδικασία της αναδίπλωσης, είτε σε 
συσσωματώματα μετά την πλήρη μετουσίωσή τους και τα οποία θα πρέπει πρώτα να 
ξεδιπλωθούν πριν επιχειρηθεί πάλι η αναδίπλωσή τους [53-55]. Εδώ θα πρέπει να 
τονιστεί, ότι οι μοριακοί συνοδοί δε φέρουν καμία ειδική ή συμπληρωματική 
πληροφορία για την αναδίπλωση του υποστρώματος, παρά μόνο διευκολύνουν την 
υλοποίηση της πληροφορίας, που περιλαμβάνεται στην πρωτοταγή δομή της 
πρωτεΐνης-στόχου. 
 

 
 

Εικόνα 1.1: Πρωτεϊνική αναδίπλωση υποβοηθούμενη από μοριακούς συνοδούς. Τόσο η 
βιοσύνθεση πρωτεϊνών όσο και το κυτταρικό στρες μπορεί να οδηγήσουν στη δημιουργία 
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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, Γ), μέχρις 
ότου φθάσουν τη φυσική και ταυτόχρονα λειτουργική τους διαμόρφωση (Δ). Οι ενδιάμεσες 
αυτές μορφές, είναι δυνατό να εκθέτουν στην επιφάνειά τους υδρόφοβα αμινοξέα, τα οποία και 
τις καθιστούν ευαίσθητες στη συσσωμάτωση (Ε). 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 (ΣΤ), ενώ τέλος, τα υπολοίποντα 
επαναδεσμεύονται στον ίδιο μοριακό συνοδό και συμμετέχουν σε ένα νέο κύκλο αναδίπλωσης 
(Ζ). (Με τροποποιήσεις, από Walter S. και Buchner J., 2002, Angrew. Chem. Int. Ed. 
41,1101[56]).  
 

Οι μοριακοί συνοδοί απαρτίζουν μια ομάδα από φαινομενικά μη σχετιζόμενες 
πρωτεΐνες. Δραστηριοποιούνται σε μια πληθώρα διεργασιών, όπως:  
α) τη μετα-μεταφραστική αναδίπλωση ολιγομερών πρωτεϊνών. Για το σκοπό αυτό 
φέρουν δομικές πληροφορίες για τη συγκρότησή τους [23, 31], 
β) την αποδιάταξη των πρωτεϊνών. Εάν υπάρχουν σημαντικά σφάλματα 
διαμόρφωσης ή συμπλεγματοποίηση που οφείλονται σε περιβαλλοντικό στρες ή 
ασθένεια, λειτουργούν ως αισθητήρες που ωθούν το κύτταρο προς απόπτωση [57]. 

Συναντώνται σε ιϊκά, ζωικά και φυτικά κύτταρα [23], αλλά και σε 
οργανισμούς και των τριών βασιλείων, καθώς και σε ενδοσυμβιωτικά κυτταρικά 
οργανίδια [27, 58] (Εικόνα 1.2). 
 

 
Εικόνα 1.2: Η ευρεία κατανομή των μοριακών συνοδών στους οργανισμούς των 
διαφόρων βασιλείων [59]. Συγκεντρωτικά, τα κυριότερα μέλη της οικογένειας των μοριακών 
συνοδών, η δομή, η λειτουργία, καθώς και οι τυχόν ομοσυνοδές πρωτεΐνες, που εμπλέκονται 
στις διάφορες λειτουργίες τους, παρουσιάζονται παρακάτω (Πίνακας 1.1). 
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Πίνακας 1.1: Οι οικογένειες των μοριακών συνοδών με την αντίστοιχη δομή και λειτουργία 
τους [60-63]. 
 
 

Αναλύοντας τον πίνακα παρατηρούμε ότι οι συνοδές πρωτεΐνες (Ηsp70, 
DnaK, GroEL) συνεργάζονται με ομοσυνοδές πρωτεΐνες (DnaJ, Grp, GroES) 
δημιουργώντας μοριακές νανομηχανές (Hsp70/DnaJ, DnaK/GrpE, GroES/GroEL) με 
συγκεκριμένη λειτουργία. 
Οι μοριακοί συνοδοί εμπλέκονται: 
α) στη σταθεροποίηση μη αναδιπλωμένων πρωτεϊνών προς αποτροπή 
συμπλεγματοποίησής τους [58], 
β) στην αποδιάταξη πρωτεϊνών [64] προς μεταφορά αυτών διαμέσου μεμβρανών, 
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γ) στον καταβολισμό πρωτεϊνών καθιστώντας τις στόχους σε πρωτεάσες [57] και 
δ) στον έλεγχο της ορθής διαμόρφωσης και τρισδιάστατης δομής των πρωτεϊνών [57] 
(Εικόνα 1.2). 

Η αποτυχία της ορθής διαμόρφωσης των πρωτεϊνών είναι θανατηφόρος, όχι 
μόνο λόγω απώλειας της λειτουργικότητάς τους, αλλά ακόμη περισσότερο λόγω της 
τοξικότητας των πρωτεϊνικών συμπλεγμάτων, που σχηματίζουν [57]. 

 

 
 
Εικόνα 1.3: Διεργασίες της διατήρησης της ακεραιότητας των πρωτεϊνών στις οποίες 
συμμετέχουν οι μοριακοί συνοδοί [65]. 
 
 

Οι μοριακοί συνοδοί, συνήθως της οικογένειας των πρωτεϊνών θερμικού 
στρες, εδράζονται σε αφθονία στο κυτταρόπλασμα, το ενδοπλασματικό δίκτυο, τα 
μιτοχόνδρια και τους χλωροπλάστες [57]. Μετά από σύντομο ή εκτεταμένο θερμικό 
στρες, εισέρχονται στους πυρήνες και στους πυρηνίσκους, αφενός μεν για την 
επιδιόρθωση του DNA [66], αφετέρου δε για την ταχύτερη επιδιόρθωση των 
πυρηνίσκων και τη συγκρότηση των ριβοσωμάτων με άμεση πρόσδεση και 
επιδιόρθωση των κατεστραμμένων RNPs [67].  

Οι μοριακοί συνοδοί έχουν κάποιες κοινές ιδιότητες, οι οποίες συνοψίζονται 
στην αλληλεπίδραση με μη αναδιπλωμένες ή μερικά αναδιπλωμένες υπομονάδες, 
(π.χ. νεοσυντιθέμενες αλυσίδες κατά την έξοδό τους από το ριβόσωμα ή εκτεταμένες 
αλυσίδες, που μεταφέρονται διαμέσου υποκυτταρικών μεμβρανών). Επιπλέον, 
σταθεροποιούν τη μη φυσική διαμόρφωση και διευκολύνουν την ορθή αναδίπλωση 
των πρωτεϊνικών υπομονάδων [23, 68]. Δεν αλληλεπιδρούν με τις ορθά 
αναδιπλωμένες πρωτεΐνες, ούτε αποτελούν τμήμα της τελικής διαμόρφωσης των 
πρωτεϊνών [23]. Ορισμένοι μοριακοί συνοδοί εμφανίζουν μη-ειδικότητα ως προς το 
υπόστρωμα [57], ενώ άλλοι περιορίζονται σε συγκεκριμένους στόχους. Υπάρχουν, 
επίσης, ειδικές πρωτεΐνες συνοδοί, που συμπεριλαμβάνονται στην 
αναδίπλωση/σύνδεση μόνο μίας, ή ενός περιορισμένου αριθμού συγκεκριμένου 
πρωτεϊνικού υποστρώματος.  Οι πρωτεΐνες συνοδοί είναι "καταλύτες", με την έννοια 
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ότι παροδικά αλληλεπιδρούν με τις πρωτεΐνες του υποστρώματος, αλλά δεν είναι 
παρόντες στο τελικό αναδιπλωμένο προϊόν, καθώς επίσης και κατά το ότι αυξάνουν 
την απόδοση της αναδιπλωμένης πρωτεΐνης. Ωστόσο, δεν υπάρχει καμία πειστική 
απόδειξη ότι πράγματι ενισχύουν τo αυθόρμητo ποσοστό της ίδιας της αναδίπλωσης, 
αν και μπορεί να φαίνεται να το κάνουν αυτό με την ελαχιστοποίηση αντιδράσεων 
εκτός του  μονοπατιού. Συνήθως, απαιτούν πρόσδεση/υδρόλυση ATP προκειμένου να 
ολοκληρώσουν τη διαδικασία αναδίπλωσης [28, 57, 69, 70]. Τέλος, θεωρούνται 
απαραίτητοι για τη βιωσιμότητα του κυττάρου [44, 71-73], ενώ η έκφρασή τους 
πλειορυθμίζεται στην περίπτωση που τα κύτταρα υποβληθούν σε κάποιο τύπο στρες 
[68, 69, 74], όπως θερμικό [1, 75-78], χημικό [1, 75, 79, 80], υποξία ή ανοξία, ακόμα 
και ιική μόλυνση [75]. 
 
 
1.2.2. Μέλη της οικογένειας των μοριακών συνοδών 
 

Η οικογένεια των μοριακών συνοδών (Chaperones) και ομο-συνοδών (Co- 
Chaperones) αποτελείται από αρκετά μέλη (Πίνακας 1.1). Μερικά από αυτά 
επάγονται κατά τη διάρκεια έκθεσης των κυττάρων σε στρες (περιβαλλοντικό, 
φυσικό ή χημικό). Για το λόγο αυτό ονομάζονται και στρες πρωτεΐνες (stress 
proteins) ή πρωτεΐνες θερμικού σοκ (Ηeat Shock Proteins).  
Chaperonins: Όσον αφορά στην υποομάδα των «chaperonins», βασισμένοι στην 
ομολογία των αλληλουχιών τους, μπορούμε να τις κατατάξουμε σε δύο ομάδες 
(Εικόνα 1.4). Η ομάδα Ι αποτελείται από μέλη, που ανήκουν στα ευβακτήρια 
(GroEL), τα μιτοχόνδρια (Hsp60) και τους χλωροπλάστες (Rubisco προσδένουσα 
πρωτεΐνη), ενώ η ομάδα ΙΙ αποτελείται από μέλη που ανήκουν στα αρχαιοβακτήρια 
(θερμόσωμα/TF55) [81] και μέλη που συναντώνται στο κυτοσόλιο των 
ευκαρυωτικών οργανισμών, από ζυμομύκητες έως και θηλαστικά (TCP1/CCT) [82, 
83]. 

Οι δύο ομάδες έχουν παρόμοια αρχιτεκτονική και ενζυμικές ιδιότητες, αλλά 
έχουν και σημαντικές διαφορές, που υποδεικνύουν τους διαφορετικούς τους ρόλους 
[84]. Και οι δύο ομάδες είναι θερμικά επαγόμενες και διευκολύνουν την αναδίπλωση 
των πρωτεϊνών στη φυσική τους διαμόρφωση in vivo μέσω κύκλων πρόσδεσης ATP 
[85]. 
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Εικόνα 1.4: Η δομή δύο βασικών μελών από τις 2 ομάδες των “chaperonins” [85]. 
 

Οι κύριες κατηγορίες των γενικών μοριακών συνοδών είναι οι HSP40, 
HSP60, HSP70, HSP90, 100-kDa πρωτεΐνες θερμικού σοκ (HSP100), και οι μικρές 
πρωτεΐνες θερμικού σοκ. 

 
 
1.2.2.1.  Μικρού Μ.Β. πρωτεΐνες θερμικού σοκ (Small Heat Shock 
Proteins- sHSPS) και α- κρυσταλλίνες 
 

Οι μικρού μοριακού βάρους πρωτεΐνες θερμικού στρες αποτελούν μια 
πολυπληθή και ετερογενή ομάδα ATP-ανεξάρτητων μοριακών συνοδών [1, 70], που 
σχηματίζουν μεγάλα σύμπλοκα (συνήθως ένα κέλυφος 12 – 24 υπομονάδων, πιο 
σπάνια 42 έως και 50 υπομονάδων [86]) που φέρουν μια κοινή διατηρημένη C-τελική 
περιοχή, περιοχή α-κρυσταλλίνης, με μια β-πτυχή [57]. Συναντώνται σε όλους τους 
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οργανισμούς [1] και το μοριακό τους βάρος ποικίλει από 12 έως 43 kDa [87], ενώ 
άλλες αναφορές υποδεικνύουν πρωτεΐνες μοριακού βάρους 15 έως 40 kDa [70] ή 
ακόμα και 16 έως 40 kDa [88]. Σε πολλούς οργανισμούς, διάφορα διαφορετικά μέλη 
της οικογένειας είναι παρόντα σε ένα διαμέρισμα, προτείνοντας, έτσι, λειτουργική 
ποικιλία. Σε σύγκριση με τις άλλες οικογένειες συνοδών, επιδεικνύουν μία 
χαρακτηριστική ανομοιογένεια σε αλληλουχία και μέγεθος. 

Συνήθως συγκροτούνται από διμερή, που σχηματίζουν μεταβλητούς δεσμούς 
στις αμινικές (Ν-) και καρβοξυλικές (C-) περιοχές τους [88, 89]. Μελέτη της 
τρισδιάστατης δομής μιας sHsp από τα αρχαία, αποκάλυψε μία κοίλη σφαίρα με 
ανοίγματα στο εσωτερικό [90]. Ο βασικός κορμός αυτής της ολιγομερούς δομής είναι 
ένα διμερές, που συνδέεται στη συνέχεια για να σχηματίσει τη σφαίρα. 
Σταθεροποιούν παθητικά τις αποδιαταγμένες λόγω στρες πρωτεΐνες, οι οποίες 
παραδίδονται ακολούθως στους ATP-εξαρτώμενους μοριακούς συνοδούς προς 
επαναδίπλωση ή αποσυμπλοκοποίηση. Οι sHsps λειτουργούν για τη σύνδεση μη 
φυσικών πρωτεϊνών, αφού μεγάλες ποσότητες μη αναδιπλωμένων πρωτεϊνών έχουν 
σχηματιστεί, για παράδειγμα, ως συνέπεια συνθηκών στρες ή υπερέκφρασης των 
πρωτεϊνών. Η σύνδεση αποτρέπει το σχηματισμό μεγάλων συσσωματωμάτων και 
κάνει πιθανή την επακόλουθη αναδίπλωση από την Hsp70 ή άλλα ενδεχόμενα ATP-
εξαρτώμενα συστήματα συνοδών. Εμπλέκονται σε πολλές ασθένειες και φαίνεται να 
αλληλεπιδρούν με το ανοσοποιητικό σύστημα και τη φλεγμονώδη απόκριση, καθώς 
και με αρκετά άλλα κυτταρικά μονοπάτια [57]. Παρ’ όλα αυτά, ο ρόλος τους φαίνεται 
να είναι δευτερεύουσας σημασίας, καθώς ο ρυθμός απελευθέρωσης των 
προσδεδεμένων αποδιαταγμένων πρωτεϊνών είναι μικρός ή ανύπαρκτος [87]. 

Αντιπρόσωπος της οικογένειας αυτής είναι η πρωτεΐνη θερμικού στρες των 25 
kDa (Ηsp25) που ανήκει στις α-κρυσταλλίνες και αποτελεί συστατικό του φακού του 
οφθαλμού. Η δράση της έγκειται στην προστασία έναντι του κυτταρικού στρες, 
προσδένοντας ισχυρά τις μετουσιωμένες από το στρες πρωτεΐνες, παρεμποδίζοντας 
έτσι τη συσσώρευσή τους. Με τον τρόπο αυτό, δεν επιτρέπει το σχηματισμό 
καταρράκτη στον οφθαλμό [87]. 

 
 
1.2.2.2. Οικογένεια πρωτεϊνών θερμικού στρες των 40kda 

 
Η οικογένεια πρωτεϊνών θερμικού στρες των 40 kDa ή DnaJ οικογένεια 

αριθμεί πάνω από 100 μέλη, που χαρακτηρίζονται από την παρουσία μιας 
διατηρημένης J-περιοχής αποτελούμενης από περίπου 78 κατάλοιπα [87]. Το 
μοναδικό κριτήριο, που απαιτείται για την κατάταξη μίας πρωτεΐνης στην ομάδα 
αυτή, είναι η παρουσία στην αλληλουχία της μίας λειτουργικής περιοχής μήκους 
~70αμινοξέων, γνωστή ως J (J domain), η οποία βρίσκεται συνήθως στο αμινοτελικό 
άκρο της πρωτεΐνης και η οποία έχει αποδειχθεί ότι διεγείρει τη δραστικότητα 
ΑΤΡάσης των πρωτεϊνών Hsp70 [91, 92]. Οι πρωτεΐνες αυτής της οικογένειας 
αποτελούνται συνήθως από αρκετές περιοχές [87]. Εκτός από την J-περιοχή, 
αποτελείται από την G/F περιοχή, τη CR περιοχή και την περιοχή καρβοξυτελικού 
άκρου. Με φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού (ΝΜR) [93, 94], 
αποδείχθηκε ότι έχει το σχήμα ενός προεκτεταμένου δακτύλου, ο οποίος 
διαμορφώνεται από τέσσερις α-έλικες. Οι δύο από αυτές (ΙΙ και ΙΙΙ), είναι μακριές και 
αντιπαράλληλες, περικλείουν ένα υδρόφοβο πυρήνα, ενώ στο άκρο τους φέρουν το 
λειτουργικά απαραίτητο πρότυπο των τριών αμινοξέων, ιστιδίνη(Η) -προλίνη(Ρ) -
ασπαρτικό οξύ (D). Το πρότυπο αυτό (HPD motif), βρίσκεται σε όλες τις πρότυπες 
πρωτεΐνες DnaJ, που έχουν βρεθεί ως σήμερα, και φαίνεται ότι παίζει καθοριστικό 
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ρόλο στη δράση της J περιοχής, αφού μετάλλαξη σε οποιοδήποτε από τα τρία αυτά 
αμινοξέα, έχει ως αποτέλεσμα την αδυναμία της πρωτεΐνης να διεγείρει τη 
δραστικότητα ΑΤΡάσης της Hsp70 [95]. Η G/F περιοχή είναι πλούσια σε γλυκίνη και 
φαινυλαλανίνη (40% και 15% αντίστοιχα), ενώ ο λειτουργικός της ρόλος δεν είναι 
αποσαφηνισμένος. Αρχικά θεωρήθηκε ότι αποτελεί απλά ένα ευλύγιστο σύνδεσμο 
μεταξύ της J περιοχής και του υπόλοιπου μορίου [91, 92]. Στη συνέχεια, βρέθηκε ότι 
σε ορισμένες τουλάχιστον περιπτώσεις, συμμετέχει αποφασιστικά στη ρύθμιση της 
αλληλεπίδρασης ολόκληρου του μορίου της DnaJ με την DnaK, είτε άμεσα, ως 
συνδεόμενη η ίδια με την DnaK [96, 97], ρυθμίζοντας ταυτόχρονα την ειδικότητα 
αυτής της σχέσης [98], είτε έμμεσα, επηρεάζοντας τη διαμόρφωση της J περιοχής 
προκειμένου αυτή να γίνει κατάλληλη για σύνδεση με την DnaK [99]. Η CR περιοχή 
είναι μία αλληλουχία πλούσια σε κυστεΐνες (Cysteine Rich domain) και το πρότυπο 
αυτό, είναι υπεύθυνο για το σχηματισμό δύο δακτύλων Zn2+. Η δομή αυτής της 
αλληλουχίας της DnaJ, αποτελεί τμήμα και όχι το σύνολο της περιοχής δέσμευσης 
του υποστρώματος. Έτσι είναι εν μέρει υπεύθυνη, τουλάχιστον η περιοχή του πρώτου 
δακτύλου Zn2+ [100] για τις ιδιότητες μοριακού συνοδού, που έχουν αποδοθεί στην 
πρωτεΐνη [101, 102]. Σύμφωνα δε με σχετικά πρόσφατα στοιχεία, η περιοχή του 
δευτέρου δακτύλου Zn2+ μπορεί να αποτελεί μία νέα θέση αλληλεπίδρασης της 
πρωτεΐνης με την πρωτεΐνη DnaK [100]. Η περιοχή του καρβοξυτελικού άκρου 
αποτελεί τη λιγότερο συντηρημένη μεταξύ των μελών της οικογένειας Hsp40. Ο 
ρόλος της εξακολουθεί να παραμένει αμφιλεγόμενος. Παρόλα αυτά, έχει δειχθεί ότι 
τμήματα αυτής της περιοχής, είναι υπεύθυνα για τη δράση της DnaJ, όσον αφορά την 
αναγνώριση και δέσμευση των πεπτιδικών υποστρωμάτων και την περαιτέρω 
αναδίπλωσή τους μέσω της DnaK [103, 104]. Υπάρχει μεγάλη ποικιλομορφία μεταξύ 
των μη J-περιοχών των μελών της οικογένειας. Τα καλύτερα μελετημένα 
παραδείγματα είναι η DnaJ από την E. coli και αρκετά ομόλογα αυτής που 
συναντώνται στους ζυμομύκητες, όπως η Mdj1p και η Ydj1p [87]. H Mdj1p αποτελεί 
τη μιτοχoνδριακή ομόλογο της DnaJ και έχει βρεθεί ότι εμπλέκεται στην αναδίπλωση 
των πρωτεϊνών [105, 106], την προστασία των πρωτεϊνών από θερμική αποδιάταξη, 
το σχηματισμό συμπλεγμάτων [106] και τη συγκρότηση των μιτοχονδρίων κατά την 
αερόβια ανάπτυξη [105, 106]. Με την απουσία της Mdj1p παρατηρείται συνάθροιση 
συμπλεγμάτων από τις λανθασμένα αναδιπλωμένες πρωτεΐνες, που εισέρχονται στα 
μιτοχόνδρια σε υψηλές θερμοκρασίες [105, 106]. Η Ydj1p, που εδράζεται στο 
κυτταρόπλασμα, αποτελεί ομόλογη της DnaJ στους ζυμομύκητες και έχει αποδειχθεί 
ότι ρυθμίζει τη δράση ATPάσης των Ssa και Ssb πρωτεϊνών, που είναι ομόλογες της 
Hsp70 στους ζυμομύκητες, επηρεάζοντας την πρόσδεση των υποστρωμάτων σε αυτές 
[107]. Επιπλέον, η Ydj1p διευκολύνει την είσοδο των πρωτεϊνών στα μιτοχόνδρια, 
ενώ με τη φαρνεσυλίωση της μετά από θερμικό στρες προσκολλάται στην κυτταρική 
μεμβράνη, προστατεύοντας έτσι τα κύτταρα [105].   
 Τόσο οι προκαρυωτικές όσο και οι ευκαρυωτικές μορφές της Hsp40 
αλληλεπιδρούν με την HSP70, παρουσία ΑΤΡ, για την καταστολή της πρωτεϊνικής 
συσσωμάτωσης [108]. Έχει προταθεί ότι η Hsp40 απαιτείται για την αποτελεσματική 
σύνδεση του πρωτεϊνικού υποστρώματος στην HSP70 μέσω της διέγερσης της 
δραστικότητας της ΑΤΡάσης [109]. Σε ζυμομύκητες, η DnaJ και τα ομόλογά της 
απαιτούνται όχι μόνο για τη δίπλωση πρωτεϊνών, αλλά επίσης και για την επιλεκτική, 
εξαρτώμενη από ουβικιτίνη, αποικοδόμηση των ανώμαλα αναδιπλωμένων πρωτεϊνών 
[110]. Ο ρόλος της Hsp40 που έχει προσδιοριστεί καλύτερα μέχρι σήμερα είναι αυτός 
του ομοσυνοδού της Hsp70. Παρόλα αυτά, δεν είναι ακόμα πλήρως κατανοητός ο 
μηχανισμός δράσης της Hsp40, ενώ υπάρχουν στοιχεία, που υποδεικνύουν ότι η DnaJ 
και άλλα μέλη της οικογένειας θερμικού στρες των 40 kDa είναι αφ’εαυτού μοριακοί 
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συνοδοί, εφόσον προσδένονται σε κάποιες μη αναδιπλωμένες πρωτεΐνες και 
νεοσυντιθέμενες πολυπεπτιδικές αλυσίδες [87, 111]. Άλλες γνωστές πρωτεΐνες της 
οικογένειας θερμικού  στρες των 40 kDa με δράση μοριακού συνοδού, που φέρουν J-
περιοχή είναι η Sis1 και η Sec63. 
 
 
1.2.2.3. Οικογένεια πρωτεϊνών θερμικού στρες των 60kda 

 
Οι πρωτεΐνες της οικογένειας αυτής ανήκουν στην οικογένεια των 

“chaperonins” [44]. Έχουν ασθενή δράση ATPάσης [112-114], εκφράζονται κατά 
συνεχή τρόπο [49] και εμπλέκονται στη ρύθμιση της αναδίπλωσης των πρωτεϊνών 
[31, 45, 114-118]. Η οικογένεια αυτή περιλαμβάνει την GroEL των ευβακτηρίων, τη 
μιτοχονδριακή Hsp60, τη Rubisco συνδέουσα πρωτεΐνη των χλωροπλαστών, την CCT 
(γνωστή και ως TriC ή c-cpn) του ευκαρυωτικού κυτοσόλιου και πυρήνα και 
ορισμένες πρωτεΐνες των αρχαιοβακτηρίων όπως οι TF55/56 και το θερμόσωμα 
[119]. Πιο αναλυτικά, η οικογένεια αυτή χωρίζεται σε δύο υποοικογένειες με βάση 
την ομολογία στην ακολουθία των αμινοξέων και δομικές ομοιότητες: την GroE 
(ομάδα Ι) και την TCP-1 (ομάδα ΙΙ) υποοικογένεια [87, 119]. 

Η GroE υποοικογένεια περιλαμβάνει την πρωτεΐνη GroEL, της οποίας το 
κωδικοποιό γονίδιο φέρει τις πληροφορίες για μια πιο μικρή πρωτεΐνη, την GroES, 
γνωστή και ως chaperonin 10 [49]. Οι πρωτεΐνες αυτές αποτελούν τις κύριες θερμικά 
επαγόμενες πρωτεΐνες στην E. coli, ενώ η έκφρασή τους φαίνεται να επάγεται και από 
αιθανόλη, βαρέα μέταλλα και ανάλογα αμινοξέων. Εμπλέκονται στη de novo 
πρωτεϊνική αναδίπλωση και στην παρεμπόδιση συνάθροισης θερμικά μετουσιωμένων 
πρωτεϊνών, ωθώντας αυτές προς την ορθή αναδίπλωση. Με τον τρόπο αυτό παίζει 
πολύ σημαντικό ρόλο στη στρες απόκριση [119]. Υπάρχουν αναφορές ότι οι 
πρωτεΐνες αυτές απαιτούνται για τη συγκρότηση του καψιδίου ορισμένων φάγων [32, 
33, 38]. Στην ίδια υποοικογένεια, στα μιτοχόνδρια και τους χλωροπλάστες 
αντίστοιχα, συναντώνται οι Hsp60 και η Rubisco προσδένουσα πρωτεΐνη. Η Hsp60 
βοηθά στην αναδίπλωση των μιτοχονδριακών πρωτεϊνών, που εισέρχονται από το 
κυτοσόλιο στη μιτοχονδριακή μεμβράνη ή στον καταβολισμό των πρωτεϊνών αυτών 
μετά από στρες. 

Η TCP-1 υποοικογένεια, περιλαμβάνει το θερμόσωμα και την πρωτεΐνη TF55. 
Οι άνωθι αναφερόμενες πρωτεΐνες αποτελούν τις κύρια επαγόμενες θερμικά 
πρωτεΐνες των Αρχαιοβακτηρίων, στων οποίων το κυτταρόπλασμα και εντοπίζονται. 
Προσδένονται στις θερμικά αποδιαταγμένες πρωτεΐνες και αποτρέπουν τη μεταξύ 
τους συμπλεγματοποίηση, χωρίς όμως να έχουν πάντα δραστικότητα επαναδίπλωσης. 

Η δομή της GroEL της Ε.Coli αποτελείται από 14 πανομοιότυπες υπομονάδες  
σε δύο στοιβαγμένους επταμερείς δακτυλίους, το καθένα από τα οποία περιέχει  μία 
κεντρική κοιλότητα. Κάθε υπομονάδα αποτελείται από τρεις περιοχές: την ισημερινή, 
την ενδιάμεση και την κορυφαία. Αυτοί οι δακτύλιοι περιβάλλουν ανοιχτές 
κοιλότητες διαμέτρου ~ 5nm, τα τοιχώματα των οποίων επικαλύπτονται από μια ζώνη 
συνεχόμενων υδροφοβικών επιφανειών. Οι δύο δακτύλιοι εναλλακτικά διέρχονται 
μέσω κύκλων σύνδεσης και υδρόλυσης του ATP. Κατά τη σύνδεση του ATP, ένας 
GroEL δακτύλιος ταχύτατα στρατολογεί την ομοσυνοδό GroES, ένα δακτύλιο εφτά 
10 kDa υπομονάδων, που καλύπτει την κοιλότητα, συνεπάγοντας μια δραματική 
δομική αναδιοργάνωση που μετατρέπει τον ανοιχτό δακτύλιο σε έναν κλειστό 
θάλαμο με μια υδροφιλική κάλυψη [120]. Ο ανοιχτός, υδροφοβικός επενδυμένος 
δακτύλιος είναι η κατάσταση δέκτη, που αιχμαλωτίζει μη φυσικά πολυπεπτίδια με 
εκτιθέμενες υδροφοβικές επιφάνειες και που ευθύνεται για την έλλειψη εξειδίκευσης 
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σύνδεσης των chaperonins της ομάδας Ι. Οι δράσεις των GroEL, ATP και GroES 
ασκούν μηχανικές δυνάμεις στο υπόστρωμα, πράγμα το οποίο δυνητικά οδηγεί στο 
ξεδίπλωμα παγιδευμένων, λανθασμένα αναδιπλωμένων πρωτεϊνών [121]. Αυτό 
κορυφώνεται με ένα δυνατό χτύπημα, που εξάγει το υπόστρωμα από τις υδροφοβικές 
θέσεις και ταυτόχρονα το παγιδεύει μέσα στον καλυμμένο από GroES υδροφιλικό 
θάλαμο για αναδίπλωση [122]. Όταν εγκολπώνεται, η έλλειψη εκτεθειμένων 
υδροφοβικών θέσεων ή άλλων συμμετεχόντων για συσσωμάτωση, μαζί με τον 
περιορισμένο εγκλεισμό (διάστασης ~ 7nm το περισσότερο), παρεμποδίζει περαιτέρω 
τα μονοπάτια της λανθασμένης αναδίπλωσης ή συσσωμάτωσης, έτσι ώστε το 
υπόστρωμα να μπορεί είτε να ακολουθήσει το μονοπάτι της αναδίπλωσης που 
καθορίζεται από την αμινοξική αλληλουχία του είτε να παραμείνει ξεδιπλωμένο. 
Μετά από ένα αργό βήμα υδρόλυσης ATP, ο θάλαμος ξανανοίγει, απελευθερώνοντας 
την πρωτεΐνη είτε διαμορφωμένη στην τελική της αναδίπλωση και σύνδεση είτε 
απελευθερώνοντας την σε μία μη φυσική κατάσταση, που θα μπορεί να ανακτηθεί 
ξανά από ένα δακτύλιο chaperonin. Υδροφοβικές θέσεις στην κορυφαία περιοχή 
σχηματίζουν τις θέσεις δέσμευσης της GroES και του υποστρώματος. Μια κινητή 
θηλειά της GroES συνδέεται στο μακρινό τμήμα αυτής της θέσης, περιοχή, που 
επίσης, εμπλέκεται στη σύνδεση υποστρώματος και οδηγεί στην ιδέα ότι η σύνδεση 
της GroES και του υποστρώματος αλληλοαποκλείονται. Η ομοσυνοδός GroES είναι 
μία θολωτού σχήματος δομή δακτυλίου με διάμετρο 75 Å και αποτελείται από επτά 
υπομονάδες [123]. Ένα σημαντικό χαρακτηριστικό της GroES είναι ο 
επονομαζόμενος κινητός βρόγχος, μια έκταση 16 αμινοξέων, που διαμεσολαβεί για 
τη σύνδεση στη GroEL [124, 125]. Η σύνδεση της GroES συμβαίνει στα δύο άκρα 
του GroEL βαρελιού και εξαρτάται από την παρουσία νουκλεοτιδίων. Σύνδεση του 
ATP στον trans δακτύλιο προκαλεί  την απελευθέρωση της GroES στον cis δακτύλιο 
και έτσι επιτρέπει στην εγκολπωμένη πρωτεΐνη να εξέλθει από την κοιλότητα [126]. 
Τέλος, έχει υποτεθεί ότι η GroEL είναι ικανή να ξεδιπλώνει μερικώς τις πρωτεΐνες 
και ως εκ τούτου τις οδηγεί πίσω στο σωστό δρόμο στη φυσική τους κατάσταση.  

 
 
1.2. ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΘΕΡΜΙΚΟΥ ΣΤΡΕΣ ΤΩΝ 70KDA 
 

Τα μέλη της οικογένειας αυτής αποτελούν τα περισσότερο διατηρημένα μέλη 
των μοριακών συνοδών. Συναντώνται στο κυτταρόπλασμα των αρχαιοβακτηρίων και 
ευβακτηρίων, καθώς και στον πυρήνα, στα μιτοχόνδρια, στους χλωροπλάστες και στο 
ενδοπλασματικό δίκτυο των ευκαρυωτικών οργανισμών [70]. Εμπλέκονται στη de 
novo αναδίπλωση νεοσυντιθέμενων πρωτεϊνών και στην παρεμπόδιση 
συμπλεγματοποίησης σε μια ποικιλία μετα-μεταφραστικών διεργασιών [59], όπως η 
στόχευση πρωτεϊνών, η διαμεμβρανική μεταφορά, η πρωτεϊνική αποδιάταξη και η 
απόπτωση [127-129]. Η έκφραση συγκεκριμένων μελών της οικογένειας αυτής 
επάγεται ισχυρά υπό συνθήκες στρες, όπως π.χ. θερμικό. Έχουν δράση ATPάσης, που 
σε συνδυασμό με τους ομοσυνοδούς τους, τους επιτρέπει να προσαρμόζονται στις 
διάφορες λειτουργίες τους [70]. Γενικά σταθεροποιούν εκτεταμένες πρωτεϊνικές 
αλυσίδες προς αποφυγή συμπλεγματοποίησής τους [59, 128]. Ρυθμίζουν την 
απόκριση σε θερμικό στρες, το οποίο προκαλεί και αύξηση της ενδοκυττάριας 
ποσότητάς τους [130-133]. Αυτό το επιτυγχάνουν καταστέλλοντας τη μεταγραφική 
δραστικότητα του παράγοντα ενεργοποίησης των πρωτεϊνών θερμικού στρες HSF-1, 
με την απευθείας πρόσδεσή τους στην περιοχή ενεργοποίησής του (μοντέλο 
αυτορρύθμισης) [132, 133]. Το μοντέλο αυτορρύθμισης δεν ισχύει στην περίπτωση 
μετάλλαξης στα τελευταία 4 αμινοξέα της Hsp70 από EEVD σε AAAA. Στην 
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περίπτωση αυτή, δεν είναι δυνατή η πρόσδεσή της στον HSF-1 και συνεπώς δεν 
μπορεί να καταστείλει τη μεταγραφική του δραστικότητα [133].  

Οι μοριακοί συνοδοί της οικογένειας των 70kDa έχουν δύο κύριες 
λειτουργικές περιοχές: μια Ν-τελική περιοχή μοριακού βάρους 44 kDa με δράση 
ATPάσης [134, 135],  που διευκολύνεται παρουσία Mg2+ και Κ+ [87] και, επίσης, μια 
C-τελική περιοχή πρόσδεσης πεπτιδίων [134-136] μεταβλητού μοριακού βάρους 18 - 
27 kDa, το μέγεθος της οποίας εξαρτάται από την πρωτεΐνη στόχο [134, 135]. 

Ορισμένα από τα πιο γνωστά μέλη της οικογένειας στα θηλαστικά είναι η 
συνεχώς εκφραζόμενη Hsc70 (ή Hsp73) που εδράζεται στο κυτταρόπλασμα, η στρες 
επαγόμενη Hsp70 (ή Hsp72) που εδράζεται επίσης στο κυτταρόπλασμα, η BiP (ή 
Grp78) του ενδοπλασματικού δικτύου και η mHsp70 (ή mito-Hsp70, ή Grp75) των 
μιτοχονδρίων. Στους ζυμομύκητες οι ομόλογες πρωτεΐνες των Hsc70 και Bip είναι 
γνωστές ως Ssa1-4 και Kar2 αντίστοιχα. Στα βακτήρια τέλος, η κύρια μορφή της 
Hsp70 είναι η DnaK [87]. Η δράση των μελών αυτών παρουσιάζεται συνοπτικά 
παρακάτω. 
 
1.3.1 Hsc70  
 

Η Hsc-70 (Heat-shock-cognate-70) αποτελεί το συνεχώς εκφραζόμενο μέλος 
της οικογένειας των στρες-70 πρωτεϊνών. Το Ν-τελικό της άκρο αποτελείται από μια 
περιοχή με δράση ATPάσης, η οποία αποτελείται από δύο λοβούς. Η πρόσδεση των 
νουκλεοτιδίων πραγματοποιείται στη βάση μιας βαθιάς αύλακας ανάμεσα στους δύο 
αυτούς λοβούς. Το C-τελικό άκρο της Hsc-70 έχει προταθεί ως η περιοχή 
«εξειδίκευσης», η οποία προκαλεί τη σύζευξη των πρωτεϊνών στόχων με την περιοχή 
ATPάσης της διατηρημένης Ν-τελικής περιοχής [69]. Η Hsc70 παίζει σημαντικό 
ρόλο σε φυσιολογικές συνθήκες κατά τη σταθεροποίηση της αναδίπλωσης των 
νεοσυντιθέμενων πολυπεπτιδίων στο ενδοπλασματικό δίκτυο [137] και την εισαγωγή 
τους στο ενδοπλασματικό δίκτυο [138] και πιθανά στα μιτοχόνδρια [139]. Παρουσία 
ATP, αλληλεπιδρά με τις νεοσυντιθέμενες πολυπεπτιδικές αλυσίδες στο 
κυτταρόπλασμα, προκειμένου να τις σταθεροποιήσει μέχρι να λάβουν την τελική 
διαμόρφωσή τους [140]. Το ATP βοηθά στη σταθεροποίηση της μονομερούς μορφής 
της Hsc70, σε αντίθεση με το ADP, το οποίο σταθεροποιεί τη διμερή μορφή της 
πρωτεΐνης [69]. 

Πρόσφατα στοιχεία εμπλέκουν την Hsc70 στην απόκριση σε οξειδωτικό 
στρες, με τις αντι-οξειδωτικές ουσίες να εμποδίζουν την έκφραση του γονιδίου. Η 
υποξία επάγει την έκφραση της Hsc70 μέσω αυξημένης παραγωγής H2O2 [137]. 
Επιπλέον, η απόπτωση κατά την εμβρυική εννεύρωση επηρεάζει κυρίως κύτταρα με 
χαμηλά επίπεδα Hsc70, υποδεικνύοντας ότι η Hsc70 ρυθμίζει την απόπτωση κατά την 
εμβρυογένεση [141]. 

Μελέτες σχετικά με την κατανομή της Hsc70 απέδειξαν ότι είναι κατά κύριο 
λόγο κυτταροπλασματική, ενώ μετά από οξειδωτικό στρες εισέρχεται στον πυρήνα 
προκειμένου να καταλύσει την επαναδίπλωση των κατεστραμμένων λόγω ROS 
πυρηνικών πρωτεϊνών μέχρι να λάβουν την κατάλληλη διαμόρφωσή τους [137]. 
Ανάλογο φαινόμενο παρατηρείται και μετά από θερμικό στρες, οπότε η Hsc70 
συνδέεται στον πυρήνα με πολυπεπτίδια, που σχηματίζουν αδιάλυτα σύμπλοκα λόγω 
θερμικής αποδιάταξης [69]. Επιπλέον, η υπερέκφραση της Hsc70 φαίνεται να 
καθιστά τα κύτταρα πιο ανθεκτικά στο οξειδωτικό στρες [137]. Τέλος, παρουσία 
ATP, προσδένεται στους κλωβούς κλαθρίνης, την ενδιάμεση δομή των επιστρωμένων 
κυστιδίων κατά το μονοπάτι της εξαρτώμενης από υποδοχείς ενδοκύττωσης, 
επάγοντας την υδρόλυση ενός μορίου ATP. Η διαδικασία αυτή έχει ως αποτέλεσμα 
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την αποδιάταξη των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των μορίων κλαθρίνης, οδηγώντας 
τελικά στην αποδιάταξη των κλωβών στα συστατικά τους που είναι τα τριμερή 
κλαθρίνης [30, 142]. 
 
1.3.2. BiP 
 

Η BiP αποτελεί το μέλος της οικογένειας των πρωτεϊνών θερμικού στρες των 
70 kDa, με μοριακό βάρος 78kDa, που εδράζεται στον αυλό του ενδοπλασματικού 
δικτύου και αποτελεί το 5% των συστατικών του. Παίζει σημαντικό ρόλο στη 
μεταφορά πρόδρομων πρωτεϊνών διαμέσου της μεμβράνης του ενδοπλασματικού 
δικτύου [69] και την επακόλουθη αναδίπλωση και συγκρότησή τους στον αυλό του 
ενδοπλασματικού δικτύου [30, 69, 143, 144]. Αρχικά ανακαλύφθηκε στα κύτταρα 
των θηλαστικών, προσδεδεμένη σε πρόδρομα μόρια ανοσοσφαιρινών [145] και 
συγκεκριμένα σε κύτταρα μυελώματος, που δεν παράγουν ελαφριές αλυσίδες [146]. 
Η BiP προσδένεται σφιχτά σε ατελώς ή κακώς αναδιπλωμένες, μεταλλαγμένες 
μορφές εκκρινόμενων και μεμβρανικών πρωτεϊνών, μπλοκάροντας την έξοδό τους 
από το ενδοπλασματικό δίκτυο και στοχεύοντας τις πιθανά προς αποικοδόμηση [30, 
69, 147]. Αναγνωρίστηκε ως η κύρια πρωτεΐνη, που επάγεται μετά από αποστέρηση 
γλυκόζης σε κύτταρα στην κυτταροκαλλιέργεια. Για το λόγο αυτό είναι γνωστή και 
με την ονομασία Grp78 [148]. Άλλες ομάδες την εντόπισαν αργότερα μετά από 
επεξεργασία με παράγοντες που παρεμποδίζουν τη γλυκοσυλίωση, ή προκαλούν 
συγκέντρωση μεταλλαγμένων πρωτεϊνών στο ενδοπλασματικό δίκτυο [149, 150]. Η 
συγκέντρωση μη ορθώς αναδιπλωμένων μεταλλαγμένων πρωτεϊνών, οδηγεί σε 
επαγωγή της BiP [151]. 

Υπάρχουν διάφορα μοντέλα για τη δράση της BiP που την εμπλέκουν στη 
σύνδεσή της με πολυμερή ατελώς συγκροτημένων εκκρινόμενων πρωτεϊνών, μέχρι 
την ολοκλήρωση της διαμόρφωσής τους [143], στην αποδιάταξη συμπλόκων μεταξύ 
νεοσυντιθέμενων εκκρινόμενων πρωτεϊνών [152] και στην περισυλλογή λανθασμένα 
αναδιπλωμένων πρωτεϊνών στο ενδοπλασματικό δίκτυο [153]. Το κοινό 
χαρακτηριστικό των παραπάνω μοντέλων είναι ότι η BiP προσδένεται παροδικά στις 
νεο-εκκριθείσες από το ενδοπλασματικό δίκτυο πρωτεΐνες, σταθεροποιώντας την 
ενδιάμεση πολυπεπτιδική δομή τους, ενώ με την υδρόλυση ATP προωθεί την 
αναδίπλωση και τη συγκρότησή τους [69]. Η απελευθέρωση των πρωτεϊνών αυτών 
στόχων πραγματοποιείται μετά από την απόκτηση της ορθής αναδίπλωσης, 
διαμόρφωσης ή της τελικής κατάστασης γλυκοσυλίωσής τους. Συνεχής πρόσδεση με 
την πρωτεΐνη υποδηλώνει αποτυχία των παραπάνω [154]. 

Η BiP ανήκει στις συνεχώς εκφραζόμενες πρωτεΐνες της οικογένειας των 70 
kDa και περιέχει υδρόφοβες αμινοτελικές επαναλήψεις, χαρακτηριστικές μιας 
ακολουθίας σήματος εκκρινόμενων πρωτεϊνών. Επιπλέον, από το αμινοτελικό άκρο 
του μορίου της πρωτεΐνης απουσιάζουν εν δυνάμει θέσεις γλυκοσυλίωσης [153]. 
Τέλος, η BiP φέρει στο C-τελικό της άκρο τη χαρακτηριστική ακολουθία KDEL 
(Lys-Asp-Glu-Leu), που έχει χαρακτηριστεί ως σήμα συγκράτησης στο 
ενδοπλασματικό δίκτυο [154]. 

Η ρύθμισή της πραγματοποιείται στο επίπεδο της μεταγραφής, με επαγωγή 
του μετάγραφου του γονιδίου της BiP/Grp78 από διάφορα περιβαλλοντικά στρες, 
όπως αποστέρηση γλυκόζης, επώαση με παράγοντες που αναστέλλουν τη 
γλυκοσυλίωση των πρωτεϊνών, διατάραξη του ενδοκυτταρικού ισοζυγίου ιόντων Ca2+ 
και προσθήκη αναγωγικών παραγόντων (β-μερκαπτοαιθανόλη), που οδηγούν στη 
συγκέντρωση λανθασμένα αναδιπλωμένων πρωτεϊνών στο ενδοπλασματικό δίκτυο 
[151], ενώ σε αντίθεση με τις άλλες στρες-70 πρωτεΐνες, δεν επάγεται μετά από 
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θερμικό στρες, λόγω έλλειψης του στοιχείου ελέγχου θερμικού πλήγματος HSE από 
τον υποκινητή του γονιδίου [153]. 

 
1.3.3. Grp75  
 

Η Grp75 αποτελεί το μέλος της οικογένειας θερμικού στρες των 70 kDa που 
βρίσκεται στα μιτοχόνδρια [155]. Έχει μοριακό βάρος 75 kDa και ανήκει στις 
συνεχώς εκφραζόμενες πρωτεΐνες της οικογένειας [156]. Συντίθεται στο 
κυτταρόπλασμα και μεταφέρεται μετα-μεταφραστικά στο μιτοχόνδριο [155]. Η 
σύνθεσή της αυξάνεται στα κύτταρα μετά από αποστέρηση γλυκόζης ή μετά από 
έκθεση σε μεταφορείς ιόντων ασβεστίου (Α23187) ή 2- δεοξυγλυκόζη, καθώς και 
κατά την επαναφορά μετά από έκθεση σε ανάλογα αμινοξέων. Για το λόγο αυτό 
κατατάσσεται στις λεγόμενες γλυκοζο-ρυθμιζόμενες πρωτεΐνες [156]. Έχει βρεθεί ότι 
συνδέεται παροδικά με νεοσυντιθέμενες μιτοχονδριακές πρωτεΐνες κατά τρόπο 
ευαίσθητο στο ATP. Συνδέεται επίσης και με μια άλλη μιτοχονδριακή πρωτεΐνη της 
οικογένειας GroE, την Hsp58, σχηματίζοντας ένα σταθερό σύμπλοκο. Η προσθήκη 
ATP φαίνεται, όπως και πριν, να καταστρέφει αυτό το σύμπλοκο και να οδηγεί στην 
αυτο-φωσφορυλίωση της Grp75, η οποία εξαρτάται από την παρουσία ασβεστίου, 
ενώ πραγματοποιείται σε χαμηλό pH (~6.0), δηλαδή τις συνθήκες που επικρατούν 
εντός του μιτοχονδρίου. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές μεταξύ των δύο πρωτεϊνών, σε 
συνδυασμό και με τις αλληλεπιδράσεις με άλλες πρωτεΐνες, αποτελούν έναν πιθανό 
μηχανισμό, που εξηγεί πως οι νεοσυντιθέμενες πρωτεΐνες μεταφέρονται και 
συγκροτούνται στο εσωτερικό των μιτοχονδρίων. Συγκεκριμένα, η Grp75 
σταθεροποιεί τα μεταφερόμενα και μη αναδιπλωμένα πολυπεπτίδια, παρεμποδίζοντας 
την πρόωρη αναδίπλωση μέχρι να ολοκληρωθεί η μεταφορά εντός του μιτοχονδρίου. 
Εκεί ξεκινά η αναδίπλωση με την ATP-εξαρτώμενη, όπως αναφέρθηκε, αποκόλληση 
της Grp75 από το πολυπεπτίδιο και τη συμβολή της Hsp58, η οποία επικουρεί το 
σχηματισμό ολιγομερών μορφών, ή την υψηλότερου βαθμού συγκρότηση [155]. 
 
1.3.4. Ssa1-4p 
 

Οι πρωτεΐνες Ssa1p (προϊόν του πρώην γονιδίου YG100 [157]), Ssa2p (προϊόν 
του πρώην γονιδίου YG102 [157]), Ssa3p και Ssa4p, που εδράζoνται στο 
κυτταρόπλασμα, αποτελούν την SSA υποοικογένεια των πρωτεϊνών θερμικού στρες 
στο ζυμομύκητα S. cerevisiae με ομολογία προς την Hsp70 των ευκαρυωτικών και 
δράση μοριακού συνοδού. Παρά τη γενική κατανομή τους στο κυτταρόπλασμα, οι 
Ssa1p και Ssa2p συναντώνται και στο κυτταρικό τοίχωμα [158]. Η Ssa1p φέρει 
ομολογία ως προς την αλληλουχία των αμινοξέων κατά 99%, 84% και 85,6% με τις 
Ssa2p, Ssa3p και Ssa4p αντίστοιχα [159]. Οι Ssa3p και Ssa4p αποτελούν τις θερμικά 
επαγόμενες πρωτεΐνες της οικογένειας και δεν είναι απαραίτητες για την επιβίωση, τη 
θερμοανοχή και την εκβλάστηση των ζυμομυκήτων [160]. Η Ssa1p εκφράζεται 
συνεχώς, αλλά επάγεται και μετά από θερμικό σοκ [160-162], ενώ η Ssa2p δε 
φαίνεται να επάγεται θερμικά [160, 162]. 

Η αυξημένη έκφραση μετά από θερμικό στρες ελέγχεται από το μεταγραφικό 
ενεργοποιητή Hsf1p που αναγνωρίζει και προσδένει δυο στοιχεία θερμικού σοκ 
(HSEs), ένα στην καρβοξυ-τελική περιοχή του (CTA) και ένα στην αμινο-τελική 
περιοχή του (NTA), στον υποκινητή SSA1. Η ικανότητα αυτή πρόσδεσης DNA και 
στις δύο περιοχές του Hsf1, οδηγεί σε δύο διαφορετικές αποκρίσεις στο θερμικό 
στρες. Μια μεταβατική, κατά την οποία η σύνθεση του mRNA των Ssas αυξάνεται, 
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κορυφώνεται και ακολούθως μειώνεται και μια παρατεταμένη, κατά την οποία 
ορισμένα μόρια mRNA παραμένουν σταθερά σε αυξημένες ποσότητες [163, 164].  
Οι Ssa πρωτεΐνες: 
α) εμπλέκονται στην αποδιάταξη ή την παρεμπόδιση σχηματισμού συμπλόκων 
μεταξύ των μη ορθώς αναδιπλωμένων πρωτεϊνών [165], 
β) επικουρούν τη μετέπειτα ορθή αναδίπλωσή τους σε συνεργασία με τις Ydj1 και 
Hsp104 [166], 
γ) μετέχουν στη μεταφορά πρωτεϊνών στα μιτοχόνδρια και το ενδοπλασματικό δίκτυο 
[167, 168], 
δ) εμπλέκονται στον καταβολισμό των κατεστραμμένων πρωτεϊνών [169, 170] και 
ε) εμπλέκονται στην αυτορρύθμιση της έκφρασής τους [171], αλλά και στη ρύθμιση 
της έκφρασης άλλων πρωτεϊνών θερμικού πλήγματος, όπως του KAR2, το οποίο 
κωδικοποιεί για την BiP στους ζυμομύκητες [172]. 
στ) Επιπλέον, οι Ssa1p και Ssa2p εμπλέκονται στο μηχανισμό επιδιόρθωσης βλαβών 
στο DΝΑ, καθώς αναγνωρίστηκαν ως μέλη των συμπλόκων ελέγχου του DNA Rad9 
[173, 174]. 
 
1.3.5. Kar2  
 

Η πρωτεΐνη Kar2 (Kar2p), προϊόν του γονιδίου καρυογαμίας KAR2, είναι 
υπεύθυνη για την πυρηνική σύντηξη κατά το σχηματισμό διπλοειδών πυρήνων κατά 
τη σύζευξη του ζυμομύκητα του γένους S. cerevisiae [175] και αποτελεί το ομόλογο 
μέλος της πρωτεΐνης BiP των θηλαστικών. Εδράζεται στο ενδοπλασματικό δίκτυο και 
τον πυρηνικό φάκελο και μαζί με τη BiP, αποτελεί το μοναδικό μέλος από τις 
συνεχώς εκφραζόμενες πρωτεΐνες της οικογένειας, που φέρει μια λειτουργική 
ακολουθία εκκριτικής σηματοδότησης, η οποία οφείλεται στην παρουσία υδρόφοβων 
αμινοτελικών επαναλήψεων. Το καρβοξυτελικό άκρο της φέρει στο τέλος του την 
ακολουθία HDEL [153], που έχει βρεθεί ότι αποτελεί σήμα συγκράτησης στο 
ενδοπλασματικό δίκτυο και είναι τμήμα ενός συστήματος, που αποτρέπει την έκκριση 
των πρωτεϊνών [176]. Από το αμινοτελικό άκρο του μορίου απουσιάζουν πλήρως οι 
πιθανές θέσεις γλυκοσυλίωσης [153], μια συχνά απαντώμενη τροποποίηση των 
πρωτεϊνών, που επηρεάζει τη δομή και τη λειτουργία τους. 

Η ποσότητα της πρωτεΐνης στα κύτταρα αυξάνεται μετά από επώαση των 
κυττάρων με φάρμακα, τα οποία παρεμποδίζουν τη γλυκοσυλίωση. Επιπλέον, 
επάγεται σε μεταγραφικό επίπεδο από τη συνάθροιση μη αναδιπλωμένων πρωτεϊνών 
μέσω ενός στοιχείου απόκρισης σε μη αναδιπλωμένες πρωτεΐνες (UPRE). Επίσης 
επάγεται σε ακόμα μεγαλύτερο βαθμό μετά από θερμικό στρες μέσω των στοιχείων 
απόκρισης σε θερμικό σοκ (HSE) [172]. 

Η παρουσία της πρωτεΐνης είναι απαραίτητη για την επιβίωση και την 
ανάπτυξη των απλοειδών, όσο και των διπλοειδών κυττάρων των ζυμομυκήτων. 
Υπάρχουν δύο μοντέλα σχετικά με τη δράση της Kar2p κατά την καρυογαμία. Κατά 
το πρώτο μοντέλο, η πρωτεΐνη δρα έμμεσα, με την παρουσία της να είναι απαραίτητη 
για την εντόπιση και τη συνάθροιση μιας ή περισσότερων πρωτεϊνών, που είναι 
συστατικά στοιχεία της μηχανής πυρηνικής σύντηξης, στον αυλό του 
ενδοπλασματικού δικτύου. Στο δεύτερο μοντέλο, η πρωτεΐνη εμπλέκεται άμεσα στη 
διαδικασία σύντηξης, καταλύοντας πιθανά το σχηματισμό ή την αποδιάταξη 
πρωτεϊνικών συμπλόκων κατά τη σύντηξη των πυρηνικών μεμβρανών [153]. 

 
 
 



31 
 

1.3.6. DnaK 
 

Η DnaK (συνώνυμη και με το παράγωγο του γονιδίου groPC756 [177]) 
αρχικά αναγνωρίστηκε ως μια πρωτεΐνη που είναι απαραίτητη για τον 
πολλαπλασιασμό του βακτηριοφάγου λ [177-179]. Στην ATP-προσδένουσα 
κατάστασή της, η DnaK προσδένει και απελευθερώνει υποστρώματα με μεγάλη 
ταχύτητα [180]. Η υδρόλυση του ATP σε ADP έχει ως αποτέλεσμα τη 
σταθεροποίηση του συμπλόκου μοριακού συνοδού – υποστρώματος [165, 181]. Ο 
κύκλος μεταξύ ATP και ADP-προσδένουσας κατάστασης της DnaK ρυθμίζεται από 
τους ομοσυνοδούς της, DnaJ και GrpE [51, 101, 182]. Η DnaJ ενεργοποιεί τη δράση 
ATPάσης της DnaK, επιτρέποντας έτσι την πρόσδεση και συγκράτηση του πεπτιδίου 
[101]. Ο παράγοντας ανταλλαγής νουκλεοτιδίων GrpE επάγει την αποκόλληση του 
ADP από τη DnaK, οδηγώντας στην απελευθέρωση του υποστρώματος και την 
ολοκλήρωση του κύκλου αντίδρασης της DnaK. Συνεργαζόμενη με τους 
συμπαράγοντές της DnaJ και GrpE, η DnaK σταθεροποιεί τα νεοσυντιθέμενα 
πολυπεπτίδια και διατηρεί την ικανότητα αναδίπλωσης [51]. Επίσης, επανενεργοποιεί 
τις θερμικά αποδιατεταγμένες πρωτεΐνες [183] και ελέγχει την απόκριση σε συνθήκες 
θερμικού σοκ με την πρόσδεσή της στο μεταγραφικό παράγοντα σ32 [184, 185]. 
Εμπλέκεται σε βασικές κυτταρικές λειτουργίες, όπως η επιβίωση των βακτηρίων υπό 
διάφορες συνθήκες στρες, η εκκίνηση της εξαρτώμενης από το oriC του E. coli 
αντιγραφής του DNA του βακτηριοφάγου λ, η ρύθμιση της κυτταρικής διαίρεσης, η 
ρύθμιση της πρωτεόλυσης, η φωσφορυλίωση και η διαμεμβρανική μεταφορά των 
πρωτεϊνών [182]. 
 
 
1.4 Η ΠΡΩΤΕΪΝΗ ΘΕΡΜΙΚΟΥ ΣΟΚ ΤΩΝ 70 KDA - HSP70 
 

Οι πρώτες αναφορές σχετικά με την επαγωγή της έκφρασης κάποιων γονιδίων 
μετά από θερμικό στρες χρονολογούνται από το 1962, στο Ινστιτούτο Γενετικής της 
Παβία στην Ιταλία, όταν ένας συνεργάτης του Ferruccio Ritossa ανέβασε κατά λάθος 
τη θερμοκρασία ενός επωαστικού θαλάμου, όπου ανέπτυσσε ιστούς που είχε 
απομονώσει από σιελογόνους αδένες της Drosophila busckii από τους 25 στους 30οC, 
προκαλώντας με αυτό τον τρόπο ένα ανεπιθύμητο ίσως, αλλά με ευχάριστες εξελίξεις 
θερμικό στρες στους ιστούς [186, 187]. Με τον τρόπο αυτό έγινε η πρώτη 
παρατήρηση για την απόκριση σε θερμικό σοκ. Αυτό που παρατήρησε ο Ritossa μετά 
από τη μεταβολή της θερμοκρασίας στον επωαστικό θάλαμο, ήταν πως το θερμικό 
σοκ προκαλούσε μεταβολές στο πρότυπο των διογκώσεων στους σιελογόνους αδένες 
της Drosophila. 

Μετά από 10 χρόνια περίπου από την ανακάλυψη του Ritossa, το 1973, η 
ομάδα των Tissières και Mitchell εγκαινίασε τη μοριακή ανάλυση της απόκρισης σε 
θερμικό σοκ, αναφέροντας ότι η επαγωγή αυτών των διογκώσεων συνέπιπτε με τη 
σύνθεση ενός μικρού αριθμού νέων πρωτεϊνών [188], οι οποίες ονομάστηκαν 
πρωτεΐνες θερμικού στρες (Hsps), επειδή επάγονταν μετά από έκθεση των κυττάρων 
σε αυξημένη θερμοκρασία [189]. Συγκεκριμένα, οι πρωτεΐνες αυτές είναι 
διατηρημένες σε όλους τους οργανισμούς, από τα ευβακτήρια ως τα αρχαιοβακτήρια, 
τα θηλαστικά και τα φυτά, ενώ η απόκριση σε θερμικό πλήγμα συναντάται σε κάθε 
κυτταρικό τύπο και ιστό πολυκύτταρων οργανισμών [1]. 

Μια από τις πρωτεΐνες θερμικού στρες  που επάγονται αποτελεί και η Hsp70. 
Η Hsp70 αποτελεί το κυριότερο και πιο καλά χαρακτηρισμένο μέλος των στρες 
επαγόμενων πρωτεϊνών [189]. 
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Στον άνθρωπο, υπάρχουν διάφορες ισομορφές της οικογένειας των Hsp70s, 
που κωδικοποιούνται από αρκετά διακριτά γονίδια [190], για τον αριθμό των οποίων 
υπάρχουν διχογνωμίες ανάμεσα στις διάφορες ερευνητικές ομάδες. Έτσι, η πρώτη 
έρευνα ταυτοποίησε 11 γονίδια [189], ενώ πιο πρόσφατες έρευνες υποστηρίζουν την 
ύπαρξη 12 [191], 13 [190, 192, 193], ακόμα και 17 διακριτών γονίδιων [194], που 
εδράζονται στα χρωμοσώματα 1 [189], 5 [195], 6 [196-198], 9 [199], 11 [200], 14 
[197, 201] και 21 [197].  

 
 

 
Εικόνα 1.5: Γραμμική αναπαράσταση της δομής των μελών της οικογένειας Hsp70 στον 

άνθρωπο [202]. 

 
 

Ο εντοπισμός της Hsp70-5 (Bip ή Grp78) και της Hsp70-9 (mtHsp70 ή 
Grp75) περιορίζονται στον αυλό του ενδοπλασματικού δικτύου και στη 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 ή εμπλέκονται σε 
συγκεκριμένες λειτουργίες ανεξάρτητες από αυτές μίας συνοδού πρωτεΐνης. 
 
 Τα μελετημένα οκτώ γονιδιακά προϊόντα που διαφέρουν μεταξύ τους στην 
αλληλουχία αμινοξέων, στο επίπεδο έκφρασης και στον υποκυτταρικό εντοπισμό 
τους παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 1.2) [189]. 
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Πίνακας 1.2: Χαρακτηριστικά στοιχεία των μελών της οικογένειας Hsp70 στον άνθρωπο, 

όπως και ο υποκυτταρικός εντοπισμός τους [202]. 

 

 
Hsp70-1a  και Hsp70-1b:  
 
Ένας τεράστιος όγκος πρόσφατα δημοσιευμένων δεδομένων, σχετικά με την 
οικογένεια των Hsp70 στον άνθρωπο, έχει να κάνει με τα βασικά μέλη της 
οικογένειας αυτής, δηλαδή την Hsp70-1a και την Hsp70-1b (κοινώς ονομαζόμενες 
Hsp70-1), οι οποίες και 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 [75, 203-205]. Επίσης, 
ανήκουν στη ομάδα MHC III (μείζον σύμπλεγμα ιστοσυμβατότητας), που εντοπίζεται 
ανάμεσα στα γονίδια του συμπληρώματος και του TNF (Tumor Necrosis Factor) στο 
μικρό βραχίονα του χρωμοσώματος 6 [203, 206].  

Σύμφωνα με δημοσιευμένες ακολουθίες πρωτεϊνών, οι Hsp70-1a 
(NM_005345) και Hsp70-1b (NM_005346) έχουν πάνω από 99% ομολογία, αφού 
ουσιαστικά διαφέρουν μόνο σε δύο αμινοξέα (E110D, N499S) 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 [206, 207].  

Υπό φυσιολογικές συνθήκες, η έκφραση των πρωτεϊνών Hsp70-1 εξαρτάται 
και από τον τύπο κυττάρων, αλλά και από τη συγκεκριμένη φάση του κυτταρικού 
κύκλου, αφού έχει παρατηρηθεί συσσώρευσή τους κατά την G1 και S φάση [208, 
209]. 

Πρωτεΐνη Εναλλακτικά 
ονόματα 

Ομολογία με 
την Hsp70-1a 

(%) 

Locus Χρωμοσωμι
κή 
τοποθεσία 

Κυτταρική 
τοποθεσία 

Επαγόμενα 
από στρες 

Hsp70-1a Hsp70, Hsp72, 
Hsp70-1 

100 HSPA1A 6p21.3 Κυτταρόπλασμα
Πυρήνας 
Λυσοσσώματα 

Ναι 

Hsp70-1b Hsp70, Hsp72, 
Hsp70-1 

99 HSPA1B 6p21.3 Κυτταρόπλασμα 
Πυρήνας 
Λυσοσσώματα 

Ναι 

Hsp70-1t Hsp70-hom, 
Hsp70-1l 

91 HSPA1L 6p21.3 Κυτταρόπλασμα 
Πυρήνας 

Όχι 

Hsp70-2 Hsp70-3, 
Hsp70-1b, 
HspA2 

84 HSPA2 14q24.1  Κυτταρόπλασμα 
Πυρήνας 

Όχι 

Hsp70-5 Bip, Grp78 64 HSPA5 9q33-q34.1 Ενδοπλασματικό 
δίκτυο 

Όχι  
 

Hsp70-6 Hsp70B΄ 85 HSPA6 1cen-qter Κυτταρόπλασμα 
Πυρήνας 

Ναι 

Hsc70 Hsp70-8, 
Hsp73 

86 HSPA8 11q23.3-q25 Κυτταρόπλασμα 
Πυρήνας 

Όχι 

Hsp70-9 Grp75, 
mtHsp75, 
Mortalin 

52 HSPA9 5q31.1 Μιτοχόνδρια Όχι 
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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 
[196, 206]. Η πρωτεΐνη είναι ομόλογη κατά 91% με την Hsp70-1a (Πίνακας 1.2), 
αφού η βασική διαφορά τους εντοπίζεται στο καρβοξυτελικό άκρο τους (Εικόνα 1.5). 
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. 
 
Hsp70-2:  
 
Η πρωτεΐνη Hsp70-2, εκφράζεται διαρκώς σε χαμηλά επίπεδα στους περισσότερους 
ιστούς και σε υψηλά επίπεδα μόνο στους όρχεις και στον εγκέφαλο [201, 210]. Το 
γονίδιο ΗSPA2 που την κωδικοποιεί εντοπίζεται στο 14 χρωμόσωμα, ενώ η πρωτεΐνη 
δείχνει ομολογία 84% με την Hsp70-1a (Πίνακας 1.2). Η έκφρασή της είναι συχνά 
μειωμένη στους άνδρες με ανώμαλη σπερματογένεση [210] και αρσενικά 
διαγονιδιακά ποντίκια με έλλειψη του γονιδίου HSPA2 είναι στείρα λόγω της μαζικής 
απόπτωσης των σπερματοζωαρίων τους [211]. Επιπλέον, η Hsp70-2 απαιτείται για 
την ανάπτυξη και την επιβίωση διαφόρων ανθρωπίνων καρκινικών κυττάρων [212, 
213]. 
 
Hsp70-5, Bip, Grp78:  
 
Το γονίδιο HSPA5 εδράζεται στο χρωμόσωμα 9 και κωδικοποιεί μία συνεχώς 
εκφραζόμενη ειδικά διαμερισματοποιημένη (compartment-specific) πρωτεΐνη, την 
Hsp70-5 (Πίνακας 1.2). 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 [152, 199, 214]. Η Hsp70-5 περιέχει ένα υποτιθέμενο Ν-τελικό σήμα ER 
εντοπισμού, το οποίο οδηγεί στον εντοπισμό  της στο ER. Στο μακρινό C-τελικό της 
άκρο, έχει ένα υψηλά διατηρημένο "KDEL" σήμα συγκράτησης στο ER [154]. Η 
Hsp70-5 βρίσκεται σε όλους τους κυτταρικούς τύπους, αλλά έχει υψηλά επίπεδα 
έκφρασης σε εκκριτικά κύτταρα όπως του θυρεοειδούς και των παγκρεατικών 
νησιδίων (islets). Σε διαγονιδιακά ποντίκια, όπου υπάρχει έλλειψη του γονιδίου 
Hspa5, τα έμβρυα πεθαίνουν σε 3,5 μέρες, γεγονός που εντάσσει την Hsp70-5 στην 
κατηγορία των πιο θεμελιωδών γονιδίων [215]. 
 
Hsp70-6:  
 
Η Hsp70-6 είναι ένα αυστηρά επαγόμενο από στρες μέλος της οικογένειας των 
Hsp70s και κωδικοποιείται από το γονίδιο HSPA6, το οποίο εδράζεται στο 
χρωμόσωμα 1. Η Hsp70-6 έχει ομολογία 85% με την Hsp70-1a [216] (Πίνακας 1.2) 
και επάγεται μόνο μετά από σκληρές συνθήκες στρες [217]. 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. Η Hsp70-6 εκφράζεται σε μέτρια 
επίπεδα στο αίμα, ειδικά στα δενδριτικά κύτταρα (dendritic cells), τα μονοκύτταρα 
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και τα κύτταρα φυσικούς φονιάδες, αλλά σχεδόν απουσιάζει σε άλλα είδη κυττάρων 
του αίματος, όπως επίσης και σε άλλους ιστούς. 
 
Hsp70-8, Hsc70: 
 
Το γονίδιο HSPA8 εδράζεται στο χρωμόσωμα 11 και εκφράζεται συνεχώς στους 
περισσότερους ιστούς [218]. Το γονίδιο HSPA8 κωδικοποιεί το «συγγενές» (cognate) 
μέλος της Hsp70 οικογένειας, την Hsc70 (Hsp70-8), η οποία παρουσιάζει 86% 
ομολογία με την Hsp70-1a (Πίνακας 1.2).  Έχει αναφερθεί ότι η Hsc70 εμπλέκεται σε 
ένα μεγάλο πλήθος θεμελιωδών λειτουργιών των συνοδών πρωτεϊνών, όπως η 
αναδίπλωση των νεοσυντιθέμενων πολυπεπτιδίων, η πρωτεϊνική μεταφορά διαμέσου 
μεμβρανών, η αυτοφαγοκυττάρωση σχετιζόμενη με συνοδές πρωτεΐνες, η αποφυγή 
συσσωμάτωσης πρωτεϊνών υπό συνθήκες στρες και η αποσυναρμολόγηση κυστιδίων 
περιβαλλομένων από κλαθρίνη [75, 219]. Οπότε, η Hsc70 θεωρείται ως ένα 
θεμελιώδες για την επιβίωση γονίδιο. 
 
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 (Πίνακας 1.2) και 
65% με την SSC1 (αντίστοιχη μιτοχονδριακή Hsp70 στη ζύμη) [202, 220-222], κάτι 
που υποδεικνύει ότι, στις μιτοχονδριακές Hsp70 μεταξύ διαφόρων ειδών, υπάρχει 
υψηλότερο επίπεδο συντήρησης αλληλουχιών, παρά μεταξύ των πρωτεϊνών της 
οικογένειας των Hsp70 του ίδιου είδους. 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 [156, 222]. 
 

Η Hsp70 αποτελεί το κυριότερο μέλος της οικογένειας των πρωτεϊνών 
θερμικού στρες των 70 kDa [189]. Στη συγκεκριμένη ενότητα θα γίνει αναφορά στην 
ανθρώπινη Hsp70 (HSPA1Α – παλαιότερες ονομασίες Hsp72, Hsp70i, Hsp70-1, 
HSPA – κωδικός αρίθμησης Swiss Prot 3303), η οποία είναι μια πρωτεΐνη 
αποτελούμενη από 641 αμινοξέα (PUBMED - US National Library of 
Medicine/National Institutes of Health) (Εικόνα 1.6) και της οποίας η έκφραση 
επάγεται σημαντικά σε συνθήκες αυξημένης θερμοκρασίας [75]. 

Η επαγόμενη από στρες Hsp70 εκφράζεται σε μεγάλες ποσότητες στο 
κυτταρόπλασμα και την πλασματική μεμβράνη πρωτογενών όγκων διάφορων 
προελεύσεων. Έχει αποδειχθεί η ενσωμάτωση της Hsp70 στην πλασματική μεμβράνη 
κακοήθων νεοπλασιών, ενώ σε μη κακοήθη μετασχηματισμένα κύτταρα, συνδέεται 
με υποδοχείς της κυτταρικής επιφάνειας. Η έκφρασή της στα καρκινικά κύτταρα 
ενισχύεται περισσότερο ως απόκριση σε αρκετά παθολογικά και περιβαλλοντικά 
στρες, όπως αποστέρηση θρεπτικών υλικών, υποξία, βαρέα μέταλλα, ακτινοβολία και 
χημειοθεραπευτικά φάρμακα. Αντίθετα, η έκφρασή της σε κύτταρα υπό φυσιολογικές 
συνθήκες είναι χαμηλή και περιορίζεται στο κυτταρόπλασμα, ενώ σε συνθήκες 
θερμικού σοκ εισέρχεται στον πυρήνα και συγκεκριμένα στους πυρηνίσκους και/ή σε 
άλλες ετεροχρωματινικές περιοχές [66, 223-229]. 

Εκτός από την ενδοκυττάρια εντόπιση της Hsp70, υπάρχουν αναφορές για 
ανεξάρτητη απελευθέρωσή της από το ενδοπλασματικό δίκτυο και το σύμπλεγμα 
Golgi [229, 230], με αρκετά υψηλές ποσότητες να μετρώνται στο πλάσμα και τον ορό 
του αίματος [231]. Επιπλέον, η Hsp70 έχει βρεθεί στην επιφάνεια ανθρώπινων 
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καρκινικών κυττάρων [225], παρόλο που δεν φέρει διαμεμβρανική περιοχή [229], όχι 
όμως και στην επιφάνεια φυσιολογικών κυττάρων [225]. Οι μηχανισμοί εξόδου της 
Hsp70 από τα κύτταρα είναι ακόμα αμφιλεγόμενοι, καθώς δεν έχει βρεθεί κάποιο 
σήμα έκκρισης από αυτά [229]. Ωστόσο, είναι γνωστό ότι το περιβάλλον σε ορισμένα 
καρκινικά κύτταρα είναι όξινο, υποξικό και χωρίς θρεπτικά στοιχεία [232], επάγοντας 
έτσι ένα χαμηλότερο ενδοκυτταρικό pH σε σύγκριση με τα φυσιολογικά κύτταρα. Το 
γεγονός αυτό οδηγεί στην υπόθεση ότι το χαμηλό pH προκαλεί τέτοιες αλλαγές στη 
διαμόρφωση της Hsp70, που τελικά έχουν ως αποτέλεσμα την εντόπισή της στην 
επιφάνεια του κυττάρου. Δεν πρέπει, όμως, να αποκλειστεί και η πιθανότητα της 
απευθείας αλληλεπίδρασης της Hsp70 με τη μεμβράνη, δεδομένου ότι δεν έχει βρεθεί 
κάποιος υποδοχέας για την Hsp70 στην επιφάνεια των κυττάρων [233]. Όσον αφορά 
στην εξωκυττάρια Hsp70 (eHSP70) στον άνθρωπο, δεν ανιχνεύεται στους 
σκελετικούς μύες, οι οποίοι δεν φαίνεται να την εκφράζουν [231]. Φαίνεται ότι οι 
μυικές ίνες, που δεν έχουν υποστεί βλάβες λόγω άσκησης, είναι αδιαπέραστες από 
την Hsp70 [234]. Αντίθετα, οι ηπατοσπλαγχνικοί ιστοί δύνανται να απελευθερώσουν 
Hsp70 στη συστημική κυκλοφορία μετά από άσκηση [235]. Παρόμοια έκκριση της 
Hsp70 μετά από άσκηση, φαίνεται να πραγματοποιείται και από τον εγκέφαλο [236]. 
 
1.4.1. Δομή της Hsp70 
 

Τα μέλη της οικογένειας θερμικού στρες των 70 kDa έχουν υψηλή ομολογία 
μεταξύ τους ως προς την ακολουθία των αμινοξέων τους. Παρ’ όλα αυτά, το ποσοστό 
των συντηρημένων αμινοξέων των διάφορων μελών ανάμεσα στις ίδιες πρωτεΐνες 
στα διάφορα είδη, εξαρτάται από το πόσο σημαντική λειτουργία επιτελεί κάθε μέλος, 
ώστε η αλληλουχία να έχει διατηρηθεί κατά την εξέλιξη [237]. 

Η δομή των πρωτεϊνών της οικογένειας των Hsp70 εξήχθη κυρίως από 
δεδομένα, που λήφθησαν από βιοχημική, κρυσταλλογραφική και μοριακή ανάλυση 
μοντέλων [238]. 

Η ανθρώπινη Hsp70 είναι μια πρωτεΐνη 640 αμινοξέων [239]. Η ανάλυση της 
δομής της έδειξε ότι αποτελείται από δύο περιοχές (Εικόνα 1.6), μια υψηλά 
συντηρημένη Ν-τελική περιοχή με δράση ATPάσης [237, 240, 241] των 44 kDa [238, 
240, 241], που προσδένει νουκλεοτίδια [190] και φέρει ομολογία με την ακτίνη [190, 
237, 242] και την εξοκινάση [243]. Η περιοχή αυτή βρέθηκε να είναι ανθεκτική σε 
πρωτεόλυση [238], ενώ αποτελείται από δύο λοβούς με μια βαθιά αύλακα ανάμεσά 
τους, στη βάση της οποίας προσδένεται το ATP [243]. Στην περιοχή ATPάσης 
συναντώνται δύο ιόντα ασβεστίου, εκ των οποίων το ένα εμπλέκεται στην υδρόλυση 
του ATP και την in vitro φωσφορυλίωση, ενώ το δεύτερο πιθανώς είναι υπεύθυνο για 
τη σταθεροποίηση της πρωτεϊνικής δομής τη Hsp70 [239]. Το μόριο της Hsp70 φέρει 
και μια λιγότερο διατηρημένη C-τελική περιοχή πρόσδεσης πεπτιδίων [237] με 
μοριακή μάζα 25 kDa [66]. Η περιοχή αυτή διαχωρίζεται στην περιοχή πρόσδεσης 
υποστρωμάτων (SBD), γνωστή και ως περιοχή πρόσδεσης πεπτιδίων (PBD) με 
μέγεθος 15 kDa περίπου [190]. Το υπόλοιπο τμήμα των 10 kDa [134] εμπλέκεται 
στην πρόσδεση των ομο-συνοδών μορίων [190]. Η περιοχή πρόσδεσης πεπτιδίων 
βρίσκεται πλησίον της περιοχής με δράση ATPάσης [134] και ρυθμίζει τις 
αλληλεπιδράσεις της Hsp70 με κακώς αναδιπλωμένα, μη αναδιπλωμένα, ή μερικώς 
αποδιαταγμένα πολυπεπτιδικά υποστρώματα [66]. Το υπόλοιπο τμήμα της C-τελικής 
περιοχής μεγέθους 10 kDa, που αναφέρθηκε, περιέχει την όξινη ρυθμιστική περιοχή 
EEVD (Glu-Glu-Val-Asp), η οποία ρυθμίζει την υδρόλυση του ATP, την 
αλληλεπίδραση της Hsp70 με τα υποστρώματά της, αλλά και τη γενικότερη δομή και 
λειτουργία της Hsp70 [244]. 
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Εικόνα 1.6: Δομή της ανθρώπινης Hsp70. Η Hsp70 αποτελείται από δύο βασικές περιοχές, 
μια συντηρημένη Ν –τελική περιοχή με δράση ATPάσης και μια λιγότερο συντηρημένη C-τελική 
περιοχή πρόσδεσης πεπτιδίων (κορυφή). Η δομή της περιοχής με δράση ATPάσης (αριστερά) 
εξήχθη με κρυσταλλογραφική ανάλυση ακτίνων Χ από την περιοχή ATPάσης της Hsc70 των 
βοοειδών. Το μοντέλο για την περιοχή πρόσδεσης πεπτιδίων (δεξιά) εξήχθη από τη δομή των 
μορίων του MHC κλάσης Ι. Τα κεφαλαία γράμματα αντιπροσωπεύουν σημαντικές προσθήκες. 
Τα κενά (ελλείμματα) είναι κυκλωμένα (το Ν-άκρο της έλικας της περιοχής 1, οι πτυχές 3 και 4 
της α-2 περιοχής, οι κυστεΐνες που σχηματίζουν το δισουλφιδικό δεσμό στην α-2 περιοχή). 
Φαίνονται, επίσης, οι πιθανές θέσεις γλυκοζυλίωσης (CHO), οι θέσεις των προλινών και η 
περιοχή που αναγνωρίζεται από τη χυμοθρυψίνη (βέλος) ([237] με τροποποιήσεις). 
  

Συνοπτικά, οι ανθρώπινες Hsp70s περιλαμβάνουν διακριτές λειτουργικές 
περιοχές:  

α) την περιοχή πρόσδεσης στο πεπτίδιο, μεγέθους 30 kDa [Peptide Binding 
Domain (PBD)], που είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση στο υπόστρωμα,  

β) την περιοχή πρόσδεσης στο νουκλεοτίδιο, μεγέθους 45 kDa [Nucleotide 
Binding Domain (NBD)], η οποία περιλαμβάνει μια μικρή περιοχή, σαν "σχισμή" για 
την πρόσδεση του ATP, και τέλος δύο άλλες περιοχές, οι οποίες βρίσκονται στα 
περισσότερα μέλη της οικογένειας,  

γ) ένα μοτίβο στο καρβόξυ-τελικό άκρο ή αλλιώς, μοτίβο μοριακού συνοδού 
EEVD και  

δ) μια μεταβλητή περιοχή στο C-τελικό άκρο.  
Η περιοχή ATPάσης έχει βρεθεί να έχει την αναδίπλωση, όπως η ακτίνη και η 

εξοκινάση, με δύο ευέλικτες περιοχές που περιβάλλουν μια βαθειά σχισμή σύνδεσης 
νουκλεοτιδίων, που περικλείει ATP [243, 245]. Η περιοχή δέσμευσης του 
υποστρώματος είναι λεπτή και σε σχηματισμό τούβλου με μία σχισμή, που 
καλύπτεται από ένα κινητό α-ελικοειδές καπάκι. Τόσο το καπάκι όσο και η σχισμή 
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ανοίγουν για να επιτρέψουν τη σύνδεση του υποστρώματος, το οποίο μπορεί στη 
συνέχεια να παγιδευτεί όταν το καπάκι κλείσει [135]. Η νουκλεοτιδική κατάσταση 
της περιοχής ATPάσης επηρεάζει το άνοιγμα (που διεγείρεται από σύνδεση του ATP) 
και κλείσιμο (μετά από υδρόλυση του ATP) της θέσης δέσμευσης του υποστρώματος. 
 
 
1.4.2. Λειτουργίες της HSP70 
 

Η δράση της Hsp70 ρυθμίζεται από την υδρόλυση του ATP. Η δραστικότητα 
σαν μοριακός συνοδός εξαρτάται από την κατάσταση πρόσδεσης ATP. Με την 
πρόσδεσή της με ATP, η Hsp70 συνδέεται με χαμηλή συγγένεια στα υποστρώματά 
της, ενώ στην ADP-προσδένουσα κατάσταση, η συγγένεια πρόσδεσης με τα 
υποστρώματα είναι πιο ισχυρή και η δράση ATPάσης της είναι αδύναμη [190]. 

Σε μοριακό επίπεδο, η θερμικά επαγόμενη Hsp70 καθοδηγεί τη διαμόρφωση 
άλλων πρωτεϊνών καθ’όλη τη διάρκεια της ύπαρξής τους, αποτρέποντας τη 
συμπλεγματοποίησή τους, με την προστασία των ενεργών – υδρόφοβων περιοχών 
τους από το σχηματισμό μη παραγωγικών αλληλεπιδράσεων [219, 246]. Με αυτή της 
τη δράση, η Hsp70 λειτουργεί ως μοριακός συνοδός που: 
α) εμπλέκεται στα μονοπάτια της αναδίπλωσης [140], βοηθώντας στην αναδίπλωση 
των νεοσυντιθέμενων πρωτεϊνών, όπως αυτές εξέρχονται από τα ριβοσώματα [219, 
246], 
β) καθοδηγεί τη διαμεμβρανική μεταφορά πρωτεϊνών στα μικροσωμάτια [139, 219, 
246], 
γ) ρυθμίζει τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ πρωτεϊνών, ελέγχοντας τις αλλαγές στη 
διαμόρφωσή τους [219, 246] και 
δ) σε περιπτώσεις στρες, όπως θερμικό στρες, κατά το οποίο προκαλείται αποδιάταξη 
των πρωτεϊνών [247], ή την αποστέρηση ορού, η Hsp70 διευκολύνει τη λυσοσωμική 
αποδιάταξη [248], είτε παρεμποδίζοντας απλά τη συμπλεγματοποίηση, κρατώντας τα 
υποστρώματα σε μια κατάσταση ευπαθή στην πρωτεόλυση, είτε διευκολύνοντας 
ενεργά τη μεταφορά τους σε πρωτεολυτικά συστήματα [219, 246]. 

Οι λειτουργίες αυτές της Hsp70 περιλαμβάνουν επαναλαμβανόμενους 
κύκλους πρόσδεσης και απελευθέρωσης υποστρωμάτων, μέχρι την τελική ενεργό 
διαμόρφωση ή την είσοδο των υποστρωμάτων σε πρωτεολυτικά συστήματα [219, 
246]. Συνήθως, δρα σε συνεργασία με μια ομάδα ομο-συνοδών πρωτεϊνών, όπως η 
Hsp40, προς σχηματισμό ενεργών μοριακών συμπλόκων (μοριακές νανομηχανές), οι 
οποίες επικουρούν τη δράση της ως μοριακού συνοδού [109]. Στοιχεία σχετικά με 
την κατάσταση ολιγομερισμού των Hsp70s, οδήγησαν στην υπόθεση ότι η 
ολιγομερής Hsp70 είναι αδρανής ή έχει ελάχιστη δραστικότητα και για να έχει δράση 
μοριακού συνοδού, θα πρέπει να βρίσκεται στη μονομερή μορφή [249, 250]. 
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 Εικόνα 1.7: Η νανομηχανή αναδίπλωσης - καταβολισμού της Hsp70 [251].  
  
 

Η Hsp70 δεν δρα μόνη της, αλλά στις λεγόμενες «Hsp70 μοριακές 
νανομηχανές», συνεργάζεται και ρυθμίζεται από αρκετούς ομοσυνοδούς και 
συμπαράγοντες [246]. Ένα εκτεταμένα μελετημένο μοντέλο τέτοιας «μηχανής», 
αποτελεί η μηχανή αναδίπλωσης – καταβολισμού (Εικόνα 1.7), στην οποία η Hsp70, 
συνεργαζόμενη με τις Hsp40 και Hsp90, ανάλογα με την ανταγωνιστική πρόσδεση 
των ομοσυνοδών Hip και BAG-1 στο Ν-άκρο της δομής ATPάσης της, οδηγεί τα 
υποστρώματα στην αναδίπλωση ή τον καταβολισμό μέσω συγκρότησης του 
πρωτεοσώματος, αντίστοιχα. Στο C-άκρο της Hsp70, προσδένονται ανταγωνιστικά οι 
Hop και CHIP μέσω του TPR υποδοχέα. Η Hop, ωθεί προς την κατεύθυνση της 
πρωτεϊνικής αναδίπλωσης, ενώ η CHIP αδρανοποιεί τη δράση ATPάσης της Hsp70, 
εμποδίζοντας τη σύνδεσή της με άλλους παράγοντες, που θα ήταν απαραίτητοι για 
την πρωτεϊνική αναδίπλωση. Έτσι το σύστημα οδηγείται προς καταβολισμό (Εικόνα 
1.7) [251]. 

Είναι άξιο λόγου να αναφερθεί ότι η Ν- και C-τελική περιοχή σχετίζονται με 
την έκθεση σε αντιγόνο, μια σημαντική διεργασία, με την οποία η Hsp70 συμμετέχει 
στην ανοσολογική απόκριση, εμφανίζοντας παράλληλη δράση μοριακού συνοδού και 
κυτοκίνης [252]. 

Ως απόκριση σε θερμικό στρες, η Hsp70 επάγεται και μετατοπίζεται από το 
κυτταρόπλασμα προς τον πυρήνα και τους πυρηνίσκους [223]. Η μετατόπιση αυτή 
πραγματοποιείται προκειμένου η Hsp70 να ρυθμίσει μονοπάτια που εμπλέκονται 
στην ποιότητα και την ακεραιότητα του DNA αλλά και των πυρηνίσκων υπό 
συνθήκες στρες [66], γεγονός που καθιστά την Hsp70 ένα καίριο μόριο στο κύτταρο, 
καθώς οι πυρηνίσκοι αποτελούν βασικό συστατικό στοιχείο των ριβοσωμάτων, στα 
οποία πραγματοποιείται η πρωτεϊνοσύνθεση [253]. Επιπλέον, υπάρχουν εκτεταμμένες 
μελέτες, που υποδηλώνουν μια πιθανή σχέση ανάμεσα στην υπερέκφραση της Hsp70 
και την προστασία από βλάβες στο DNA, όπως σχάσεις μονής και διπλής έλικας, που 
προκαλούνται από διάφορα ερεθίσματα, όπως ακραίο θερμικό στρες, απουσία 
οξυγόνου, βαρέα μέταλλα, UV ακτινοβολία, γ-ακτινοβολία και χημικές ενώσεις [254, 
255]. Επίσης, ορισμένες ομάδες έχουν προσδώσει στην Hsp70 επιδιορθωτικό ρόλο 
στα συστήματα επιδιόρθωσης DNA. Πρόσφατες έρευνες έδειξαν ότι η Hsp70 
ενισχύει την επιδιόρθωση μέσω αποκοπής βάσεων (BER) σε ανθρώπινα λευχαιμικά 
κύτταρα μετά από επίδραση ιονίζουσας ακτινοβολίας [256], ενώ εμπλέκεται και στο 
μηχανισμό επαγωγής βλαβών στο DNA από υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2), με 
την Hsp70 να ρυθμίζει την ομοιόσταση ιόντων σιδήρου στο κύτταρο και να 
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προστατεύει τις μεμβράνες των λυσοσωμάτων από την επαγόμενη από οξειδωτικό 
στρες αποσταθεροποίηση, μέσω ρύθμισης των σχάσεων μονής αλυσίδας του DNA 
[257]. 
 
1.4.3. Hsp70 και ασθένειες 
 

Σε επίπεδο κυττάρων, η Hsp70 εμπλέκεται στην ογκογένεση [228, 258, 259] 
και την κυτταρική επιβίωση μετά από ακραίο θερμικό στρες [72], ενώ η παρουσία της 
φαίνεται να προσδίδει ανθεκτικότητα στον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο από 
απόπτωση ή νέκρωση [260] μετά από διάφορα κασπάσο - εξαρτώμενα [228, 261, 
262] ή κασπάσο - ανεξάρτητα ερεθίσματα, όπως TNF, θερμικό στρες, αποστέρηση 
ορού ή οξειδωτικό στρες [228, 263, 264], εμφανίζοντας αντιφλεγμονώδη δράση 
[265]. Επιπλέον, η παρουσία της Hsp70 προσδίδει θερμοανθεκτικότητα [72, 250, 266, 
267] και προστασία των κυττάρων του μυοκαρδίου από ισχαιμικό σοκ [78, 250]. 

Η δράση της Hsp70 σχετίζεται, συχνά, με την προστασία από διάφορες 
ασθένειες και παθοφυσιολογικές καταστάσεις, όπως καρδιαγγειακές παθήσεις [78, 
268], πνευμονοπάθειες [269], μυοπάθειες [270] και νευροεκφυλιστικές νόσους [271, 
272]). Η μείωση της έκφρασής της ενδέχεται να προστατεύει από διάφορα είδη 
καρκίνου [273], ενώ η ίδια η παρουσία της στα καρκινικά κύτταρα τα προστατεύει 
από βλάβες, που μπορούν να προκληθούν από περιβαλλοντικά ερεθίσματα, 
σταθεροποιώντας τα λυσοσώματα και παρεμποδίζοντας με αυτό τον τρόπο την 
κυτταρική αυτοφαγία [274, 275]. 

Αυξημένα επίπεδα της Hsp70 βρέθηκαν σε όγκους διαφορετικής γένεσης σε 
σύγκριση με τους φυσιολογικούς ιστούς. Σχεδόν όλες οι κυτταρικές σειρές, που 
προέρχονται από δείγματα κλινικών όγκων και χρησιμοποιούνται σε πειράματα 
κυτταρικής βιολογίας, περιέχουν αυξημένα ποσά της πρωτεΐνης. Το γεγονός αυτό 
υποδηλώνει ότι η περιεκτικότητα της Hsp70 είναι ένας πρώιμος δείκτης της εξέλιξης 
του καρκίνου [276]. Η αυξημένη μεταγραφή των Hsps στα καρκινικά κύτταρα 
οφείλεται στην απώλεια της δράσης της p53 στην αυξημένη έκφραση των 
πρωτοογκογονιδίων HER2 και c-Myc, και είναι μεγάλης σημασίας στην 
καρκινογένεση. Τα μέλη της οικογένειας των Hsps, και κυρίως η Hsp70, παίζουν 
επικαλυπτόμενους και σημαντικούς ρόλους στην ανάπτυξη όγκων, προάγοντας τον 
αυτόνομο πολλαπλασιασμό των κυττάρων, παράλληλα με την αναστολή των 
μονοπατιών του κυτταρικού θανάτου. Η Hsp70 υπερεκφράζεται σε διάφορους όγκους 
και φαίνεται να εμπλέκεται σε αρκετά από τα στάδια της εξέλιξης των όγκων, καθώς 
και στην ανθεκτικότητα των κυττάρων ενάντια στα χημειοθεραπευτικά φάρμακα. 

Για τους λόγους αυτούς, οι Hsps μπορούν να αποτελέσουν φαρμακολογικούς 
στόχους για το σχεδιασμό αντικαρκινικών φαρμάκων και μια νέα προσέγγιση για να 
καταστήσουν τα καρκινικά κύτταρα ευαίσθητα στις συμβατικές χημειοθεραπείες. 

 
 

1.4.4. Ομοσυνοδές πρωτεΐνες της οικογένειας των HSP70s 
 

Εκτός από τις γνωστές DnaJ και GrpE, που δρουν ως ομοσυνοδοί της DnaK 
(ομολόγου της Hsp70 των ευκαρυωτικών) στα βακτήρια, υπάρχουν και άλλες 
πρωτεΐνες, που στα θηλαστικά κύτταρα δρουν ως ομοσυνοδοί της Hsp70, όπως η Hip, 
η BAG-1, η DnaJ1 και η αυξιλίνη (auxilin). Η παρουσία αυτών των συμπαραγόντων 
φανερώνει την πολυπλοκότητα των μηχανισμών, με τους οποίους δρουν οι Hsp70 
μοριακοί συνοδοί στα κύτταρα [87]. Παρακάτω, θα αναφερθούμε συνοπτικά στις 
ομοσυνοδές αυτές πρωτεΐνες. 
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Bag-1 
 
Η Bag-1 είναι μια πολυλειτουργική πρωτεΐνη, η οποία εμπλέκεται στην αναστολή του 
κυτταρικού θανάτου μέσω συνεργασίας με τη Bcl-2. Θεωρείται ρυθμιστικό μέλος 
αποπτωτικών, μεταγραφικών και αυξητικών διεργασιών. Επιπλέον, εμπλέκεται στην 
κυτταρική σηματοδότηση και διαφοροποίηση. Φέρει τρεις ισομορφές, με εντόπιση 
τόσο πυρηνική, όσο και κυτταροπλασματική [277]. 
 
Chip 
 
Η Chip είναι μια κυτταροπλασματική πρωτεΐνη με διατηρημένη αλληλουχία. 
Εκφράζεται κύρια στην καρδιά, στους σκελετικούς μύες και στον εγκέφαλο. Φέρει 
τρεις λειτουργικές περιοχές: 
α) την TPR περιοχή στο αμινο-τελικό άκρο, 
β) την U-box περιοχή στο καρβόξυ-τελικό άκρο και 
γ) μια ενδιάμεση φορτισμένη περιοχή. 
Η Chip αλληλεπιδρά με τις Hsp70, Hsc70 και Hsp90 μέσω της TPR περιοχής. Η 
αλληλεπίδραση με τους μοριακούς αυτούς συνοδούς έχει ως αποτέλεσμα την 
ουβικιτινυλίωση και αποικοδόμηση της πρωτεΐνης στόχου από το πρωτεόσωμα [278]. 
 
DnaJ1 
 
H DnaJ1 αποτελεί τη βακτηριακή ομόλογο πρωτεΐνη της Hsp40 στα βακτηριακά 
κύτταρα. Εδράζεται στο κυτταρόπλασμα και εμπλέκεται στη μετάφραση, 
αναδίπλωση, αποδίπλωση, μεταφορά και αποικοδόμηση των πρωτεϊνών. Η εμπλοκή 
της στις διεργασίες αυτές έγκειται στην ενεργοποίηση της περιοχής ATPάσης των 
Hsp70s. Η πρόσδεσή της στις τελευταίες επιτυγχάνεται μέσω της J-περιοχής, που 
φέρει στο μόριό της [279]. 
 
Αυξιλίνη (auxilin) 
 
H αυξιλίνη αποτελεί ένα συμπαράγοντα μοριακού βάρους 100 kDa, που εμπλέκεται 
στη ρυθμιζόμενη από την Hsc70 απομάκρυνση της κλαθρίνης από επιστρωμένα 
κυστίδια. Η παρουσία μιας J-περιοχής στο -COOH άκρο της υποδηλώνει ότι αποτελεί 
μέλος της οικογένειας των DnaJ πρωτεϊνών [280]. 
 
p16 
 
Η p16 είναι ένα άλλο μέλος της οικογένειας των ομοσυνοδών των Hsp70s, μια 
κυτταροπλασματική πρωτεΐνη, που συγκατακρημνίζεται με την Hsc70 σε ήπαρ 
ψαριού. Η p16 έχει αναγνωριστεί ως μέλος της οικογένειας των Nm23 
νουκλεοτιδικών διφωσφορικών κινασών και ενδέχεται να ρυθμίζει τη δραστικότητα 
της Hsc70, διατηρώντας τη σε μονομερή μορφή [281]. 
 
Hop 
 
H Hop είναι μία 60-kDa πρωτεΐνη, έχει ανακαλυφθεί πρόσφατα, και μπορεί να 
σχηματίσει μια φυσική σύνδεση μεταξύ της HSP70 και της HSP90, διαμορφώνοντας 
έτσι τις δραστηριότητές τους [282]. Διεγείρει την αναδίπλωση από την HSP70 και 
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την Ydj-1 σε ένα καθαρό σύστημα αναδίπλωσης. Η Hop, κατά προτίμηση, σχηματίζει 
ένα σύμπλοκο με την ADP-δεσμευμένη HSP70 και εμφανίζεται, επίσης, να συνδέεται  
με την ADP-δεσμευμένη μορφή της HSP90. 

 
 

1.5. ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΘΕΡΜΙΚΟΥ ΣΤΡΕΣ  ΤΩΝ 90KDA 
 

Τα μέλη της οικογένειας αυτής βρίσκονται στα ευβακτήρια, στο κυτοσόλιο 
των ευκαρυωτικών οργανισμών, στο ενδοπλασματικό δίκτυο και στα μιτοχόνδρια 
[57]. Μέλη της οικογένειας HSP90 είναι αρκετά συντηρημένα. Είναι βασικές 
πρωτεΐνες, που βρίσκονται σε όλους τους οργανισμούς από τα βακτήρια μέχρι τους 
ανθρώπους. Παραδείγματα αποτελούν η κυτταροπλασματική μορφή στους 
ευκαρυώτες, η μορφή του ενδοπλασματικού δικτύου της HSP90, Grp94, και το 
ομόλογο της E. Coli, HtpG. Δρουν καθοδικά του συστήματος Hsp70/Hsp40 και 
παίζουν σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της διαμόρφωσης των πρωτεϊνών κατά τα 
τελικά στάδια της αναδίπλωσης και τη σηματοδότηση των κυττάρων [57, 70]. 
Παρόλο που υπάρχουν αρκετές ομοιότητες μεταξύ των δράσεων των Hsp90 και 
Hsp70, για την πρώτη έχουν αναγνωριστεί αρκετές εξειδικευμένες αλληλεπιδράσεις, 
π.χ. με κυττοσκελετικά στοιχεία, με σηματοδοτικές πρωτεΐνες μεταγωγής 
(συμπεριλαμβανομένων των υποδοχέων στεροειδών ορμονών) και πρωτεϊνικές 
κινάσες. Πρόσφατες μελέτες γενετικής ανάλυσης αποκάλυψαν την εμπλοκή της 
Hsp90 σε εκκριτικά μονοπάτια, την κυτταρική μεταφορά, τον κυτταρικό κύκλο και 
την κυτταρική διαίρεση [283]. 

Η Hsp90 σχηματίζει ένα ομοδιμερές. Κάθε υπομονάδα του αποτελείται από 
τρεις τομείς: μια Ν-τελική περιοχή με δράση ATPάσης, μια φορτισμένη περιοχή 
πρόσδεσης και μια C-τελική περιοχή διμερισμού [284]. Η πρόσδεση των 
υποστρωμάτων στην Hsp90 εξαρτάται από την Hsp70 [285] και ρυθμίζεται από τη 
Hop, της οποίας η TPR2 περιοχή αλληλεπιδρά απευθείας με την Hsp90 με 
ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις [286]. Η Hsp90 πραγματοποιεί ρυθμιζόμενους 
κύκλους πρόσδεσης και απελευθέρωσης ATP, μέχρι την τελική απελευθέρωση της 
πρωτεΐνης στη φυσική διαμόρφωση [287]. Υπό συνθήκες στρες, όπως θερμικό, η 
Hsp90 μειώνει την εκλεκτικότητά της ως προς τα υποστρώματα και υιοθετεί το ρόλο 
ενός αποθηκευτικού χώρου για τις μη αναδιπλωμένες πρωτεΐνες, τις οποίες διατηρεί 
σε μια κατάσταση, στην οποία δύνανται να αναδιπλωθούν. Οι πρωτεΐνες αυτές 
μπορούν να αναδιπλωθούν ακολούθως από άλλους μοριακούς συνοδούς, όπως η Hdj-
1 ή η Hsp70 [288]. 

Η Hsp90 αποτελεί τμήμα μιας εξαιρετικά εξελιγμένης μηχανής 
αποτελούμενης από πολλούς μοριακούς συνοδούς. Η δράση της βασίζεται σε 
αρκετούς συμπαράγοντες, που εξαρτώνται από το προσδεδεμένο υπόστρωμα (Εικόνα 
1.8) [70]. 
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Εικόνα 1.8: Ο κύκλος δράσης της Hsp90 ως μοριακού συνοδού με τους συμπαράγοντές 
της [289]. 
 
 
1.6. ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΘΕΡΜΙΚΟΥ ΣΤΡΕΣ  ΤΩΝ 100KDA  
 

Οι πρωτεΐνες της οικογένειας της HSP100 (ή Clp) ανήκουν στις θερμικά 
επαγόμενες πρωτεΐνες και έχουν ως λειτουργία την προστασία των οργανισμών από 
έντονα στρες [290]. Αποτελούν μέλη της μεγάλης ΑΑΑ+ υπεροικογένειας, που 
περιέχει πρωτεΐνες με δράση ATPάσης και σχετίζονται με διάφορες κυτταρικές 
διεργασίες [57], μεταξύ των οποίων και η πρωτεόλυση. Αποτελούν μια οικογένεια 
ιδιαίτερα διατηρημένων πρωτεϊνών, που συναντώνται σε όλους τους οργανισμούς 
(βακτήρια, ζυμομύκητες, φυτά και θηλαστικά), ενώ η δομή τους περιλαμβάνει 
περιοχές πρόσδεσης ATP και πεπτιδίων. Η δομή τους απαρτίζεται από εξαμερή 
δακτυλιοειδή σύμπλοκα [87], τα οποία συνδέονται με αμινοξέα που σηματοδοτούν τη 
μεταφορά του ξεδιπλωμένου πολυπεπτιδίου σε ένα πρωτεολυτικό θάλαμο ή την 
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αναδίπλωσή του από άλλους μοριακούς συνοδούς [57]. Οι πρωτεΐνες αυτές δρουν σε 
συνδυασμό με ομόλογες πρωτεΐνες της Hsp70 και της DnaJ προκειμένου να 
αυξήσουν την ποσότητα των επαναδιαταγμένων πρωτεϊνών [290]. 

Τα μέλη της οικογένειας αυτής θεωρούνται ως οι ισχυρότεροι μοριακοί 
συνοδοί, έχοντας την ικανότητα να ξεδιπλώνουν ακόμα και σταθερά αναδιπλωμένες 
πρωτεΐνες και να αποδιατάσσουν μεγάλα συσσωματώματα [57]. H Hsp104 έχει 
βρεθεί ότι διαλυτοποιεί in vivo τα σύμπλοκα των πρωτεϊνών, που έχουν προκύψει 
μετά από θερμικό πλήγμα [291], αυξάνοντας έτσι τη θερμοανθεκτικότητα [57]. 

Η ρύθμιση της έκφρασης των πρωτεϊνών της οικογένειας πραγματοποιείται με 
επαγωγή μετά από θερμικό στρες, εξαιτίας της παρουσίας ενός στοιχείου θερμικού 
σοκ (HSE) στον υποκινητή του γονιδίου τους [290]. Η έκφρασή τους φαίνεται, 
επίσης, να ρυθμίζεται από την παρουσία τριών στοιχείων απόκρισης σε στρες 
(STREs), τα οποία είναι γνωστό ότι ρυθμίζουν την έκφραση πολλών γονιδίων ως 
απόκριση σε αρκετούς τύπους στρες όπως θερμικό, οσμωτικό, οξειδωτικό, αιθανόλη 
και έκθεση σε παράγοντες που προκαλούν βλάβες στο DNA [292, 293]. Η έκφραση 
των πρωτεϊνών αυτών επάγεται, ακόμη, και μετά από την επώαση με βαρέα μέταλλα 
όπως αρσενικό, κάδμιο και χαλκό, τα οποία οδηγούν στο σχηματισμό δραστικών 
μορφών οξυγόνου (ROS) [290]. 
 Το υπόστρωμα στοχεύεται για την είσοδο για το Hsp70 κανάλι. Αφού ένα 
όριο ή βρόχος ενός πολυπεπτιδίου είναι κατειλημμένο στο κανάλι, περιστροφές των 
ΑΑΑ+ υποπεριοχών, που τροφοδοτούνται από τον κύκλο ATPάσης, πιστεύεται ότι 
παράγουν μία κυκλική κίνηση που τυλίγει την ξεδιπλωμένη αλυσίδα μέσω του 
καναλιού.  
 
 
1.7. ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΕΣ ΤΩΝ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΣΥΝΟΔΩΝ 
 

Η γενικότητα των λειτουργιών των μελών της οικογένειας των μοριακών 
συνοδών έγινε γνωστή από τη μελέτη τη απόκρισης σε θερμικό στρες, η οποία 
ξεκίνησε το 1962 με την παρατήρηση του Ferruccio Ritossa ότι ενεργοποιείται η 
έκφραση μιας μικρής ομάδας γονιδίων της Drosophila μετά από σύντομη αύξηση της 
θερμοκρασίας και παραγωγή RNA, που αντιστοιχεί σε συγκεκριμένους, αλλά τους 
ίδιους κάθε φορά γονιδιακούς τόπους [186, 187]. Η σύνθεση κάποιων από τα μέλη 
της οικογένειας αυτής, που είναι παρόντα στο ενδοπλασματικό δίκτυο, μπορούσε 
επίσης να αυξηθεί μετά από αποστέρηση γλυκόζης. Οι πρωτεΐνες αυτές βρέθηκε ότι 
όχι μόνο δεν απουσίαζαν από τα φυσιολογικά κύτταρα, αλλά εκφράζονταν σε 
αφθονία [68]. Μελλοντικές παρατηρήσεις έδειξαν ότι οι πρωτεΐνες αυτές 
υπερεκφράζονταν στον καρκίνο, συσχετίζονταν με ογκογονικές πρωτεϊνικές κινάσες 
και υποδοχείς στεροειδών ορμονών και παρουσίαζαν αυξημένη έκφραση σε 
συγκεκριμένα στάδια διαφοροποίησης και ανάπτυξης [28]. 

Η περιγραφή της λειτουργίας των μοριακών συνοδών σε διάφορα στάδια και 
η δομική ανάλυση των διαφόρων οικογενειών αυτών σε μοριακό επίπεδο, έδειξε πως 
εμπλέκονται στην πρωτεϊνική αναδίπλωση νεοσυντιθέμενων πρωτεϊνών [23, 68, 69, 
84] και τον καταβολισμό μέσω των ATP-οδηγούμενων νανομηχανών [28, 70]. 
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Εικόνα 1.9: Σχηματική αναπαράσταση του ATP τροφοδοτούμενου κύκλου αντίδρασης 
της DnaK με τους συμπαράγοντές της DnaJ και GrpE [294]. 
 

O ATP-εξαρτώμενος κύκλος της αναδίπλωσης και απελευθέρωσης πεπτιδίων, 
είναι καλύτερα κατανοητός στη βακτηριακή DnaK και στους συμπαράγοντές της 
DnaJ και GrpE (Εικόνα 1.9). Όταν ATP βρίσκεται προσκολλημένο στη DnaK 
πραγματοποιείται ραγδαία προσκόλληση και απελευθέρωση πεπτιδίων. Αντίθετα, 
κατά την προσκόλληση ADP, η προσκόλληση και απελευθέρωση πεπτιδίων είναι 
αργή [180, 181]. Η σύνδεση των πεπτιδίων σε συνδυασμό με τις DnaJ και GrpE 
επιταχύνουν τη διαδικασία εναλλαγής των δύο μορφών της DnaK (ATP/ADP 
προσδένουσα) [51, 182]. 

Ο κύκλος υδρόλυσης ATP ακολουθεί τα εξής στάδια: (1) Η DnaJ 
αλληλεπιδρά με ένα μη αναδιπλωμένο πεπτίδιο και το στοχεύει στη DnaK. (2) Η 
DnaK προσδένει το πολυπεπτίδιο στην ATP-προσδένουσα κατάσταση. Η 
αλληλεπίδραση με τη DnaJ προκαλεί την υδρόλυση του ATP από τη DnaK και 
σταθεροποιεί την ADP-προσδένουσα κατάσταση. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα το 
σχηματισμό ενός σταθερού τριμερούς συμπλόκου πεπτιδίου-DnaJ-DnaK. (3) Ο 
παράγοντας ανταλλαγής νουκλεοτιδίων GrpE, προωθεί την απελευθέρωση του ADP 
από τη DnaK, γεγονός που αποσταθεροποιεί το τριμερές σύμπλοκο και προκαλεί την 
απελευθέρωση της DnaJ. (4) Το υπόστρωμα αποκολλάται από τη DnaK μετά από εκ 
νέου πρόσδεση ATP [180]. Μετέπειτα μπορεί να αναδιπλωθεί, να 
επαναπροσκολληθεί στη DnaJ ή να μεταφερθεί σε άλλο σύστημα μοριακών συνοδών, 
όπως αυτό της GroEL που  περιγράφεται παρακάτω, για τελική αναδίπλωση [51, 
101]. 

Η διαδικασία της αναδίπλωσης στους μοριακούς συνοδούς GroEL/GroES των 
βακτηρίων πραγματοποιείται μέσω παρεμπόδισης της λανθασμένης αναδίπλωσης και 
της συμπλεγματοποίησης. Συνολικά αυξάνουν την απόδοση του κυττάρου σε ορθά 
αναδιπλωμένες πρωτεΐνες [68] παρά το ρυθμό αναδίπλωσης, ο οποίος παραμένει 
σταθερός ή και μειώνεται [295], παρακάμπτοντας παράπλευρες αντιδράσεις, που 
αναστέλλουν την αναδίπλωση [296]. Υπάρχουν δύο διαδοχικές διαδικασίες, οι οποίες 
προωθούν την αναδίπλωση. Η πρώτη αφορά την πρόσδεση των κατεστραμμένων, ή 
των μη αναδιπλωμένων ενδιάμεσων πεπτιδίων στο κέντρο του δακτυλίου μέσω 
υδροφοβικών [58, 77, 296-298] ή ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων [299-301]. Η 
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πρόσδεση αυτή σταθεροποιεί τη μη φυσική διαμόρφωση και έτσι η ενέργεια 
πρόσδεσης μπορεί να ξεδιπλώσει κινητικά παγιδευμένα μη-ορθώς αναδιπλωμένα 
ενδιάμεσα μόρια [302-305]. Η δεύτερη διαδικασία επιτρέπει την αναδίπλωση, 
απελευθερώνοντας το προσδεδεμένο πολυπεπτίδιο σε μια εκτεταμένη κλειστή 
κοιλότητα, όπου μπορεί να αναδιπλωθεί απομονωμένο, αποτρέποντας με αυτό τον 
τρόπο τη συμπλεγματοποίηση ή την πρωτεόλυση [306-308]. Το τελευταίο αυτό 
στάδιο απαιτεί την πρόσδεση και υδρόλυση ATP [58, 84], καθώς και την πρόσδεση 
της ομοσυνοδού GroES, ως καπάκι του κεντρικού αγωγού [33, 58, 112, 307]. Εάν η 
αναδίπλωση προς τη φυσική διαμόρφωση της πρωτεΐνης δεν πραγματοποιηθεί με την 
πρώτη φορά, η GroEL συμμετέχει ενεργά σε περεταίρω προσπάθειες αναδίπλωσης, 
ξεδιπλώνοντας ενεργά και κατ’ εξακολούθηση το πρωτεϊνικό υπόστρωμα [295]. 

Τη δράση των μοριακών συνοδών στους μηχανισμούς ελέγχου ποιότητας των 
πρωτεϊνών, φαίνεται να αξιοποιούν και οι ιοί, εξελίσσοντας μηχανισμούς, που 
χρησιμοποιούν τους μοριακούς συνοδούς των ξενιστών τους προκειμένου να 
ολοκληρώσουν τον κύκλο ζωής τους [309]. Αρκετές έρευνες υποδεικνύουν ότι η 
έκφραση των μοριακών συνοδών επάγεται κατά τη διάρκεια ιικών μολύνσεων, είτε 
προς διευκόλυνση της ιικής παθογένειας ή ως απόκριση προς τη μόλυνση, 
προκειμένου να αποσοβηθεί το στρες από τη μόλυνση αυτή [310-312]. Επιπλέον, οι 
ιοί μπορούν να ρυθμίζουν τους μοριακούς συνοδούς των ξενιστών τους σε διάφορα 
επίπεδα, όπως μεταγραφή, μετάφραση, μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις και 
κυτταρικό εντοπισμό. 

Η αυξημένη παρουσία των πρωτεϊνών θερμικού στρες έχει προταθεί ως 
μάρτυρας ορισμένων ιικών μολύνσεων [309], ενώ η παρουσία της Grp94 έχει 
συσχετιστεί με την μόλυνση από τον ιό της ηπατίτιδας Β (HBV), λειτουργώντας 
πιθανά ως αντι-αποπτωτικός παράγοντας [313]. Η συγκέντρωση στοιχείων επέδειξε 
ότι οι μοριακοί συνοδοί έχουν ένα ευρύ φάσμα λειτουργιών κατά τις ιικές μολύνσεις. 
Συγκεκριμένα, όλες οι οικογένειες των μοριακών συνοδών φαίνεται να εμπλέκονται 
στις ιικές μολύνσεις, η καθεμιά παίζοντας διαφορετικό ρόλο σε λειτουργίες, όπως η 
εισαγωγή του ιού στον ξενιστή, η εισαγωγή του ιικού DNA στον πυρήνα του ξενιστή, 
ο ιικός πολλαπλασιασμός, η αναδίπλωση των ιικών πρωτεϊνών, η συγκρότηση του 
ιικού καψιδίου, η ρύθμιση της ανοσολογικής απόκρισης του ξενιστή και τέλος η 
χρήση των αποπτωτικών μονοπατιών του ξενιστή [309]. 

Πέραν όμως της εμπλοκής των μοριακών συνοδών στην πρωτεϊνική 
αναδίπλωση και καταβολισμό, περαιτέρω στοιχεία κατέδειξαν μια επιπλέον 
λειτουργία, που έθεσε σε δεύτερη μοίρα αυτή της αναδίπλωσης-καταβολισμού. Η 
λειτουργία αυτή αφορούσε την εμπλοκή τους στο μηχανισμό ελέγχου ποιότητας των 
πρωτεϊνών και συγκεκριμένα σε δύο επίπεδα: κατά την έναρξη της αναδίπλωσης και 
κατά τη συγκρότηση ολιγομερών [314]. Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό, οι μοριακοί 
συνοδοί δεν αποτελούν πρωτεΐνες αναδίπλωσης, αλλά έχουν ένα μοναδικό ρόλο να 
αποτρέπουν άλλες πρωτεΐνες από το να εισέρχονται σε «αδιέξοδα αναδίπλωσης» και 
παράλληλα συνεργάζονται με πρωτεολυτικά συστήματα για την καταστροφή 
σταθερών λανθασμένα αναδιπλωμένων πρωτεϊνών [28]. 

Μια ενδιαφέρουσα λειτουργία της GroEL, η οποία θα μπορούσε να 
υποδηλώνει μια σύνδεση των μοριακών συνοδών με τον αρχαίο κόσμο του RNA, 
αφορά στη ρύθμιση του mRNA. 

Η προστασία ενάντια στο οξειδωτικό στρες στους προκαρυωτικούς και τους 
ευκαρυωτικούς οργανισμούς σχετίζεται έντονα με τη λειτουργία των μοριακών 
συνοδών και συγκεκριμένα με τις πρωτεΐνες θερμικού σοκ [315, 316]. Συγκεκριμένα, 
η οικογένεια των πρωτεϊνών θερμικού στρες μικρού μοριακού βάρους και η 
οικογένεια των Hsp70s δρουν ως κυτταροπλασματικοί αντιοξειδωτικοί παράγοντες, 
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προστατεύοντας τις πρωτεΐνες στόχους τους, καλύπτοντας τις ευαίσθητες περιοχές 
τους. Σε περίπτωση αδυναμίας του μηχανισμού προστασίας, οι Hsps όπως έχει ήδη 
αναφερθεί, συγκρατούν τις αποδιαταγμένες πρωτεΐνες μέχρι την επαναδίπλωση ή την 
αποδιάταξή τους [316]. 

Ελλείψει βάσιμων στοιχείων, πολλοί υποθέτουν ότι η λειτουργία των 
μοριακών συνοδών μπορεί να ρίξει φως σε τομείς όπου δεν υπάρχουν ακόμη επαρκή 
ερευνητικά στοιχεία, όπως για παράδειγμα στην ανοσολογία, κατά την ανάπτυξη 
αυτοάνοσων νοσημάτων [86], αλλά και στον έλεγχο του κυτταρικού θανάτου, της 
διαφοροποίησης και της ανάπτυξης και στους μηχανισμούς γήρανσης [28], οι οποίοι 
σχετίζονται με τη συμπλεγματοποίηση των πρωτεϊνών [317]. 

 
 

1.7.1. Μοριακοί συνοδοί και ασθένειες 
 

Σε επίπεδο οργανισμού, έχει δειχθεί ότι η αργή εκκίνηση των συμπτωμάτων 
νευροεκφυλιστικών ασθενειών, όπως η νόσος Alzheimer, η νόσος του Huntigton, η 
νόσος Creutzfeldt-Jacob, η νωτιοπαρεγκεφαλιδική αταξία και το πάρκινσον 
συνδέονται γενετικά και παθολογικά με την συμπλεγματοποίηση λανθασμένα 
αναδιπλωμένων πρωτεϊνών πλούσιων σε β-πτυχές [70, 318]. Η βάση των ασθενειών 
αυτών πρέπει να οφείλεται σε εξασθένηση, λόγω ηλικίας, των μηχανισμών ποιοτικού 
ελέγχου των πρωτεϊνών από τους μοριακούς συνοδούς [70]. Ο λόγος, για τον οποίο η 
τοξικότητα λόγω συμπλεγματοποίησης εμφανίζεται αργά στη ζωή [318] και εάν 
συνδέεται μηχανιστικά με τη γήρανση, είναι άγνωστα μέχρι στιγμής [317]. 
Πρόσφατες έρευνες, ωστόσο, καταδεικνύουν το ρόλο του παράγοντα θερμικού σοκ 1 
(Hsf1) στην επέκταση του προσδόκιμου ζωής στο νηματώδη σκώληκα C. elegans 
[317]. Συγκεκριμένα, αύξηση στην έκφραση του Hsf-1 οδηγεί σε αύξηση του 
προσδόκιμου ζωής του σκώληκα [319], ανεξάρτητα εάν η αύξηση αυτή 
πραγματοποιηθεί σε εντερικό, νευρικό ή μυικό ιστό με χρήση ειδικών κάθε φορά για 
τον ιστό υποκινητών [320], ενώ η μείωση της έκφρασής του οδηγεί σε ένα φαινότυπο 
ραγδαίας γήρανσης και μείωση του προσδόκιμου ζωής [320, 321]. Ζώα, που φέρουν 
επιπλέον αντίγραφα του γονιδίου hsf-1, αποδείχθηκε ότι ανθίστανται στο οξειδωτικό 
και το θερμικό στρες και ζουν κατά 40% περισσότερο από τα αντίστοιχα αγρίου 
τύπου ζώα [319]. Το γεγονός ότι η μεταγραφή του Hsf-1 οδηγεί στην έκφραση 
διάφορων μοριακών συνοδών [319-321], υποδηλώνει ότι η ακεραιότητα της 
πρωτεϊνικής αναδίπλωσης, στην οποία σημαντικό ρόλο παίζουν οι μοριακοί συνοδοί, 
μπορεί να διαδραματίσει ένα καίριο ρόλο στη διαμόρφωση του προσδόκιμου ζωής 
και στην υποβάθμιση της τοξικότητας, που προέρχεται από τη συμπλεγματοποίηση 
των πρωτεϊνών [317]. 

Οι μοριακοί συνοδοί της οικογένειας των πρωτεϊνών θερμικού στρες, παίζουν 
σημαντικό ρόλο σε κλινικές καταστάσεις, που έχουν να κάνουν με παθήσεις της 
καρδιάς, όπως καρδιακή υπερτροφία, καρδιακή ανεπάρκεια, ισχαιμικό επεισόδιο, 
τραύμα των αγγειακών τοιχωμάτων, βοηθώντας στη φυσιολογική προσαρμογή, αλλά 
και σε χειρουργικές επεμβάσεις της καρδιάς και κατά την ισχαιμική προετοιμασία 
(preconditioning). Σε ορισμένες από αυτές τις καταστάσεις, όπως στην περίπτωση της 
ισχαιμίας, οι πρωτεΐνες του μυοκαρδίου υφίστανται βλάβες, ενώ υπάρχουν και 
περιπτώσεις κακώς αναδιπλωμένων πρωτεϊνών [322, 323]. Στις περιπτώσεις αυτές, 
για να επανέλθει η κυτταρική ομοιόσταση, το κύτταρο αποκρίνεται μέσω των Hsps 
[323], οι οποίες, όπως έχει αναφερθεί, καθοδηγούν τις πρωτεΐνες στην ορθή τους 
διαμόρφωση [68, 71], επιδιορθώνουν τις μετουσιωμένες πρωτεΐνες ή προωθούν την 
αποικοδόμησή τους [30, 205]. Η επιβεβαίωση της εμπλοκής της Hsp70 σε καρδιακές 
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παθήσεις, έρχεται από φαρμακολογικές ή γενετικές μεθόδους, οι οποίες αυξάνοντας 
την έκφραση της πρωτεΐνης στο μυοκάρδιο των ασθενών με κίνδυνο οξέος 
ισχαιμικού επεισοδίου, μπορούν να μειώσουν το ισχαιμικό τραύμα [322]. 

Η ανάλυση των ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης, που γειτνιάζουν σε 
μεταλλάξεις υπεύθυνες για μια σωρεία κληρονομήσιμων ασθενειών, αποκάλυψε ότι 
αλλαγές σε γονίδια, που κωδικεύουν για μοριακούς συνοδούς με γνωστές λειτουργίες, 
μπορεί να είναι υπεύθυνες για τις ασθένειες αυτές λόγω απώλειας της λειτουργίας 
μιας ή περισσότερων πρωτεϊνών υποστρωμάτων, που λειτουργούν ως μοριακοί 
συνοδοί [70]. Παραδείγματα αποτελούν η κληρονομική σπαστική παραπληγία [324], 
ο σχηματισμός μιας μορφής κληρονομικού καταρράκτη [325] και μια μορφή 
μυοπάθειας, σχετιζόμενης με τη δεσμίνη [326]. 

Μια δράση των μοριακών συνοδών, που πρόσφατα ήρθε στο φως, αφορά το 
ρόλο τους στην τοπική απόκριση του δέρματος σε πληγές, γήρανση λόγω 
περιβαλλοντικών ρύπων [327] και ένα εύρος δερματικών παθήσεων, όπως ερύθημα, 
οίδημα, ρυτίδωση, φλεγμονή, αυτοάνοσες αντιδράσεις, υπερευαισθησία, ανωμαλίες 
κερατινοποίησης, προνεοπλαστικές κακώσεις και καρκίνος, που πιθανά οφείλονται 
στην αλληλεπίδραση του δέρματος με ελεύθερες ρίζες οξυγόνου (ROS) που βρίθουν 
στο περιβάλλον [327, 328]. Στο ανθρώπινο δέρμα, συναντώνται υπό φυσιολογικές 
συνθήκες, αλλά υπό συνθήκες στρες, όλες οι γνωστές οικογένειες των Hsps [327] 
θεωρούνται σημαντικές για το δέρμα σε θεμελιώδεις διεργασίες, όπως η προστασία 
από βλάβες προκαλούμενες από UV ακτινοβολία [329-331] και η επούλωση του 
δέρματος από πληγές [332]. Η προστατευτική τους δράση φαίνεται να έχει να κάνει 
κυρίως με τη διατήρηση της πρωτεϊνικής ομοιόστασης, η οποία αν διαταραχθεί για 
μεγάλο χρονικό διάστημα, λόγω των ανωτέρω αναφερόμενων στρεσογόνων για το 
δέρμα παραγόντων, μπορεί να οδηγήσει σε αναποτελεσματική ανάπτυξη και 
παθογένειες του δέρματος, που σχετίζονται με μια σειρά ασθενειών που οφείλονται 
σε τραύμα του δερματικού ιστού [327]. 
 
 
1.8. ΑΠΟΠΤΩΣΗ 
 

Ήδη από τα μέσα του δεκάτου ενάτου αιώνα, πολλές παρατηρήσεις έχουν 
δείξει ότι ο κυτταρικός θάνατος παίζει ένα αξιοσημείωτο ρόλο κατά τη διάρκεια 
φυσιολογικών διαδικασιών των πολυκύτταρων οργανισμών, ιδιαίτερα κατά τη 
διάρκεια της εμβρυογένεσης και της μεταμόρφωσης [333, 334]. Ο όρος 
"προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος" εισήχθη το 1964, προτείνοντας ότι ο 
κυτταρικός θάνατος κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, δεν είναι τυχαίας φύσης, αλλά 
ακολουθεί μια αλληλουχία ελεγχόμενων βημάτων, οδηγώντας σε τοπικά και χρονικά 
ορισμένη αυτοκαταστροφή [335].  

Η απόπτωση (apoptosis) είναι ένας περιγραφικός όρος, που προτάθηκε για 
πρώτη φορά από τον Kerr και τους συνεργάτες του [336], αν και τα φαινόμενα της 
απόπτωσης πρωτοπεριγράφηκαν από τον γερμανό επιστήμονα Carl Vogt το έτος 
1842. Η λέξη “apoptosis”προέρχεται από την ελληνική λέξη απόπτωση, η οποία 
περιγράφει την πτώση των φύλλων από τα δένδρα ή την πτώση των πετάλων από τα 
λουλούδια. Σήμερα, ο όρος αυτός χρησιμοποιείται για να περιγράψει έναν θάνατο 
επιθυμητό ή προγραμματισμένο, ο οποίος παρουσιάζει ιδιαίτερα χαρακτηριστικά. Η 
απόπτωση έχει, πλέον, αναγνωριστεί και αποδειχθεί ως ένας διακριτός και 
σημαντικός τρόπος προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου. Η κατανόηση μας για 
τους μηχανισμούς, που εμπλέκονται στη διαδικασία της απόπτωσης στα θηλαστικά 
κύτταρα αποπνέει από την έρευνα του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου, που 
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συμβαίνει κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του νηματώδους Caenorhabditis elegans 
[337]. 

Εξαιτίας της σημασίας του σε τέτοιες διάφορες βιολογικές διαδικασίες, ο 
προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος είναι ένα διαδεδομένο φαινόμενο, που 
συμβαίνει σε όλα τα είδη οργανισμών. Η απόπτωση συμβαίνει φυσιολογικά κατά τη 
διάρκεια της ανάπτυξης και της γήρανσης και ως ένας ομοιοστατικός μηχανισμός, 
που διατηρεί τον κυτταρικό πληθυσμό στους ιστούς. Η απόπτωση, επίσης, συμβαίνει 
ως ένας αμυντικός μηχανισμός, όπως στις ανοσοαποκρίσεις ή όταν τα κύτταρα 
καταστρέφονται από ασθένεια ή επιβλαβείς παράγοντες [338]. Ο αποπτωτικός τρόπος 
κυτταρικού θανάτου είναι μια ενεργή και καθορισμένη διαδικασία, που παίζει 
σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη των πολυκύτταρων οργανισμών και τη ρύθμιση και 
διατήρηση των κυτταρικών πληθυσμών στους ιστούς κάτω από φυσιολογικές και 
παθολογικές συνθήκες. Πρέπει να τονιστεί ότι η απόπτωση είναι μια καλά 
καθορισμένη και πιθανόν η πιο συχνή μορφή προγραμματισμένου κυτταρικού 
θανάτου, αλλά και οι άλλοι μη αποπτωτικοί τύποι κυτταρικού θανάτου, μπορούν, 
επίσης, να είναι βιολογικής σημασίας [339]. Παρόλο που υπάρχει μια μεγάλη 
ποικιλία ερεθισμάτων και συνθηκών, τόσο φυσιολογικών όσο και παθολογικών, που 
μπορούν να προκαλέσουν απόπτωση, δεν πεθαίνουν απαραίτητα όλα τα κύτταρα σε 
απόκριση στο ίδιο ερέθισμα. Υπάρχει, επίσης, το θέμα του διαχωρισμού της 
απόπτωσης από τη νέκρωση, δύο διαδικασίες, που μπορούν να συμβαίνουν 
ανεξάρτητα, διαδοχικά, καθώς και ταυτόχρονα [340, 341]. Σε ορισμένες περιπτώσεις 
είναι ο τύπος του ερεθίσματος και/ή ο βαθμός του ερεθίσματος, που καθορίζει εάν το 
κύτταρο πεθαίνει από απόπτωση ή νέκρωση. Σε χαμηλές δόσεις, μια ποικιλία 
επιβλαβών ερεθισμάτων, όπως θερμότητα, ακτινοβολία, υποξία και κυτταροτοξικά 
αντικαρκινικά φάρμακα, μπορούν να προκαλέσουν απόπτωση, αλλά τα ίδια 
ερεθίσματα μπορούν να οδηγήσουν σε νέκρωση σε υψηλότερες δόσεις. Τελικά, η 
απόπτωση είναι μια συντονισμένη και συχνά ενεργο-εξαρτώμενη διαδικασία, που 
περιλαμβάνει την ενεργοποίηση μιας ομάδας πρωτεασών κυστεΐνης, που καλούνται 
κασπάσες, και ενός περίπλοκου καταρράκτη γεγονότων, που συνδέουν το αρχικό 
ερέθισμα με τον τελικό θάνατο του κυττάρου. 

Στο σύνολο τους, οι αποπτωτικές διαδικασίες είναι εκτενούς βιολογικής 
σημασίας, που περιλαμβάνονται στην ανάπτυξη, τη διαφοροποίηση, τον 
πολλαπλασιασμό/ομοιόσταση, τη ρύθμιση και τη λειτουργία του ανοσοποιητικού 
συστήματος, καθώς και την απομάκρυνση ελαττωματικών και, επομένως, επιβλαβών 
κυττάρων. Επομένως, δυσλειτουργία ή απορρύθμιση του αποπτωτικού προγράμματος 
εμπλέκεται σε μια ποικιλία παθολογικών συνθηκών. Ελαττώματα στην απόπτωση 
μπορούν να οδηγήσουν σε καρκίνο, αυτοάνοσα νοσήματα και εξάπλωση ιογενών 
μολύνσεων, ενώ νευροεκφυλιστικές διαταραχές, AIDS και ισχαιμικές ασθένειες 
προκαλούνται ή ενισχύονται από υπερβολική απόπτωση [342]. 

O κυτταρικός θάνατος πραγματοποιείται σε κάποιο σημείο της μεγίστης 
διάρκειας ζωής του οργανισμού και αναπαριστά την τελευταία απόφαση 
διαφοροποίησης του κυττάρου. Η απόφαση αυτή είναι πολύ σημαντική, γιατί σε ένα 
πολυκύτταρο οργανισμό η ομοιόσταση των ιστών του στηρίζεται σε μια δυναμική 
ισορροπία μεταξύ του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της απόπτωσης [336, 343].  
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Εικόνα 1.10: Μορφές κυτταρικού θανάτου. 

 
 
 
1.8.1. Μορφολογικά χαρακτηριστικά της απόπτωσης 
 
H απόπτωση μπορεί να διαιρεθεί σε τρία ξεχωριστά στάδια:  
α) Tη δέσμευση: Κατά την διάρκεια του σταδίου αυτού ένα κύτταρο λαμβάνει ένα 
αποπτωτικό ερέθισμα και γίνεται αμετάκλητα δεσμευμένο με τον θάνατο.  
  
β) Την εκτέλεση: Tο στάδιο αυτό περιλαμβάνει γρήγορες αλλαγές μέσα στο κύτταρο, 
συμπεριλαμβανομένων της συμπύκνωσης της χρωματίνης, της συρρίκνωσης του 
κυτταροπλάσματος, της κυστοποίησης της μεμβράνης, του τεμαχισμού του πυρήνα 
και της δημιουργίας αποπτωτικών σωματιδίων. Αυτές οι αλλαγές είναι αποτέλεσμα 
της ενεργοποίησης ποικίλων ενζύμων (πρωτεάσες, λιπάσες και νουκλεάσες) δια 
μέσου ενός συνεργαζόμενου δικτύου σηματοδοτούντων οδών και 
 
γ) Την κάθαρση ή την απομάκρυνση: Περιλαμβάνει τη φαγοκύτωση και την 
αποικοδόμηση των αποπτωτικών σωματιδίων από τα μακροφάγα ή τα γειτονικά 
κύτταρα. 

Τα αποπτωτικά κύτταρα μπορούν να αναγνωριστούν από στερεοτυπικές 
μορφολογικές αλλαγές: το κύτταρο συρρικνώνεται, εμφανίζει παραμόρφωση και 
χάνει την επαφή με τα γειτονικά κύτταρα. Η χρωματίνη τους συμπυκνώνεται και 
περιθωριοποιείται στην πυρηνική μεμβράνη, η κυτταροπλασματική μεμβράνη 
διογκώνεται ή αναπτύσσεται, και, τελικά, το κύτταρο θρυμματίζεται σε συμπαγείς 
έγκλειστες σε μεμβράνες δομές, που ονομάζονται "αποπτωτικά σωμάτια", που 
περιέχουν κυτοσόλιο, τη συμπυκνωμένη χρωματίνη και οργανίδια. Τα αποπτωτικά 
σωμάτια εγκολπώνονται από τα μακροφάγα, παρεγχυματικά κύτταρα ή 
νεοπλασματικά κύτταρα και, έτσι, απομακρύνονται από τον ιστό χωρίς να 
προκαλέσουν φλεγμονώδη αντίδραση. Δεν υπάρχει απαραίτητα φλεγμονώδη 
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αντίδραση που να συσχετίζεται με τη διαδικασία της απόπτωσης ούτε με την 
απομάκρυνση των αποπτωτικών κυττάρων επειδή: 

 (1) τα αποπτωτικά κύτταρα δεν απελευθερώνουν τα κυτταρικά τους 
συστατικά στον περιβάλλοντα ενδιάμεσο ιστό,  

(2) φαγοκυτταρώνονται ταχύτατα από τα περιβάλλοντα κύτταρα 
εμποδίζοντας, επομένως, πιθανά δευτερογενώς, τη νέκρωση, και  

(3) τα εγκολπωμένα κύτταρα δεν παράγουν αντιφλεγμονώδεις κυτοκίνες [344, 
345]. Αυτές οι μορφολογικές αλλαγές είναι συνέπεια των χαρακτηριστικών μοριακών 
και βιοχημικών γεγονότων, που συμβαίνουν σε ένα αποπτωτικό κύτταρο, κυρίως η 
ενεργοποίηση των πρωτεολυτικών ενζύμων, που, τελικά, προκαλούν τη διάσπαση του 
DNA σε ολιγονουκλεοσωμικά θραύσματα, καθώς και η διάσπαση ενός πλήθους 
ειδικών πρωτεϊνικών υποστρωμάτων, που συνήθως αποφασίζουν για την ακεραιότητα 
και το σχήμα του κυτταροπλάσματος ή των οργανιδίων [346]. 
 
 
1.8.2. Χαρακτηριστικά διαχωρισμού απόπτωσης και νέκρωσης 
 

Ενώ η απόπτωση είναι μία ενεργή πορεία, σε αντίθεση η νέκρωση αποτελεί 
έναν παθητικό τύπο κυτταρικού θανάτου, που σχετίζεται με ερεθισμό που προέρχεται 
από κυτταρική ή οργανιδιακή διόγκωση, ρήξη της πλασματικής μεμβράνης και 
άδειασμα του κυτταρικού χυμού σε εξωκυτταρικό περιβάλλον. Η διαδικασία οδηγεί 
στη νέκρωση με λύση του πυρήνα (karyolysis) και διόγκωση του κυττάρου, ενώ η 
απόπτωση οδηγεί σε κυτταρικό θάνατο με συρρίκνωση του κυττάρου, πύκνωση και 
θραύση του πυρήνα (karyorrhexis). 

Δεν είναι πάντα εύκολος ο διαχωρισμός της απόπτωσης από τη νέκρωση, και 
αυτές μπορούν να συμβαίνουν ταυτόχρονα, εξαρτώμενες από παράγοντες, όπως η 
ένταση και η διάρκεια του ερεθίσματος, η έκταση της μείωσης του ATP και η 
διαθεσιμότητα των κασπασών [341]. Η νέκρωση είναι μία μη ελεγχόμενη και 
παθητική διαδικασία, που συχνά επηρεάζει μεγάλα πεδία κυττάρων, ενώ η απόπτωση 
είναι ελεγχόμενη και ενεργο-εξαρτώμενη και μπορεί να επηρεάζει μεμονωμένα 
κύτταρα ή συμπλέγματα κυττάρων. 

Ορισμένες από τις κύριες μορφολογικές αλλαγές, που συμβαίνουν με τη 
νέκρωση περιλαμβάνουν διόγκωση του κυττάρου, σχηματισμό κυτταροπλασματικών 
κενοτοπίων, διογκωμένο ενδοπλασματικό δίκτυο, σχηματισμό κυτταροπλασματικών 
κυστιδίων, συμπυκνωμένα,  διογκωμένα ή διαρρηγμένα μιτοχόνδρια, διαχωρισμό και 
αποκόλληση των ριβοσωμάτων, διαταραγμένες μεμβράνες των οργανιδίων, 
διογκωμένα και διαρρηγμένα λυσοσώματα και τελικά διαταραχή της κυτταρικής 
μεμβράνης [336, 347, 348]. Η απώλεια αυτή της ακεραιότητας της κυτταρικής 
μεμβράνης οδηγεί στην απελευθέρωση του περιεχομένου του κυτταροπλάσματος 
στον περιβάλλοντα ιστό, στέλνοντας χημειοτακτικά σήματα με τελική στρατολόγηση 
των φλεγμονοδών κυττάρων. Επειδή τα αποπτωτικά κύτταρα δεν απελευθερώνουν τα 
αποπτωττικά τους συστατικά στον περιβάλλοντα ενδιάμεσο ιστό και 
φαγοκυτταρώνονται ταχύτατα από μακροφάγα ή γειτνιάζοντα φυσιολογικά κύτταρα, 
δεν υπάρχει απαραίτητα φλεγμονώδη αντίδραση [344, 345].  
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ΝΕΚΡΩΣΗ ΑΠΟΠΤΩΣΗ 

ΜΟΡΦΟΛΟΓΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ 
 Ρήξη της πλασματικής μεμβράνης  Διόγκωση της μεμβράνης, αλλά 

διατήρηση της ακεραιότητας  
 Διόγκωση του κυτταροπλάσματος και 

των μιτοχονδρίων 
 Συρρίκνωση του κυτταροπλάσματος 

και του πυρήνα 
 Ολική κυτταρική λύση  Συσσώρευση της χρωματίνης στην 

πυρηνική μεμβράνη 
 Καμία δημιουργία κυστιδίου  Θρυμματισμός του κυττάρου σε 

μικρότερα σώματα 
 Αποσύνθεση όλων των οργανιδίων και 

διασπορά των περιεχομένων τους 
 Διαπερατότητα των μιτοχονδριακών 

μεμβρανών 
-  Αποσυναρμολόγηση πυρηνικού 

περιβλήματος 
ΒΙΟΧΗΜΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ 

 Απώλεια της ρύθμισης της 
ομοιόστασης 

 Αυστηρά προγραμματισμένη 
διαδικασία με ενζυματικά βήματα 

 Δεν απαιτείται κατανάλωση ενέργειας 
(παθητική διαδικασία) 

 Ενεργειακά ATP-εξαρτώμενη 
διαδικασία(ενεργητική διαδικασία)  

 Τυχαία πέψη του DNA  Προγραμματισμένος θρυμματισμός 
του DNA 

 Λύση του θρυμματισμένου DNA  Απελευθέρωση ποικίλων παραγόντων 
στο κυτταρόπλασμα των μιτοχονδρίων 
(κυτόχρωμα C) 

-  Ενεργοποίηση διαδοχικών κασπασών 
-  Μεταβολές στη μεμβρανική 

ασυμμετρία 
ΣΠΟΥΔΑΙΟΤΗΤΑ ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑΣ 

 Επηρεασμός των γειτονικών  
κυττάρων 

 Αφορά μόνο ατομικά κύτταρα 

 Πρόκληση από μη φυσιολογικές 
ενοχλήσεις 

 Πρόκληση από φυσιολογικά 
ερεθίσματα 

 Φαγοκύτωση από γειτονικά κύτταρα  Φαγοκύτωση από παρακείμενα 
κύτταρα ή μακροφάγα 

 Δυνητικά επιβλαβή φλεγμονώδη 
απάντηση 

 Καμία φλεγμονώδη απάντηση 

 
Πίνακας 1.3: Αποπτωτικά και νεκρωτικά χαρακτηριστικά των κυττάρων. 
 
 

Είναι, επίσης, σημαντικό να σημειώσουμε ότι πύκνωση και θραύση του 
πυρήνα (karyorrhexis) δεν είναι αποκλειστικά της απόπτωσης και μπορεί να είναι 
μέρος του φάσματος των κυτταρομορφολογικών αλλαγών, που συμβαίνουν με τη 
νέκρωση [349]. Εάν ένα κύτταρο πεθαίνει από νέκρωση ή απόπτωση εξαρτάται εν 
μέρει από τη φύση του σήματος κυτταρικού θανάτου, τον τύπο του ιστού, το 
αναπτυξιακό στάδιο του ιστού και το φυσιολογικό περιβάλλον [341, 350]. 
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1.8.3. Άλλες μορφές προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου 
 

Υπάρχουν στοιχεία και για άλλες μορφές μη αποπτωτικού 
προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου. Η "αυτοφαγία" αντιπροσωπεύει άλλον ένα 
μηχανισμό για τον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο και, παρομοίως με την 
απόπτωση, έχει σημαντικούς ρόλους στις αναπτυξιακές διαδικασίες, τις ανθρώπινες 
ασθένειες και τις κυτταρικές αποκρίσεις σε στέρηση θρεπτικών ουσιών [351-353]. Ο 
αυτοφαγικός κυτταρικός θάνατος χαρακτηρίζεται από διαχωρισμό του 
κυτταροπλάσματος και των οργανιδίων σε διπλά ή πολυμεμβρανικά κυστίδια και 
παράδοση στα κύτταρα των δικών τους λυσοσωμάτων για επακόλουθη 
αποικοδόμηση [354]. Κατά μία έννοια, το κύτταρο "καννιβαλίζει" τον εαυτό του. 
Είναι μια υψηλά ρυθμισμένη δυναμική διαδικασία, που περιλαμβάνει αποικοδόμηση 
των κυτοσολικών πρωτεϊνών και των οργανιδίων μέσω εγκόλπωσης σε κυστίδια 
διπλής μεμβράνης, που ονομάζονται αυτοφαγοσώματα, που, στη συνέχεια, 
συγχωνεύονται με λυσοσώματα και ακολούθως, αποικοδομούν το περιεχόμενο. Οι 
μηχανισμοί και η μορφολογία της αυτοφαγίας είναι εξελικτικά διατηρημένα με 
σημαντικές ομοιότητες ανάμεσα στους οργανισμούς τόσο διαφορετικούς όσο οι 
άνθρωποι, τα φυτά και οι ζύμες. Η διαδικασία της αυτοφαγίας εξαρτάται από τόσο τη 
συνεχή πρωτεϊνική σύνθεση όσο και τη συνεχή παρουσία του ATP. Συγκεκριμένα, η 
αυτοφαγία συμβαίνει σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα και περιλαμβάνει τη δυναμική 
αναδιάταξη των υποκυτταρικών μεμβρανών για να απομονώσουν το κυτταρόπλασμα 
και τα οργανίδια για παράδοση στα λυσοσώματα ή τα κενοτόπια, όπου συμβαίνει η 
αποικοδόμηση. Έχει αναφερθεί ότι υπάρχουν περιπτώσεις, όπου η αυτοφαγία και η 
απόπτωση φαίνονται να είναι διασυνδεδεμένες, καθώς και ορισμένες περιπτώσεις, 
όπου η αυτοφαγία μπορεί να λειτουργεί σαν προστατευτικός μηχανισμός, που 
περιορίζει την ανεξέλεγκτη κυτταρική αύξηση και την απόπτωση. Υπάρχουν 
αναφορές ότι η απόπτωση και ο αυτοφαγικός προγραμματισμένος κυτταρικός 
θάνατος δεν αλληλοαποκλείονται [352] και σε συγκεκριμένα κύτταρα και κάτω από 
συγκεκριμένες συνθήκες, τα μορφολογικά χαρακτηριστικά της αυτοφαγίας μπορούν 
να συμβαίνουν πριν από τον αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο, αντιπροσωπεύοντας μια 
πρώιμη φάση της απόπτωσης. 

 
 

1.8.4. Μηχανισμοί της απόπτωσης 
 

Οι μηχανισμοί της απόπτωσης είναι αρκετά πολύπλοκοι και εξελιγμένοι, 
περιλαμβάνοντας έναν ενεργο-εξαρτώμενο καταρράκτη μοριακών γεγονότων. Μέχρι 
σήμερα, η έρευνα δείχνει ότι υπάρχουν δύο κύρια αποπτωτικά μονοπάτια: το 
εξωτερικό ή υποδοχέων θανάτου μονοπάτι και το εσωτερικό ή μιτοχονδριακό 
μονοπάτι. Παρόλα αυτά, έχει πλέον αποδειχτεί ότι τα δύο μονοπάτια συνδέονται και 
ότι μόρια του ενός μονοπατιού μπορούν να επηρεάσουν το άλλο [355]. Υπάρχει ένα 
επιπρόσθετο μονοπάτι, που περιλαμβάνει διαμεσολαβούμενη από Τ-κύτταρα 
κυτταροτοξικότητα και από την περφορίνη εξαρτώμενη θανάτωση του κυττάρου. Το 
perforin/granzyme μονοπάτι μπορεί να επάγει απόπτωση είτε μέσω του granzyme B 
είτε του granzyme A. Το εξωτερικό, το εσωτερικό και το granzyme B μονοπάτι 
συγκλίνουν στο ίδιο τέρμα, ή στο εκτελεστικό μονοπάτι. Αυτό το μονοπάτι ξεκινάει 
με τη σχάση (διάσπαση) της κασπάσης-3 και οδηγεί στη θραύση του DNA, την 
αποικοδόμηση των κυτταροσκελετικών και πυρηνικών πρωτεϊνών, τη διασύνδεση 
των πρωτεϊνών, το σχηματισμό των αποπτωτικών σωματιδίων, την έκφραση των 
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υποκαταστατών για φαγοκυτταρικούς υποδοχείς του κυττάρου και τελικά πρόσληψη 
από φαγοκυτταρικά κύτταρα. 

Τα αποπτωτικά κύτταρα επιδεικνύουν διάφορες βιοχημικές τροποποιήσεις, 
όπως η πρωτεϊνική διάσπαση, η πρωτεϊνική διασύνδεση, ο κατακερματισμός του 
DNA και η φαγοκυτταρική αναγνώριση, που μαζί οδηγούν στη διακριτή δομική 
παθολογία, που περιγράφηκε νωρίτερα [356]. 

Η απόπτωση μπορεί να προκαλείται από διάφορα ερεθίσματα από εξωτερικά 
ή εσωτερικά του κυττάρου, π.χ. από σύνδεση των υποδοχέων της κυτταρικής 
επιφάνειας, από βλάβη του DNA ως αιτία ελαττωμάτων στους μηχανισμούς 
επιδιόρθωσης του DNA, από μεταχείριση με κυτταροτοξικά φάρμακα ή ακτινοβολία, 
από έλλειψη σημάτων επιβίωσης, από αντιφατική σηματοδότηση κυτταρικού κύκλου 
ή από σήματα αναπτυξιακού θανάτου. Η λίστα των αποπτωτικών ερεθισμάτων 
περιλαμβάνει μια περίσσεια ή μείωση των θρεπτικών συστατικών και αυξητικών 
παραγόντων, απώλεια επαφής με τη βασική μεμβράνη ή άλλη επιφάνεια (ορισμένο 
ως anoikis), μη επιδιορθώσιμη DNA βλάβη, άκαιρη έκφραση των ρυθμιστών του 
κυτταρικού κύκλου, ιϊκή μόλυνση και φάρμακα, που χρησιμοποιούνται σε κλινική 
πρακτική [357-359]. Πολλοί υποκαταστάτες μπορούν να προκαλούν ή να ενισχύουν 
την απόπτωση και ταξινομούνται ανάλογα με την προέλευση τους σε εξωτερικούς 
σηματοδοτικούς υποκαταστάτες, όπως οι κυτοκίνες, οι ορμόνες, ορισμένα παθογόνα 
και φυσικές ενώσεις, και σε εσωτερικούς υποκατάστατες, όπως το οξειδωτικό στρες 
(ROS, GSH, NO), το κυτόχρωμα c και τα ιόντα ασβεστίου. Σήματα θανάτου τέτοιας 
διαφορετικής προέλευσης, φαίνονται, τελικά, να ενεργοποιούν ένα συνήθη 
μηχανισμό κυτταρικού θανάτου, που οδηγεί στα χαρακτηριστικά γνωρίσματα του 
αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου. 
 
 
1.8.4.1.  Κασπάσες 
 

Οι κασπάσες, πρωτεάσες κυστεΐνης, ομόλογες της ced-3 του C. elegans, είναι 
κεντρικής σημασίας στο αποπτωτικό σηματοδοτικό δίκτυο και οι οποίες 
ενεργοποιούνται στις περισσότερες περιπτώσεις του αποπτωτικού κυτταρικού 
θανάτου [360]. Ο όρος κασπάσες προέρχεται από τον ορισμό τους ως cysteine-
dependent aspartate-specific proteases. Η καταλυτική τους δραστηριότητα εξαρτάται 
από ένα κρίσιμο κατάλοιπο κυστεΐνης με ένα υψηλά διατηρημένο ενεργό κέντρο 
πενταπεπτιδίου QACRG, και οι κασπάσες διασπούν ειδικά τα υποστρώματα τους 
μετά τα κατάλοιπα Asp. Μέχρι σήμερα, 7 διαφορετικές κασπάσες έχουν ταυτοποιηθεί 
στη Drosophila και 14 διαφορετικά μέλη της οικογένειας των κασπασών έχουν 
περιγραφεί στα θηλαστικά, με την κασπάση-11 και την κασπάση-12 να έχουν 
προσδιοριστεί μόνο στα ποντίκια [361, 362]. Σύμφωνα με μία ενιαία ονοματολογία, 
οι κασπάσες αναφέρονται με τη σειρά δημοσίευσης τους. 

Στο κύτταρο, οι κασπάσες συντίθενται σαν ανενεργά προένζυμα (ζυμογόνα), 
τις ονομαζόμενες προκασπάσες, οι οποίες στο Ν-τελικό άκρο τους φέρουν μια 
προπεριοχή, που ακολουθείται από μια μεγάλη και μία μικρή υπομονάδα, οι οποίες 
κάποιες φορές διαχωρίζονται από ένα συνδετικό πεπτίδιο. Κατά την ωρίμανση, οι 
προκασπάσες επεξεργάζονται πρωτεολυτικά ανάμεσα στη μεγάλη και τη μικρή 
υπομονάδα, οδηγώντας σε μία μικρή και μία μεγάλη υπομονάδα. Η προπεριοχή, 
συχνά, αλλά όχι απαραίτητα, απομακρύνεται κατά τη διάρκεια της διαδικασίας 
ενεργοποίησης. Ένα ετεροτετραμερές, που αποτελείται από δύο μικρές και δύο 
μεγάλες υπομονάδες, στη συνέχεια σχηματίζει μια ενεργή κασπάση. Αφού 
ενεργοποιηθούν, μπορούν, συχνά να ενεργοποιήσουν άλλες προκασπάσες, 



55 
 

επιτρέποντας την εκκίνηση ενός καταρράκτη πρωτεασών. Κάποιες προκασπάσες 
μπορούν να συσσωματωθούν και να αυτοενεργοποιηθούν. Αυτός ο πρωτεολυτικός 
καταρράκτης, κατά τον οποίο μια κασπάση μπορεί να ενεργοποιήσει άλλες κασπάσες, 
ενισχύει το αποπτωτικό σηματοδοτικό μονοπάτι και έτσι, οδηγεί σε γρήγορο 
κυτταρικό θάνατο. 
 Οι κασπάσες έχουν πρωτεολυτική δραστηριότητα και είναι ικανές να 
διασπούν πρωτεΐνες στα κατάλοιπα ασπαρτικού οξέος, παρόλο που διαφορετικές 
κασπάσες έχουν διαφορετικές εξειδικεύσεις, που περιλαμβάνουν αναγνώριση των 
γειτονικών αμινοξέων. Αφού οι κασπάσες αρχικά ενεργοποιηθούν, αυτό φαίνεται να 
είναι μια μη αναστρέψιμη δέσμευση προς τον κυτταρικό θάνατο. Μέχρι σήμερα, 
πάνω από δέκα κύριες κασπάσες έχουν ταυτοποιηθεί και κατηγοριοποιούνται γενικά 
στις κασπάσες εκκινητές (εναρκτήριες κασπάσες) (κασπάση -2, -8, -9, -10), τελεστές 
ή εκτελεστές (κασπάση -3, -6, -7) και στις φλεγμονώδεις κασπάσες (κασπάση  -1, -4, 
-5) [363, 364]. Άλλες κασπάσες, που έχουν ταυτοποιηθεί περιλαμβάνουν την 
κασπάση-11, η οποία έχει αναφερθεί να ρυθμίζει την απόπτωση και την ωρίμανση 
κυτοκινών κατά τη διάρκεια του σηπτικού σοκ, η κασπάση-12, που διαμεσολαβεί την 
ειδική για το ενδοπλασματικό δίκτυο απόπτωση και κυτταροτοξικότητα από το 
αμυλοειδές-β (amyloid-β), η κασπάση-13, η οποία έχει προταθεί να είναι ένα 
βοοειδές γονίδιο, και η κασπάση-14, η οποία εκφράζεται υψηλά σε εμβρυονικούς 
ιστούς, αλλά όχι σε ενήλικες ιστούς [365-368]. Η κασπάση-1, όπως και οι κασπάσες  
-4, -5, -11 και -12 φαίνονται να εμπλέκονται, κύρια, στην πρωτεολυτική ωρίμανση 
των προ-φλεγμονωδών κυτοκινών, όπως οι pro-IL-1β και pro-IL-18 και η 
συνεισφορά τους στην εκτέλεση της απόπτωσης παραμένει αμφισβητήσιμη [361]. 

Ενώ οι κασπάσες τελεστές κατέχουν μόνο μικρές προπεριοχές, οι εναρκτήριες 
κασπάσες κατέχουν μακριές προπεριοχές, περιέχοντας τις DEDs (Death Effector 
Domains) στην περίπτωση της προκασπάσης-8 και της -10 ή τις CARDs (Caspase 
Recruitment Domains), όπως στην περίπτωση της προκασπάσης-9 και της -2. 
Αμφότερες οι ομάδες των κασπασών ρυθμίζονται αρνητικά από τις IAPs (Inhibitors 
of Apoptosis Proteins). 

Μέσω των προπεριοχών τους, οι εναρκτήριες κασπάσες ανακτώνται και 
ενεργοποιούνται σε επαγόμενα από θάνατο σηματοδοτικά σύμπλοκα είτε σε 
απόκριση στη σύνδεση των κυτταρικών επιφανειακών υποδοχέων θανάτου 
(εξωτερικό αποπτωτικό μονοπάτι) είτε σε απόκριση σε σήματα, που προέρχονται από 
το εσωτερικό του κυττάρου (εσωτερικό αποπτωτικό μονοπάτι). Αφού οι εναρκτήριες 
κασπάσες ενεργοποιηθούν, μπορούν να ενεργοποιήσουν πρωτεολυτικά τις 
εκτελεστικές προκασπάσες -3, -6 και -7, οι οποίες, επακόλουθα, διασπούν μια ειδική 
σειρά πρωτεϊνικών υποστρωμάτων, που περιλαμβάνουν τις ίδιες τις προκασπάσες, 
οδηγώντας στη διαμεσολάβηση και ενίσχυση του σήματος θανάτου και τελικά την 
εκτέλεση του κυτταρικού θανάτου με όλα τα μορφολογικά και βιοχημικά 
χαρακτηριστικά, που συνήθως παρατηρούνται [369]. 
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Εικόνα 1.11: Τα δύο μοριακά μονοπάτια της απόπτωσης. Αριστερά: Εξωγενές ή 
μονοπάτι υποδοχέων θανάτου. Δεξιά: Ενδογενές ή μιτοχονδριακό μονοπάτι [370].  
 
 
1.8.4.2. Το εξωτερικό (εξωγενές) μονοπάτι  
 

Τα εξωτερικά σηματοδοτικά μονοπάτια, που εκκινούν την απόπτωση 
περιλαμβάνουν διαμεσολαβούμενες από διαμεμβρανικούς υποδοχείς 
αλληλεπιδράσεις. Αυτοί περιλαμβάνουν υποδοχείς θανάτου, που είναι μέλη της 
υπεροικογένειας γονιδίων των TNF (Tumor Necrosis Factor)-υποδοχέων [371]. Μέλη 
της οικογένειας των TNF-υποδοχέων μοιράζονται παρόμοιες εξωκυτταρικές περιοχές 
πλούσιες σε κυστεΐνη και έχουν μια κυτταροπλασματική περιοχή 80 περίπου 
αμινοξέων, που καλείται "περιοχή θανάτου (death domain)" [357]. Αυτή η περιοχή 
θανάτου παίζει κρίσιμο ρόλο στη μετάδοση του σήματος θανάτου από την κυτταρική 
επιφάνεια στα ενδοκυτταρικά σηματοδοτικά μονοπάτια. Μέχρι σήμερα, οι καλύτερα 
χαρακτηρισμένοι υποκαταστάτες και αντίστοιχοι υποδοχείς θανάτου περιλαμβάνουν 
τους FasL/FasR, TNF-α/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 και Apo2L/DR5 [357, 
372-375]. 

Η αλληλουχία των γεγονότων, που καθορίζουν την εξωτερική φάση της 
απόπτωσης έχουν καλύτερα χαρακτηριστεί με τα FasL/FasR και TNF-α/TNFR1 
μοντέλα. Στα μοντέλα αυτά, υπάρχει ομαδοποίηση των υποδοχέων και σύνδεση με 
τους ομόλογους τριμερείς υποκαταστάτες. Κατά τη σύνδεση του υποκαταστάτη, 
ανακτώνται κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες προσαρμογείς, οι οποίες εκθέτουν 
αντίστοιχες περιοχές θανάτου (DDs), που συνδέονται με τους υποδοχείς. Η σύνδεση 
του Fas υποκαταστάτη στον Fas υποδοχέα οδηγεί στη σύνδεση της πρωτεΐνης-
προσαρμογέα FADD και η σύνδεση του TNF υποκαταστάτη στον TNF υποδοχέα 
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οδηγεί στην πρωτεΐνη-προσαρμογέα TRADD με στρατολόγηση των FADD και RIP 
[376-378]. Η FADD, στη συνέχεια, σχετίζεται με την προκασπάση-8 μέσω 
διμερισμού της περιοχής του εκτελεστή θανάτου. Μια ομότυπη αλληλεπίδραση 
λαμβάνει χώρα ανάμεσα στις περιοχές θανάτου (DDs) του TNFR-1 (Tumor Necrosis 
Factor Receptor-1) και των Fas-υποδοχέων και στα αντίστοιχα μόρια-υποδοχείς τους, 
TRADD και FADD [371, 379, 380]. Η επακόλουθη σηματοδότηση διαμεσολαβείται 
από το κυτταροπλασματικό μέρος των υποδοχέων θανάτου, που περιέχει μια 
διατηρημένη αλληλουχία, που ορίζεται ως περιοχή θανάτου (DD, Death Domain). 
Προσαρμοστικά μόρια, όπως η FADD ή η TRADD κατέχουν οι ίδιες τις δικές τους 
DDs, μέσω των οποίων ανακτώνται στις DDs των ενεργοποιημένων υποδοχέων 
θανάτου, σχηματίζοντας, επομένως, το καλούμενο DISC (Death-Inducing Signaling 
Complex), οδηγώντας στην αυτοκαταλυτική ενεργοποίηση της προκασπάσης-8 [381]. 
Η προκασπάση-8 ανακτάται από τις DEDs της στο DISC, ένα σύμπλοκο 
μεμβρανικού υποδοχέα. Όταν δεσμεύονται στο DISC, διάφορα μόρια προκασπάσης-8 
βρίσκονται κοντά το ένα με το άλλο, και, επομένως, υποτίθεται ότι ενεργοποιούν το 
ένα το άλλο με αυτοπρωτεόλυση [361]. Τελικά, το σύμπλοκο DISC ενεργοποιεί την 
προκασπάση-8, η οποία με τη σειρά της προκαλεί διαμεσολαβούμενα από την 
κασπάση-3 γεγονότα κυτταρικού θανάτου. Αφού ενεργοποιηθεί η κασπάση-8, 
προκαλείται η φάση εκτέλεσης της απόπτωσης. 

Το Fas-επαγόμενο αποπτωτικό μονοπάτι μπορεί, επίσης, να ανακτήσει την 
πρωτεΐνη-προσαρμογέα DAXX αντί για τη FADD, για να ενεργοποιήσει την Ask-1 
(Apoptosis Signal regulated Kinase-1) [382], η οποία ενεργοποιεί τη SAPK/JNK και 
επομένως, προκαλεί απόπτωση [383]. 

Όπως περιγράφηκε παραπάνω, η τοπική συγκέντρωση διαφόρων μορίων της 
προκασπάσης-8 στο DISC οδηγεί στην αυτοκαταλυτική ενεργοποίηση και 
απελευθέρωση της ενεργής κασπάσης-8. Η ενεργή κασπάση-8, στη συνέχεια, 
επεξεργάζεται καθοδικά τις εκτελεστικές κασπάσες, που ακολούθως, διασπούν 
συγκεκριμένα υποστρώματα, οδηγώντας σε κυτταρικό θάνατο. Κύτταρα, που 
κατέχουν την ικανότητα να επάγουν τέτοια άμεσα και, κυρίως, κασπασο-εξαρτώμενα 
αποπτωτικά μονοπάτια, ταξινομούνται να ανήκουν στα επονομαζόμενα τύπου Ι 
κύτταρα [384]. 

Στα κύτταρα τύπου ΙΙ, το σήμα, που προέρχεται από τον ενεργοποιημένο 
υποδοχέα, δεν παράγει έναν αποπτωτικό καταρράκτη κασπασών αρκετά ισχυρό να 
εκτελέσει κυτταρικό θάνατο από μόνος του. Στην περίπτωση αυτή, το σήμα 
χρειάζεται να ενισχυθεί μέσω των εξαρτώμενων από τα μιτοχόνδρια αποπτωτικών 
μονοπατιών. Η σύνδεση μεταξύ του αποπτωτικού καταρράκτη κασπασών και των 
μιτοχονδρίων παρέχεται από το μέλος της Bcl-2 οικογένειας, τη Bid. Η Bid διασπάται 
από την κασπάση-8 και η περικομμένη μορφή της (tBid) μετατοπίζεται στα 
μιτοχόνδρια, όπου δρα σε συμφωνία με τα προαποπτωτικά μέλη της Bcl-2 
οικογένειας, Bax και Bak, για να επάγουν την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c και 
άλλων μιτοχονδριακών προαποπτωτικών παραγόντων στο κυτοσόλιο [385]. Το 
κυτοσολικό κυτόχρωμα c συνδέεται στο μονομερή Apaf-1, που στη συνέχεια, με μία 
dATP-εξαρτώμενη διαμορφωτική αλλαγή, ολιγομερίζεται για να συναρμολογήσει το 
αποπτώσωμα, ένα σύμπλοκο με δομή, που μοιάζει με τροχό με εφταπλάσια 
συμμετρία, που προκαλεί την ενεργοποίηση της εναρκτήριας προκασπάσης-9 [386]. 
Η ενεργοποιημένη κασπάση-9, ακολούθως, ξεκινάει ένα καταρράκτη κασπασών, που 
περιλαμβάνει καθοδικά τις εκτελεστικές κασπάσες, όπως η κασπάση-3, η κασπάση-7 
και η κασπάση-6, οδηγώντας, τελικά, σε κυτταρικό θάνατο [387]. 
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1.8.4.3. Το εσωτερικό (ενδογενές) μονοπάτι  
 

Τα εσωτερικά σηματοδοτικά μονοπάτια, που εκκινούν την απόπτωση, 
περιλαμβάνουν μια διαφορετική σειρά μη διαμεσολαβούμενων από υποδοχείς 
ερεθισμάτων, που παράγουν ενδοκυτταρικά σήματα, που δρουν απευθείας στους 
στόχους εντός του κυττάρου και είναι γεγονότα που ξεκινούν από τα μιτοχόνδρια. Τα 
μιτοχόνδρια παίζουν κεντρικό ρόλο στην ολοκλήρωση και διάδοση των σημάτων 
θανάτου, που προέρχονται από το εσωτερικό του κυττάρου, όπως η βλάβη του DNA, 
το οξειδωτικό στρες, η ασιτία, όπως και αυτών που επάγονται από χημειοθεραπευτικά 
φάρμακα [388, 389]. 

Τα ερεθίσματα, που εκκινούν το εσωτερικό μονοπάτι, προκαλούν αλλαγές 
στην εσωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη, που οδηγεί στη διάνοιξη του πόρου 
μετάπτωσης της μιτοχονδριακής διαπερατότητας (mitochondrial permeability 
transition (MPT) pore), διαταραχή του μιτοχονδριακού διαμεμβρανικού δυναμικού 
(Δψ) και απελευθέρωση των δύο κύριων ομάδων των φυσιολογικά διαχωρισμένων 
προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών από τον ενδομεμβρανικό χώρο εντός του κυτοσόλιου 
[390]. Ταυτόχρονα, οσμωτική μιτοχονδριακή διόγκωση έχει παρατηρηθεί με εισροή 
νερού στη μήτρα με τελική ρήξη της εξωτερικής μιτοχονδριακής μεμβράνης, 
οδηγώντας στην απελευθέρωση των προαποπτωτικών πρωτεϊνών από τον 
μιτοχονδριακό ενδομεμβρανικό χώρο στο κυτταρόπλασμα [391, 392]. Η πρώτη 
ομάδα αποτελείται από το κυτόχρωμα c, τη Smac/DIABLO και τις πρωτεάσες 
σερίνης Htra2/Omi [393-396]. Οι πρωτεΐνες αυτές ενεργοποιούν το κασπασο-
εξαρτώμενο μιτοχονδριακό μονοπάτι. Το κυτόχρωμα c συνδέεται και ενεργοποιεί τον 
Apaf-1, όπως και την προκασπάση-9, σχηματίζοντας το αποπτώσωμα [397, 398]. Το 
κυτόχρωμα c συνδέεται στον Apaf-1 (Apoptotic Protease Activating Factor -1), 
βοηθώντας στον ολιγομερισμό του και την ανάκτηση της προκασπασης-9 για να 
σχηματίσουν ένα λειτουργικό αποπτώσωμα. 

Η συμπλεγματοποίηση της προκασπάσης-9 με τον τρόπο αυτό οδηγεί στην 
ενεργοποίηση της κασπάσης-9. Η Smac/DIABLO και η HtrA2/Omi έχουν αναφερθεί 
να προωθούν την απόπτωση αναστέλλοντας τη δραστηριότητα των IAPs (Inhibitors 
of Apoptosis Proteins) [399, 400]. Ο σχηματισμός αυτού του συμπλόκου βασίζεται 
στην αλληλεπίδραση μεταξύ του Apaf-1 και της προκασπάσης-9 μέσω των 
αντίστοιχων περιοχών τους ανάκτησης κασπασών (CARDs, Caspase Recruitment 
Domains), για να παράγουν ενεργά διμερή κασπάσης-9, τα οποία, στη συνέχεια, 
διασπούν και ενεργοποιούν τις κασπάσες τελεστές [401]. Το σύμπλοκο του 
αποπτωσώματος επεξεργάζεται πρωτεολυτικά την προκασπάση-9 σε μια ενεργή 
μορφή, που οδηγεί σε κυτταρικό θάνατο, ενεργοποιώντας την εκτελεστική κασπάση-
3 [380, 402-404]. 

Είναι ενδιαφέρον ότι η PT (Permeability Transition) ακολουθείται πάντοτε 
από Δψ, αλλά η Δψ δεν προκαλείται πάντα από PT, και απελευθέρωση του 
κυτοχρώματος c παρατηρείται ακόμα και σε απουσία της Δψ [391, 405]. 
Επιπρόσθετα της απελευθέρωσης των μιτοχονδριακών παραγόντων, η διάχυση των 
Δψ και PT προκαλεί, επίσης, απώλεια της βιοχημικής ομοιόστασης του κυττάρου : η 
σύνθεση του ATP σταματάει, οξειδοαναγωγικά μόρια, όπως το NADH, το NADPH 
και η γλουταθειόνη οξειδώνονται και οι δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS) 
παράγονται σε αυξημένο βαθμό [405, 406]. Αυξημένα επίπεδα ROS προκαλούν 
άμεσα την οξείδωση των λιπιδίων, των πρωτεϊνών και των νουκλεϊκών οξέων, 
ενισχύοντας, επομένως, τη διαταραχή της Δψ ως μέρος μια θετικής ανάδρασης [407]. 
Διάφοροι πιθανοί μηχανισμοί για την PT έχουν προταθεί, αλλά φαίνεται να υπάρχει 
συναίνεση στο ότι σχηματίζεται ένας ονομαζόμενος πόρος μεταβολής της 
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διαπερατότητας (PTP, Permeability Transition Pore), αποτελούμενο από τις ANT 
(Adenine Nucleotide Translocator) και VDAC (Voltage-Dependent Anion Channel) 
ως βασικά συστατικά του. Η ΑΝΤ είναι η πιο άφθονη πρωτεΐνη της εσωτερικής 
μιτοχονδριακής μεμβράνης και ως ένα διαμεμβρανικό κανάλι είναι υπεύθυνο για την 
εξαγωγή του ATP σε ανταλλαγή με ADP (αντιμεταφορά). Η VDAC, που ονομάζεται, 
ακόμη, πορίνη (porin), είναι η πιο άφθονη πρωτεΐνη στην εξωτερική μιτοχονδριακή 
μεμβράνη και σχηματίζει ένα μη-εκλεκτικό πόρο διαμέσου της εξωτερικής 
μεμβράνης. Τα VDAC-ANT σύμπλοκα, πιθανώς, συνδέουν την εσωτερική και την 
εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη στις επονομαζόμενες "θέσεις επαφής", 
αντιστοιχώντας στη στενή σύνδεση των δύο μεμβρανών και, επομένως, 
συγκροτώντας, πιθανά, τον ΡΤ πόρο [408]. Αυτά τα μιτοχονδριακά γεγονότα πρέπει 
να διατηρούνται κάτω από τον  αυστηρό έλεγχο των ρυθμιστικών μηχανισμών, οι 
οποίοι είναι πολλές φορές εξαρτώμενοι από μέλη της Bcl-2 οικογένειας. 

Η δεύτερη ομάδα των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών, ο AIF, η ενδονουκλεάση 
G και η CAD, απελευθερώνονται από τα μιτοχόνδρια κατά τη διάρκεια της 
απόπτωσης, αλλά αυτό είναι ένα όψιμο γεγονός, που συμβαίνει μετά που ένα κύτταρο 
έχει καταδικαστεί να πεθάνει. Ο AIF μετατοπίζεται στον πυρήνα και προκαλεί 
κατακερματισμό του DNA σε κομμάτια ~ 50-300 kb και συμπύκνωση της 
περιφερειακής πυρηνικής χρωματίνης [409]. Αυτή η πρώιμη μορφή της πυρηνικής 
συμπύκνωσης αναφέρεται ως "στάδιο Ι (stage I)" συμπύκνωση [410]. Η 
ενδονουκλεάση G, επίσης, μετατοπίζεται στον πυρήνα, όπου διασπά την πυρηνική 
χρωματίνη για να παράγει ολιγονουκλεοσομικά DNA θραύσματα [411]. Τόσο ο AIF 
όσο και η ενδονουκλεάση G λειτουργούν με έναν ανεξάρτητο από κασπάσες τρόπο. 
Η CAD απελευθερώνεται επακόλουθα από τα μιτοχόνδρια και μετατοπίζεται στον 
πυρήνα, όπου μετά από διάσπαση από τη καπάση-3, οδηγεί σε ολιγονουκλεοσωμικό 
κατακερματισμό του DNA και σε μια πιο σαφή και προηγμένη συμπύκνωση 
χρωματίνης [412]. Αυτή η τελευταία και πιο σαφής συμπύκνωση χρωματίνης 
αναφέρεται ως "στάδιο ΙΙ (stage IΙ)" συμπύκνωση [410]. 
 Ο έλεγχος και η ρύθμιση αυτών των αποπτωτικών μιτοχονδριακών γεγονότων 
συμβαίνουν μέσω μελών της Bcl-2 οικογένειας πρωτεϊνών [413]. Η 
ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p53 έχει κρίσιμο ρόλο στη ρύθμιση της Bcl-2 
οικογένειας πρωτεϊνών, παρόλο που οι ακριβείς μηχανισμοί δεν έχουν ακόμα πλήρως 
διευκρινιστεί [414]. Η Bcl-2 οικογένεια πρωτεϊνών ελέγχει τη διαπερατότητα της 
μιτοχονδριακής μεμβράνης και μπορεί να είναι είτε προ-αποπτωτική είτε αντι-
αποπτωτική. Μέχρι σήμερα, συνολικά 25 γονίδια έχουν ταυτοποιηθεί στη Bcl-2 
οικογένεια. Ορισμένες από τις αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες περιλαμβάνουν τις Bcl-2, 
Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG και ορισμένες από τις προ-αποπτωτικές 
πρωτεΐνες περιλαμβάνουν τις Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik και Blk. Οι 
πρωτεΐνες αυτές έχουν ιδιαίτερη σημασία, αφού αυτές αποφασίζουν εάν το κύτταρο 
διαπράττει την απόπτωση ή ματαιώνει τη διαδικασία. Είναι η ισορροπία ανάμεσα στις 
πρωτεΐνες αυτής της οικογένειας με αντιτιθέμενες λειτουργίες, που, στην 
πραγματικότητα αποφασίζουν την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c και της 
Smac/Diablo από τα μιτοχόνδρια [359, 415]. Πιστεύεται ότι ο κύριος μηχανισμός 
δράσης της Bcl-2 οικογένειας πρωτεϊνών είναι η ρύθμιση της απελευθέρωσης του 
κυτοχρώματος c από τα μιτοχόνδρια μέσω μεταβολής της διαπερατότητας της 
μιτοχονδριακής μεμβράνης.  

Μερικοί πιθανοί μηχανισμοί έχουν μελετηθεί, αλλά κανένας δε έχει πλήρως 
αποδειχθεί. Μιτοχονδριακή βλάβη στο Fas μονοπάτι της απόπτωσης διαμεσολαβείται 
από τη διάσπαση της Bid από την κασπάση-8 [416, 417]. Αυτό είναι ένα παράδειγμα 
της "παρεμβολής" ανάμεσα στο μονοπάτι υποδοχέων θανάτου (εξωτερικό) και το 
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μιτοχονδριακό (εσωτερικό) μονοπάτι [355]. Φωσφορυλίωση σερίνης της Bad 
συσχετίζεται με την 14-3-3, ένα μέλος της οικογένειας των πολυλειτουργικών μορίων 
που συνδέονται με φωσφοσερίνες. Όταν η Bad φωσφορυλιώνεται, παγιδεύεται από 
την 14-3-3 και απομονώνεται στο κυτοσόλιο, αλλά αφού η Bad αποφωσφορυλιωθεί, 
μετατοπίζεται στα μιτοχόνδρια για να απελευθερωθεί το κυτόχρωμα c [418]. 
 Η Bad μπορεί, επίσης, να ετεροδιμερίζεται μαζί με την Bcl-Xl ή την Bcl-2, 
ουδετεροποιώντας την προστατευτική επίδραση και προωθώντας τον κυτταρικό 
θάνατο [419]. Όταν δεν απομονώνονται από τη Bad, αμφότερες οι Bcl-Xl και Bcl-2 
αναστέλλουν την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c από τα μιτοχόνδρια, παρόλο 
που ο μηχανισμός δεν έχει πλήρως κατανοηθεί. Αναφορές δείχνουν ότι η Bcl-2 και η 
Bcl-XL αναστέλλουν τον αποπτωτικό θάνατο, πρωτίστως ελέγχοντας την 
ενεργοποίηση των κασπασών πρωτεασών [420]. Αποδεικνύεται ότι υπερέκφραση είτε 
της Bcl-2 είτε της Bcl-Xl υπορυθμίζει την άλλη, δείχνοντας μια αμοιβαία ρύθμιση 
ανάμεσα σε αυτές τις δύο πρωτεΐνες. 
 
 
1.8.4.4. Το μονοπάτι εκτέλεσης 
 

Αμφότερα το εξωτερικό και το εσωτερικό μονοπάτι τελειώνουν στο σημείο 
της φάσης της εκτέλεσης, που θεωρείται το τελικό μονοπάτι της απόπτωσης. Είναι η 
ενεργοποίηση των κασπασών τελεστών, που αρχίζει αυτή τη φάση της απόπτωσης. 
Οι εκτελεστικές κασπάσες ενεργοποιούν την κυτταροπλασματική ενδονουκλεάση, 
που αποικοδομεί τα πυρηνικά υλικά, και πρωτεάσες, που αποικοδομούν πυρηνικές 
και κυτταροσκελετικές πρωτεΐνες [421]. Η κασπάση-3, η κασπάση-6 και η κασπάση-
7 λειτουργούν ως κασπάσες "τελεστές ή εκτελεστές", που διασπούν διάφορα 
υποστρώματα, που περιλαμβάνουν τις κυτοκερατίνες (cytokeratins), την PARP, την 
κυτταροσκελετική πρωτεΐνη της κυτταροπλασματικής μεμβράνης, alpha fodrin, την 
πυρηνική πρωτεΐνη NuMA και άλλες, και που προκαλούν, τελικά, τις μορφολογικές 
και βιοχημικές αλλαγές, που διακρίνονται στα αποπτωτικά κύτταρα [422]. 
 Η κασπάση-3 θεωρείται η πιο σημαντική από τις κασπάσες-εκτελεστές και 
ενεργοποιείται από καθεμία από τις κασπάσες-εκκινητές (κασπάση-8, κασπάση-9 ή 
κσπάση-10). Η κασπάση-3 ενεργοποιεί ειδικά την ενδονουκλεάση G. Σε 
πολλαπλασιάζομενα κύτταρα, η CAD συμπλέκεται με τον αναστολέα της, ICAD. Σε 
αποπτωτικά κύτταρα, η ενεργοποιημένη κασπάση-3 διασπά τον ICAD για να 
απελευθερώσει την CAD [423]. Η CAD, στη συνέχεια, αποικοδομεί το χρωμοσωμικό 
DNA εντός του πυρήνα και προκαλεί συμπύκνωση της χρωματίνης. Η κασπάση-3, 
επίσης, επάγει κυτταροσκελετική αναδιοργάνωση και διάσπαση του κυττάρου σε 
αποπτωτικά σωμάτια. Η γελσολίνη (gelsolin), μια πρωτεΐνη δέσμευσης της ακτίνης, 
έχει προσδιοριστεί ως ένα από τα βασικά υποστρώματα της ενεργοποιημένης 
κασπάσης-3. 
 Η κασπάση-3 διασπά τη γελσολίνη και τα διασπασμένα τεμάχια της 
γελσολίνης, με τη σειρά τους, διασπούν τα νημάτια ακτίνης με ένα ασβέστιο-
ανεξάρτητο τρόπο. Αυτό οδηγεί σε διαταραχή του κυτταροσκελετού, ενδοκυτταρική 
μεταφορά, κυτταρική διαίρεση και μεταγωγή σήματος [424]. 
 Η φαγοκυτταρική πρόσληψη των αποπτωτικών κυττάρων είναι το τελευταίο 
συστατικό της απόπτωσης. Φωσφολιπιδική ασσυμετρία και εξωτερίκευση των 
φωσφατιδυλοσερινών στην επιφάνεια των αποπτωτικών κυττάρων, καθώς και τα 
θραύσματα τους είναι το χαρακτηριστικό αυτής της φάσης. Η εμφάνιση της 
φωσφατιδυλοσερίνης στην εξωτερική επιφάνεια των αποπτωτικών κυττάρων, στη 
συνέχεια, διευκολύνει μη φλεγμονώδη φαγοκυτταρική αναγνώριση, επιτρέποντας την 
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πρώιμη λήψη και απόρριψη τους [425]. Αυτή η διαδικασία πρώιμης και επιτυχούς 
πρόσληψης με μη απελευθέρωση των κυτταρικών συστατικών, οδηγεί απαραίτητα σε 
μη φλεγμονώδη απόκριση. 
 Η εξωτερίκευση της φωσφατιδυλοσερίνης είναι ένας ευρέως γνωστός 
υποκαταστάτης αναγνώρισης για τα φαγοκύτταρα στην επιφάνεια του αποπτωτικού 
κυττάρου. Η Αννεξίνη V (Annexin V) είναι μια ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη σύνδεσης 
της φωσφατιδυλοσερίνης, που αλληλεπιδρά ισχυρά και εξειδικευμένα με κατάλοιπα 
φωσφατιδυλοσερίνης και χρησιμοποιείται για την ανίχνευση της απόπτωσης [426, 
427]. 
 
 
1.8.4.5. Perforin/Granzyme μονοπάτι  
 

Το μονοπάτι αυτό περιλαμβάνει την έκκριση του διαμεμβρανικού μορίου 
σχηματισμού πόρων, περφορίνη (perforin), με επακόλουθη απελευθέρωση των 
κυτταροπλασματικών κοκκίων διαμέσου του πόρου και εντός του κυττάρου-στόχου 
[428]. Οι πρωτεάσες σερίνης granzyme A και granzyme B είναι τα πιο σημαντικά 
συστατικά εντός των κοκκίων.  
 Το Granzyme B διασπά τις πρωτεΐνες στα κατάλοιπα του ασπαρτικού και 
ενεργοποιεί, επομένως, την προκασπάση-10 και μπορεί να διασπάσει παράγοντες, 
όπως ο ICAD (Inhibitor of Caspase Activated DNAse) [423]. Αναφορές έχουν, 
επίσης, δείξει ότι το granzyme B μπορεί να χρησιμοποιήσει το μιτοχονδριακό 
μονοπάτι για ενίσχυση του σήματος θανάτου από ειδική διάσπαση της Bid και 
επαγωγής της απελευθέρωσης του κυτοχρώματος c [429, 430]. Παρόλα αυτά, το 
granzyme B μπορεί να ενεργοποιήσει άμεσα την κασπάση-3. Με αυτόν τον τρόπο, τα 
ανοδικά σηματοδοτικά μονοπάτια παρακάμπτονται και υπάρχει άμεση επαγωγή της 
εκτελεστικής φάσης της απόπτωσης. 
 Το Granzyme A, επίσης, είναι σημαντικό στην κυτταροτοξική επαγόμενη από 
τα Τ κύτταρα απόπτωση και ενεργοποιεί μονοπάτια ανεξάρτητα από κασπάσες. Η 
Granzyme A πρωτεάση διασπά το σύμπλοκο SET. Οι πρωτεΐνες, που απαρτίζουν 
αυτό το σύμπλοκο (SET, Ape1, pp32 και HMG2) φαίνονται να συνεργάζονται για να 
προστατεύσουν τη χρωματίνη και τη δομή του DNA [431]. Επομένως, 
απενεργοποίηση αυτού του συμπλόκου από το granzyme A πιθανότατα, επίσης, 
συνεισφέρει στην απόπτωση, εμποδίζοντας τη διατήρηση του DNA και την 
ακεραιότητα της δομής της χρωματίνης. 

Η συσσώρευση της Hsp70 στην κυτταροπλασματική μεμβράνη των 
καρκινικών κυττάρων, τα καθιστά πιο ευπαθή σε ανοσολογική επίθεση. Ο 
υποκείμενος μηχανισμός μπορεί να περιλαμβάνει μια ενισχυμένη πρόσληψη του 
granzyme B μέσω της σύνδεσης του στην Hsp70 [432] και μπορεί να εξηγήσει 
προηγούμενες παρατηρήσεις ότι η Hsp70 ενισχύει τη CTL-διαμεσολαβούμενη 
θανάτωση [433], προτείνοντας μια διαφορετική δράση για την Hsp70 σε σχέση με το 
γνωστό αντιαποπτωτικό της ρόλο. 

 
 
1.8.4.6. Μονοπάτι ανεξάρτητο από κασπάσες 
 

Οι ROS μπορεί να είναι ο κύριος παράγοντας, που επάγει απόπτωση 
ανεξάρτητη από κασπάσες. Για  παράδειγμα, το granzyme A μπορεί να επάγει άμεσα 
την αύξηση των ROS και την ανεξάρτητη από κασπάσες ζημιά των μιτοχονδρίων 
[434]. Ο AIF έχει βρεθεί να είναι ο κύριος ανεξάρτητος από κασπάσες 
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προαποπτωτικός παράγοντας, που μπορεί να απελευθερωθεί από τα μιτοχόνδρια και 
να μετατοπιστεί στον πυρήνα για να διασπάσει το DNA και, τελικά, αν η βλάβη του 
DNA δεν έχει επιδιορθωθεί από τα κύτταρα, η απόπτωση συμβαίνει.  

Οι  ROS μπορούν να διαμεσολαβήσουν στην ενεργοποίηση της PARP-1 και η 
ενεργοποίηση της PARP-1 είναι απαραίτητη για την απελευθέρωση του AIF από τα 
μιτοχόνδρια. Η PARP-1 (Poly(ADP-Ribose) Polymerase-1) είναι ένα άφθονο 
πυρηνικό ένζυμο των ευκαρυωτικών κυττάρων και ανήκει στην οικογένεια των 
PARPs. Η PARP-1 είναι μια διατηρημένη πυρηνική μεταλλοπρωτεΐνη ψευδαργύρου 
113 kDa, που λειτουργεί ως αισθητήρας θηλιών στο DNA και ως σηματοδοτικό 
μόριο. Η PARP-1 διασπά το NAD+ σε ADP-ριβόζη και νικοτιναμίδιο [435]. Όταν 
ενεργοποιείται από σχάσεις στη μονή έλικα του DNA, η PARP ξεκινάει έναν 
κυτταρικό κύκλο, με κατανάλωση ενέργειας, μεταφέροντας μονάδες ADP-ριβόζης 
από το NAD+ στις πυρηνικές πρωτεΐνες. Η διαδικασία αυτή οδηγεί σε ταχεία 
εξάντληση του ενδοκυτταρικού NAD+ και των αποθεμάτων τριφωσφορικής 
αδενοσίνης, επιβραδύνοντας το ρυθμό της γλυκόλυσης και της μιτοχονδριακής 
αναπνοής και οδηγώντας, τελικά, σε κυτταρική δυσλειτουργία και θάνατο [436]. 
Εκτός από το ρόλο της στην ανίχνευση DNA βλαβών και την επιδιόρθωση μονής 
αλυσίδας βλαβών, μέσω του μηχανισμού αποκοπής βάσεων [437], η PARP-1 μπορεί 
να δράσει και κατά τη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης μέσα από διάφορους 
επιγενετικούς μηχανισμούς, όπως ο έλεγχος της συμπύκνωσης της χρωματίνης, η 
μεθυλίωση του DNA και η ρύθμιση μεταγραφικών καταστολέων-ενισχυτών [438, 
439]. Σε διάφορες πιο πρόσφατες μελέτες, οι επαγόμενες από Dox θραύσεις του DNA 
και η ενεργοποίηση της PARP έχει προσδιοριστεί ως ένας σημαντικός παράγοντας 
στις επαγόμενες από δοξορουβικίνη καρδιακές βλάβες [440-442]. 

Πολλοί άλλοι υποκαταστάτες και σηματοδοτικά μόρια in vitro ή in vivo σε 
κύτταρα, ως αποπτωγονικοί παράγοντες, εμπλέκονται στο ανεξάρτητο από τις 
κασπάσες αποπτωτικό μονοπάτι, όπως η διαπερατότητα της λυσοσωμικής 
μεμβράνης, ορισμένες ιϊκές πρωτεΐνες, φάρμακα, p53 ογκοκατασταλτικοί 
παράγοντες, οι  GSH και ΝΟ ή και κάποιες άλλες άγνωστες ενώσεις. Στα κύτταρα, 
ορισμένα συστατικά και γεγονότα, όπως οι AIF, ROS, Ca2+, NAD+ και ATP, όπως 
και η λανθασμένη αναδίπλωση και τροποποίηση πρωτεϊνών μπορούν να 
προκαλέσουν την ανεξάρτητη από κασπάσες απόπτωση. 

Στην περίπτωση των κασπασο-ανεξάρτητων μονοπατιών, η καθεψίνη Β 
μπορεί να παίζει ένα σημαντικό ρόλο. Το ένζυμο αυτό γίνεται απαραίτητο όταν 
απελευθερώνεται από τα λυσοσώματα εξαιτίας της βλάβης, που προκαλείται από 
αποπτωγονικό ερέθισμα, όπως ο TNF ή το αντικαρκινικό φάρμακο ετοποσίδιο [443]. 
Η καθεψίνη Β με την εξαιρετικά υψηλή (παρόλο που δεν είναι τόσο εξειδικευμένη 
όσο αυτή των κασπασών) πρωτεολυτική δραστηριότητα είναι ικανή να 
αποσταθεροποιεί κυτταρικές λειτουργίες μέσω της καταστροφής ζωτικών πρωτεϊνών 
και πρωτεϊνικών δομών. 
 
 
 
1.8.5. Πρωτεΐνες θερμικού σοκ και απόπτωση 
 

Τα ζωντανά συστήματα έχουν αναπτύξει μια ποικιλία στρατηγικών για να 
επανορθώσουν τη ζημιά από μια ποικιλία βλαβών από εσωτερικούς και εξωτερικούς 
φυσικοχημικούς και βιοτικούς παράγοντες και/ή να εξαλείψουν τα 
ζημιωμένα/κατεστραμμένα στοιχεία. Η απόκριση θερμικού σοκ ή στρες είναι μια 
κυτταρική προσαρμοστική απόκριση, η οποία βοηθάει στη διατήρηση της κυτταρικής 
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ομοιόστασης μετά από στρες. Ανάμεσα στις πολλές αλλαγές στην κυτταρική 
δραστηριότητα και φυσιολογία, το πιο αξιοσημείωτο γεγονός στα στρεσαρισμένα 
κύτταρα είναι η παραγωγή μιας υψηλά διατηρημένης ομάδας πρωτεϊνών, των 
πρωτεϊνών θερμικού σοκ ή στρες πρωτεϊνών (Hsps) [444] και συγκεκριμένων μη 
κωδικοποιημένων RNAs [445]. Πολλές πιο πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι οι 
πρωτεΐνες θερμικού σοκ παίζουν κρίσιμους ρόλους στη ρύθμιση των αποπτωτικών 
καταρρακτών [446-451], για να παρέχουν προστασία και να διευκολύνουν την 
κυτταρική ανάκαμψη μετά από έκθεση σε επιβλαβή ερεθίσματα [452-454]. Η 
ικανότητα τους ως μοριακοί συνοδοί στον διαχωρισμό, την αναδίπλωση και 
αναδιάταξη των λανθασμένα αναδιπλωμένων πρωτεϊνών αντισταθμίζει τις, κατά τα 
άλλα, μοιραίες συνέπειες των βλαβερών ερεθισμάτων [455, 456]. Η λειτουργία των 
Hsps έχει δειχτεί να είναι ευρύτερη και περικλείει έναν αντι-αποπτωτικό ρόλο, που 
μπορεί, αλλά όχι πάντοτε, να εξαρτάται από την ικανότητα τους ως συνοδών [453, 
457]. 

Οι Hsp27, Hsp70 και Hsp90 υποοικογένειες εμπλέκονται στην προστασία 
ενάντια στην απόπτωση, που επάγεται από μια ποικιλία ερεθισμάτων, που 
συμπεριλαμβάνουν τη χημειοθεραπευτικά επαγόμενη βλάβη του DNA, την UV 
ακτινοβολία [458], την επέκταση επαναλαμβανόμενης πολυγλουταμίνης [459], τις 
συνδέσεις των υποδοχέων θανάτου [460, 461], το θερμικό σοκ [462, 463], την 
έλλειψη θρεπτικών ουσιών [464], το κεραμίδιο [465], τις ενεργές μορφές οξυγόνου, 
στρες του ER, την αναστολή του πρωτεασώματος και τη διαταραχή του 
κυτταροσκελετού [449]. 
 Υπερέκφραση των Hsp27, Hsp70 ή Hsp90 αποτρέπουν την απόπτωση, που 
προκαλείται από διάφορα ερεθίσματα, που συμπεριλαμβάνουν την υπερθερμία, το 
οξειδωτικό στρες, τη σταυροσπορίνη, τη σύνδεση του Fas/Apo-1/CD95 υποδοχέα 
θανάτου ή αντικαρκινικά φάρμακα [457, 466-468]. Υπορύθμιση ή αναστολή των 
Hsp27, Hsp70 ή HSp90 έχει δειχτεί να είναι αρκετή για να ευαισθητοποιήσει ένα 
κύτταρο στην απόπτωση, αποδεικνύοντας ότι τα ενδογενή επίπεδα αυτών των 
συνοδών φαίνονται να είναι επαρκώς υψηλά για να ελέγχουν την απόπτωση [469-
471]. Είναι πλέον γνωστό ότι αυτοί οι συνοδοί μπορούν να αλληλεπιδρούν με 
βασικές πρωτεΐνες των αποπτωτικών σηματοδοτικών μονοπατιών. 

Το ενοποιητικό χαρακτηριστικό αυτών των παρατηρήσεων θεωρείται μια 
αναστολή της πρωτεολυτικής ωρίμανσης και/ή δραστηριότητα των κασπασών [462, 
472, 473] και διάσπαση των υποστρωμάτων στόχων τους, που περιλαμβάνουν την 
κινάση εστιακής προσκόλλησης (Focal Adhesion Kinase, FAK) [474] και την PARP 
[462, 473]. 
 
 
1.8.5.1. HSP70 και απόπτωση 
 

Η Hsp70 έχει δειχτεί να αναστέλλει τα αποπτωτικά μονοπάτια σε διαφορετικά 
επίπεδα. Σε προ-μιτοχονδριακό επίπεδο, η Hsp70 συνδέεται και εμποδίζει τη 
δραστηριότητα της c-Jun Ν-τελικής Κινάσης (JNK1) [264, 475]. Επιβεβαιώνοντας 
αυτό το αποτέλεσμα, έλλειψη της Hsp70 επάγει ενεργοποίηση της JNK και 
ενεργοποίηση της κασπάσης-3 [476] σε απόπτωση, που επάγεται από 
υπερωσμωτικότητα. Η Hsp70, επίσης, έχει δειχτεί να συνδέεται στη μη-
φωσφορυλιωμένη πρωτεϊνική κινάση C (PKC) και την Akt, σταθεροποιώντας και τις 
δύο πρωτεΐνες [477]. 
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Εικόνα 1.12: Ο αντιαποπτωτικός ρόλος της Hsp70 στο ενδογενές μονοπάτι [449]. 
 
 
 Σε μιτοχονδριακό επίπεδο, η Hsp70 αναστέλλει τη μετατόπιση της Bax και 
την εισαγωγή της στην εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη. Ως συνέπεια, η Hsp70 
αποτρέπει τη διαπερατότητα της μιτοχονδριακής μεμβράνης και την απελευθέρωση 
του κυτοχρώματος c  και του AIF [478]. 

Οι Hsp27 και Hsp70 μπορούν να ρυθμίσουν την Βid-εξαρτώμενη απόπτωση 
[479, 480]. Η εξαρτώμενη από κασπάση-8 διάσπαση της Bid και η επακόλουθη 
Bax/Bak-εξαρτώμενη απελευθέρωση του κυτοχρώματος c ενσωματώνει το εξωτερικό 
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και το εσωτερικό μονοπάτι. Η Hsp70 αναστέλλει την TNF-επαγόμενη απελευθέρωση 
του κυτοχρώματος c, καταστέλλοντας τη διαμεσολαβούμενη από κασπάση-8 
διάσπαση και ενεργοποίηση της Bid, ανεξάρτητα από την ικανότητα της ως συνοδού 
[480].  

Επιπρόσθετα, η Hsp70 και η ομοσυνοδός της Hsp40, αποτρέπουν τη 
μετατόπιση της Bax στα μιτοχόνδρια κατά τη διάρκεια της NO-διαμεσολαβούμενης 
απόπτωσης, ένα γεγονός το οποίο απαιτεί τις δραστηριότητες σύνδεσης τόσο της 
ATPάσης όσο και του πεπτιδίου από την Hsp70 [481]. Πιο πρόσφατα δεδομένα, 
επίσης, εμπλέκουν ένα συνεργατικό ρόλο για την Hsp70 και της ομοσυνοδού της 
Hsp40 (Hdj-1) ή HSDJ (Hdj-2) στην αναστολή της μετατόπισης της Bax στα 
μιτοχόνδρια για να αποτραπεί η επαγόμενη από νιτρικό οξείδιο απόπτωση [481]. 
Αυτή η δραστηριότητα εξαρτάται από αμφότερες δράσεις συνοδού και ATPάσης της 
Hsp70 και απαιτεί το C-τελικό φαινυλίωσης Caax μοτίβο των Hdj-1 και Hdj-2 
ομοσυνοδών μορίων [481]. Αυτές οι παρατηρήσεις υποδεικνύουν ότι, ενώ οι Hsp 
πρωτεΐνες μπορούν να λειτουργούν μόνες για να αναστείλουν την απόπτωση και η 
συνεργατική αλληλεπίδραση με τα καθορισμένα μόρια ομοσυνοδούς τους είναι 
πιθανό να ενισχύουν τις αντι-αποπτωτικές τους δραστηριότητες. 

Σε μετά-μιτοχονδριακό επίπεδο, η Hsp70 έχει δειχτεί να συνδέεται απευθείας 
στον Apaf-1, και αποτρέποντας, με αυτόν τον τρόπο, την ανάκτηση της 
προκασπάσης-9 στο αποπτώσωμα [472]. Ο Li C.Y. et al. 2000 βρήκε ότι η 
δραστηριότητα συνοδού της Hsp70 είναι απαραίτητη για την καταστολή της 
ενεργοποίησης κασπασών σε κάποιο σημείο καθοδικά της απελευθέρωσης του 
κυτοχρώματος c, αλλά ανοδικά της ενεργοποίησης της κασπάσης-3 [482]. Αυτό είναι 
σύμφωνο με διάφορες άλλες μελέτες, που έχουν σημειώσει ότι ο σχηματισμός του 
Apaf-1 αποπτωσώματος είναι ένα πρωταρχικό ρυθμιστικό σημείο για τις αντί-
αποπτωτικές επιδράσεις των διαφόρων Hsps. Η Hsp70 μπορεί να αναστέλλει το 
σχηματισμό ενός λειτουργικά ικανού αποπτωσώματος με απευθείας σύνδεση με τον 
Apaf-1 για να αποτρέψει την ανάκτηση και ενεργοποίηση της εναρκτήριας κασπάσης, 
προκασπάσης-9 [472, 483]. Η Hsp70 μπορεί να αναστέλλει τον ολιγιμερισμό του 
Apaf-1 [483] ή διατηρεί το ολιγομερές σε μια διαμόρφωση, που είναι ασύμβατη με 
την ανάκτηση της προκασπάσης-9, εμποδίζοντας την έκθεση της Apaf-1 CARD 
περιοχής [472].  

Έχει προταθεί ότι η Hsp70 μπορεί να επηρεάζει την ενεργοποίηση των 
κασπασών -3 και -7, αφού οι διασπασμένες τους μορφές μπορούν να προσελκύουν τη 
συνοδό. Φαίνεται πιθανό ότι η σύνδεση της συνοδού στις κασπάσες συμβαίνει κατά 
την περίοδο όταν αλλάζει η διαμόρφωση τους στο πρώτο βήμα της πρωτεολυτικής 
τροποποίησης στην αποπτωτική διαδικασία [484]. 

Η Hsp70, επίσης, αποτρέπει τον κυτταρικό θάνατο σε συνθήκες, στις οποίες 
δεν συμβαίνει ενεργοποίηση κασπάσης [263]. Πράγματι, η Hsp70 συνδέεται στον 
AIF, αναστέλλει την πυρηνική μετατόπιση του και τη συμπύκνωση της χρωματίνης 
[485-487]. Η αλληλεπίδραση περιλαμβάνει μια περιοχή του AIF ανάμεσα στα 
αμινοξέα 150 και 228 [488]. Η Hsp70 έχει, ακόμη, δειχτεί να συσχετίζεται με την 
EndoG και να αποτρέπει τον κατακερματισμό του DNA [489], αλλά, αφού, η EndoG 
σχηματίζει σύμπλοκα με τον AIF, η σύνδεση της με την Hsp70 μπορεί να 
περιλαμβάνει τον AIF σαν μοριακή γέφυρα. Ακόμη, η Hsp70, παρακωλύει, επίσης, 
ένα λυσοσωματικά διαμεσολαβούμενο κασπάσο-ανεξάρτητο μονοπάτι κυτταρικού 
θανάτου, αφού διατηρεί την ακεραιότητα της λυσοσωματικής μεμβράνης και 
επομένως, εμποδίζει απελευθέρωση της καθεψίνης στο κυτοσόλιο [228]. 

Στο επίπεδο των υποδοχέων θανάτου, η Hsp70 συνδέεται στις DR4 και DR5, 
αναστέλλοντας με αυτόν τον τρόπο, την TRAIL-επαγόμενη συγκρότηση και 
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δραστηριότητα του DISC (Death Inducing Signaling Complex) [490]. Τελικά, η 
Hsp70 έχει δειχτεί να αναστέλλει τη διαπερατότητα της λυσοσωματικής μεμβράνης 
και αποτρέποντας, έτσι, την απελευθέρωση των καθεψινών και πρωτεασών, που, 
επίσης, εμπλέκονται στην απόπτωση [491, 492]. 

Είναι ενδιαφέρον ότι η περιοχή σύνδεσης του ATP της Hsp70 δεν είναι 
πάντοτε απαραίτητη. Για παράδειγμα, ενώ η λειτουργία ATPάσης χρειάζεται για την 
σύνδεση του Apaf-1 [486] και του AIF [487], είναι περιττή για την JNK [462] ή 
GATA-1 [493] σύνδεση/προστασία. 

Διάφορες μελέτες έχουν προτείνει ότι η ικανότητα της Hsp70 να καταστέλλει 
την απόπτωση είναι άμεση συνέπεια της ικανότητας της να ρυθμίζουν αρνητικά τα 
JNK σηματοδοτικά γεγονότα. Η αρνητική ρύθμιση της ενεργοποίησης της JNK από 
την Hsp70, και, επομένως, οι καθοδικές συνέπειες της δράσης της, συμβαίνουν 
ανεξάρτητα από τη δραστηριότητα της ATPάσης της [463, 494], μέσω ενός ή δύο 
πιθανών μηχανισμών: είτε καταστολής της άμεσης φωσφορυλίωσης και 
ενεργοποίησης της από την ανοδική κινάση SEK [475], ή αναστολής της στρες-
επαγόμενης καταστολής της JNK αποφωσφορυλίωσης [495], διατηρώντας τα επίπεδα 
της ανενεργής αποφωσφορυλιωμένης JNK. Και το ένα και το άλλο σενάριο οδηγεί σε 
φραγμό στην JNK σηματοδότηση και, ως εκ τούτου, κάτω από περιστάσεις, όπου η 
JNK απαιτείται για την απόπτωση, η Hsp70 βοηθάει στη διατήρηση της επιβίωσης. 

Η δραστηριότητα της JNK ρυθμίζει διάφορες πρωτεΐνες, που 
περιλαμβάνονται στην αποπτωτική διαδικασία, παρέχοντας, επομένως, έναν 
αποτελεσματικό κορυφαίο στόχο για την Hsp70 στο γενικότερο πλαίσιο της 
αποπτωτικής ρύθμισης. Η JNK φωσφορυλιώνει τη c-Myc και την p53 [496-498], 
αμφότερες οι οποίες εμπλέκονται στην απελευθέρωση του κυτοχρώματος c [499-
502]. Παρομοίως, η JNK-διαμεσολαβούμενη φωσφορυλίωση των Bcl-2 και Bcl-xL, 
που μπορούν να ανταγωνιστούν τις αντι-αποπτωτικές δραστηριότητες αυτών των 
πρωτεϊνών [503-505], μπορούν να αλλάξουν σημαντικά την ευαισθησία των 
κυττάρων στα επιβλαβή ερεθίσματα. Πιο πρόσφατα δεδομένα, επίσης, εμπλέκουν την 
JNK στην απελευθέρωση της Smac/DIABLO από τα μιτοχόνδρια [506]. Η ικανότητα 
της Hsp70 να διαταράσσει την JNK σηματοδότηση μπορεί να έχει αντίκτυπο σε 
πολλαπλά μονοπάτια στην αποπτωτική διαδικασία και μπορεί να αντιπροσωπεύει τον 
υποκείμενο μηχανισμό της Hsp70-διαμεσολαβούμενης καταστολής της 
απελευθέρωσης του κυτοχρώματος c [453, 462]. 

H στρες-επαγόμενη Hsp70 φαίνεται πως αποτρέπει τη διάσπαση και την 
ενεργοποίηση της Bid σε απόκριση του TNF, και αυτή η επίδραση είναι ανεξάρτητη 
από την ικανότητα της ως συνοδού [480]. Αυτή η δραστηριότητα της Hsp70 μπορεί 
να αντανακλά στην ικανότητα της να καταστέλλει την ενεργοποίηση της MAP 
κινάσης JNK, που είναι μέρος του προ-αποπτωτικού σηματοδοτικού καταρράκτη, 
που ρυθμίζει την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c [507] και της Smac [506] από 
τα μιτοχόνδρια. Παρόλο που η Fas-επαγόμενη απόπτωση, τυπικά, περιλαμβάνει τη 
FADD και την ενεργοποίηση της κασπάσης-8, ένα εναλλακτικό μονοπάτι υπάρχει. 
Στην περίπτωση αυτή, η ανάκτηση ενός εναλλακτικού μορίου προσαρμογέα, της 
Daxx, οδηγεί στην ενεργοποίηση της MAPKK κινάσης Ask-1 (Apoptosis signal-
regulated kinase -1) [382] για να επάγει την ενεργοποίηση της SAPK/JNK, 
οδηγώντας σε απόπτωση [383]. Οι Hsp27 και Hsp70 εμφανίζονται να καταστέλλουν 
την απόπτωση με σύνδεση σε και αναστολή των Daxx και Ask-1, αντίστοιχα [508, 
509]. 

Η Hsp70 μπορεί, ακόμη, να σώσει τα κύτταρα σε μεταγενέστερη φάση της 
απόπτωσης σε σχέση με οποιαδήποτε άλλη γνωστή πρωτεΐνη επιβίωσης, καθοδικά 
της ενεργοποίησης της κασπάσης-3 [261]. Κατά τη διάρκεια των τελικών φάσεων της 
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απόπτωσης, το χρωμοσωμικό DNA πέπτεται από την DNAάση CAD (Caspase 
Activated DNase) μετά από την ενεργοποίηση από την κασπάση-3. Η ενζυματική 
δραστηριότητα και η σωστή αναδίπλωση της CAD έχει αναφερθεί να ρυθμίζεται από 
την Hsp70 [510]. Οι κασπάσες -3 και -7 έχουν δειχτεί να διασπούν ένζυμα υπεύθυνα 
για τον σχηματισμό της τυπικής αποπτωτικής μορφολογίας, που περιλαμβάνουν και 
τη φωσφολιπάση Α2. Η Hsp70 έχει αναφερθεί να αναστέλλει την ενεργοποίηση της 
φωσφολιπάσης Α2 και σώζει τα κύτταρα από TNF-διαμεσολαβούμενη απόπτωση. 

Ορισμένες ομάδες έχουν, επίσης, δείξει ότι οι Hsp27 και Hsp70 μπορούν, 
επίσης, να καταστέλλουν την TRAIL- [511] και την TNF- επαγόμενη απόπτωση σε 
μια ποικιλία διαφορετικών κυτταρικών τύπων [461, 512-516], παρόλο που η 
δραστηριότητα συνοδού της Hsp70 μπορεί να είναι περιττή για αυτή τη λειτουργία 
[480]. 

Έχει, τέλος, δειχτεί ότι οι πρωτεΐνες του NF-κΒ συμπλόκου των 
μεταγραφικών ρυθμιστών είναι στόχοι της Hsp70 [517]. 

Συμπερασματικά, η Hsp70 είναι ένας κλασσικός ρυθμιστής της 
απόπτωσης, που μπορεί να παρέμβει σε όλα τα κύρια αποπτωτικά μονοπάτια. 

 

 
Εικόνα 1.13: Ο αντιαποπτωτικός ρόλος της Hsp70 στο εξωγενές μονοπάτι [449]. 
  
 
1.8.5.2. Άλλες HSPs και απόπτωση 
 
Hsp90: Οι πρωτεΐνες-‘πελάτες’ της Hsp90 περιλαμβάνουν έναν αριθμό 
σηματοδοτικών πρωτεϊνών, όπως οι εξαρτώμενοι από υποκαταστάτη μεταγραφικοί 
παράγοντες και οι κινάσες μεταγωγής σήματος, που παίζουν ένα ρόλο στην 
αποπτωτική διαδικασία. Κατά τη σύνδεση και την υδρόλυση του ATP, η διαμόρφωση 
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της Hsp90 αλλάζει και την πρωτεΐνη-‘πελάτη’, η οποία δε συνοδεύεται ακόμα, 
ουβικιτινοποιείται και αποικοδομείται από το πρωτεάσωμα [518].  

Αμφότερες οι Hsp70 και Hsp90 μπορούν να σταματήσουν την εξέλιξη της 
αποπτωτικής σηματοδότησης με άμεση αλληλεπίδραση με τον Apaf-1, για να 
αποτρέψουν τον ολιγομερισμό του και/ή την συνένωση του με την προκασπάση-9 
[472, 519]. Η Hsp90 και η Hsp27 έχουν, επίσης, αναφερθεί να αποτρέπουν τον 
ολιγομερισμό του Apaf-1 με απευθείας σύνδεση τους με τον Apaf-1 [519] και του 
κυτοχρώματος c, αντίστοιχα [520]. 

Η Hsp90 λειτουργεί στο μονοπάτι σερίνης/θρεονίνης -πρωτεϊνικής κινάσης 
Akt. Η Akt φωσφορυλιώνει διάφορες πρωτεΐνες, που εμπλέκονται στη ρύθμιση της 
απόπτωσης. Για παράδειγμα, φωσφορυλίωση της προ-αποπτωτικής Bcl-2 πρωτεΐνης 
Bad επάγει τη διάσταση της από την Bcl-xL και επακόλουθο διαχωρισμό από τις 
κυτοσολικές 14-3-3 πρωτεΐνες. Αυτό αποτρέπει τη μετατόπιση της στα μιτοχόνδρια 
και τη συμμετοχή της στην απελευθέρωση των προ-αποπτωτικών παραγόντων [418]. 
Η Akt, επίσης, ρυθμίζει τους μεταγραφικούς παράγοντες, που διευθύνουν την 
έκφραση διάφορων κυτταρικών γονιδίων θανάτου. Η Akt-διαμεσολαβούμενη 
φωσφορυλίωση του FKHRL1 (forkhead) αποτρέπει τη μετατόπιση της στον πυρήνα 
και, επομένως, αποτρέπει την επαγόμενη έκφραση των γονιδίων στόχων της, που 
περιλαμβάνουν τον Fas υποκαταστάτη (FasL), την πρωτεΐνη δέσμευσης του IGF-1 
[521] και ενδεχόμενα τη Bim [522]. Η AKT, επίσης, φωσφορυλιώνει τον ΙκΒ [523], 
προωθώντας τη NF-κΒ-διαμεσολαβούμενη μεταγραφή των γονιδίων, που 
κωδικοποιούν προ-επιβιωτικές πρωτεΐνες, που περιλαμβάνουν τους αναστολείς 
κασπασών C-IAP1 [524] και C-IAP2 [525] και την Bcl-2 πρωτεΐνη Α1 [526]. 

Η Hsp90 κυρίως προάγει την κυτταρική επιβίωση μέσω της εμπλοκής της σε 
διάφορα βήματα του σχηματισμού του ενεργού NF-κΒ. Η Hsp90 είναι απαραίτητη 
για τη σταθερότητα της RIP, η οποία ανακτάται από τον ενεργοποιημένο TNFR-1, 
μετά από σύνδεση στον υποκατάστατη του, τον TNF, για παρατεταμένη 
δραστηριότητα του NF-κΒ [527, 528]. Η Hsp90 απευθείας αλληλεπιδρά και διατηρεί 
τη δραστηριότητα της Akt, αναστέλλοντας την αποφωσφορυλίωση της [529, 530]. 
Επιπρόσθετα, η Hsp90 και η ομοσυνοδός της Cdc37, βοηθούν στο σχηματισμό των 
ενεργών ΙΚΚ ή Akt συμπλόκων, καθένα από τα οποία μπορούν να φωσφορυλιώσουν 
τον ΙκΒ και να προκαλέσουν, επομένως, την αποσύνδεση του NF-κΒ από τον 
αναστολέα του [528]. 

Διάφορες μελέτες εμπλέκουν αμφότερες τις Hsp90 και Hsp27 στη διατήρηση 
της δραστηριότητας της Akt, που μπορεί να συνεισφέρει στην προώθηση της 
κυτταρικής επιβίωσης [529, 531, 532]. Η σταθερότητα και η δραστηριότητα της Akt 
διατηρείται όταν είναι σε σύμπλοκο με την Hsp90 και τη Cdc37 [529, 530], πιθανά 
μέσω της αναστολής της αποπφωσφορυλίωσης της από τη φωσφατάση PP2A [529]. 
 Εκτός από τον άμεσο ρόλο του στην προώθηση των μονοπατιών κυτταρικής 
επιβίωσης, το σύμπλοκο Hsp90-Akt μπορεί, επίσης, έμμεσα να προάγει την 
κυτταρική επιβίωση με αναστολή του JNK-διαμεσολαβούμενου κυτταρικού θανάτου 
μέσω της φωσφορυλίωσης και της επακόλουθης απενεργοποίησης της ASK-1, η 
οποία είναι ένας από τους ενεργοποιητές της JNK [533]. 
 
Hsp27: Η Hsp27 συνδέεται με το κυτόχρωμα c στο κυτοσόλιο, αναστέλλοντας, με 
αυτόν τον τρόπο, το σχηματισμό του συμπλόκου ενεργοποίησης της κασπάσης-3 
[473, 534]. Η Hsp27 μπορεί να διαταράξει το σχηματισμό του αποπτωσώματος μέσω 
της αλληλεπίδρασης του και της απομόνωσης του κυτοχρώματος c, μετά από την 
απελευθέρωση του από τα μιτοχόνδρια [520]. 
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Η Hsp27 μπορεί, επίσης, να αποτρέψει τη μετατόπιση της Bid στα 
μιτοχόνδρια, το οποίο μπορεί να συσχετίζεται με την ικανότητα της Hsp27 να 
σταθεροποιεί τον κυτταροσκελετό, σταθεροποιώντας τα μικρονημάτια ακτίνης [479]. 
Για τη σχέση μεταξύ της Hsp27-διαμεσολαβούμενης σταθεροποίησης των 
κυτταροσκελετικών συστατικών και της διατήρησης της κυτταρικής επιβίωσης 
πιστεύεται ότι απαιτείται η φωσφορυλίωση και ο ολιγομερισμός της Hsp27 [535, 
536]. Αντίθετα, ο Chauhan et al. έχει συνδέσει την Hsp27 με την καταστολή της 
επαγόμενης από δεξαμεθαζόνη απόπτωσης σε κύτταρα μυελώματος μέσω αναστολής 
της Smac, αλλά όχι απελευθέρωσης του κυτοχρώματος c [537].  

Επίσης, διαμεσολαβεί την αναστολή της ενεργοποίησης της προκασπάσης-3, 
πιο πιθανά μέσω της ικανότητας της να εμποδίζει τις εναρκτήριες κασπάσες, όπως η 
κασπάση-9, από το να αποκτήσουν πρόσβαση στα κατάλοιπα, των οποίων η 
διάσπαση είναι απαραίτητη για την ενεργοποίηση της προκασπάσης-3 [538].  

Η Hsp27 μπορεί, επίσης, να παρέμβει, στην ενεργοποίηση της κασπάσης 
ανοδικά από τα μιτοχόνδρια [479].  

Επιπρόσθετα, η Akt-διαμεσολαβούμενη φωσφορυλίωση της Hsp27 
διευκολύνει μια αλληλεπίδραση ανάμεσα στις δύο αυτές πρωτεΐνες, που σταθεροποιεί 
την Akt, με διαχωρισμό της Hsp27, και, έτσι, προωθεί την κυτταρική επιβίωση [532]. 

Ο γνωστός προ-αποπτωτικός ρόλος της Hsp27, μέχρι σήμερα, είναι ότι 
ενισχύει την TNF-επαγόμενη απόπτωση, αναστέλλοντας την αποικοδόμηση του ΙκΒ 
και επομένως, εμποδίζοντας την NF-κΒ διαμεσολαβούμενη κυτταρική επιβίωση 
[539]. 
 
Hsp60: Η κυτοσολική Hsp60 είναι, κυρίως, αντιαποπτωτική, καθώς συνδέεται με τις 
προ-αποπτωτικές Bax και Bak πρωτεΐνες σε καρδιακά μυοκύτταρα αρουραίων και, 
έτσι, εμποδίζουν την πρόκληση του αποπτωτικού μηχανισμού [540]. Ο Shan et al 
2003 βρήκε ότι η Bcl-XL, επίσης, συνδέεται με την Hsp60 σε φυσιολογικούς 
καρδιακούς ιστούς [541].  
 Σύνδεση της μιτοχονδριακής Hsp60 στην προκασπάση-3 ενισχύει την 
ευαισθησία της σε πρωτεάσες και, επομένως, την κάνει πιο ευπαθή στη δράση του 
κυτοχρώματος c και του dATP [542, 543]. 
 
 
1.8.5.3 Η Bcl-2 οικογένεια 
 

Η Bcl-2 οικογένεια πρωτεϊνών μπορεί να προσδιοριστεί από την παρουσία 
διατηρημένων αλληλουχικών μοτίβων, γνωστών ως Bcl-2 ομόλογων περιοχών (BH1 
έως BH4). Διακρίνονται σε τρεις ομάδες: (i) τις αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες, στις 
οποίες ανήκουν οι Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, A1 και Mcl-1 και κατέχουν τέσσερις BH 
περιοχές (BH 1-4), (ii) τις προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες, που ανήκουν οι Bax, Bak και 
Bok, οι οποίες περιέχουν τρεις BH περιοχές (BH 1-3) και (iii) τις προ-αποπτωτικές 
ΒΗ3-only πρωτεΐνες, που συμπεριλαμβάνουν τις Bid, Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk, 
Noxa, Puma, Blk, BNIP3 και Spike, και έχουν μόνο το βραχύ BH3 μοτίβο, μια 
περιοχή αλληλεπίδρασης, που είναι απαραίτητη και αποτελεσματική για τη δράση 
θανάτωσης [413, 544]. 

Η κεντρική λειτουργία των μελών της Bcl-2 οικογένειας των θηλαστικών 
είναι να διαφυλάσσουν τη μιτοχονδριακή ακεραιότητα και να ελέγχουν την 
απελευθέρωση των μιτοχονδριακών πρωτεϊνών στο κυτταρόπλασμα [413], καθώς και 
μέλη της Bcl-2 μπορεί άμεσα να ελέγχουν την ενεργοποίηση των κασπασών [545]. 
Αντίθετα, τα αντιαποπτωτικά μέλη της Bcl-2 απομονώνουν τα προαποπτωτικά μέλη 
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της Bcl-2, με σύνδεση στις BH3 περιοχές τους και, έτσι, τελικά, αποτρέπουν την 
ενεργοποίηση/ολιγομερισμό των Bax και Bak και ακολούθως, αναστέλλουν τα 
μιτοχονδριακά προαποπτωτικά γεγονότα. Εκτός από την πρόκληση των 
αντιαποπτωτικών της επιδράσεων σε μιτοχονδριακό επίπεδο με έμμεσο έλεγχο της 
ενεργοποίησης του αποπτωσώματος, η Bcl-2, επίσης, φαίνεται να αναστέλλει τα 
αποπτωτικά μονοπάτια, που είναι ανεξάρτητα από τις Apaf-1/κασπάση-9, και που 
μπορεί να έχουν την κασπάση-7 ως κεντρικό εκτελεστή [546]. Οι ξεχωριστές BH3-
μόνο πρωτεΐνες πιστεύεται ότι μεταγάγουν συγκεκριμένα σήματα θανάτου, αφού 
μπορούν να ενεργοποιηθούν από τη σηματοδότηση της απόπτωσης ανιχνεύοντας το 
κυτταρικό στρες, όπως η βλάβη του DNA (οι Noxa και Puma είναι p53-επαγόμενα 
γονίδια), η στέρηση αυξητικών παραγόντων (η mRNA των Hrk και Bim αυξάνεται) ή 
το anoikis (η Bmf ενεργοποιείται από υποκυτταρική επανεντόπιση) [547]. Γενικά, οι 
BH3-only πρωτεΐνες πιστεύεται ότι παρεμβαίνουν με την τελειοποιημένη ισορροπία 
του όμο- ή έτερο-ολιγομερισμού ανάμεσα στα προαποπτωτικά μέλη πολλαπλών 
περιοχών Bax/Bak και στα αντι-αποπτωτικά μέλη Bcl-2/ Bcl-XL. 

Περιληπτικά, ένα ισχύον μοντέλο για το πώς τα μέλη της Bcl-2 οικογένειας 
ρυθμίζουν την απόπτωση περιγράφεται ως εξής: ειδικά σήματα αποπτωτικού στρες 
προκαλούν την ενεργοποίηση συγκεκριμένων BH3-only πρωτεϊνών, οι οποίες στη 
συνέχεια, αλληλεπιδρούν με τα αντιαποπτωτικά μέλη της εξωτερικής μιτοχονδριακής 
(αλλά επίσης πυρηνικής/ER) μεμβράνης, οδηγώντας στην απελευθέρωση των 
παρόμοιων με τη Bax προαποπτωτικών παραγόντων. Οι παρόμοιοι με τη Bax 
παράγοντες υφίστανται μια διαμορφωτική αλλαγή (πιθανά υποβοηθούμενοι από 
κάποιες BH3-only πρωτεΐνες), εισάγονται  στην εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη, 
όπου προκαλούν την ΡΤ και την απελευθέρωση των αποπτωγονικών παραγόντων 
[547]. 

Η ικανότητα των πολυπεριοχών (multidomain) των προαποπτωτικών Bcl-2 
πρωτεϊνών Bax και Bak να επάγουν MOMP (Mitochondrial Outer Membrane 
Permeabilization) ρυθμίζεται από έναν αριθμό μηχανισμών, που περιλαμβάνουν 
αλλαγές στον εντοπισμό (Η Bax κανονικά εδρεύει στο κυτοσόλιο, αλλά 
μετατοπίζεται στα μιτοχόνδρια ως επακόλουθο του αποπτωτικού ερεθίσματος) και 
διαφοροποιήσεις στην διαμόρφωση και στην κατάσταση ολιγομερισμού τους 
(oligomeric status). Αυτές οι αλλαγές στην Bax και στην Bak, συνακόλουθες με την 
απόκτηση της ικανότητας τους για διαπερατότητα, είναι πιθανό να μεσολαβούνται 
μέσω των BH3-only πρωτεϊνών, π.χ. Bid, Bim, Bmf και Bad, καθένα από τα οποία 
είναι αντικείμενο διαφορετικής ρύθμισης, ανάλογα με τον τύπο του επιβαλλόμενου 
στο κύτταρο αποπτωτικού ερεθίσματος [548, 549]. Για παράδειγμα, η Bid διασπάται 
και ενεργοποείται από την κασπάση-8, ακολουθώντας τη σύνδεση του υποδοχέα 
θανάτου [385, 550]. Η Bim [551, 552] και η Bmf [553] διαχωρίζονται δομικά στα 
κυττοσκελετικά τους στοιχεία και απελευθερώνονται για να ασκήσουν τις 
προαποπτωτικές τους δραστηριότητες μετά από μεταχείριση με φάρμακα, όπως η 
ταξόλη ή κυτταρική αποκόλληση (anoikis), αντιστοίχως. Και η ικανότητα της Bad να 
επάγει απόπτωση αποκαλύφθηκε με αλλαγές στην κατάσταση φωσφορυλίωσης της 
ακολουθούμενη από την απομάκρυνση κυτοκίνης [418, 554]. 
 
 
1.8.6. Ασθένειες και απόπτωση 
 

Απορρύθμιση της αποπτωτικής σηματοδότησης μπορεί να παίζει πρωταρχικό 
ή δευτερεύων ρόλο σε διάφορες ασθένειες με ανεπαρκή απόπτωση οδηγώντας σε π.χ. 
καρκίνο (συσσώρευση κυττάρων, ανθεκτικότητα σε θεραπεία, ελαττωματική 
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επιτήρηση του όγκου από το ανοσοποιητικό σύστημα), αυτοανοσία (αποτυχία 
εξάλειψης των αυτοδραστικών λεμφοκυττάρων), επίμονες λοιμώξεις (αποτυχία 
εξαφάνισης μολυσμένων κυττάρων), ενώ υπερβολική απόπτωση συνεισφέρει σε π.χ. 
νευροεκφυλισμό (ασθένεια του Alzheimer, ασθένεια του Parkinson, ασθένεια του 
Huntington, αμυοτροφική πλευρική σκλήρυνση), αυτοανοσία (ανεξέλεγκτη επαγωγή 
της απόπτωσης σε συγκεκριμένα όργανα), AIDS (μείωση των Τ λεμφοκυττάρων) και 
ισχαιμία (καρδιακή προσβολή, έμφραγμα του μυοκαρδίου) [555]. Δυσλειτουργία του 
μηχανισμού θανάτου, που είναι αποτέλεσμα από τη μετάλλαξη γονιδίων που 
κωδικοποιούν για παράγοντες άμεσα ή έμμεσα, που εμπλέκονται στην εκκίνηση, τη 
διαμεσολάβηση και την εκτέλεση της απόπτωσης, και διάφορες μεταλλάξεις στα 
γονίδια της απόπτωσης έχουν προσδιοριστεί ως παράγοντες πρόκλησης ή 
συνεισφοράς σε ανθρώπινες ασθένειες [556]. 
 Ειδικού ενδιαφέροντος είναι η εμπλοκή των μονοπατιών ελαττωματικής 
απόπτωσης στο σχηματισμό του όγκου, την εξέλιξη και τη μετάσταση, όπως και στην 
εμφάνιση ανθεκτικότητας σε πολλαπλά φάρμακα κατά τη διάρκεια της καρκινικής 
θεραπείας [557]. Κατά τη διάρκεια των τελευταίων χρόνων αποδεικνύεται όλο και 
περισσότερο ότι η καρκινογένεση δεν είναι απλώς το αποτέλεσμα υπερβολικού 
πολλαπλασιασμού εξαιτίας της ενεργοποίησης των ογκογονιδίων, αλλά στο ίδιο 
πλαίσιο εξαρτάται από τη –συχνά ταυτόχρονη- βλάβη των σημείων ελέγχου της 
απόπτωσης [558, 559]. Τα καρκινικά κύτταρα μπορούν να αποκτούν ανθεκτικότητα 
στην απόπτωση με την έκφραση των αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών, όπως η Bcl-2 ή 
με υπορύθμιση ή μετάλλαξη των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών, όπως η Bax. Η 
έκφραση αμφότερων των Bcl-2 και Bax ρυθμίζεται από το p53 ογκοκατασταλτικό 
γονίδιο [560]. Ο κρίσιμος ρόλος της p53 είναι έκδηλος από το γεγονός ότι είναι 
μεταλλαγμένη σε πάνω από το 50% όλων των ανθρώπινων καρκίνων. Η p53 μπορεί 
να ενεργοποιήσει τις πρωτεΐνες επιδιόρθωσης του DNA, όταν το DNA έχει υποστεί 
βλάβη, μπορεί να κρατάει τον κυτταρικό κύκλο στο G1/S σημείο ρύθμισης στην 
αναγνώριση της βλάβης του DNA, και μπορεί να εκκινήσει την απόπτωση εάν η 
βλάβη του DNA αποδειχθεί να είναι ανεπανόρθωτη [561]. Καρκινογένεση μπορεί να 
συμβεί εάν αυτό το σύστημα πάει στραβά. Εάν το p53 γονίδιο έχει υποστεί βλάβη, η 
καταστολή του όγκου μειώνεται σημαντικά. Το p53 γονίδιο μπορεί να υφίσταται 
βλάβη από ακτινοβολία, διάφορα χημικά και ιούς, όπως ο ιός των ανθρώπινων 
θηλωμάτων (Human Papillomavirus, HPV). 
 
 
1.9. ΑΝΑΤΟΜΙΑ ΤΗΣ ΚΑΡΔΙΑΣ 
 

 Η καρδιά είναι ένα κοίλο μυώδες όργανο σχήματος ανεστραμμένης τρίγωνης 
πυραμίδας. Αποτελεί την κεντρική κινητήρια δύναμη της κυκλοφορίας του αίματος. 
Περιβάλλεται από το περικάρδιο, το οποίο τη στηρίζει σε συνδυασμό με τα μεγάλα 
αγγεία, που εκφύονται από αυτή και καταλαμβάνει το λεγόμενο μέσο μεσοπνευμόνιο 
χώρο [562]. 

Από ανατομικής σκοπιάς είναι ένα μονοφυές όργανο, που αποτελείται από 
τέσσερις κοιλότητες: δύο κόλπους (αριστερό και δεξιό) και τις αντίστοιχες κοιλίες, 
που χωρίζονται εξωτερικά με τις υπάρχουσες αύλακες (στεφανιαία, πρόσθια και 
οπίσθια επιμήκη και μεσοκολπική) και εσωτερικά από το μεσοκολπικό και το 
μεσοκοιλιακό διάφραγμα [562]. 

Ο κύριος ιστός της καρδιάς είναι το μυοκάρδιο, το οποίο συνδέεται με ένα 
ειδικό σύστημα μυικών ινών, το σύστημα αγωγής των διεγέρσεων, το οποίο αποτελεί 
τη μοναδική σύνδεση μεταξύ κόλπων και κοιλιών. Το μυοκάρδιο επενδύεται 
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εσωτερικά από το ενδοκάρδιο και εξωτερικά από το επικάρδιο. Επίσης, η καρδιά 
φέρει ινώδη σκελετό, ο οποίος είναι διάτρητος από τα κολποκοιλιακά και αρτηριακά 
στόμια [562]. 

Το μυοκάρδιο αποτελείται από συγκυτιώδες δίκτυο γραμμωτών μυών, 
διαφορετικών μορφολογικά από τους σκελετικούς μύες και διαχωρίζεται στο 
μυοκάρδιο των κόλπων και των κοιλιών. Μεταξύ των μυικών ινών παρεμβάλλεται 
συνδετικός ιστός, αιμοφόρα αγγεία και νευρικά στοιχεία του αυτόνομου νευρικού 
συστήματος. Επιπλέον, υπάρχει το αγωγό μυοκάρδιο, που αποτελείται από ειδικά 
διαφοροποιημένες μυικές ίνες και είναι υπεύθυνο για την παραγωγή και αγωγή των 
διεγέρσεων. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι τα μυοκύτταρα της καρδιάς παρουσιάζουν 
ρυθμική εκπόλωση και αναπόλωση των κυτταρικών μεμβρανών τους που φέρεται 
από κύτταρο σε κύτταρο. Ο ρυθμός εκπόλωσης και αναπόλωσης είναι ταχύτερος στο 
φλεβόκομβο, ο οποίος αποτελεί και το βηματοδότη της καρδιάς [562]. 

Το μυοκάρδιο εμφανίζει κάποιες χαρακτηριστικές ηλεκτροφυσιολογικές 
ιδιότητες: αυτοματία (αυτόχθονη παραγωγή ερεθισμάτων), αγωγιμότητα (μεταφορά 
ερεθισμάτων στα γειτονικά κύτταρα), διεγερσιμότητα (ικανότητα αντίδρασης σε ένα 
ερέθισμα) και ανερεθιστότητα (περίοδος κατά την οποία το κύτταρο δεν είναι ικανό 
να αντιδράσει απόλυτα ή σχετικά σε ένα ερέθισμα) [563].  

Η βιολογική αποστολή του μυοκαρδίου είναι να προωθεί το αίμα προς τα 
περιφερικά όργανα και να το επαναφέρει στην καρδιά. Η λειτουργία αυτή μπορεί να 
εξεταστεί από δύο όψεις: α) την αιμοδυναμική της κυκλοφορίας που εξετάζει τη 
λειτουργία της καρδιάς ως αντλίας, δηλαδή τις μεταβολές των καρδιαγγειακών 
πιέσεων, όγκων και ροής του αίματος κατά τη διάρκεια του καρδιακού κύκλου και β) 
τη μηχανική λειτουργία της καρδιάς ως μυός, που περιλαμβάνει τις πολλαπλές 
μηχανικές μεταβολές που διέπουν τη σύσπαση και τη χάλαση του μυοκαρδίου [564]. 

 
 

1.9.1. Καρδιακή Ανεπάρκεια 
 

Η καρδιακή ανεπάρκεια μπορεί να οριστεί ως το κλινικό σύνδρομο που 
προέρχεται από την αδυναμία της καρδιάς να προμηθεύει επαρκή αιμάτωση στους 
περιφερικούς ιστούς κατά την ηρεμία, ή και κατά την άσκηση και συνοδεύεται από 
την αύξηση της διαστολικής πίεσης της αριστερής ή της δεξιάς κοιλίας. Είναι φανερό 
ότι στην πάθηση αυτή εμπλέκεται ένα φάσμα κυτταρικών ανωμαλιών, που 
προηγούνται των κλινικών συμπτωμάτων. Το πιο σταθερό εύρημα στον 
απομονωμένο καρδιακό μυ στην καρδιακή ανεπάρκεια είναι η έκπτωση της 
συσταλτικότητας, η οποία σε κυτταρικό επίπεδο προκαλείται από δομικές και 
βιοχημικές τροποποιήσεις, που οδηγούν με τη σειρά τους στη συστολική και 
διαστολική δυσλειτουργία. Συνοπτικά, οι κυτταρικές ανωμαλίες, που συνοδεύουν την 
καρδιακή ανεπάρκεια, περιλαμβάνουν αλλαγές στη δομική οργάνωση των μυικών 
κυττάρων, αλλά και στους μηχανισμούς ρύθμισης των αντλιών ιόντων ασβεστίου και 
τις αλληλεπιδράσεις αυτών με τις πρωτεΐνες των μυικών ινιδίων [565, 566]. 

Αίτια της καρδιακής ανεπάρκειας μπορεί να είναι βαλβιδοπάθειες ή συγγενείς 
καρδιοπάθειες. Σπανιότερα μηχανικά αίτια είναι οι καταστάσεις, που εμποδίζουν την 
πλήρωση των κοιλιών, όπως υπερτροφική ή περιοριστική μυοκαρδιοπάθεια. Άλλα 
μηχανικά αίτια μπορούν να θεωρηθούν η απότομη και μεγάλη αύξηση της 
αρτηριακής πίεσης, η υπερφόρτωση με υγρά που συμβαίνει κατά τη νεφρική 
ανεπάρκεια ή κατά την έντονη αρτηριοφλεβική επικοινωνία [566]. 
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1.10. ΔΟΞΟΡΟΥΒΙΚΙΝΗ 
 

Η εισαγωγή των ανθρακυκλινών (ΑΝΤs) αντινεοπλασματικών αντιβιοτικών, 
στη χημειοθεραπεία κακοηθών νεοπλασιών, είναι μία από τις μεγαλύτερες επιτυχίες 
στην ιατρική του καρκίνου. Όπως όλα τα άλλα αντικαρκινικά μέσα, παρόλα αυτά, οι 
ανθρακυκλίνες αποτελούν δίκοπο μαχαίρι, επειδή η χρήση τους μπορεί να οδηγήσει 
σε ανάπτυξη της ανθεκτικότητας στα καρκινικά κύτταρα και μπορεί να είναι τοξική 
για τους υγιείς ιστούς. Η δοξορουβικίνη μαζί με τη δαουνορουβικίνη, την 
επιρουβικίνη και την ιδαρουβικίνη ανήκει στην οικογένεια των ανθρακυκλινών. 
Αυτές είναι καλά καθορισμένοι και υψηλά αποτελεσματικοί αντι-νεοπλασματικοί 
παράγοντες, που χρησιμοποιούνται για τη θεραπεία διάφορων ενηλίκων και 
παιδιατρικών καρκίνων, όπως συμπαγείς όγκους, λευχαιμία, λεμφώματα και καρκίνο 
του μαστού. 

Η δοξορουβικίνη (Doxorubicin, DOX) ή αδριαμυκίνη (Adriamycin, ADR) 
είναι μια φαρμακευτική ουσία, που χρησιμοποιείται στη χημειοθεραπεία κατά του 
καρκίνου. Είναι ένα αντιβιοτικό ανθρακυκλίνης, που δρα παρεμβάλλοντας στο DNA 
[567]. Η πιο σοβαρή παρενέργεια της δοξορουβικίνης είναι η πρόκληση καρδιακής 
ανεπάρκειας που δύναται να απειλήσει τη ζωή του ασθενούς [568]. Η χρήση της 
δοξορουβικίνης είναι ευρεία, καθώς χρησιμοποιείται συχνά στη θεραπεία 
αιματολογικών κακοηθειών, πολλών τύπων καρκίνου και σαρκωμάτων στους 
μαλακούς ιστούς [567]. Η DOX παραμένει ένα σημαντικό στοιχείο πολλών 
σύγχρονων χημειοθεραπευτικών πρωτοκόλλων για τη θεραπεία του καρκίνου του 
μαστού, σαρκωμάτων, συμπαγών όγκων παιδικής ηλικίας (π.χ. όγκος Wilm’s), 
λευχαιμιών, ασθένειας Hodgkin’s και  μη-Hodgkin’s λεμφωμάτων και πολλών άλλων 
καρκίνων [569]. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι η δοξορουβικίνη είναι μια ουσία 
φωτοευαίσθητη [570]. 

Η ιστορία της δοξορουβικίνης χρονολογείται στη δεκαετία του 1950, όταν μια 
ιταλική ερευνητική εταιρεία ξεκίνησε μια προσπάθεια ανεύρεσης ενώσεων με 
αντινεοπλαστικές ιδιότητες από μικροοργανισμούς του εδάφους. Απομονώθηκε έτσι 
ένας νέος τύπος του Streptomyces peucetius, ο οποίος έδινε μια ερυθρά χρώση και 
παρήγαγε ένα αντιβιοτικό, που είχε καλή δραστικότητα έναντι όγκων ποντικών. Το 
αντιβιοτικό αυτό ονομάστηκε αρχικά δαουνομυκίνη (daunomycin, DNR). Στα 1967 
βρέθηκε ότι προκαλούσε μεταξύ άλλων και θανάσιμη καρδιακή τοξικότητα [571]. 
Έρευνες, σύντομα, αποκάλυψαν ότι μικρές αλλαγές στη δομή της χημικής ένωσης 
οδηγούσαν σε μεταβολές στη βιολογική δραστικότητα. Μια μετάλλαξη σε ένα 
στέλεχος του Streptomyces με τη χρήση Ν-νιτροζο-Ν-μέθυλο-ουρεθάνης οδήγησε 
στην παραγωγή ενός νέου στελέχους (Streptomyces peucetius var. cesius), που 
παρήγαγε μια 14-υδρόξυλο παραλλαγή του ερυθρόχρωου αντιβιοτικού, το οποίο 
ονομάστηκε αρχικά αδριαμυκίνη [572] και αργότερα δοξορουβικίνη. Η 
δοξορουβικίνη επέδειξε καλύτερη δραστικότητα κατά των όγκων σε ποντίκια και 
ιδιαίτερα σε συμπαγείς όγκους, ενώ εμφανίζει υψηλότερο θεραπευτικό δείκτη σε 
σχέση με άλλες ανθρακυκλίνες. Όσον αφορά τη δομή της, η DOX είναι μια 
αγλυκόνη, που αποτελείται από έναν τετρακυκλικό δακτύλιο με γειτονικές ομάδες 
κινόνης-υδροκινόνης στους C-B δακτυλίους, ένα μεθοξυ-υποκαταστάτη στο C-4 του 
δακτυλίου D και μια μικρή πλευρική αλυσίδα στο C-9 με ένα καρβονύλιο στο C-13. 
Ένα 3-αμινο-2,3,6-τριδεοξυ-L-φουκοσυλο (daunosamine) τμήμα προσδένεται με 
γλυκοσιδικό δεσμό στο C-7 του δακτυλίου Α. Οι δομές της DOX και της DNR είναι 
αρκετά όμοιες. Η μόνη τους διαφορά είναι ότι η πλευρική αλυσίδα της DOX 
ολοκληρώνεται με μια πρωτοταγή αλκοόλη, ενώ αυτή της DNR ολοκληρώνεται με 
μια μεθυλομάδα. Όμως, αυτή η ελάχιστη διαφορά έχει μεγάλη επίδραση στο φάσμα 



74 
 

των δραστηριοτήτων των DNR και DOX, καθώς η πρώτη έχει δράση ειδικά σε οξείες 
λεμφοβλαστικές και μυελοβλαστικές λευχαιμίες. Οι μεταβολίτες της DOX 
περιλαμβάνουν μια αλκοόλη, που παράγεται μέσω αναγωγής καρβονυλίου και 
διαφόρων παραγώγων αγλυκόνης. 

 

 
Εικόνα 1.14: Δομή της δοξορουβικίνης. 

 
 

Οι οξείες παρενέργειες της χρήσης δοξορουβικίνης περιλαμβάνουν ναυτία, 
εμέτους και καρδιακές αρρυθμίες. Μπορεί, επίσης, να προκαλέσει ουδετεροπενία, 
όπως και πλήρη αλωπεκία. Έχει προταθεί ότι η προκαλούμενη από χημειοθεραπεία 
αλωπεκία είναι αποτέλεσμα της επαγόμενης από ανθρακυκλίνες απόπτωσης των 
κυττάρων του θυλακίου των τριχών [573]. Μια πιο ήπια παρενέργεια αφορά τη 
χρώση των ούρων, τα οποία λαμβάνουν μια ήπια ερυθρά χρώση έως και 48 ώρες μετά 
τη χορήγηση, μέχρι την πλήρη αποικοδόμηση του φαρμάκου από τον οργανισμό. 
Παρ’ όλα αυτά, ενώ σε αρχικά στάδια δεν εμφανίζει παρενέργειες στη λειτουργία της 
καρδιάς, η καρδιοτοξικότητα εμφανίζεται αργότερα, έως και δέκα χρόνια, ως 
παράπλευρη παρενέργεια [574]. Εάν η συνολική δόση δοξορουβικίνης ανέλθει στα 
550 mg/m2, αυξάνεται δραματικά ο κίνδυνος ανάπτυξης παρενεργειών στην καρδιά, 
όπως χρόνια καρδιακή ανεπάρκεια, διατατική μυοκαρδιοπάθεια, συμφορητική 
καρδιακή ανεπάρκεια [575] και τελικά θάνατο [576]. Η καρδιοτοξικότητα της 
δοξορουβικίνης χαρακτηρίζεται από μια δοσο-εξαρτώμενη ελάττωση της 
μιτοχονδριακής οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. Οι ROS, που γεννώνται από την 
αλληλεπίδραση της δοξορουβικίνης με το σίδηρο, μπορούν να βλάψουν τα 
μυοκαρδιοκύτταρα, προκαλώντας απώλεια των μυικών ινών και τη δημιουργία 
κυτταροπλασματικών κενοτοπίων [577].  

H πιο σημαντική παρενέργεια της δοξορουβικίνης είναι η καρδιοτοξικότητα. 
Η έναρξή της μπορεί να καθυστερήσει μέχρι και 15 χρόνια μετά την παύση της 
χημειοθεραπείας. Οι διαφορές στο χρόνο έναρξης της μυοκαρδιοπάθειας μετά από τη 
χορήγηση δοξορουβικίνης υποδεικνύουν την ύπαρξη διαφόρων μηχανισμών. Η 
μυοκαρδιοπάθεια αυτή συνδέεται ισχυρά με το καρδιακό οξειδωτικό στρες, όπως 
φανερώνει η ύπαρξη επαγόμενων από ROS βλαβών. Αξίζει να αναφερθεί ότι η 
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δοξορουβικίνη δεν επηρεάζει μόνο το μυοκάρδιο, αλλά και το ενδοκάρδιο 
(ενδοθηλιακός ιστός). 

Η οξεία καρδιοτοξικότητα ξεκινάει εντός 24 ωρών από την έγχυση και 
περιλαμβάνει ηχοκαρδιογραφικές ανωμαλίες, όπως μη ειδικές ST-T αλλαγές, 
μειωμένο QRS δυναμικό, ισοπέδωση του Τ-κύματος, φλεβοκομβική ταχυκαρδία, 
πρόωρα υπερκοιλιακά και κοιλιακά συμπλέγματα, υπερκοιλιακές αρρυθμίες, 
παράταση του QT διαστήματος και σπανίως, οξεία ισχαιμία του μυοκαρδίου. Παρόλα 
αυτά, η πρόγνωση είναι αρκετά καλή σε αυτό το στάδιο. Αυτές οι 
ηλεκτροκαρδιογραφικές αλλαγές σχετίζονται, συνήθως, με λίγα συμπτώματα, αλλά 
μπορεί και να είναι τελείως ασυμπτωματικές, και συνήθως υποχωρούν αυτόματα 
μέσα σε μερικές ώρες ή εβδομάδες μετά την ολοκλήρωση της χημειοθεραπείας στους 
περισσότερους ασθενείς. Ενδομυοκαρδιακός ιστός από τη δεξιά κοιλία δείχνει 
τυπικές ιστοπαθολογικές αλλαγές, που περιλαμβάνουν σχηματισμό κενοτοπίων στο 
κυτταρόπλασμα, ενώ με ηλεκτρονική μικροσκοπία, τα συνήθη ευρήματα είναι 
απώλεια μυϊκών ινιδίων και έκταση του σαρκοπλασματικού δικτύου και των Τ-
σωληναρίων. Οξεία επαγόμενη από δοξορουβικίνη καρδιοτοξικότητα συμβαίνει σε 
ποσοστό έως 40%  του πληθυσμού των ασθενών. 

Η υποξεία καρδιοτοξικότητα είναι μάλλον σπάνια, εμφανίζεται μερικές 
εβδομάδες ή μήνες (έως 30 μήνες) μετά την τελευταία δόση της ανθρακυκλίνης και η 
πιο συχνή εκδήλωση της είναι η μυοκαρδίτιδα ή η περικαρδίτιδα [578, 579]. 
Μικροσκοπικά, φαίνεται σοβαρό διάμεσο οίδημα του μυοκαρδίου με κυτταρικό 
διήθημα.  

Η χρόνια μορφή δεν γίνεται εμφανής μέχρι 4 έως 20 έτη μετά την τελευταία 
χορήγηση της δοξορουβικίνης, και σχετίζεται με προοδευτική δυσλειτουργία του 
μυοκαρδίου. Έχει δειχτεί ότι ο βαθμός θνησιμότητας είναι 50 % μετά τα πενήντα 
χρόνια [580]. Σποραδική, αυθόρμητη αναστροφή της σοβαρής δυσλειτουργίας της 
αριστεράς κοιλίας (LV) έχει αναφερθεί, συνήθως μετά από μια οξεία εμφάνιση των 
συμπτωμάτων [581, 582]. Η πρώιμης έναρξης, χρόνια, προοδευτική 
καρδιοτοξικότητα συμβαίνει, συνήθως, μέσα σε ένα χρόνο από τη θεραπεία, που 
εμμένει ή εξελίσσεται ακόμη και μετά τη διακοπή της θεραπείας με ανθρακυκλίνη, 
οδηγώντας σε χρόνια διατατική μυοκαρδιοπάθεια σε ενήλικους ασθενείς και σε 
περιοριστική μυοκαρδιοπάθεια σε παιδιατρικούς ασθενείς [583, 584]. Εάν η θεραπεία 
με DOX συνεχιστεί μετά την εκκίνηση της υποκλινικής δυσλειτουργίας της 
αριστερής κοιλίας, συμβαίνει μία ταχεία μείωση της λειτουργίας της αριστερής 
κοιλίας και καρδιακή ανεπάρκεια [585]. Από την άλλη μεριά, η όψιμης έναρξης 
προοδευτική καρδιοτοξικότητα, οδηγεί σε κοιλιακή δυσλειτουργία, καρδιακή 
ανεπάρκεια και αρρυθμίες, χρόνια ή ακόμη και δεκαετίες μετά την ολοκλήρωση της 
χημειοθεραπείας [584, 586]. 

Προτεινόμενοι μηχανισμοί για να εξηγήσουν την καθυστερημένη DOX 
καρδιοτοξικότητα κυμαίνονται από την προοδευτική εξασθένηση των μηχανισμών 
χειρισμού ασβεστίου του σαρκοπλασματικού δικτύου, που παρατηρείται 13 με 18 
εβδομάδες μετά τον τερματισμό της θεραπείας [587], ως τις βλάβες του DNA, που 
προέρχονται από τις ελεύθερες ρίζες [588], όπως και οι επαγόμενες από DOX 
οξειδωτικές βλάβες στο mtDNA. Άλλη μία πιθανή εξήγηση μπορεί να περιλαμβάνει 
την επιλεκτική απομάκρυνση των προγονικών κυττάρων σε νεαρούς ασθενείς [589], 
η οποία θα περιορίσει αργότερα την ήδη περιορισμένη αναγεννητική ικανότητα της 
καρδιάς. 
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1.10.1. Μηχανισμός αντικαρκινικής δράσης της δοξορουβικίνης 
 

Ο μηχανισμός δράσης της δοξορουβικίνης αφορά την παρεμβολή της στο 
DNA και την παρεμπόδιση της μακρομοριακής του βιοσύνθεσης, που οδηγεί στην 
αναστολή της ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων. H δοξορουβικίνη έχει αναφερθεί 
ότι αλληλεπιδρά απευθείας με την κυτταρική μεμβράνη και παρεμποδίζει τη δράση 
της DNA ελικάσης στο ξεδίπλωμα του DNA κατά την αντιγραφή. Ένας από τους 
κύριους στόχους της δοξορουβικίνης είναι το ένζυμο τοποϊσομεράση ΙΙ. Η 
σταθεροποίηση του συμπλόκου της τοποϊσομεράσης ΙΙ με το DNA παρεμπoδίζει την 
επανασυγκόλληση της διπλής έλικας, σταματώντας την αντιγραφή και οδηγεί σε 
σχάσεις στο DNA, που σχετίζονται με πρωτεΐνες [590]. 

Οι κύριοι μηχανισμοί, που έχουν προταθεί για τις αντικαρκινικές επιδράσεις 
της DOX περιλαμβάνουν:  

(1) Παρεμβολή της DOX στο DNA, οδηγώντας σε αναστολή της πρωτεϊνικής 
σύνθεσης και της αντιγραφής του DNA,  

(2) Παραγωγή των ενεργών μορφών οξυγόνου (ROS), οδηγώντας σε 
καταστροφή του DNA και/ή λιπιδική υπεροξείδωση,  

(3) Διασταυρούμενη σύνδεση DNA, δέσμευση και αλκυλίωση,  
(4) Παρέμβαση με ξετύλιγμα του DNA ή διαχωρισμό των αλυσίδων του DNA 

και δραστηριότητα ελικάσης,  
(5) Άμεση επίδραση στη μεμβράνη με διαταραχή της δομής διπλοστοιβάδας   
(6) Εκκίνηση της καταστροφής του DNA μέσω αναστολής της 

τοποϊσομεράσης ΙΙ [591, 592] και  
(7) Επαγωγή της απόπτωσης σε απόκριση της αναστολής της τοποϊσομεράσης 

ΙΙ [593, 594]. 
Είναι πλέον ευρέως αποδεκτό ότι η αντικαρκινική δραστηριότητα των ΑΝΤs 

οφειλόταν στην ικανότητα τους να παρεμβαίνουν στην αντιγραφή του DNA, αλλά 
φαίνεται απίθανο ότι αυτός ο μηχανισμός συμμετέχει στην καρδιοτοξικότητα, 
δεδομένου ότι τα τελικά διαφοροποιημένα καρδιακά κύτταρα δεν διαιρούνται και 
άλλα φάρμακα, που βλάπτουν το DNA, δεν είναι καρδιοτοξικά. Επομένως, η 
υπόθεση ότι η επαγόμενη από ROS ΑΝΤ καρδιοτοξικότητα μπορεί να αποτραπεί 
χωρίς να διακυβεύεται η αντικαρκινική δράση, παρουσιάστηκε το 1977 στο περιοδικό 
Science [595]. Αυτό εγείρει ελπίδες ότι πρωτόκολλα χορήγησης μπορούν να 
σχεδιαστούν ώστε, να προστατεύουν την καρδιά χωρίς την ελάττωση της 
αντικαρκινικής δραστηριότητας του φαρμάκου. 

 
 

1.10.2. Επαγόμενες από DOX καρδιακές δομικές αλλαγές 
 
  Η καρδιοτοξικότητα εκδηλώνεται με δοσο-εξαρτώμενη μυοκαρδιοπάθεια και 
ανίατη συμφορητική καρδιακή ανεπάρκεια. Όπως και με άλλες μορφές διατατικής 
μυοκαρδιοπάθειας, οι καρδιές, που επηρεάζονται από την καρδιοτοξικότητα της 
DOX, διογκώνονται με διαστολή όλων των κοιλοτήτων, και τοιχωματικοί θρόμβοι 
διακρίνονται συχνά σε αμφότερες τις κοιλίες. Σε κυτταρικό και μοριακό επίπεδο, η 
καρδιοτοξικόκτητα της DOX συσχετίζεται με υπερδομικές παθολογικές αλλαγές, που 
περιλαμβάνουν το σχηματισμό κενοτοπίων στο κυτταρόπλασμα, διάταση των Τ-
σωληνίσκων και του σαρκοπλασματικού/ενδοπλασματικού δικτύου, αποδιοργάνωση 
και απώλεια των μυοϊνιδίων, μιτοχονδριακές αλλαγές, που περιλαμβάνουν διόγκωση 
[596-599] και διαταραχή ακρολοφιών [600], αυξημένο αριθμό λυσοσωμάτων [594], 
και, συσσώρευση της χρωματίνης και συρρίκνωση του πυρήνα μαζί με διαχωρισμό 
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των κοκκιωδών και ινιδικών συστατικών [601], την απώλεια (σαρκοπενία) των 
καρδιομυοκυττάρων, καθώς και την απόπτωση [594, 602]. Η DOX διαταράσσει τον 
κυτταρικό κυτταροσκελετό και τον πολυμερισμό των μικροσωληνίσκων, όπως 
παρατηρείται από τη μειωμένη έκφραση της α-ακτίνης, των ελαφριών και βαριών 
αλυσίδων μυοσίνης, της τροπομυοσίνης, της τροπονίνης Ι, της τροπονίνης C και της 
δεσμίνης [580, 593, 601, 603]. Η θεραπεία με DOX, επίσης, επηρεάζει τις πρωτεΐνες 
προσκόλλησης, όπως η έκφραση των γονιδίων των μεταλλοπρωτεϊνασών μήτρας 
MMP-2/MMP-9 [604], οδηγώντας στην αποκόλληση των κυττάρων [605].  
 

Ένα εύλογο ερώτημα είναι γιατί η καρδιά είναι τόσο πολύ πιο ευπαθής σε 
σχέση με τους άλλους ιστούς στο οξειδωτικό στρες, που παράγεται από τις ΑΝΤs. 
Διάφορες απαντήσεις έχουν προταθεί. Οι ΑΝΤs έχουν δειχτεί να συγκρατούνται 
εντός των καρδιομυοκυττάρων περισσότερο σε σχέση με τους άλλους τύπους 
κυττάρων [606]. Έχει προταθεί ότι ο καρδιακός ιστός έχει ασθενή αντιοξειδωτική 
δραστηριότητα, αφού στερείται καταλάσης [607]. Επιπλέον, μία ερευνητική ομάδα 
έδειξε ότι η DOX υπορυθμίζει επιλεκτικά την υπεροξειδάση της γλουταθειόνης [568], 
ενώ η DOX μειώνει την κυτοσολική Cu-Zn υπεροξειδική δισμουτάση [608], 
προτείνοντας ότι τα καρδιομυοκύτταρα εκτίθενται σε υψηλά επίπεδα υπεροξειδίου 
του υδρογόνου. Επιπρόσθετα, τα καρδιομυοκύτταρα είναι πλούσια σε μιτοχόνδρια 
(μεγάλη πυκνότητα/όγκος μιτοχονδρίων), που αντιπροσωπεύουν περίπου το 50% της 
μάζας των καρδιομυοκυττάρων και υπηρετούν τόσο ως πηγή όσο και ως στόχος των 
ROS [577, 598, 609]. Η καρδιά, επίσης, είναι ιδιαίτερα ευπαθής στην επαγόμενη από 
DOX οξειδωτική βλάβη, εξαιτίας του αυξημένου ρυθμού κατανάλωσης οξυγόνου. 
Επιπλέον, ένας σημαντικός ρόλος έχει αποδοθεί στην εξωγενή NADH 
αφυδρογονάση. Σε αντίθεση με τα μιτοχόνδρια της καρδιάς, τα μιτοχόνδρια του 
ήπατος στερούνται του σχετικού με τη NADH μονοπατιού αναγωγικών ισοδυνάμων 
από το κυτοσόλιο στην αναπνευστική αλυσίδα. Ως αποτέλεσμα, τα μιτοχόνδρια του 
ήπατος δεν παράγουν σημαντικά ποσά των ΑΝΤ ημικινονών [610]. Τελικά, οι ΑΝΤs 
πιστεύεται ότι εισέρχονται στα μιτοχόνδρια και αναστέλλουν την αναπνευστική 
αλυσίδα, με σύνδεση στην καρδιολιπίνη, που είναι ένα ειδικό για την καρδιά 
φωσφολιπίδιο, το οποίο είναι πλούσιο σε πολυακόρεστα λιπαρά οξέα και εντοπίζεται 
στην εσωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη. Η καρδιολιπίνη έχει υψηλή συγγένεια για 
τις ΑΝΤs [611]. Τέλος, ο καρδιακός ιστός έχει μια σχετικά χαμηλή έκφραση των 
ενζύμων του κυτοχρώματος 450, προτείνοντας μια πολύ μικρότερη συνεισφορά του 
κύκλου οξειδοαναγωγής της ενδοκυτταρικής DOX και της παραγωγής ROS από το 
ενδοπλασματικό δίκτυο. Παρόλα αυτά, η DOX κατανέμεται ευρέως σε όλο το σώμα 
μετά τη χορήγηση της σε ποντίκια, καθώς η παρουσία του φαρμάκου σημειώνεται 
στα περισσότερα όργανα [612]. 

Ένας αριθμός παραγόντων κινδύνου συνεισφέρει στην επαγόμενη από DOX 
καρδιοτοξικότητα, που περιλαμβάνουν τη συνολική σωρευτική δόση, τη συνολική 
δόση, που χορηγήθηκε κατά τη διάρκεια μιας ημέρας ή μιας διαδικασίας (πορείας) 
της θεραπείας, ο ρυθμός και το χρονοδιάγραμμα χορήγησης, η μεσοθωρακική 
ακτινοθεραπεία, η ηλικία, το φύλο, η ταυτόχρονη χορήγηση καρδιοτοξικών 
φαρμάκων, συνδυασμένη θεραπεία, η προγενέστερη χημειοθεραπεία με 
ανθρακυκλίνες, το ιστορικό προϋπαρχόντων καρδιαγγειακών διαταραχών, η 
υπέρταση, ηπατική ασθένεια και οι ηλεκτρολυτικές διαταραχές, όπως η υποκαλιαιμία 
και η υπομαγνησιαιμία [586, 613-615]. Επιπλέον, χρόνιες καταστάσεις, όπως η 
υπέρταση, ο σακχαρώδης διαβήτης, ηπατική ασθένεια, και προηγούμενη καρδιακή 
ασθένεια μπορούν, επίσης, να συνεισφέρουν σε αυξημένο κίνδυνο καρδιοτοξικότητας 
[616]. Ενώ η πιθανότητα ανάπτυξης μυοκαρδιοπάθειας είναι σε μεγάλο βαθμό δοσο-
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εξαρτώμενη [617], η καρδιοτοξικότητα μπορεί να συμβαίνει σε χαμηλές δόσεις 
εξαιτίας αυξημένης ατομικής ευαισθησίας [585]. 
 Η διαφορά στο φύλο έχει αναφερθεί ως ένας από τους παράγοντες κινδύνου 
στις τοξικές επιδράσεις της δοξορουβικίνης. Ο Lipshultz S.E. et al. 1995 ανέφερε ότι 
τα θηλυκά εμφανίζουν πιο σοβαρή καρδιοτοξικότητα με περισσότερο μειωμένη 
συσταλτικότητα [614]. Ένας άλλος παράγοντας κινδύνου είναι η ηλικία, για 
παράδειγμα, ηλικιωμένοι ηλικίας άνω των 65 ετών και παιδιά ηλικίας κάτω από 4 
ετών βρίσκονται σε αυξημένο κίνδυνο [616, 618, 619] για επαγόμενη από 
δοξορουβικίνη καρδιοτοξικότητα. Συγκεκριμένα στα παιδιά, ο λόγος μπορεί να 
σχετίζεται με ειδικές επιδράσεις σε πολυδύναμα βλαστικά κύτταρα στις καρδιές 
μεταγεννητικά, διαταράσσοντας την ικανότητα τους να διαφοροποιούνται σε 
λειτουργικά καρδιομυοκύτταρα. Ομοίως με άλλα αδιαφοροποίητα κύτταρα, τα 
καρδιακά βλαστοκύτταρα μπορούν να είναι πιο ευαίσθητα στη DOX και η απώλεια 
τους μπορεί να περιορίσει την αναγεννητική ικανότητα της καρδιάς [589]. Η ηλικία, 
επίσης, συσχετίζεται σε υψηλό βαθμό με την κάθαρση του φαρμάκου, η οποία είναι 
μειωμένη στον ιστό της καρδιάς των ηλικιωμένων ασθενών και μπορεί να 
συνεισφέρει στην επαγόμενη από DOX καρδιοτοξικότητα [620]. Η σχετιζόμενη με 
την ηλικία DOX καρδιοτοξικότητα αποδίδεται, ακόμη, στη μείωση της περιφερειακής 
ροής του αίματος, με την ηλικία, που μπορεί να είναι υπεύθυνη για τις αλλαγμένες 
συγκεντρώσεις της DOX στην πορεία του χρόνου στο πλάσμα και τον καρδιακό ιστό 
[620]. 
 
 
1.10.3. Μηχανισμός δράσης 
 

Η επαγόμενη από ανθρακυκλίνες καρδιοτοξικότητα φαίνεται να είναι μια 
πολλαπλών σταδίων κατάσταση, με διάφορα μονοπάτια να εμπλέκονται. Τα 
μονοπάτια αυτά δεν είναι απαραίτητα ανεξάρτητα το ένα από το άλλο ή 
αποκλειστικά, καθώς καθένα από αυτά παίζει σημαντικό ρόλο στην πρόκληση 
καρδιοτοξικότητας μέσω διαφορετικών μηχανισμών, είτε από μόνα τους ή σε 
συνεργασία με άλλα μονοπάτια. 

Η επαγόμενη από DOX καρδιοτοξικότητα έχει αποδοθεί σε μια σειρά από 
αιτίες, που περιλαμβάνουν αυξημένο οξειδωτικό στρες, άμεση αναστολή βασικών 
μεταφορέων, που εμπλέκονται στην ομοιόσταση των ιόντων (όπως η Na+-K+ ATPάση 
και η Ca2+ ATPάση), που οδηγεί σε μεταβολές στην ομοιόσταση του κυτταρικού 
ασβεστίου, αυξημένη συσσώρευση του κυτοσολικού σιδήρου, μιτοχονδριακή βλάβη, 
αναστολή της σύνθεσης των νουκλεϊκών οξέων και των πρωτεϊνών, απελευθέρωση 
αγγειοδραστικών αμινών, αλλαγές στην αδρενεργική λειτουργία, λυσοσωμικές 
μεταβολές και απόπτωση [596, 621, 622]. 
 Ο μακρύς κατάλογος των μηχανισμών, που έχουν προταθεί να εξηγήσουν την 
ανάπτυξη της επαγόμενης από DOX μυοκαρδιοπάθειας, δείχνει ότι η αιτία είναι 
πιθανώς, πολυπαραγοντική και πολυσύνθετη, αλλά οι περισσότερες από τις 
μεταβολές αυτές μπορούν να αποδοθούν στην παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου, 
στη μιτοχονδριακή και βιοενεργειακή βλάβη, οι οποίες μπορούν, τελικά, να 
αναπτυχθούν σε απόπτωση [596]. Εναλλακτικά, η DOX μπορεί να αλληλεπιδρά 
απευθείας με τα ζεύγη βάσεων του DNA για να παρεμβαίνει στην αντιγραφή του 
DNA [623, 624] και αναστολή της DNA τοποϊσομεράσης II από τη DOX αναστέλλει 
την αντιγραφή του DNA [625], ενώ ο σχηματισμός ενός συμπλόκου DOX-
τοποϊσομεράση ΙΙ-DNA αποτρέπει την επιδιόρθωση των σπασμένων αλυσίδων του 
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DNA [626]. Αποδεικνύεται ότι η δοξορουβικίνη, επίσης, επεμβαίνει τόσο με 
πυρηνική όσο και με μιτοχονδριακή μεταγραφική ρύθμιση [627]. 
 
1.10.3.1. Οξειδωτικό στρες 
 

Το επαγόμενο από δοξορουβικίνη οξειδωτικό στρες μπορεί να εξηγηθεί από 
τη χημική της δομή, που είναι ικανή να παράγει ROS. Τα οργανίδια στόχοι της 
καρδιοτοξικότητας της DOX είναι τα μιτοχόνδρια, εντός των οποίων συσσωρεύεται η 
DOX [628, 629]. Η ενδοκυτταρική, και επομένως, η ενδομιτοχονδριακή 
συγκέντρωση της DOX είναι, σχεδόν, δύο τάξεις μεγέθους υψηλότερη της 
εξωκυτταρικής συγκέντρωσης σε καλλιέργεια. Μιτοχονδριακά ένζυμα (π.χ. η NADH 
αφυδρογονάση) δρουν στη DOX έτσι ώστε ο δακτύλιος κινόνης να υφίσταται 
κύκλους οξειδοαναγωγής ανάμεσα σε καταστάσεις κινόνης και ημικινόνης. Κατά τη 
διάρκεια αυτής της διαδικασίας, τα ηλεκτρόνια, που παράγονται, συλλαμβάνονται 
από οξειδωτικούς παράγοντες, συμπεριλαμβανομένου του οξυγόνου, που στη 
συνέχεια ξεκινάει μια αλυσιδωτή αντίδραση, οδηγώντας στην παραγωγή ROS [630]. 
Αυτή η ρίζα ημικινόνης μπορεί ταχέως να αυτοοξειδώνεται, χρησιμοποιώντας 
μοριακό οξυγόνο ως έναν αποδέκτη ηλεκτρονίων, επιστρέφοντας προς τη μητρική 
ένωση χωρίς καθαρό μεταβολισμό του φαρμάκου. Το σενάριο αυτό επιτρέπει την 
έναρξη ενός ανώφελου κύκλου οξειδοαναγωγής, οδηγώντας σε μια ουσιώδη αύξηση 
σε σχηματισμό υπεροξειδίου κάτω από αερόβιες συνθήκες [631]. Η εκκίνηση των 
ROS αναμένεται να επηρεάζει, κατά προτίμηση, πρωτεΐνες, λιπίδια, νουκλεϊκά οξέα 
κ.α. σε κοντινή απόσταση από τη θέση παραγωγής, καθιστώντας τον πυρήνα, το ER 
και τα μιτοχόνδρια προτιμητέους στόχους του επαγόμενου από DOX οξειδωτικού 
στρες. Η αναγωγάση του κυτοχρώματος P-450 και η οξειδάση της ξανθίνης έχουν, 
επίσης, βρεθεί να καταλύουν την αναγωγή της ανθρακινόνης σε ελεύθερες ρίζες 
ημικινόνης [632, 633]. Επιπλέον, τα καρδιομυοκύτταρα εκφράζουν μόνο χαμηλά 
επίπεδα καταλάσης, και η εξαρτώμενη από σελήνιο GSH-υπεροξειδάση-1 
απενεργοποιείται εύκολα κατά την έκθεση σε DOX [568, 634], πράγμα το οποίο 
μειώνει τα επίπεδα και τη δραστηριότητα της κυτοσολικής CuZn δισμουτάσης του 
υπεροξειδίου, προτείνοντας ότι μειώσεις στα επίπεδα διαφορετικών αντιοξειδωτικών 
ενζύμων αντιπροσωπεύουν μια κοινή απόκριση στη μεταχείριση με DOX [608]. 
Παρομοίως, η DOX έχει, επίσης, δειχτεί, να καταστέλλει τα επίπεδα μιας ποικιλίας 
αντιοξειδωτικών, που συνεισφέρει, περαιτέρω, στο οξειδωτικό στρες [634, 635]. 

Καθώς ο καρδιακός ιστός έχει υψηλό αριθμό μιτοχονδρίων ανά κύτταρο, 
συγκρινόμενος με άλλους ιστούς, θεωρείται ότι το κύριο ένζυμο, που εμπλέκεται 
στην οξειδοαναγωγή της DOX είναι το σύμπλοκο Ι (NADH: οξειδοαναγωγάση 
ουβικινόνης) [636]. Συγκεκριμένα, η DOX ανάγεται από το σύμπλοκο Ι, 
σχηματίζοντας μια ιδιαίτερα δραστική ημικινόνη, εκκινώντας έναν κύκλο 
οξειδοαναγωγής μετά από αντίδραση με οξυγόνο και απελευθερώνοντας ROS στη 
διαδικασία [637]. Οι ROS οδηγούν σε παθολογικές αλλαγές των λιπιδίων, των 
πρωτεϊνών, των νουκλεϊκών οξέων και των βιομορίων, και μπορούν, επίσης, να 
υπηρετούν ως σηματοδοτικά μόρια. Η αναγωγή ενός ηλεκτρονίου του δακτυλίου C 
της ΑΝΤ τετρακυκλίνης οδηγεί στο σχηματισμό μιας ελεύθερης ρίζας ημικινόνης. Η 
ρίζα αυτή είναι σχετικά σταθερή σε ανοξικό περιβάλλον, αλλά κάτω από νορμοξικές 
συνθήκες, το μονήρες ηλεκτρόνιο του δίνεται στο οξυγόνο, σχηματίζοντας ρίζες 
υπεροξειδίου. Κατάλληλες φλαβοπρωτεΐνες, όπως το σύμπλοκο Ι, καταλύουν το 
σχηματισμό ανηγμένων ριζών ημικινόνης, αποδεχόμενες τα ηλεκτρόνια από το 
NADH ή το NADPH και δίνοντας τα στην ΑΝΤ. Αυτή η αλληλουχία των 
αντιδράσεων, γνωστή και ως "κύκλος οξειδοαναγωγής", μπορεί να είναι ιδιαίτερα 
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επιζήμια, επειδή σχετικά ένα μικρό ποσό της ΑΝΤ είναι επαρκές για το σχηματισμό 
πολυάριθμων ριζών υπεροξειδίου [638]. Ο κύκλος οξειδοαναγωγής των ΑΝΤs έχει 
περιγραφεί στο κυτταρόπλασμα, τα μιτοχόνδρια και το σαρκοπλασματικό δίκτυο 
[639]. Οι πρώτοι στόχοι της διαμεσολαβούμενης από ΑΝΤs βλάβης των ελευθέρων 
ριζών για να αναγνωριστούν, καθώς και οι στόχοι, που έχουν συζητηθεί πιο πολύ, 
είναι διάφορες κυτταρικές μεμβράνες, οι οποίες είναι πλούσιες σε λιπίδια, επιρρεπή 
σε υπεροξείδωση. Αυτή η βλάβη των ριζών οδηγεί στην παραγωγή πολλών σχετικά 
σταθερών και ιδιαίτερα τοξικών αλδεϋδών, όπως η μηλονοδιαλδεΰδη (MDA). 

Μια κύρια υπόθεση για την τοξικότητα της DOX βασίζεται στην παραγωγή 
οξειδωτικού στρες μέσω αλληλεπίδρασης με σίδηρο και οξυγόνο. Με (μονοσθενές) 
οξειδοαναγωγικό δυναμικό των περίπου -320 mV, η DOX είναι ένα ευνοϊκό 
υπόστρωμα για αναγωγή από έναν αριθμό οξειδοαναγωγασών εντός του κυττάρου, 
που περιλαμβάνουν την εξαρτώμενη από NADPH αναγωγάση του κυτοχρώματος 
P450 [640], τη NADH-αφυδρογονάση του μιτοχονδριακού συμπλόκου Ι [637, 641] 
και τις ανάμεικτες διαλυτές οξειδοαναγωγάσες, που είναι παρούσες στο 
κυτταρόπλασμα, συμπεριλαμβανομένης της οξειδάσης της ξανθίνης [639].  

Έκτος από τις ROS, οι αντιδραστικές μορφές αζώτου (RNS) εμπλέκονται, 
επίσης, στην ΑΝΤ καρδιοτοξικότητα [642]. Η DOX μπορεί να αναχθεί από την 
περιοχή αναγωγάσης των eNOS, ενισχύοντας το σχηματισμό υπεροξειδίου [643]. 
Επίσης, έχει αναφερθεί ότι η Km για την αναγωγή της DOX σε ελεύθερες ρίζες 
ημικινόνης από τις eNOS είναι 10- έως 100-φορές χαμηλότερη από αυτή που έχει 
αναφερθεί για την αναγωγάση του κυτοχρώματος P450 και τη NADH αφυδρογονάση 
[643]. Μία αναφορά από τον Garner A.P. et al. 1999 έθεσε την πιθανότητα ότι οι 
NOS είναι τα κύρια ένζυμα, που εμπλέκονται στην καρδιοτοξικότητα της DOX [644]. 
Πιο πρόσφατα αναφέρθηκε ότι έκθεση των ενδοθηλιακών κυττάρων σε H2O2 
προωθεί την έκφραση των eNOS [645] και η επαγόμενη από DOX απόπτωση έχει 
δειχτεί να συνδέεται με τον ενδοκυτταρικό σχηματισμό H2O2 [645, 646]. 

 Ο ρόλος των επαγόμενων iNOS (inducible Nitrix Oxide Synthase) στην 
παθογένεση της επαγόμενης από δοξορουβικίνη καρδιακής δυσλειτουργίας είναι 
ακόμη πιο αμφιλεγόμενος. Έλλειψη των iNOS έχει αναφερθεί τόσο να ενισχύει όσο 
και να προστατεύει ενάντια [604] στην επαγόμενη από δοξορουβικίνη 
καρδιοτοξικότητα [647]. Φαίνεται ότι οι καρδιοπροστατευτικές επιδράσεις των iNOS 
είναι εξαιτίας της παραγωγής ΝΟ, ενώ οι καρδιοτοξικές επιδράσεις είναι εξαιτίας της 
επαγωγής υπεροξυνιτρικών, που παράγονται όταν το ΝΟ αντιδρά με O2

-. Επιπλέον, 
τα υπεροξυνιτρικά είναι γνωστό να προκαλούν βλάβες στο DNA, ενεργοποιώντας την 
Parp (Poly ADP-ribose Polymerase), οδηγώντας σε μία ενεργητική ανισορροπία και, 
τελικά, σε κυτταρικό θάνατο [604]. 
 Η DOX, επίσης, συντονίζεται με ελεύθερα μεταβατικά μέταλλα, όπως ο 
σίδηρος, για να σχηματίσει σύμπλοκα συντονισμού μετάλλων και να διεγείρει την 
παραγωγή μερικώς ανηγμένων μορφών οξυγόνου [648]. Οι επαγόμενες από DOX 
ελεύθερες ρίζες οξυγόνου μπορούν να βλάψουν τα φωσφολιπίδια στις βιολογικές 
μεμβράνες, αυξάνοντας τη διαπερατότητα της κυτταρικής μεμβράνης και 
απενεργοποιώντας μεμβρανικούς υποδοχείς και άλλα ένζυμα [649, 650]. Η DOX, 
ακόμα, παρουσιάζει ισχυρή συγγένεια για την καρδιολιπίνη [611, 651], ένα από τα 
πιο άφθονα φωσφολιπίδια στην εσωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη (ΙΜΜ) και το 
οποίο απαιτείται για τη δραστηριότητα των ενζύμων της αναπνευστικής αλυσίδας, 
όπως η οξειδάση του κυτοχρώματος c και η οξειδοαναγωγάση NADH κυτοχρώματος 
c [652]. Ο σχηματισμός των συμπλόκων φαρμάκου-λιπιδίου οδηγεί σε αναστολή της 
οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, επειδή η καρδιολιπίνη δεν μπορεί πλέον να δρα ως 
συμπαράγοντας για τα μιτοχονδριακά ένζυμα [653]. Η σύνδεση της DOX στην 
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καρδιολιπίνη προτείνει μια ισχυρή συγγένεια για τις μιτοχονδριακές μεμβράνες. Είναι 
ακόμα αδιευκρίνιστο το ποσοστό της συνολικής DOX, που διαπερνά την ΙΜΜ και 
ανάγεται (μειώνεται) από το σύμπλοκο Ι στην πλευρά της μήτρας. 

Σε ποικίλα in vitro και in vivo μοντέλα, μια συγκεκριμένη άποψη για την 
τοξικότητα της DOX είναι μια απώλεια της ικανότητας φόρτωσης του 
μιτοχονδριακού ασβεστίου [597, 609, 654-656]. Έχει δειχθεί ότι απώλεια της 
ικανότητας φόρτωσης ασβεστίου ήταν εξαιτίας της αυξημένης επαγωγής του πόρου 
μετάπτωσης της μιτοχονδριακής διαπερατότητας (MPT) [609, 654], το οποίο είναι 
ένα επιβλαβές φαινόμενο για τα μιτοχόνδρια και τα κύτταρα, και το οποίο μπορεί να 
εκκινήσει την επαγωγή του κυτταρικού θανάτου [657]. Το οξειδωτικό στρες, η 
υπερφόρτωση ασβεστίου ή η μη αναστρέψιμη μιτοχονδριακή εκπόλωση οδηγούν 
στην επαγωγή της MPT. Το άνοιγμα του πόρου μετάπτωσης της μιτοχονδριακής 
διαπερατότητας οδηγεί σε μιτοχονδριακή οσμωτική διόγκωση και σε δομική βλάβη 
των μιτοχονδρίων. Το άνοιγμα του MPT πόρου μπορεί να προκαλέσει την 
απελευθέρωση προαποπτωτικών πρωτεϊνών, όπως το κυτόχρωμα c ή η 
SMAC/DIABLO εξαιτίας της ρήξης της εξωτερικής μιτοχονδριακής μεμβράνης ή 
εξαιτίας της ανάκτησης των προαποπτωτικών πρωτεϊνών [658]. 

Επιβλαβείς μεταβολές στην καρδιακή μιτοχονδριακή λειτουργία, που 
περιλαμβάνουν τη μειωμένη ικανότητα φόρτωσης ασβεστίου και το προφίλ 
γονιδιακής έκφρασης, έχουν δειχτεί σε μοντέλα τρωκτικών να είναι μη αναστρέψιμα 
[609, 659, 660], το οποίο υποστηρίζει πάλι την ιδέα ότι η τοξικότητα της DOX στο 
μυοκάρδιο είναι σωρευτική και μη αναστρέψιμη στη φύση. 

Τα μιτοχόνδρια είναι τα πιο εκτεταμένα και προοδευτικά κατεστραμμένα 
υποκυτταρικά οργανίδια από την επαγόμενη από δοξορουβικίνη καρδιοτοξικότητα. 
Ένας λόγος για αυτό μπορεί να είναι το γεγονός ότι το κατιονικό φάρμακο 
δοξορουβικίνη κατακρατείται στην εσωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη, 
σχηματίζοντας ένα σχεδόν μη αναστρέψιμο σύμπλοκο με την καρδιολιπίνη, όπως 
προαναφέρθηκε [661]. Οι πρωτεΐνες της αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων απαιτούν 
τη σύνδεση της καρδιολιπίνης για να λειτουργήσουν σωστά, και έχει υποστηριχθεί 
ότι αφού η δοξορουβικίνη διαταράσσει τη διεπαφή καρδιολιπίνης-πρωτεΐνης, 
συμβαίνει περισσότερος σχηματισμός υπεροξειδίου (O2

-) [662]. Σε ένα μοντέλο 
αρουραίων χρόνιας επαγόμενης από δοξορουβικίνη μυοκαρδιοπάθειας, βρέθηκε ότι η 
οξείδωση λιπαρών οξέων μακράς αλυσίδας σε μιτοχόνδρια της καρδιάς είναι 
σημαντικά μειωμένη, ενώ ο μεταβολισμός της γλυκόζης αυξάνεται, υποδεικνύοντας 
μια συνολική αλλαγή από μια αερόβια σε μια αναερόβια μεταβολική κατάσταση 
[663]. Αυτή η αλλαγή στο μεταβολισμό είναι ένα συνηθισμένο χαρακτηριστικό της 
καρδιακής ανεπάρκειας. 

Η DOX καταστρέφει, επίσης, το μιτοχονδριακό DNA (mtDNA) [664], 
σχηματίζοντας πρόσθετα (adducts) με το κυκλικό γονιδίωμα και διαταράσσοντας, 
επομένως, τη διαδικασία σύνθεσης της μιτοχονδριακής μηχανής [665-667]. Η 
οξείδωση του mtDNA [668, 669] μπορεί να οδηγήσει σε ελαττωματική αναπνευστική 
αλυσίδα, η οποία μπορεί να είναι, τότε, ανίκανη να ανταποκριθεί στις υψηλές 
ενεργειακές απαιτήσεις και παράγει υψηλότερη διαρροή ηλεκτρονίων σε μοριακό 
οξυγόνο, αυξάνοντας την παραγωγή ROS, πράγμα το οποίο διαιωνίζει, έπειτα, τη 
μιτοχονδριακή βιοενεργειακή ανεπάρκεια. Οι αλλαγές στο mtDNA μπορούν να 
συσσωρευτούν με το χρόνο, ακόμη και σε απουσία θεραπείας, οδηγώντας σε μία 
ελαττωματική αναπνευστική αλυσίδα, η οποία με τη σειρά της παράγει περισσότερες 
ROS και συνεισφέρει στην αύξηση της mtDNA βλάβης. Αυτό φαίνεται μια πολύ 
καλή εξήγηση για την επίμονη και σωρευτική φύση της καρδιοτοξικότητας της DOX. 
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1.10.3.2. Ο σίδηρος στην επαγόμενη από ανθρακυκλίνες 
καρδιοτοξικότητα 
 
 Ο σίδηρος (Fe) είναι ένα κρίσιμο βιογενές στοιχείο, αναγκαίο για όλα τα 
ζωντανά κύτταρα, όπου είναι απαραίτητο για την κατάλυση της οξείδωσης-αναγωγής 
και τη βιοενεργητική. Παρόλα αυτά, εκτός εάν διαχωριστεί κατάλληλα, το μέταλλο 
αυτό παίζει σημαντικό ρόλο στο σχηματισμό ROS [670]. Υπάρχουν δύο κύρια 
μονοπάτια, με τους οποίους ο Fe προωθεί το σχηματισμό ROS σε εκτιθέμενα σε ΑΝΤ 
κύτταρα: ο πρώτος μηχανισμός περιλαμβάνει τις αντιδράσεις Fenton και Haber-
Weiss, ενώ ο δεύτερος περιλαμβάνει το σχηματισμό ΑΝΤ-Fe συμπλόκων. 
 Η ικανότητα της ΑΝΤ αγλυκόνης να υφίσταται κύκλο οξειδοαναγωγής οδηγεί 
στο σχηματισμό ελευθέρων ριζών σουπεροξειδίου (O2

•−). Η δισμουτίωση του O2
•− σε 

υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) καταλύεται από τη δισμουτάση του 
σουπεροξειδίου (SOD) ή μπορεί να γίνει αυθόρμητα. Το H2O2 είναι ένα σχετικά 
σταθερό μόριο χαμηλής τοξικότητας, και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, οι 
υπερβολικές ποσότητες εξαλείφονται από την καταλάση και την υπεροξειδάση της 
γλουταθειόνης. Παρόλα αυτά, το H2O2 και το O2

•− μπορούν να παράγουν ιδιαίτερα 
τοξικές ρίζες υδροξυλίου (OH•). Αυτό λαμβάνει χώρα κατά τη διάρκεια της 
αντίδρασης Haber-Weiss (εξίσωση 1), η οποία είναι πολύ αργή εκτός εάν καταλυθεί 
από μέταλλα μετάπτωσης, και ιδιαίτερα το Fe [670]. Η καταλυόμενη από Fe 
αντίδραση Haber-Weiss μπορεί να διαχωριστεί σε δύο μέρη: στο πρώτο βήμα, το ιόν 
τρισθενούς σιδήρου (Fe3+) ανάγεται σε ιόν δισθενούς σιδήρου (Fe2+) από το O2

•− 

(εξίσωση 2). Στο δεύτερο βήμα, η αντίδραση Fenton (εξίσωση 3) συμβαίνει μεταξύ 
του Fe2+ και του H2O2. 
 
  O2

•− + H2O2   → O2 + OH− + OH•     (Εξίσωση 1) 
 
         O2

•− + Fe3+   → O2 + Fe2+           (Εξίσωση 2) 
 
  H2O2 + Fe2+   → OH− + OH• + Fe3+   (Εξίσωση 3) 
 
  
 Δεδομένου του βασικού καταλυτικού ρόλου του ελεύθερου κυτταρικού Fe 
στην παραγωγή του επικίνδυνου OH•, οι οργανισμοί είναι εφοδιασμένοι με ειδικές 
πρωτεΐνες, σχεδιασμένες για την απόκτηση, τη μεταφορά και την αποθήκευση Fe, 
καθώς και με εξελιγμένους μηχανισμούς, που ρυθμίζουν την ενδοκυτταρική 
ομοιόσταση Fe. Η ασταθής δεξαμενή του κυτοσολικού Fe, η οποία προφανώς 
αντιστοιχεί σε Fe κατά τη μετάβαση ανάμεσα στο μεταφορέα τρανσφερίνη και την 
πρωτεΐνη αποθήκευσης φερριτίνη, ανιχνεύεται από τις ρυθμιστικές πρωτεΐνες 
σιδήρου (IRPs). Οι πρωτεΐνες αυτές ελέγχουν την έκφραση του υποδοχέα 
τρανσφερίνης και της φερριτίνης σε μεταφραστικό επίπεδο ώστε να διατηρήσει την 
ενδοκυτταρική δεξαμενή ελεύθερου Fe σε χαμηλά επίπεδα [671]. Παρόλα αυτά, έχει 
δειχτεί ότι οι ΑΝΤs μπορούν να αυξάνουν την ποσότητα του ελεύθερου, 
ενεργοποιούμενου από οξειδοαναγωγή Fe με την παραγωγή O2

•−, που διαμεσολαβεί 
την αργή αναγωγική απελευθέρωση του Fe από τη φερριτίνη [672]. 
 Η ρίζα υδροξυλίου (OH•), που σχηματίζεται με αυτόν τον τρόπο, έχει πολύ 
βραχεία ημίσεια ζωή και εξαιρετικά υψηλή δραστικότητα. Αυτό κάνει την ένωση 
επικίνδυνη για τα κύτταρα. Σε αντίθεση με το O2

•− ή το H2O2, αμφότερα τα οποία 
μπορούν εύκολα να αποτοξινωθούν από ενζυματικά συστήματα, το OH• δεν μπορεί 
να εξαλειφθεί από ένζυμα. Αντί αυτού, το OH• αντιδρά με οποιαδήποτε οξειδώσιμη 
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ένωση στη γειτνιάζουσα περιοχή της και, έτσι, μπορεί να επάγει βλάβη σε όλους τους 
τύπους μακρομορίων, που περιλαμβάνουν λιπίδια (υπεροξείδωση), νουκλεϊκά οξέα 
(μεταλλάξεις) και πρωτεΐνες [670].  
 Ο δεύτερος μηχανισμός, με τον οποίο ο Fe προωθεί οξειδωτικό στρες 
περιλαμβάνει το σχηματισμό ΑΝΤ-Fe συμπλόκων. Δύο διακριτοί μηχανισμοί έχουν 
περιγραφεί, ένας εξαρτώμενος από την παρουσία ενός αναγωγικού συστήματος και 
ένας άλλος, με τον οποίο ρίζες σχηματίζονται από το ίδιο ΑΝΤ-Fe σύμπλοκο, σε 
απουσία ενός αναγωγικού συστήματος [638]. Υπό την παρουσία ενός αναγωγικού 
συστήματος, που μπορεί να είναι η NADH αναγωγάση του κυτοχρώματος 450 ή οι 
θειόλες της κυστεΐνης ή της γλουταθειόνης, το ΑΝΤ- Fe3+ ανάγεται σε ΑΝΤ- Fe2+. 
Μπορεί να αντιδρά με το O2 για να σχηματίσει O2

•−, το οποίο με τη σειρά του 
οξειδοανάγει (dismutates) το H2O2 και/ή εισέρχεται στην αντίδραση Haber-Weiss, 
οδηγώντας σε OH•. Εναλλακτικά, το ΑΝΤ- Fe2+ μπορεί να αντιδρά με το H2O2 για να 
αποφέρει OH• άμεσα. Σε απουσία ενός αναγωγικού συστήματος, το ΑΝΤ- Fe3+ 
μπορεί να ανάγει τον χηλικό του σίδηρο μέσω μιας ενδομοριακής οξειδοαναγωγικής 
αντίδρασης, είτε με οξείδωση της πλευρικής αλυσίδας στον C9 ή του τμήματος 
υδροκινόνης στο δακτύλιο C, σχηματίζοντας μια χηλική ένωση ΑΝΤ ελευθέρων 
ριζών με το Fe2+ (ΑΝΤ •- Fe2+). Υπό την παρουσία O2, το σύμπλοκο αυτό μπορεί να 
οξειδωθεί για να αποφέρει O2

•− και μπορεί, επίσης, να αντιδρά με H2O2 για να 
παράγει OH•.  

Οι ΑΝΤs έχουν δειχτεί να παρεμβαίνουν με τον κυτταρικό Fe με ένα πολύ 
περίπλοκο τρόπο και αυτό ασφαλώς δεν περιορίζεται από την απλή παραγωγή των 
τοξικών ελευθέρων ριζών οξυγόνου. Η αναγωγή της δοξορουβικίνης με την παρουσία 
ελεύθερου σιδήρου, επίσης, θέτει έναν κύκλο παραγωγής ελευθέρων ριζών 
(οξειδοαναγωγική ανακύκλωση) και ο μεταβολίτης δοξορουβικινόλη (doxorubicinol), 
η οποία είναι έως 50 φορές πιο ισχυρή από την αρχική ένωση, είναι γνωστό να 
αλληλεπιδρά με ομάδες θειόλης επί των πρωτεϊνών επιδεινώνοντας τις ζημιές στο 
κύτταρο [673]. Οι ANTs και/ή οι μεταβολίτες τους διαταράσσουν τον κυτταρικό 
μεταβολισμό του Fe, αλληλεπιδρώντας με πολλαπλούς μοριακούς στόχους, που 
περιλαμβάνουν τις ρυθμιστικές πρωτεΐνες σιδήρου 1 και 2 (IRP1 και IRP2). Η 
δραστηριότητα σύνδεσης RNA των μορίων αυτών ρυθμίζει την έκφραση του 
υποδοχέα τρανφερίνης 1 και της φερριτίνης, που είναι βασικές ρυθμιστικές 
πρωτεΐνες, που εμπλέκονται στην πρόσληψη και αποθήκευση Fe, αντίστοιχα. Είναι 
πιθανό αυτό να συμβαίνει ως απόκριση στο οξειδωτικό στρες, καθώς και με ένα 
ROS-ανεξάρτητο τρόπο [674, 675]. Επιπλέον, έχει δειχτεί ότι η DOX μπορεί να 
προκαλεί τη συσσώρευση Fe στη φερριτίνη και να αποτρέπει την κινητοποίηση της 
[676], το οποίο μπορεί να δημιουργεί μια σχετική έλλειψη Fe για μεταβολική χρήση. 
 
1.10.3.3.  Απορύθμιση του ενδοκυτταρικού ασβεστίου 
 

Η επαγόμενη από δοξορουβικίνη καρδιοτοξικότητα συνοδεύεται, επίσης, από 
μία αύξηση στα επίπεδα του ενδοκυτταρικού ασβεστίου. Η αύξηση του 
ενδοκυτταρικού ασβεστίου δεν είναι η μόνη αιτία της απορύθμισης του 
μιτοχονδριακού ασβεστίου, αλλά η δοξορουβικίνη επηρεάζει, ακόμη, τη μεταφορά 
του μιτοχονδριακού ασβεστίου, το οποίο συνεισφέρει στην αύξηση των επιπέδων 
ενδοκυτταρικού ασβεστίου. 

Η απορύθμιση των συγκεντρώσεων του ενδοκυτταρικού ασβεστίου είναι τόσο 
αποτέλεσμα όσο και αιτία της παραγωγής ROS. Η επαγόμενη από δοξορουβικίνη 
παραγωγή ROS και η απόπτωση μπορούν να ανασταλούν χρησιμοποιώντας ένα 
χηλωτή Ca2+ [677]. Οι ROS και το H2O2 που παράγονται, αλλάζουν τη φυσιολογική 
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ομοιόσταση ασβεστίου σε μια ποικιλία τύπων μυϊκών κυττάρων μέσω διαταραχής της 
φυσιολογικής λειτουργίας του σαρκοπλασματικού δικτύου. 

Όπως οι άλλες κασπάσες, η κασπάση-12, επίσης, ενεργοποιεί αποπτωτικά 
μονοπάτια. Οι καλπαΐνες είναι εξαρτώμενες από ασβέστιο πρωτεάσες, που 
ενεργοποιούνται από ασβέστιο. Επειδή αρκετό από το ενδοκυτταρικό ασβέστιο 
περιέχεται στο σαρκοπλασματικό δίκτυο, το οξειδωτικό στρες μπορεί να οδηγήσει σε 
διαφυγή ασβεστίου, ενεργοποίηση της καλπαΐνης και διάσπαση της κασπάσης-12. 
Πειραματικά μοντέλα σε ένα μοντέλο με αρουραίους έδειξε ότι αυτός είναι ένας από 
τους μηχανισμούς, που ενεργοποιούνται από τη δοξορουβικίνη [678]. Επιπρόσθετα, η 
καρδιομυοπάθεια από δοξορουβικίνη σχετίζεται με μυοϊνιδική αλλοίωση [679], 
πράγμα το οποίο, επίσης, μπορεί να αποτελεί συνέπεια της ενεργοποίησης καλπαΐνης 
[680].  
 
1.10.3.4. DOX απόπτωση 
 

Παρόλο που η επαγόμενη από DOX απόπτωση στους όγκους είναι 
ευεργετική, η προαποπτωτική της επίδραση στα καρδιομυοκύτταρα και τα αγγειακά 
κύτταρα μπορεί να είναι υπεύθυνη για την καρδιοτοξικότητα της. Είναι γενικά 
αποδεκτό ότι το οξειδωτικό στρες, που προκαλείται από τη δοξορουβικίνη, 
ενεργοποιεί τη σηματοδότηση της απόπτωσης, οδηγώντας σε απόπτωση των 
καρδιομυοκυττάρων [681] και αμφότερα το εξωτερικό και το εσωτερικό αποπτωτικά 
μονοπάτια εμπλέκονται [682, 683]. Η ταχέως αναπτυσσόμενη μάζα των αποδείξεων 
υποστηρίζει την ιδέα ότι η απόπτωση και η νέκρωση τόσο των ενδοθηλιακών 
κυττάρων όσο και των καρδιομυοκυττάρων εμπλέκονται στην επαγόμενη από DOX 
τοξικότητα [684, 685]. Οι μοριακοί μηχανισμοί, που υπόκεινται του επαγόμενου από 
DOX θανάτου των καρδιομυοκυττάρων περιλαμβάνουν την περίσσεια παραγωγή των 
ROS [646, 686] και άλλους ανεξάρτητους από ROS μηχανισμούς, που 
περιλαμβάνουν την παραγωγή και συσσώρευση κεραμιδίου [687] ή την εκκίνηση της 
Fas-διαμεσολαβούμενης απόπτωσης [688]. 

Όπως προαναφέρθηκε, η χορήγηση DOX αυξάνει το οξειδωτικό στρες και 
διαταράσσει την ομοιόσταση του κυτοσολικού ασβεστίου. Οι ROS αυξάνουν τα 
επίπεδα του ενδοκυτταρικού ασβεστίου, προωθώντας την απελευθέρωση του 
ασβεστίου από το σαρκοπλασματικό δίκτυο (SR) μέσω ανοίγματος του υποδοχέα 
ρυανοδίνης ή αλλοιώνοντας τα συστήματα κάθαρσης ασβεστίου στα 
καρδιομυοκύτταρα [689-693]. Στα καρδιομυοκύτταρα, τα μιτοχόνδρια εντοπίζονται 
κοντά στις θέσεις απελευθέρωσης του ασβεστίου στο SR και μπορεί να 
καταλαμβάνουν μια μεγάλη ποσότητα του απελευθερούμενου ασβεστίου. Εξαιτίας 
του σημαντικά αυξανόμενου οξειδωτικού στρες, τα μιτοχονδριακά επίπεδα ασβεστίου 
αυξάνουν πέραν ενός ορίου. Η μιτοχονδριακή υπερφόρτωση με ασβέστιο προκαλεί 
μιτοχονδριακή μετάβαση διαπερατότητας (MPT), οδηγώντας σε απώλεια του 
μιτοχονδριακού μεμβρανικού δυναμικού, μιτοχονδριακή διόγκωση, ρήξη της 
εξωτερικής μεμβράνης και συνεπώς, απελευθέρωση του κυτοχρώματος c και 
παράγοντα επαγωγής της απόπτωσης από τα μιτοχόνδρια [689, 694, 695]. 

Πολυάριθμες μελέτες έδειξαν ότι η επαγόμενη από DOX απόπτωση των 
καρδιομυοκυττάρων συσχετίζεται με αυξημένη έκφραση και ενεργοποίηση της 
ογοκατασταλτικής πρωτεΐνης p53 [696-698]. Βλάβες του DNA, που επάγονται από 
τις ROS ή άμεσα από τη DOX, ενεργοποιούν την ERK1/2, που ακολουθείται από 
αυξημένη φωσφορυλίωση της p53 και η τελευταία υπερρυθμίζει περαιτέρω καθοδικά 
της p53 γονίδια, όπως η Bax. Κατά την ενεργοποίηση, η p53 επάγει την έκφραση των 
γονιδίων, που συσχετίζονται με αναστολή του κυτταρικού κύκλου (cell arrest), 
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επιδιόρθωση του DNA και απόπτωση [698]. Η ενεργοποίηση της p53 μπορεί άμεσα 
να επάγει την ενεργοποίηση του Bax γονιδίου, που περιέχει θέση σύνδεσης της p53, 
ρυθμίζοντας με αυτόν τον τρόπο  τη μετατόπιση της Bax/Bad από το κυτοσόλιο στα 
μιτοχόνδρια. Ως αποτέλεσμα, το εσωτερικό μονοπάτι της απόπτωσης ενεργοποιείται. 
Η DOX δεν επάγει μόνο βλάβη του DNA και οξειδωτική μιτοχονδριακή ζημιά, αλλά, 
επίσης, επάγει πυρηνική μετατόπιση της p53 [698]. Η p53 μπορεί, επίσης, να 
διαμεσολαβεί στην επαγόμενη από DOX καρδιοτοξικότητα μέσω άλλων μονοπατιών 
ανεξάρτητων από την απόπτωση των καρδιομυοκυττάρων. Για παράδειγμα, η 
διαμεσολαβούμενη από την p53 αναστολή του στόχου της σηματοδότησης της 
ραπαμυκίνης στα θηλαστικά μπορεί να συνεισφέρει στη μείωση της μάζας και τη 
δυσλειτουργία της καρδιάς, που παρατηρείται σε οξεία DOX καρδιοτοξικότητα 
[699]. 

Επιπλέον, οι βλάβες του DNA, που επάγονται από τις ROS ή απευθείας από 
την αλληλεπίδραση με DOX, ενεργοποιούν τα JNK και p38 MAPK μονοπάτια για να 
επάγουν την απόπτωση [700]. Το οξειδωτικό στρες είναι γνωστό να ενεργοποιεί την 
ASK1, μία ενεργοποιούμενη από μιτογόνο πρωτεϊνική κινάση, η οποία είναι 
καθοδικά του Fas υποδοχέα (εναλλακτικό μονοπάτι) [700]. Η ενεργοποιημένη ASK1, 
ακολούθως, ενεργοποιεί τα JNK (c-Jun NH2-terminal Kinase) και p38 MAPK 
μονοπάτια για να επάγει την απόπτωση [701], μάλλον μέσω ενός μηχανισμού, που 
περιλαμβάνει τη μετατόπιση της Bax στα μιτοχόνδρια μέσω της φωσφορυλίωσης της 
14-3-3 πρωτεΐνης από την ενεργοποιημένη JNK [702].  

Η ενεργοποίηση των κασπασών μπορεί, επίσης, να επηρεαστεί από τη 
δοξορουβικίνη. Η DOX ενεργοποιεί το εσωτερικό μονοπάτι της απόπτωσης, που 
εκδηλώνεται με διάσπαση (σχάση) της κασπάσης-9. Αυτό ακολουθείται από 
διάσπαση της PARP και την εμφάνιση της αποπτωτικής μορφολογίας και κυτταρικό 
θάνατο, όπως αποδεικνύεται από την παύση του κυτταρικού μεταβολισμού. Έχει 
δειχτεί ότι η ενεργοποίηση της κασπάσης-3 και, επομένως, η απόπτωση, σχετίζεται 
με τη χορήγηση δοξορουβικίνης in vivo [703]. Ο επαγόμενος από DOX καρδιακός 
κυτταρικός θάνατος μπορεί, επίσης, να συμβαίνει μέσω ανεξάρτητων από κασπάσες 
μονοπατιών [704], που δεν αφήνουν χώρο για την αποτελεσματική χρήση των 
αναστολέων κασπασών. Είναι δύσκολο να καθοριστεί εάν ή πως η δοξορουβικίνη 
άμεσα επηρεάζει τη δραστηριότητα κασπάσης, καθώς πολλά μονοπάτια μπορούν να 
συνεισφέρουν στην ενεργοποίηση της κασπασο-εξαρτώμενης απόπτωσης. 

Επιπλέον, μελέτες αποδεικνύουν ότι η απόπτωση των καρδιομυοκυττάρων 
στην επαγόμενη από DOX μυοκαρδιοπάθεια μπορεί να εκτελεστεί μέσω του Fas-
διαμεσολαβούμενου μονοπατιού [705]. Ο μεταγραφικός παράγοντας NF-κB 
ενεργοποιείται από τις ROS σε καρδιομυοκύτταρα νεογνών αρουραίων, που έχουν 
μεταχειριστεί με DOX, και στο μυοκάρδιο και ασκεί μια προαποπτωτική επίδραση 
μέσω άμεσης ενεργοποίησης των αποπτωτικών γονιδίων, που περιλαμβάνουν το 
FasL, το Fas, τη c-Myc και την p53 [706-708]. 

Ένα πρώιμο γεγονός, που παρατηρείται, επίσης, στην καρδιοτοξικότητα της 
DOX είναι η εξάντληση της GATA-4, η οποία, επίσης, οδηγεί σε απόπτωση των 
καρδιομυοκυττάρων [709]. Η GATA-4 είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας, 
σημαντικός στην ανάπτυξη της καρδιάς, που ρυθμίζει το αποπτωτικό μονοπάτι, 
ενεργοποιώντας το αντιαποπτωτικό γονίδιο Bcl-XL, διατηρώντας, έτσι, τη 
μιτοχονδριακή λειτουργία και ακεραιότητα [685]. Η DOX, επίσης, αναστέλλει την 
ΑΚΤ φωσφορυλίωση, αυξάνοντας την GSK3β, έναν αρνητικό ρυθμιστή της GATA-4 
στον πυρήνα [710]. Επίσης, η φωσφορυλίωση της AKT και της Bad μπορούν να 
ενεργοποιήσουν την κασπάση-3, επάγοντας την ενδονουκλεοσωματική βλάβη του 
DNA [711]. 
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Ο καταστολέας της απόπτωσης με μια περιοχή στρατολόγησης κασπάσης 
(ARC) είναι ένας ενδογενής αναστολέας της απόπτωσης και περιορίζεται κατά κύριο 
λόγο σε τελικά διαφοροποιημένα κύτταρα, όπως τα μυοκύτταρα των σκελετικών 
μυών, οι νευρώνες και τα καρδιομυοκύτταρα. Απενεργοποιεί τα αποπτωτικά 
μονοπάτια μέσω αποτροπής της μετατόπισης της Bax στο μιτοχόνδριο ή με σύνδεση 
σε συστατικά του εξωτερικού μονοπατιού, όπως ο Fas, η FADD και η κασπάση-8. 
Υπορύθμιση του ARC mRNA και των επιπέδων της πρωτεϊνικής έκφρασης 
παρατηρήθηκε σε καρδιομυοκύτταρα νεογνών αρουραίων και σε καρδιές ποντικών 
μετά από έκθεση σε DOX. Η p53-εξαρτώμενη μεταγραφική υπορύθμιση ή η 
επαγόμενη από p53 Ε3 λιγάση ουβικιτίνης Mdm2 μπορεί να συνδέεται με μείωση της 
ARC. 

Επιπρόσθετα, μία πιο πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι η επαγόμενη από DOX 
υπερρύθμιση της Ser/Thr φωσφατάσης PP1 μπορεί να εμπλέκεται στην 
αποφωσφορυλίωση των Akt και Bad, οδηγώντας στην ενεργοποίηση της κασπάσης-3 
[711]. Η επαγόμενη από DOX παραγωγή κεραμιδίου μπορεί, επίσης, να συνεισφέρει 
στην απόπτωση των καρδιομυοκυττάρων μέσω κατακερματισμού των μιτοχονδρίων, 
διαπερατότητας της μιτοχονδριακής εξωτερικής μεμβράνης και απελευθέρωσης του 
κυτοχρώματος c [712, 713]. Άλλες μελέτες έδειξαν ότι μεταχείριση 
καρδιομυοκυττάρων αρουραίων με DOX, αυξάνουν τη μιτοχονδριακή παραγωγή 
ROS, ενεργοποιούν το ασβεστίου/ καλσινευρίνης σηματοδοτικό μονοπάτι και 
περαιτέρω τη NFAT4 (Nuclear Factor-Activated T cell 4), οδηγώντας σε 
υπερρύθμιση του Fas/FasL [677]. 

Μελέτες αποκαλύπτουν ότι η Dox επάγει τη δυσλειτουργία του συστήματος 
ουβικουιτίνης-πρωτεασώματος (UPS), το οποίο προκαλεί την ειδική αποικοδόμηση 
των περισσότερων κυτταρικών πρωτεϊνών, εκτός από την τήρηση των σημαντικών μη 
πρωτεολυτικών υποχρεώσεων του κυττάρου [714]. Αφού εισαχθεί στο σώμα, η Dox 
παθητικά διαχέεται μέσω της κυτταρικής μεμβράνης στο κυτταροπλάσμα, όπου 
αλληλεπιδρά με το πρωτεάσωμα. Το σύμπλοκο Dox-πρωεάσωμα, στη συνέχεια, 
μετατοπίζεται στον πυρήνα, όπου η Dox απελευθερώνεται από το πρωτεάσωμα και 
συνδέεται στο DNA, εξαιτίας της υψηλότερης συγγένειας δέσμευσης της για το DNA 
[715]. Η Dox έχει δειχτεί, σταθερά, να ενισχύει σημαντικά τη διαμεσολαβούμενη από 
το πρωτεάσωμα αποικοδόμηση βασικών ρυθμιστικών πρωτεϊνών στα 
καρδιομυοκύτταρα. Τα ευρήματα δείχνουν ότι η Dox μπορεί να αυξάνει την 
πρωτεολυτική δραστηριότητα του UPS [716], με αύξηση στην έκφραση της CHIP, 
που είναι μία U box περιεχόμενη Ε3 λιγάση ουβικιτίνης, καθώς και ομοσυνοδός της 
Hsp70. Ένας αριθμός μελετών αποκαλύπτει ότι η μεταχείριση με Dox ενισχύει τη 
διαμεσολαβούμενη από το UPS αποικοδόμηση των βασικών μεταγραφικών 
παραγόντων, των μυϊκών ινών και των παραγόντων κυτταρικής επιβίωσης στα 
καρδιομυοκύτταρα. Μεταγραφικοί παράγοντες, που εμπλέκονται με την UPS 
ενεργοποίηση από τη Dox αποτελούν η β-κατενίνη, οι NFATs (Nuclear Factor-
Activated T cells) και η p300. Η αυξημένη αποικοδόμηση αυτών των 
προστατευτικών μεταγραφικών παραγόντων φαίνεται να είναι ένας υποκείμενος 
μηχανισμός για την επαγόμενη από Dox μυοκαρδιοπάθεια. Έχει, επίσης, δειχτεί ότι η 
Dox αυξάνει τη διαμεσολαβούμενη από το UPS αποικοδόμηση διαφόρων άλλων 
κυτταρικών πρωτεϊνών, όπως η ARC (καταστολέας απόπτωσης με περιοχή 
στρατολόγησης κασπάσης) και η Bcl-2, γέρνοντας, ως εκ τούτου, την πλάστιγγα 
ανάμεσα στον κυτταρικό θάνατο και την επιβίωση προς τον κυτταρικό θάνατο. Ο 
μεταγραφικός παράγοντας NFκΒ (Nuclear transcription Factor κΒ) μπορεί να είναι 
αντιαποπτωτικός, όπως σε καρκινικά κύτταρα, αλλά ο Wang S. et al. 2002 έδειξε ότι 
η ενεργοποίηση του NFκΒ είναι προαποπτωτική σε ενδοθηλιακά κύτταρα και 
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καρδιομυοκύτταρα μετά από μεταχείριση με Dox [708]. Η ενεργοποίηση του NFκΒ 
εξαρτάται από τη διαμεσολαβούμενη από το UPS αποικοδόμηση του ΙκΒ, αναστολέα 
του NFκΒ. Η Dox επάγει την ενεργοποίηση του NFκΒ με ένα χρόνο-εξαρτώμενο και 
δόσο-εξαρτώμενο τρόπο τόσο σε ενδοθηλιακά κύτταρα όσο και σε 
καρδιομυοκύτταρα [708]. Η ενεργοποίηση αυτή προκαλείται από την 
ενεργοποιούμενη από ROS φωσφορυλίωση και αποικοδόμηση της ΙκΒ [717].  
 
1.10.3.5. Καταστολή της έκφρασης γονιδίων 
 

Η δοξορουβικίνη υπορυθμίζει την έκφραση μιας ποικιλίας ειδικών για τους 
καρδιακούς μύες πρωτεϊνών, που συμπεριλαμβάνουν συσταλτικές πρωτεΐνες (α-
ακτίνη, ελαφριές και βαριές αλυσίδες μυοσίνης, τροπονίνη Ι, δεσμίνη), πρωτεΐνες 
σαρκοπλασματικού δικτύου (Ca2+ ATPάση, υποδοχέας ρυανοδίνης 2), 
μιτοχονδριακές πρωτεΐνες (πρωτεΐνη σιδήρου-θείου, ADP/ATP μετατοπάση, 
φωσφοφρουκτοκινάση, Mt-CK), και άλλες (κινάση της κρεατίνης, φωσφολαμβάνη, 
καλσεκεστρίνη, φωσφολιπάση Α2, νατριουρητικό πεπτίδιο εγκεφάλου [BNP]). 
Μειώσεις στις πρωτεΐνες των καρδιακών μυών συσχετίζονται άμεσα με μειωμένη 
συσταλτικότητα των καρδιομυοκυττάρων και μπορεί να εξηγήσει τα παθολογικά 
χαρακτηριστικά της απώλειας των μυοϊνιδίων στην επαγόμενη από DOX 
μυοκαρδιοπάθεια. Μελέτες έχουν, επίσης, δείξει ότι χορήγηση DOX μειώνει την 
GATA-4 [718, 719], η οποία είναι ένας βασικός ρυθμιστής της ανάπτυξης της 
καρδιάς, που είναι γνωστό να ρυθμίζει τη μυοκαρδιακή έκφραση των πρωτεϊνών του 
σαρκομεριδίου, όπως η βαριά αλυσίδα της μυοσίνης και η τροπονίνη Ι [709, 720]. Η 
απενεργοποίηση της εξωκυτταρικής ρυθμιζόμενης από σήμα κινάσης (ERK) στις 
καρδιές, που επηρεάζονται από την καρδιοτοξικότητα της DOX [721], μπορεί να 
είναι το ανοδικό σήμα για την αρνητική ρύθμιση της έκφρασης της GATA-4 και των 
πρωτεϊνών του σαρκομεριδίου. Επιπλέον, η διαμεσολαβούμενη από DOX καταστολή 
των μιτοχονδριακών πρωτεϊνών επιδεινώνει τη μυοκαρδιακή παραγωγή ενέργειας και 
η αναστολή της Ca2+ ATPάσης του σαρκοπλασματικού δικτύου παρεμβαίνει με την 
κατάσχεση του κυτοσολικού ελεύθερου Ca2+ μετά τη συστολή, προκαλώντας, ως εκ 
τούτου, διαστολική δυσλειτουργία. Παραμένει άγνωστο εάν η τροποποιημένη 
έκφραση των εξειδικευμένων πρωτεϊνών ή των μεταγραφικών παραγόντων, 
διαμεσολαβείται απευθείας από τις ROS. 
 
1.10.3.6. Φλεγμονώδεις διαμεσολαβητές 
 

Οι ανθρακυκλίνες είναι ικανές για την προώθηση της απελευθέρωσης 
προφλεγμονωδών κυτοκινών [722]. Η δοξορουβικίνη διεγείρει τα μακροφάγα και τα 
μονοκύτταρα με επακόλουθη απελευθέρωση ισταμίνης και του TNFα (Tumor 
Necrosis Factor alpha). Οι ουσίες αυτές έχουν συσχετιστεί με αρχιτεκτονικές αλλαγές 
και τη διατατική μυοκαρδιοπάθεια, μέσω δέσμευσης υποδοχέων του μυοκαρδίου 
[594]. 
 Ο Wong J. et al. 2013 εξέτασε τις επιδράσεις της δοξορουβικίνης στο MAPK 
(Mitogen-Activated Protein Kinase) μονοπάτι, που είναι απαραίτητο για τη μεταφορά 
σημάτων από την κυτταρική επιφάνεια (μέσω υποδοχέων της κυτταρικής μεμβράνης) 
στον πυρήνα και, ανάμεσα σε άλλες λειτουργίες, ρυθμίζει προφλεγμονώδεις 
κυτοκίνες [723]. Η έκφραση των κυτοκινών αυτών έχει δειχτεί να έχει ένα σχετικό 
ρόλο στην καρδιοτοξικότητα, που επάγεται από ανθρακυκλίνες, κυρίως, ρυθμίζοντας 
την απόπτωση μέσω TNF υποδοχέων, των οποίων η λειτουργία επηρεάζεται από 
δοξορουβικίνη [724]. 
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1.10.3.7. Αλλαγές στο απόθεμα φωσφορικού υψηλής ενέργειας 
 

Βλάβη των μιτοχονδρίων εξασθενεί την ικανότητα παραγωγής ATP 
(Adenosine Triphosphate). Μειώσεις στα επίπεδα ATP μπορεί να προκύψει από την 
ενεργοποίηση των αποπτωτικών μονοπατιών και των επαγόμενων από ασβέστιο 
πρωτεασών, που καταναλώνουν ATP [680]. Οι ενεργειακές δαπάνες για να 
αντικατασταθούν οι κατεστραμμένες πρωτεΐνες μπορούν, επίσης, να είναι τεράστιες. 
Επομένως, αλλαγές στο απόθεμα φωσφορικού υψηλής ενέργειας φαίνεται να 
συμβαίνουν, κυρίως, ως αποτέλεσμα των διαδικασιών, που περιγράφηκαν νωρίτερα, 
παρά απευθείας από την ίδια τη  δοξορουβικίνη.  
 
1.10.3.8. Η αναδιαμόρφωση της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας 
 

Έχει δειχτεί ότι η δοξορουβικίνη έχει επίδραση στην καρδιά, ενισχύοντας την 
παραγωγή των MMP-2 και MMP-9 (Matrix Metalloproteinase-2 και -9) [725, 726]. 
Αυτό πιστεύεται ότι συνεισφέρει στη μυοκαρδιοπάθεια, αδυνατίζοντας τη 
κολλαγονώδη θεμέλια ουσία, ενάντια στην οποία δουλεύουν τα καρδιομυοκύτταρα 
και συνεισφέροντας στην παθολογική αναδιαμόρφωση. Αμφότερες οι 
δραστηριότητες των MMP-2 και MMP-9 ενισχύονται από την επαγόμενη από 
δοξορουβικίνη παραγωγή ROS, καθώς και από τα επίπεδα της NADPH οξειδάσης 
[726]. 
 
Άλλοι μηχανισμοί, που έχουν δειχτεί να εμπλέκονται στην καρδιοτοξικότητα της 
DOX έχουν αναφερθεί να είναι οι αναστολείς της COX-2, η σηματοδότηση 
νεουρεγκιουλίνης, η συσσώρευση κεραμίδιου (μέσω ενεργοποίησης της κασπάσης-3) 
και η σηματοδότηση κανναβινοειδών [578]. 
 
1.10.3.9. Νέκρωση 
 

Μελέτες έδειξαν ότι η νέκρωση αυξάνεται σε καρδιές ποντικών, που έχουν 
μεταχειριστεί με DOX [727-729]. Το οξειδωτικό στρες εμπλέκεται στο θάνατο των 
νεκρωτικών καρδιομυοκυττάρων. Η λογική είναι ότι οι αυξημένες ROS οδηγούν σε 
υπερφόρτωση του μιτοχονδριακού ασβεστίου, που προωθεί το άνοιγμα του MPT 
πόρου, προκαλεί μιτοχονδριακή διόγκωση και εξάντληση του ATP, και ως εκ τούτου, 
προκαλεί νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο [730, 731]. Για το λόγο αυτό, η διαταραχή της 
ομοιόστασης του μιτοχονδριακού ασβεστίου μπορεί να ασκήσει ένα κρίσιμο 
παράγοντα στη σωρευτική και μη αναστρέψιμη μυοκαρδιοπάθεια, που συσχετίζεται 
με μακροπρόθεσμη χορήγηση DOX. Η DOX, επίσης, επάγει μιτοχονδριακή βλάβη 
του DNA, ακρωτηριασμό της μιτοχονδριακής αναπνοής, μιτοχονδριακή 
δυσλειτουργία και εξάντληση του ATP. Όλα αυτά τα γεγονότα συνεισφέρουν στη 
νέκρωση [609, 636, 732-734]. Επιπρόσθετα, η επαγόμενη από ROS λιπιδική 
υπεροξείδωση μπορεί, επίσης, να συνεισφέρει στη νέκρωση των καρδιομυοκυττάρων 
[735]. Επιπλέον, η αποικοδόμηση της τιτίνης, της μεγαλύτερης πρωτεΐνης των 
μυονηματίων, ενισχύεται στα αρχικά στάδια της μεταχείρισης με DOX από 
ενεργοποίηση των εξαρτώμενων από ασβέστιο πρωτεασών καλπαΐνης, που μπορεί να 
αντιπροσωπεύει ένα σημαντικό εγγύς βήμα, που οδηγεί σε επιταχυνόμενη 
αποικοδόμηση μυονηματίων και νέκρωση [680]. 
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1.10.3.10. Αυτοφαγία 
 

Η αυτοφαγία, φυσιολογικά, συμβαίνει στο μυοκάρδιο, αντιπροσωπεύει τον 
πιο διαδεδομένο μηχανισμό ανανέωσης των κυτταρικών συστατικών, και ενισχύεται 
ουσιαστικά σε παθολογικές συνθήκες, που περιλαμβάνουν την καρδιακή υπερτροφία, 
τη μυοκαρδιοπάθεια και την καρδιακή ανεπάρκεια. Μελέτες δείχνουν ότι η 
αυτοφαγία υπηρετεί την καρδιά μετά από στρες. Από τη μία μεριά, λειτουργεί 
απομακρύνοντας τα πρωτεϊνικά συσσωματώματα και τα κατεστραμμένα οργανίδια 
σαν ένα προ-επιβιωτικό μονοπάτι, διατηρώντας την ενεργειακή ομοιόσταση, ενώ από 
την άλλη μεριά, έντονη ενίσχυση της αυτοφαγίας μπορεί να οδηγήσει σε κυτταρικό 
θάνατο [736-741]. 

Η Bcl-2 οικογένεια εμπλέκεται στην παρεμβολή ανάμεσα στην απόπτωση και 
την αυτοφαγία [742-747]. Η επαγόμενη από ROS αύξηση στο ενδοκυτταρικό 
ασβέστιο όχι μόνο προκαλεί απόπτωση και νέκρωση, αλλά, επίσης, επάγει και 
αυτοφαγία με ενεργοποίηση της εξαρτώμενης από καλμοδουλίνη κινάσης και της 
ενεργοποιούμενης από AMP πρωτεϊνικής κινάσης [742]. Άλλες σχετικές με την 
απόπτωση πρωτεΐνες, όπως η p53, έχουν, επίσης, δειχτεί να παίζουν ένα ρόλο στην 
αυτοφαγία [744]. Μία άλλη πιο πρόσφατη μελέτη προτείνει ότι η ενεργοποίηση της 
PARP-1 (Poly (ADP-ribose) Polymerase-1), ενός από τους κύριους στόχους των 
κασπασών, περιλαμβάνεται στην αυτοφαγία, που μπορεί να είναι 
κυτταροπροστατευτική κατά τη διάρκεια της απόκρισης σε βλάβη του DNA [748]. 

Υπερβολική αυτοφαγία, που επάγεται από σοβαρά ερεθίσματα, μπορεί, 
επίσης, να βλάπτει το κυτοσόλιο και τα οργανίδια, ειδικά τα μιτοχόνδρια και το ER, 
και απελευθερώνει λυσοσωματικά ένζυμα ή άλλους επαγόμενους από κυτταρικό 
θάνατο παράγοντες, οδηγώντας, ως εκ τούτου, σε αποπτωτικό και νεκρωτικό 
κυτταρικό θάνατο [745, 749]. 
 Οι τρεις τύποι του κυτταρικού θανάτου μπορεί να συγκλίνουν σε κύτταρα, 
που πεθαίνουν, σε πολλά επίπεδα διαφορετικών μονοπατιών, όπως στο οξειδωτικό 
στρες, την απορύθμιση της ομοιόστασης του ασβεστίου, τη μιτοχονδριακή βλάβη και 
την επαγωγή των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών. Όλα αυτά συμβαίνουν στην 
επαγόμενη από DOX καρδιοτοξικότητα. Παρόλο που δεν έχουν αναφερθεί μέχρι 
σήμερα αποδείξεις αυτοφαγίας στην επαγόμενη από DOX καρδιοτοξικότητα, είναι 
πιθανό ότι η DOX είναι ικανή να επάγει αυτοφαγία των καρδιομυοκυττάρων, που 
μπορεί να είναι προστατευτική ή επιβλαβής, ανάλογα με τα επίπεδα του στρες, και 
ιδίως τη δόση της DOX. 
 
 
1.10.3.11. Γήρανση 
 

Η γήρανση, που χαρακτηρίζεται από προοδευτική συσσώρευση 
μακρομοριακής βλάβης, αναστολής της ανάπτυξης των φυσιολογικών σωματικών 
κυττάρων και μείωση της λειτουργίας, κυρίως επηρεάζει τα μακράς διάρκειας ζωής 
μεταμιτωτικά κύτταρα, όπως οι νευρώνες και τα καρδιομυοκύτταρα.  
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Εικόνα 1.15: Μηχανισμοί δράσης της δοξορουβικίνης στα καρδιομυοκύτταρα [750].  
 

Αποτελεί έναν παράγοντα κινδύνου για την καρδιακή δυσλειτουργία και τις 
ασθένειες της καρδιάς [751]. Οι γνωστοί παράγοντες, που εμπλέκονται στη γήρανση 
των καρδιομυοκυττάρων περιλαμβάνουν οξειδωτικό στρες, τροποποιημένη γονιδιακή 
έκφραση/μεταλλάξεις, φλεγμονή, μειωμένη κυτταρική προστασία και επιδιόρθωση, 
αλλαγμένος κυτταρικός μεταβολισμός, μεταβολές στο μηχανισμό της πρωτεϊνικής 
αποικοδόμησης και το μηχανισμό αυτοφαγίας, και άλλα [752]. Η γήρανση των 
καρδιομυοκυττάρων μπορεί να παίζει ένα ρόλο στην επαγόμενη από DOX 
υποβόσκουσα τοξικότητα του μυοκαρδίου πολλά χρόνια μετά την τελευταία 
χορήγηση. Μία μελέτη έδειξε ότι καλλιεργημένα καρδιομυοκύτταρα νεογνών 
αρουραίων, που έχουν μεταχειριστεί με DOX, εκδήλωσαν χαρακτηριστικές αλλαγές, 
παρόμοιες με καρδιομυοκύτταρα γηρασμένων αρουραίων. Το οξειδωτικό στρες και η 
ακετυλίωση της p53 μπορεί να εμπλέκονται σε αυτήν τη διαδικασία [753]. 
 
 
1.11. Η HSP70 ΣΤΙΣ ΚΑΡΔΙΑΚΕΣ ΠΑΘΗΣΕΙΣ 
 

Η οικογένεια των επαγόμενων από στρες Hsp70 πρωτεϊνών αποτελεί την πιο 
εκτεταμένα μελετημένη στις καρδιαγγειακές παθήσεις. Τόσο πειραματικά, όσο και 
κλινικά στοιχεία υποδεικνύουν ότι η επαγόμενη Hsp70 αποτελεί καίριο στοιχείο 
ενδογενών μονοπατιών, τα οποία περιορίζουν την έκταση της βλάβης στο μυοκάρδιο 
στην περίπτωση τραυματισμών λόγω πειραματικής ισχαιμίας-επαναιμάτωσης [78] ή 
μετά από χειρουργική επέμβαση στην καρδιά [754]. Είναι αναπόφευκτος ως ένα 
βαθμό ο ισχαιμικός τραυματισμός των καρδιομυοκυττάρων σε περιπτώσεις 
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εγχειρήσεων ανοικτής καρδιάς. Οι αορτικές διασυνδέσεις και η καρδιοπνευμονική 
παράκαμψη προάγουν την ολική ισχαιμία του μυοκαρδίου, επηρεάζοντας την 
ακεραιότητα των κυτταροσκελετικών και των συσταλτών πρωτεϊνών [754].  

Στην κλινική πράξη, εφαρμόζονται αρκετές προσεγγίσεις για την 
καθυστέρηση της εξέλιξης των συμπτωμάτων της ισχαιμίας, μεταξύ των οποίων είναι 
και η χρήση της Hsp70, που εκφράζεται στο κυτταρόπλασμα και τον πυρήνα. Η 
Hsp70 προωθεί την επιβίωση των καρδιομυοκυττάρων, διατηρώντας υψηλά τα 
επίπεδα των αντιοξειδωτικών ουσιών και αναστέλλοντας τα προαποπτωτικά 
μονοπάτια, συμπεριλαμβανομένων των αποπτωτικών καταρρακτών που ελέγχονται 
από τις κασπάσες και τον Fas. Η ιδέα της προ-επώασης στο θερμικό πλήγμα ως 
ενίσχυση της καρδιακής λειτουργίας προ-ισχαιμικά απεδείχθη πρώτη φορά in vivo σε 
επίμυες, οι οποίοι υπεβλήθησαν σε αυξημένη θερμοκρασία 24 ώρες πριν το ισχαιμικό 
επεισόδιο. Η προεπώαση είχε ως αποτέλεσμα τα μειωμένα επίπεδα έκφρασης δεικτών 
των βλαβών του μυοκαρδίου σε συνδυασμό με ταχύτερη ανάρρωση και βελτιωμένη 
συσταλτικότητα του καρδιακού ιστού. Αργότερα απεδείχθη και η αρνητική σχέση 
μεταξύ της ποσότητας της Hsp70, που εκφράζεται στα καρδιομυοκύτταρα και στο 
μέγεθος του εμφράγματος, ενώ αρκετές απόπειρες με διαγονιδιακά ζώα επιβεβαίωσαν 
ότι η Hsp70 παίζει σημαντικό ρόλο στην προστασία του μυοκαρδίου σε πειραματικά 
μοντέλα, προστατεύοντας τα ποντίκια κατά τη διάρκεια σύντομου ισχαιμικού 
επεισοδίου, αλλά και ελαττώνοντας τη θνησιμότητα σε περίπτωση εμφράγματος μετά 
από εκτεταμένη ισχαιμία. Πράγματι, καρδιές, που απομονώθηκαν από διαγονιδιακά 
ποντίκια, που σχεδιάστηκαν για να εκφράζουν ανθρώπινες Hsps στο μυοκάρδιο, 
έδειξαν σημαντικά βελτιωμένη λειτουργική αποκατάσταση, με μειωμένο μέγεθος 
εμφράγματος μετά από πειραματική επαγωγή ισχαιμίας και επαναιμάτωσης [755-
757]. Η Hsp70 μπορεί να συνδέεται σε μετουσιωμένες πρωτεΐνες κατά τη διάρκεια 
της ισχαιμίας και να προωθεί την αναδίπλωση ή την αναδιάταξη σε κανονικές 
διαμορφώσεις κατά την επανέγχυση. Σε ένα σύστημα κουνελιών με βλάβες στο 
μυοκάρδιο λόγω ισχαιμίας-επαναιμάτωσης, απεδείχθη ότι η ενδομυοκαρδιακή ένεση 
με αδενοϊό, που φέρει κατασκευή με την ανθρώπινη Hsp70, είχε ως αποτέλεσμα τη 
μείωση κατά δύο φορές του μεγέθους του εμφράκτου σε σχέση με τα πειραματόζωα 
ελέγχου [78]. Έτσι, η αύξηση της έκφρασης της Hsp70 στον καρδιακό ιστό σε 
πειραματικά συστήματα, βελτίωσε σημαντικά τη διάσωσή του από τον κίνδυνο 
ισχαιμικού εμφράγματος σε συνδυασμό με τη βελτίωση της καρδιακής 
συσταλτικότητας μεθ-ισχαιμικά [754]. Η παρουσία της ανθρώπινης Hsp70 σε 
διαγονιδιακές καρδιές φαίνεται να παίζει σημαντικό ρόλο στη βελτιωμένη μετά-
ισχαιμική συσταλτική ανάκαμψη. 

Μια μελέτη έδειξε ότι η προστασία του μυοκαρδίου, που παρέχεται από την 
υπερρύθμιση της Hsp70 είναι στενά εξαρτώμενη από την καταστολή των 
φλεγμονωδών κυτοκινών σε ένα μοντέλο ισχαιμίας και βλάβης επαναιμάτωσης [758]. 
Υπάρχουν, επίσης, άλλες ενδεχόμενες προστατευτικές λειτουργίες, που έχουν 
ανατεθεί στην Hsp70. Συγκεκριμένα, έχει προταθεί ότι η Hsp70 μπορεί να βελτιώσει 
τη διαδικασία της αποκατάστασης των ινών μετά από βλάβη του μυοκαρδίου, 
ενισχύοντας τη σύνθεση του κολλαγόνου και την επιδιόρθωση των καναλιών ιόντων 
[759]. Έχει δειχτεί ότι το άνοιγμα των ευαίσθητων σε ATP καναλιών καλίου, ειδικά 
των μιτοχονδριακών καναλιών, είναι ένα κρίσιμο βήμα για τη σύνθεση του ATP στα 
κύτταρα του μυοκαρδίου [760]. Με την επιδιόρθωση αυτών των καναλιών ιόντων 
κάτω από συνθήκες στρες, η υπερρύθμιση της Hsp70 μπορεί να προστατέψει το 
μιτοχονδριακό ενεργειακό μεταβολισμό, καθώς και την κυτταρική λειτουργία στην 
τραυματισμένη καρδιά [761]. 
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Στον άνθρωπο, καινοτόμες μελέτες σε επεμβατικές περιπτώσεις καρδιάς 
έδειξαν ότι ακόμη και σε περιορισμένο χρονικό διάστημα το μυοκάρδιο αποκρίνεται 
στην ισχαιμία αυξάνοντας την έκφραση της Hsp70. Δείγματα από μυοκάρδιο έδειξαν 
αύξηση στη μεταγραφική έκφραση της Hsp70 αλλά και αύξηση στην ποσότητά της 
μετά το πέρας της τοποθέτησης μοσχεύματος σε επέμβαση παράκαμψης στένωσης 
της στεφανιαίας αρτηρίας. Μελέτες σε ασθενείς που υποβλήθηκαν σε εγχείρηση 
ανοικτής καρδιάς έδειξαν ότι αυξήθηκαν τα επίπεδα της Hsp70 στις αορτικές 
διασυνδέσεις στο 40% των περιπτώσεων. Ασθενείς με υψηλά επίπεδα λειτουργικής 
Hsp70 στο μυοκάρδιο εμφάνισαν μειωμένα επίπεδα βιοχημικών δεικτών 
μυοκαρδιακής βλάβης μετεγχειρητικά, ενώ ασθενείς, στους οποίους δεν αυξήθηκε η 
μυοκαρδιακή έκφραση της Hsp70 περι-χειρουργικά, εμφάνισαν σχεδόν διπλάσια 
έκφραση των δεικτών αυτών μετεγχειρητικά. Οι παρατηρήσεις αυτές ενισχύουν την 
ιδέα ότι η ενδοκυττάρια Hsp70 προστατεύει το ανθρώπινο μυοκάρδιο από ισχαιμικές 
προσβολές. Κλείνοντας, φαίνεται πως οι καρδιοπροστατευτικές ιδιότητες της Hsp70 
σχετίζονται και με την ηλικία [754].  

Ο χρονικός ορίζοντας επαγωγής της Hsp70 επηρεάζει το βαθμό της 
λειτουργικής δράσης της ως μοριακού συνοδού σε περιπτώσεις ισχαιμίας και 
επαναιμάτωσης. Μερικές μελέτες ασχολήθηκαν ειδικά με την κινητική της αύξησης 
στην έκφραση της Hsp70 in vitro, αλλά και in vivo. Σε συστήματα επίμυος, αύξηση 
της θερμοκρασίας σε ολόκληρο το σώμα, οδήγησε στην επαγωγή της αύξησης της 
Hsp70 μεταξύ 3 και 72 ωρών, ενώ η ευεργετική επίδραση της προ-επώασης στο 
μέγεθος του εμφράγματος μεθ-ισχαιμικά μεγιστοποιήθηκε στο χρόνο μεταξύ 48 και 
72 ωρών. Επιπλέον, βρέθηκε αυξανόμενη συγκέντρωση των επιπέδων της Hsp70 
κατά τη διάρκεια εγχείρησης ανοικτής καρδιάς, με αύξηση πάνω από δυο φορές μετά 
από 2 ώρες, παρόμοια με αυτή στα πειραματικά συστήματα. Αυτό το γεγονός 
υποδηλώνει ότι η προετοιμασία για ισχαιμία προχειρουργικά μπορεί να επάγει τα 
καρδιοπροστατευτικά αποτελέσματα της Hsp70. Πράγματι, δύο κύκλοι ισχαιμίας-
επαναιμάτωσης ως προετοιμασία πριν από την αντικατάσταση βαλβίδων, βρέθηκε ότι 
μειώνει τις καρδιομυϊκές δομικές αλλοιώσεις και βελτιώνει την καρδιακή λειτουργία 
μετεγχειρητικά. Τα στοιχεία αυτά συγκεντρωτικά δείχνουν ότι η Hsp70 στο 
ανθρώπινο μυοκάρδιο επάγεται μέσα σε μια σύντομη χρονική περίοδο μετά την 
έναρξη του ισχαιμικού επεισοδίου [754].  

Η υπερέκφραση της HSP70 στο μυ της αριστερής κοιλίας (LV), ακολούθως 
προστατεύει την καρδιά από βλάβη ισχαιμίας/επαναιμάτωσης. Μια προηγούμενη 
μελέτη έδειξε καλύτερη ανάκαμψη της λειτουργίας και μικρότερη διαρροή της 
φωσφοκινάσης της κρεατίνης μετά από ισχαιμία σε καρδιές, που έχουν επιμολυνθεί 
με το γονίδιο της HSP70, σε σχέση με τις καρδιές ελέγχου ή καρδιές, που δεν έχουν 
μεταχειριστεί [762]. Η απόκτηση της καρδιακής ανθεκτικότητας σε ισχαιμία, μετά 
από ισχαιμική προεπεξεργασία ή θερμικό σοκ, είναι ένα πολυπαραγοντικό φαινόμενο, 
που περιλαμβάνει διάφορους άλλους πιθανούς μηχανισμούς. Αυτοί περιλαμβάνουν 
την ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης C [763, 764], τον υποδοχέα κινάση 
τυροσίνης [765], την ενεργοποιούμενη από στρες MAPKAP κινάση 2 [766], τον NF-
κΒ [767], τις συνθάσες νιτρικού οξειδίου [768, 769], τα αμυντικά συστήματα 
αντιοξειδωτικών, όπως οι αυξημένες δραστηριότητες της SOD [770] και της 
καταλάσης [771], το άνοιγμα των ATP-ευαίσθητων καναλιών καλίου [772, 773] ή 
πιθανώς και άλλων άγνωστων μηχανισμών. Κάποιοι από τους παραπάνω 
διαμεσολαβητές μπορεί να έχουν ρόλο στα σηματοδοτικά μονοπάτια, οδηγώντας στη 
σύνθεση ≥1 των προστατευτικών πρωτεϊνών, που περιλαμβάνουν την HSP70 [774]. 

Τέλος, έχει δειχτεί ότι καρδιές θηλυκών Sprague-Dawley αρουραίων έχουν 
δύο φορές περισσότερη HSP70 από τις αρσενικές καρδιές, εξαιτίας της υπερρύθμισης 
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τους από το οιστρογόνο [775]. Το περιεχόμενο της HSP70 μπορεί να συνεισφέρει 
στις βιοχημικές διαφοροποιήσεις, που μπορούν να καθορίζουν την ευπάθεια του 
ιστού. Ο προσδιορισμός του μεγαλύτερου ποσού της HSP70 στο ήπαρ από ότι στην 
καρδιά θηλυκών αρουραίων, που έχουν μεταχειριστεί με DOX, και η αντιστοιχία 
τους στη μεγαλύτερη ιστική διατήρηση στο ήπαρ σε σχέση με την καρδιά, μπορεί να 
είναι σημαντικά για την κατανόηση της λειτουργίας αυτής της πρωτεΐνης στη 
διαφορετική ζημιά των οργάνων. 

 
 
1.12. HSP70 ΚΑΙ ΔΟΞΟΡΟΥΒΙΚΙΝΗ 
 

Τα στοιχεία, που υπάρχουν για την προστατευτική επίδραση της Hsp70 
ενάντια στην τοξικότητα, καθώς και για την εμπλοκή της στους μηχανισμούς δράσης 
της δοξορουβικίνης, είναι αρκετά περιορισμένα, καθώς δεν έχει μελετηθεί ιδιαίτερα 
μέχρι σήμερα. Ο προστατευτικός ρόλος της Hsp70 ενάντια στην επαγόμενη από DOX 
απόπτωση μπορεί να περιλαμβάνει κάποια πτυχή του ρόλου της στην αναδίπλωση και 
την επιδιόρθωση της λειτουργίας των πρωτεϊνών, που είναι σημαντικές για την 
αναστολή της απόπτωσης στα καρδιακά μυϊκά κύτταρα, καθώς και την εμπλοκή της 
στα αποπτωτικά μονοπάτια, που προαναφέρθηκαν, και που προκαλούνται από τη 
δοξορουβικίνη. Οι Hsps μπορούν να επέμβουν ευνοϊκά με τα ROS-επαγόμενα 
φαινόμενα, εξαιτίας του βιολογικού τους ρόλου ως "μοριακοί συνοδοί".  

Έχει αναφερθεί η συσσώρευση της Hsp70, συμπεριλαμβανομένης της Hsp72, 
από τη Dox [776]. Επίσης, έχει αναφερθεί η μεταβολική ζημιά από τη Dox, που 
περιλαμβάνει αυξημένη παραγωγή των ελευθέρων ριζών οξυγόνου, που είναι γνωστό 
να επάγουν αυξημένη έκφραση των Hsps [777-779]. Τα αποτελέσματα αυτά 
προτείνουν ότι η Dox μπορεί, εν δυνάμει, να ενισχύει την παραγωγή των επαγόμενων 
από θερμότητα Hsps. Έχει αναφερθεί ότι η επαγωγή της βλάβης του DNA από τη 
Dox υποστηρίζει μια πιθανή σχέση ανάμεσα στη διαμεσολαβούμενη από ρίζες 
υδροξυλίου διάσπαση του DNA και την πυρηνική μετατόπιση της Hsp70 πρωτεΐνης. 
Τα αποτελέσματα αυτά προτείνουν ότι η μεταχείριση με Dox μπορεί να επάγει τη 
μετατόπιση της Hsp70 στον πυρήνα για την προστασία της DNA χρωματίνης από 
περαιτέρω ζημιά. Παρατηρήθηκε ότι η Hsp70 μετατοπίζεται στον πυρήνα, και 
συγκεκριμένα στον πυρηνίσκο, σε HeLa κύτταρα, μετά από προσθήκη της DOX στο 
μέσο, και αυτό συσχετίζεται με δραστικές αλλαγές στη μορφολογία και λειτουργία 
του πυρηνίσκου. 

Σε μια μελέτη η έκφραση των επιπέδων της HSP70 στα κύτταρα συσχετίζεται 
με την επιβίωση τους, μετά από επεξεργασία με DOX [228, 261, 462]. Σε ανθρώπινα 
καρκινικά κύτταρα μαστού, η δοξορουβικίνη επάγει τις Hsp27 και Hsp70 [780]. Έχει 
δειχτεί ότι τα αντικαρκινικά φάρμακα μπορούν να επάγουν τη δραστηριότητα 
δέσμευσης στο DNA του HSF1 και η μερική φωσφορυλίωση του HSF1 και η 
επαγόμενη από το φάρμακο ενεργοποίηση του HSF1 οδηγεί σε αύξηση των επιπέδων 
των μιτοχονδριακών HSP75 και HSP60. Σε ένα μοντέλο δοξορουβικίνης, το 
οξειδωτικό στρες ενεργοποιεί τον HSF-1, ο οποίος δρα για να παράγει περισσότερη 
Hsp25, που σταθεροποιεί την p53 και αυξάνει την παραγωγή των προ-αποπτωτικών 
πρωτεϊνών [781]. Η Hsp70 είναι ικανή να αναστέλλει την απόπτωση. Σε HL60 
κύτταρα, δείχτηκε ότι η DOX προκαλεί εξαρτώμενη από κασπάσες απόπτωση, που 
μπορεί να ανασταλεί από την Hsp70 [782].  

Επιπρόσθετα, η βλάβη του DNA, που εισάγεται από τη δοξορουβικίνη, 
προκαλεί τα κύτταρα στόχους να συσσωρεύονται στην G2/M φάση του κυτταρικού 
κύκλου [783, 784]. Μετά την προσθήκη δοξορουβικίνης, τα κύτταρα συσσωρεύονται 
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στην όψιμη S και κυρίως, στην G2/M φάση. Στα σχετικά πρώιμα χρονικά σημεία, οι 
συγκεντρώσεις της δοξορουβικίνης επάγουν μια μείωση των κυττάρων στο G1 
κλάσμα, ανεξάρτητα από το επίπεδο έκφρασης της hsp70. Τα στοιχεία δείχνουν ότι 
το G2/M σημείο ελέγχου για την είσοδο στη μίτωση είναι λειτουργικό στα κύτταρα 
και δεν φαίνεται να επηρεάζεται από την υπερέκφραση της hsp70. Στα όψιμα χρονικά 
σημεία, παρόλα αυτά, κύτταρα, που υπερεκφράζουν την hsp70, επιδεικνύουν μια 
αξιοσημείωτη αύξηση στα κύτταρα στο G1 κλάσμα, ενώ τα κύτταρα ελέγχου 
παραμένουν σε κατάσταση αναστολής του κυτταρικού τους κύκλου. Η παρατήρηση 
ότι η υπερέκφραση της hsp70 ενισχύει την ικανότητα για επανεκκίνηση του 
πολλαπλασιασμού μετά από τη χορήγηση του φαρμάκου και προτείνει εμπλοκή της 
hsp70 στον έλεγχο της διάρκειας της G2 αναστολής του κυτταρικού κύκλου κατά τη 
διάρκεια της χορήγησης δοξορουβικίνης [785].  

Έχει, επίσης, αναφερθεί ότι οι παραγόμενες από DOX ROS επάγουν την 
απόπτωση, ενεργοποιώντας τις p38 MAPKs υπομονάδες α και β. Είναι ενδιαφέρον 
ότι οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ (HSPs), που επάγονται σε απόκριση στο στρες, έχουν 
βρεθεί να φωσφορυλιώνονται από τη MAPKAP-2 (MAPK-Assisted Protein Kinase 2, 
καθοδικά της p38 MAPK) και οι φωσφορυλιωμένες HSPs μπορούν να δρουν ως 
αρνητικοί ρυθμιστές της απόπτωσης [786, 787], προτείνοντας ότι η επαγωγή των 
HSPs θα ρυθμίζει την p38 MAPK και, πιθανώς, αναστέλλει την επαγόμενη από DOX 
απόπτωση, παρόλο που η νέα αυτή υπόθεση παραμένει να διευκρινιστεί πλήρως 
[788]. 

Η εμπλοκή του SAPK/JNK μονοπατιού έχει, επίσης, αναφερθεί στην 
επαγόμενη από DOX απόπτωση σε καρκινικά κύτταρα [789], και μπορεί, επομένως, 
να πιθανολογηθεί ότι η Hsp70, πιθανώς, αναστέλλει την απόπτωση σε κάποιο σημείο 
καθοδικά της ενεργοποίησης της SAPK/JNK. Παρόλο που τα ενδοκυτταρικά σήματα 
του JNK/SAPK μονοπατιού, που συνδέονται με κυτταρική βλάβη από αντικαρκινικά 
φάρμακα, είναι ακόμη ασαφή, υπάρχουν αποδείξεις ότι η HSP70 διαμεσολαβεί την 
καταστολή της JNK/SAPK, ένα πρώιμο συστατικό του επαγόμενου από στρες 
αποπτωτικού σηματοδοτικού μονοπατιού [463, 790]. 

Ο ρόλος της Hsp70 στα επαγόμενα από δοξορουβικίνη αποπτωτικά μονοπάτια 
παραμένει, ακόμη σήμερα, ένα πεδίο έρευνας, και μένει να αποσαφηνιστεί 
περαιτέρω. 
 
 
1.13. ΑΝΤΙΜΕΤΩΠΙΣΗ ΤΗΣ ΕΠΑΓΟΜΕΝΗΣ ΑΠΟ DOX 
ΜΥΟΚΑΡΔΙΟΠΑΘΕΙΑΣ 
 
 Η πρόκληση για το μέλλον είναι να σχεδιαστούν πρωτόκολλα, που να είναι 
καρδιοπροστατευτικά τόσο για τις βραχυπρόθεσμες όσο και για τις μακροπρόθεσμες 
επιδράσεις της δοξορουβικίνης, κατά προτίμηση χωρίς μακροπρόθεσμη χορήγηση και 
χωρίς να εμποδίζεται η αντικαρκινική δράση του φαρμάκου. Το πιο αποτελεσματικό 
εργαλείο για να αποτραπεί η επαγόμενη από δοξορουβικίνη καρδιοτοξικότητα είναι η 
ρύθμιση της δόσης. Ο περιορισμός της σωρευτικής δόσης της DOX είναι η πρώτη 
γραμμή άμυνας ενάντια στην καρδιοτοξικότητα [791]. Πρόσθετες στρατηγικές, που 
έχουν χρησιμοποιηθεί στην προσπάθεια για την πρόληψη της επαγόμενης από DOX 
μυοκαρδιοπάθειας, περιλαμβάνουν τη χρήση DOX αναλόγων, εναλλακτικές 
μεθόδους χορήγησης φαρμάκων, αντιοξειδωτικά, όπως η βιταμίνη Ε, το νιτροξείδιο 
πιπεριδίνης, λιποφιλικές παγίδες στροφορμής (spin), η μελατονίνη, η βιταμίνη Α και 
η βιταμίνη C [792], αναγωγικές ουσίες που περιέχουν θειόλη (γλουταθειόνη, Ν-
ακετυλοκυστεΐνη, S-αλλυλ-κυστεΐνη, αμιφοστίνη), η ανηγμένη γλουταθειόνη [793], 
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το PZ51 (seleorganic compound) [794], το ελαιανολικό και το ουρσολικό οξύ [795] 
και η αμβροξόλη [796], καθώς και η προβουκόλη. Άλλοι καρδιοπροστατευτικοί 
παράγοντες επιγραμματικά είναι ο χηλικός παράγοντας σιδήρου δεξραζοξάνη, το 
monoHER (συστατικό του φλαβονοειδούς Venoruton), οι βήτα-αδρενεργικοί 
ανταγωνιστές και οι αναστολείς του μετατρεπτικού ενζύμου της αγγειοτενσίνης 
(ACE) - όπως οι καρβεδιλόλη, μετοπρολόλη και οι αναστολείς εναλαπρίλη ή 
ραμιπρίλη-, η ερυθροποιητίνη, η σιλδεναφίλη, η ρεσβερατρόλη, ενώ ευεργετική 
επίδραση έχουν η θεραπεία καρδιακού επανασυγχρονισμού (CRT) και η 
μεταμόσχευση [578].  

Εναλλακτικές μέθοδοι χορήγησης του φαρμάκου, όπως η ηπιότερη (πιο αργή) 
έγχυση μειώνει σημαντικά την καρδιοτοξικότητα της DOX. Η χρήση λιποσωμάτων 
για τη στόχευση της χορήγησης της DOX μπορεί να μειώσει την καρδιοτοξικότητα 
της. Καθώς η παραγωγή ROS θεωρείται ένας πρωταρχικός μηχανισμός της 
επαγόμενης από DOX καρδιοτοξικότητας, κλινικές προσεγγίσεις, που σχεδιάστηκαν 
για την εξασθένηση της επαγόμενης από DOX καρδιοτοξικότητας, απαρτίζονται από 
αντιοξειδωτικά, χηλωτές σιδήρου και καθαριστές ελευθέρων ριζών. Άλλες 
ενδεχόμενες προσεγγίσεις στην αυξημένη απόκριση στον όγκο και μειωμένη 
καρδιοτοξικότητα, περιλαμβάνουν την εφαρμογή λιποσωμικών ανθρακυκλινών, 
προφαρμάκων και παραγώγων της DOX [797-801]. Σύμφωνα με μια πιο πρόσφατη 
μελέτη, μία άλλη υποσχόμενη μέθοδος είναι η εύρεση υποψηφίων με την ικανότητα 
να σχηματίζουν διαχυτούς μεταβολίτες, που απομακρύνουν την περίσσεια 
ανθρακυκλινών και αποτρέπουν τη συσσώρευση στην καρδιά [802]. Τα ευεργετικά 
αποτελέσματα της άσκησης στον καρδιακό μυ έχουν ευρέως αναφερθεί και 
περιλαμβάνουν την υπερρύθμιση των αντιοξειδωτικών συστημάτων της καρδιάς 
[803], τη βελτίωση της μιτοχονδριακής λειτουργίας, τη μείωση του σχηματισμού 
παραπροϊόντων της λιπιδικής υπεροξείδωσης [804] και την επαγωγή της 
υπερέκφρασης των πρωτεϊνών θερμικού σοκ (Hsps) [805]. 

Τέλος, αποτελέσματα μελετών της προστασίας του μυοκαρδίου με τις Hsps 
έχει παρακινήσει αρκετούς ερευνητές να εξετάσουν τις θεραπευτικές δυνατότητες 
των μορίων αυτών σε κλινικό επίπεδο. Μία ήπια θερμική κατεργασία πριν από 
υποθερμική αποθήκευση έχει δειχτεί να βελτιώνει τη λειτουργική ανάκαμψη της 
μεταμοσχευμένης καρδιάς [759, 806]. Νέες θεραπευτικές στρατηγικές 
περιλαμβάνουν τόσο φαρμακολογικές παρεμβάσεις όσο και τεχνικές μεταφοράς 
γονιδίων. Τεχνικές μεταφοράς των hsp γονιδίων αντιπροσωπεύουν μια υποσχόμενη 
στρατηγική θεραπευτικής παρέμβασης σε αυτό το πεδίο. Η χρήση συμπλόκων 
λιποσώματος, που διανέμουν hsp γονίδια μέσω ενδοστεφανιαίας έγχυσης [807, 808] 
μπορεί να αποτελεί μια ελπιδοφόρα υποψήφια στρατηγική για προστασία του 
μυοκαρδίου. Η ανάπτυξη ιϊκών φορέων, ικανών να μεταφέρει με ασφάλεια και 
αποτελεσματικότητα τα hsp γονίδια στα κύτταρα της καρδιάς [809, 810], δίνει ελπίδα 
ότι οι hsps θα μπορούσαν να μεταφερθούν στην καρδιά με ασφαλείς και 
αποτελεσματικούς ιϊκούς φορείς. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



96 
 

1.14. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 

Η Hsp70 συμμετέχει σε ευρείας κλίμακας διαδικασίες και μηχανισμούς τόσο 
σε μοριακό και κυτταρικό επίπεδο, όσο και σε επίπεδο οργανισμού, καθώς 
συσχετίζεται με διάφορες ασθένειες και παθοφυσιολογικές καταστάσεις.  

Δεδομένου ότι η δοξορουβικίνη αποτελεί ένα δυνητικό παράγοντα πρόκλησης 
καρδιακής ανεπάρκειας, ο σκοπός αυτής της εργασίας, σε πρώτο στάδιο, είναι να 
διερευνηθεί η ενδεχόμενη προστατευτική επίδραση της πρωτεΐνης Hsp70 στην 
καρδιακή δυσλειτουργία, που επάγεται από τη δοξορουβικίνη, καθώς και οι 
μηχανισμοί δράσης της, σε ένα μοντέλο διαγονιδιακών ποντικών, στους οποίους 
υπερεκφράζεται σταθερά η Hsp70. Σε δεύτερο στάδιο, αντικείμενο της παρούσας 
εργασίας αποτελεί η μελέτη των μηχανισμών με τους οποίους ασκείται η τοξική 
δράση της δοξορουβικίνης, σε πρωτογενείς εμβρυϊκές κυτταρικές καλλιέργειες, που 
απομονώθηκαν από τα Hsp70-διαγονιδιακά ποντίκια και από ποντίκια άγριου τύπου. 
Επίσης, στόχος της έρευνας μας είναι και η διαλεύκανση του ρόλου της Hsp70 
ενάντια στην τοξικότητα του φαρμάκου στα κύτταρα, καθώς και η εξέταση της 
πιθανής συμμετοχής και του σημείου δράσεως της πρωτεΐνης στο αποπτωτικό 
μονοπάτι, που επάγεται από τη δοξορουβικίνη. 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
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2.1 Καλλιέργειες κυττάρων 
 
2.1.1. Κυτταρικές σειρές 
 

Η ανάπτυξη των κυττάρων και των δύο κυτταρικών σειρών (F1/F1 και 
Tg/Tg), που χρησιμοποιήθηκαν, έγινε σύμφωνα με τις συνθήκες που έχουν προταθεί 
από την Αμερικανική Κυτταρική Συλλογή (American Type Culture Collection, 
ATCC) σε αποστειρωμένα τρυβλία μιας χρήσης διαμέτρου 10 cm (Πιο αναλυτικά 
στην ενότητα 2.2). 
 
2.1.2. Συνθήκες κυτταρικής καλλιέργειας ευκαρυωτικών κυττάρων 
 

 Η καλλιέργεια των κυτταρικών σειρών υλοποιήθηκε σε ειδικά διαμορφωμένο 
χώρο κυτταροκαλλιέργειας (cell culture room),ο οποίος διατηρείται στείρος με τη 
χρήση υπεριώδους ακτινοβολίας. Ο χώρος βρίσκεται υπό σταθερή θερμοκρασία 
21-23 οC με τη βοήθεια χρήσης κλιματιστικού. 

 Προς αποφυγή των μολύνσεων, οι χειρισμοί των κυττάρων πραγματοποιούνται 
σε εστία νηματικής ροής (Gelaire BHNG laminar air flow class 100 και AURA 
2000 MAC), στον οποίο όλα τα αντικείμενα επεξεργασίας των κυττάρων 
εισάγονται κατόπιν ψεκασμού με 70% αιθανόλη για λόγους αποστείρωσης. 

 Η ανάπτυξη των κυττάρων γίνεται σε επωαστικό κλίβανο (Napco, CO2 Water-
Jacket Incubator Precision Scientific και Forma, Direct Heat CO2 Incubator, 
Forma Scientific) υπό σταθερή θερμοκρασία 37οC, κατάλληλες συνθήκες 
υγρασίας και ατμόσφαιρα εμπλουτισμένη με 5% CO2 για τη διατήρηση του pH 
στο θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας. 

 Η παρατήρηση (μικροσκοπικός έλεγχος) των κυττάρων πραγματοποιείται σε 
μικροσκόπιο ανάστροφης φάσης (Olympus CK2– Olympus Optical Co. Ltd.). 

 Η ανάπτυξη των κύτταρων πραγματοποιήθηκε σε τρυβλία ή πολυτρυβλία 
πολυστυρενίου (CELLSTAR® - Greiner Bio-one) μιας χρήσης. 

 Η μακρόχρονη αποθήκευση των κυττάρων για μακρόχρονη συντήρηση γίνεται σε 
δοχείο υγρού αζώτου (-192 οC). 

 Τα υλικά, που χρησιμοποιούνται για την καλλιέργεια και την επεξεργασία των 
κυττάρων, εξάγονται από την ψύξη και θερμαίνονται σε υδατόλουτρο σταθερής 
θερμοκρασίας 37οC (Julabo - Bioline Scientific General Purpose Waterbath 
5015WB). 

 Όλα τα υλικά και σκεύη, που χρησιμοποιήσαμε κατά την περάτωση της εργασίας 
(τρυβλία, πιπέττες, φιαλίδια, φυγοκεντρικοί σωλήνες), ήταν μιας χρήσης και 
αποστειρωμένα.  

 Οι φιάλες και τα διαλύματα, που παρασκευάστηκαν, αποστειρώθηκαν σε 
αυτόκαυστο (Sanyo, Electric Co) για 25 λεπτά στους 120οC. 

 Για την παρατήρηση και φωτογράφιση των κυττάρων χρησιμοποιήθηκε και 
οπτικό μικροσκόπιο (Nikon, Eclipse E400), όπου η ανάλυση, που 
χρησιμοποιήθηκε, ήταν η plan fluor 40X, καθώς και φωτογραφική μηχανή 
Superhigh-Performance 3X Zoom Digital Camera (Nikon, Coolpix 990).                                    
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2.1.3. Υλικά κυτταροκαλλιέργειας 
 
Θρεπτικό υλικό 
 
 Τα κύτταρα, τα οποία ήταν σε εναιώρημα, καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό μέσο 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Biochrom). Το υγρό θρεπτικό 
υλικό, επίσης, παρασκευάζεται από το αντίστοιχο στερεό μετά από διάλυση του με 
δις- απεσταγμένο νερό υπό συνεχή ανάδευση. Το θρεπτικό υλικό παρασκευάζεται με 
διάλυση σε 10 λίτρα ddH2O σύμφωνα με τις οδηγίες των κατασκευαστών, με 
ταυτόχρονη προσθήκη 3,7 g/l όξινου ανθρακικού νατρίου (NaHCO3) και ρυθμίστηκε 
με τη βοήθεια pH-μέτρου (Consort C863 multi parameter analyzer) σε pH 7,4. Το 
θρεπτικό υλικό εν συνεχεία αποστειρώθηκε με διήθηση σε διηθητική διάταξη 
(MILLIPORE), στην οποία τοποθετήθηκαν προφίλτρα γυάλινων ινών (MILLIPORE 
#AP1512450) και φίλτρα PVDF 0,22 μm (Durapore membrane filters – Millipore 
#GVWP14250), με τη βοήθεια αντλίας κενού (MILLIPORE #XX5522050) από 
φίλτρο της MILIPORE. Το θρεπτικό υλικό διατηρείται στους 4 οC έως ότου 
χρησιμοποιηθεί. Πριν τη χρήση του θρεπτικού μέσου, προστίθενται 5ml/500ml από 
τα αντιβιοτικά πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη (PAA) (105U/105μg ανά λίτρο 
αντίστοιχα) για την αποφυγή μικροβιακών μολύνσεων, καθώς και 13,5% ορός FBS. 
 
Ρυθμιστικό διάλυμα (PBS)  
 
 Οι εκπλύσεις των κυττάρων από το θρεπτικό υλικό ή από τις ουσίες με τις 
οποίες τυχόν επωάστηκαν, προκειμένου να ακολουθήσουμε διάφορα πρωτόκολλα 
επεξεργασίας τους, πραγματοποιήθηκαν με τη βοήθεια του ισότονου ρυθμιστικού 
διαλύματος φωσφορικών αλάτων, PBS (Phosphate Buffered Saline), ελλειμματικού 
σε ιόντα Ca2+ και Mg2+. Το διάλυμα αυτό παρασκευάζεται διαλύοντας 0,4% w/v 
NaCl, 0.01% w/v KCl, 0.072% w/v Na2HPO4·2H2O, και 0,012% w/v KH2PO4 (137 
mM NaCl, 10.1 mM Na2HPO4•2H2O, 1.76 mM KH2PO4 και 2.68 mM KCl (Merck, 
Darmstadt, Germany)). Το διάλυμα ρυθμίζεται σε pH 7,3 με τη βοήθεια ορθο-
φωσφορικού οξέος 85%. Εμείς, για την παρασκευή του PBS χρησιμοποιήσαμε πέντε 
παστίλιες (Phosphate Buffered Saline της εταιρείας Sigma, #P 4417-SOTAB) σε ένα 
λίτρο δις-απεσταγμένου νερού. Μετά την παρασκευή του, αποστειρώνεται για 30 
λεπτά στους 121οC, σε αυτόκαυστο (Raypa steam sterilizer – R. Espinar S.L.) (Sanyo, 
Electric Co) και τέλος τοποθετήθηκε σε αποστειρωμένες φιάλες στους 4οC έως τη 
χρησιμοποίηση του. 
 
Ορός (FBS) 
 

Σε όλες τις κυτταρικές καλλιέργειες το θρεπτικό υλικό εμπλουτίζεται πριν από 
τη χρήση του με ορό που έχει ληφθεί από αίμα εμβρύων βοοειδών (FBS – PAA 
#A15-043, Fetal Bovine Serum, Biochrom, Gibco BRL), ελεγμένο για ενδοτοξίνες 
και μυκόπλασμα, σε τελική συγκέντρωση 13,5 %. Η προσθήκη του ορού είναι 
απαραίτητη για τον εμπλουτισμό του θρεπτικού υλικού σε αυξητικούς 
(αναπτυξιακούς) παράγοντες, αναγκαίους για τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων. 
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Διάλυμα Θρυψίνης /EDTA (Trypsin/EDTA) 
 
 Η αποκόλληση των κυττάρων από το ταπήτιο των τρυβλίων, δηλαδή η 
αποκόλλησή τους από το υπόστρωμα, επιτυγχάνεται με τη χρήση διαλύματος 
θρυψίνης/EDTA (#L11-004, PAA) 0.05%/0.02% w/v σε ρυθμιστικό διάλυμα D-PBS 
ελλειμματικού σε ιόντα Ca2+ και Mg2+, σε συγκέντρωση 1x για χρήση. Η επίδραση με 
θρυψίνη (σε κατάλληλο χρόνο ανάλογα με την κυτταρική σειρά), βοηθά στην 
αποδιάταξη των πρωτεϊνών της εξωκυττάριας μήτρας (ECM), προκειμένου να 
επιτυγχάνεται η δημιουργία μονοκύτταρου κυτταρικού εναιωρήματος. 
 
Υλικά - Αναλώσιμα 
 

 Τρυβλία των 5 και 10 cm (Greiner Bio-one), όπου έγινε η καλλιέργεια των 
κυτταρικών σειρών. 

 Τα διαλύματα φυλάσσονται σε γυάλινα μπουκάλια των 500 ml (Isolab 
Germany, Pyrex και Schott Duran) και των 100 ml (Gibco BRL και Biochrom 
ΚG). 

 Αυτόματες πιπέττες (Gilson) των 20, 100, 200 και 1000 μl (2-20, 20-100, 20-
200, 200-1000 μl) με τη χρήση αποστειρωμένων μπλε και κίτρινων tips 
(Sarstedt) για τη μεταφορά μικρών όγκων διαλυμάτων, καθώς και 
πολυπιπέττες (20-200, 200-1000 μl). 

 Πιπέττες των 5, 10 και 25 ml (Corning Incorporated) σε συσκευή Pipet-akku 
(Hirschman Laborgeräte) για τη μεταφορά όγκων διαλυμάτων. 

 Αποστειρωμένες πιπέττες Pasteur (Brand GmbH & Co. KG) για την 
αναρρόφηση των υγρών από τα τρυβλία μέσω παγίδας κενού συνδεδεμένης με 
βρύση του χώρου της κυτταροκαλλιέργειας. 

 Κρυοφιαλίδια ψύξης (cryovials) (NYNC) του 1 ml για την αποθήκευση των 
κυττάρων σε υγρό άζωτο. 

 Πολυτρυβλία των 96 φρεατίων. 
 Πλάκες Neubauer, για μέτρηση των κυττάρων στο μικροσκόπιο. 
 Πλαστικά μπουκαλάκια Falcon (15 ml και 50ml) για αποθήκευση και 

μεταφορά διαλυμάτων. 
 Σύριγγες 1ml, 25G, της εταιρίας BD. 

 
 
2.2 Κυτταρικές σειρές 
 

Η μελέτη μας πραγματοποιήθηκε σε πρωτογενείς καλλιέργειες ιστών ή 
κυτταροκαλλιέργειες εμβρύων, προερχόμενα από ομοζυγωτικά αγρίου τύπου και 
Hsp70-διαγονιδιακά ποντίκια. Σε πρώτη φάση έγινε διασταύρωση σε επιλεχθέντα 
ομοζυγωτικά αρσενικά και θηλυκά Hsp70-διαγονιδιακά ποντίκια, σύμφωνα με τον 
τρόπο που περιγράφεται στο κεφάλαιο 3.1.1. Έμβρυα 10-13 ημερών αφαιρέθηκαν 
από τις μήτρες των εγκύων μητέρων και από τα έμβρυα δημιουργήσαμε πρωτογενείς 
εμβρυϊκές καλλιέργειες.  

Οι πρωτογενείς εμβρυϊκές κυτταρικές σειρές, που προέκυψαν και 
χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη μας, ήταν από τα αγρίου τύπου ποντίκια, τα F1/F1 
κύτταρα, και από τα διαγονιδιακά ποντίκια, που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70, 
τα Tg/Tg κύτταρα. 
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Επίσης, στα πλαίσια της έρευνας μας, χρησιμοποιήθηκαν και οι κυτταρικές 
σειρές NIH-3T3 και C2C12, ως επιπλέον κύτταρα ελέγχου (control) για τον έλεγχο 
της απόπτωσης ή της έκφρασης της Hsp70 και άλλων πρωτεϊνών. 
NIH-3T3 κύτταρα: Εμβρυϊκή κυτταρική σειρά ινοβλαστών ποντικιών. 
C2C12 κύτταρα: Κυτταρική σειρά μυϊκών κυττάρων ποντικιών. Πρόκειται για 
μυοβλάστες ποντικού, οι οποίοι διαφοροποιούνται ταχύτατα, δίνοντας συσταλτές 
μυικές ίνες και εκφράζουν χαρακτηριστικές πρωτεΐνες των μυών. 
 
 
 2.2.1 Απομόνωση ινοβλαστών και δημιουργία πρωτογενών 
καλλιεργειών  
 
1. Μετά τη θανάτωση του πειραματόζωου, που είναι σε κύηση (10-13 μέρα) 
εμβαπτίζεται σε διάλυμα 70% αλκοόλης και τοποθετείται στην εστία νηματικής ροής. 
Αν είναι δυνατόν αφήνεται κάτω από το UV για 5 λεπτά. 
2. Με μια αποστειρωμένη λαβίδα ανοίγεται το ζώο μέχρι την περιοχή της μήτρας. Με 
καινούργιες λαβίδες απομονώνεται η μήτρα και τοποθετείται σε ένα τρυβλίο. 
Απομακρύνεται ο εξωεμβρυϊκός ιστός και με τη βοήθεια PBS απομακρύνεται το 
αίμα. Συνεχίζονται οι εκπλύσεις με PBS μέχρι το διάλυμα να είναι καθαρό. 
3. Μεταφέρονται 6-8 έμβρυα σε ένα αποστειρωμένο ποτήρι ζέσεως και τεμαχίζονται 
με αποστειρωμένα ψαλίδια με PBS. Κάτω από άσηπτες συνθήκες τα τεμαχισμένα 
έμβρυα μεταφέρονται σε μια αποστειρωμένη φλάσκα των 500 ml. 
4. Προστίθενται 400ml ακατέργαστης DNAάσης (DNAase), με σκοπό την 
προφύλαξη του διαλύματος από το να γίνει κολλώδες, λόγω της απελευθέρωσης του 
DΝΑ. Στη συνέχεια προστίθεται 0.25% θρυψίνη σε HBSS (GIBCO/BRL). 
5. Αναδεύεται το εκχύλισμα στους 37ο C για 15 λεπτά. 
6. Οι ιστοί θα παραμείνουν στον πυθμένα με τη βαρύτητα και το υπερκείμενο 
διάλυμα με τα εναιωρούμενα κύτταρα συλλέγεται σε ένα φυγοκεντρικό σωλήνα 
μεγάλου μεγέθους, που περιέχει 1ml ορού (FCS)/10ml εναιωρήματος για να 
αδρανοποιηθεί η θρυψίνη. Ακολουθεί η προσθήκη φρέσκου διαλύματος θρυψίνης 
στα εναπομείναντα άπεπτα τεμάχια σε μια φλάσκα και επαναλαμβάνονται τα βήματα 
7 και 8. 
7. Πραγματοποιείται φυγοκέντρηση στα εναιωρήματα των κυττάρων σε 1200 
στροφές για 5 λεπτά και απομάκρυνση  του υπερκείμενου. 
8. Ακολουθεί επαναιώρηση των κυττάρων σε PBS και φυγοκέντρηση στις 1200 
στροφές για 5 λεπτά. 
9. Στη συνέχεια, γίνεται έκπλυση των κυττάρων μερικές φορές με PBS μέχρι το 
υπερκείμενο να είναι καθαρό. 
10. Γίνεται επαναιώρηση της τελικής δεξαμενής των κυττάρων με 10ml DMEM, που 
περιέχει 10% ορό (FCS) και αντιβιοτικά (πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη) μέχρι 
τελικού όγκου 100 ml.  
11. Τα μη διαλυμένα τμήματα του ιστού κατακρημνίζονται με τη βαρύτητα ή 
ακολουθεί πέρασμα του εναιωρήματος των κυττάρων από μια αποστειρωμένη γάζα. 
12. Προκειμένου να υπολογισθεί η συγκέντρωση των παρόντων κυττάρων 
προστίθενται 0.2 ml του εναιωρήματος και 1.8ml 1% οξικού οξέος, προκειμένου να 
λυθούν τα τυχόν ερυθρά αιμοσφαίρια, που υπάρχουν, και ακολουθεί μέτρηση των 
κυττάρων στο αιμοκυτταρόμετρο. Μια τυπική τιμή για έμβρυα 15 ημερών ανά ml 
είναι 5∙107 - 1∙108 κύτταρα. 
13. Ακολουθεί σπορά 10.000.000-40.000.000 κυττάρων ανά τρυβλίο, που περιέχει 
10ml θρεπτικό υλικό και επωάζονται μέχρι το ταπήτιο να είναι πλήρες. 
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14. Όταν οι καλλιέργειες γίνουν πλήρεις, απομακρύνεται το θρεπτικό υλικό και 
ακολούθως γίνεται δύο φορές πλύση με 10ml θερμό διάλυμα versene (0.53mM 
EDTA σε PBS). 
15. Ακολουθεί ίσος θερμικός όγκος 0.05% θρυψίνης-EDTA. 
16. Πραγματοποιείται επώαση στους 370 για 5 λεπτά. 
17. Με τη βοήθεια μιας αποστειρωμένης πιπέττας γίνεται σπορά των κυττάρων σε 
ένα αποστειρωμένο φυγοκεντρικό σωλήνα που περιέχει 1-2 ml ορού (FCS). Η τελική 
συγκέντρωση του ορού θα πρέπει να είναι 10%. 
18. Μετά τη φυγοκέντρηση των κυττάρων στις 1200 στροφές για 5 λεπτά, 
απομακρύνεται το υπερκείμενο. 
19. Ακολουθεί επαναιώρηση των κυττάρων σε 5ml θρεπτικού υλικού και μετά την 
προσθήκη επί πλέον 15 ml του μέσου, το εναιώρημα μοιράζεται σε δύο τρυβλία των 
100 mm διαμέτρου. 
20. Τα κύτταρα επωάζονται στους 37οC στον επωαστικό κλίβανο και όταν το ταπήτιο 
γίνει πλήρες, τότε συνεχίζουμε από το βήμα 15-20. 
HBSS  
8g/l NaCl 
400mg/l KCl 
60mg/l KH2PO4 μονοβασικό 
47.86mg/l Na2HPO4 άνυδρο 
1000mg/l γλυκόζη άνυδρη 
350mg/l NaHCO3 
Ακατέργαστη DNAάση (Crude Dnase) 
10mg/ml DNAάση σε 0.3M NaCl, που περιέχει 50% γλυκερόλη. 
Αποθηκεύεται στους  -20οC. 
  
 
2.3. Ανάπτυξη, διατήρηση και αποθήκευση κυττάρων 
 

 Αρχικά, τα κύτταρα, τα οποία βρίσκονται αποθηκευμένα σε υγρό άζωτο σε 
θερμοκρασία -192οC μέσα σε φιαλίδια ψύξης (Corning), αποψύχονται σε 
υδατόλουτρο θερμοκρασίας 37o C.  

 Στη συνέχεια, επαναιωρούνται σε 10 ml θρεπτικό υλικό DMEM 
εμπλουτισμένο με ορό FBS 13,5% και αντιβιοτικά σε συγκέντρωση 0,1 mg/ml 
(10000U/10000μg/ml πενικιλίνης-στρεπτομυκίνης, Biochrom). 

 Τα τρυβλία τοποθετούνται σε επωαστικό κλίβανο για 24 ώρες, ώστε τα 
κύτταρα να προσκολληθούν και να σχηματίσουν μονοστοιβάδα (ταπήτιο).  

 Μετά το πέρας των 24 ωρών, αφαιρείται το θρεπτικό υλικό και τα κύτταρα 
ξεπλένονται τρεις φορές με 10 ml PBS (Phosphate Buffered Saline της 
εταιρείας Sigma) κάθε φορά, και στη συνέχεια, προστίθεται εκ νέου θρεπτικό 
υλικό, ώστε τα κύτταρα να αναπτυχθούν και να καταλάβουν όλη τη διαθέσιμη 
επιφάνεια των τρυβλίων. 

 Ακολούθως, πραγματοποιείται η διαδικασία της ανακαλλιέργειας. Αφαιρείται 
το θρεπτικό υλικό, τα κύτταρα ξεπλένονται τρεις φορές με 10 ml PBS και με 
τη δράση 1,5 ml διαλύματος θρυψiνης-EDTA (Trypsin-EDTA) (ΡΑΑ) 0,4% 
για 2-3 λεπτά ώστε να ανασηκωθούν από το υπόστρωμα, αυτά αποκολλώνται 
(θρυψινοποιούνται). Προστίθεται ποσότητα θρεπτικού υλικού (4,5 ml), με 
σκοπό να σταματήσει η δράση της θρυψίνης και τα κύτταρα συλλέγονται σε 
μονοκύτταρο εναιώρημα με τη βοήθεια συνεχών αναρροφήσεων-εκροφήσεων 
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με αυτόματη πιπέττα. Τα κύτταρα, στη συνέχεια, μεταφέρονται σε νέα 
τρυβλία με καινούριο θρεπτικό υλικό. 

 Στην περίπτωση που τα κύτταρα είναι απαραίτητο να αποθηκευτούν για 
μεγάλο χρονικό διάστημα, τοποθετούνται σε ειδικό μέσο αποθήκευσης, 
προκειμένου να διατηρηθούν ζωντανά, στο υγρό άζωτο σε θερμοκρασία          
-192οC. 

 
 

2.3.1. Αποθήκευση ευκαρυωτικών κυτταρικών σειρών  
 

Για τη μακροχρόνια αποθήκευση και συντήρηση των κυτταρικών σειρών 
ακολουθείται η διαδικασία αποθήκευσης σε υγρό άζωτο. Για να πραγματοποιήσουμε 
τη διαδικασία αυτή, αρχικά, σε κύτταρα, που βρίσκονται σε εκθετική φάση 
ανάπτυξης της καλλιέργειας, αφαιρείται το θρεπτικό μέσο και τα κύτταρα 
ξεπλένονται τρεις φορές με διάλυμα 10 ml PBS 1Χ κάθε φορά. Στη συνέχεια 
προστίθεται διάλυμα θρυψίνης/EDTA 1X και τα κύτταρα επωάζονται έως 5 λεπτά, 
μέχρι να ανασηκωθούν από το υπόστρωμα. Για τη διευκόλυνση της αποκόλλησης, 
μπορούν να εφαρμοστούν ελαφρά χτυπήματα στη βάση του σκεύους καλλιέργειας. 
Μετά την αποκόλλησή τους, συλλέγεται το 80% των κυττάρων από πλήρες ταπήτιο, 
σε θρεπτικό υλικό (4,5 ml), για να σταματήσει η δράση της θρυψίνης και τα κύτταρα 
συλλέγονται σε φυγοκεντρικούς σωλήνες. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 3.000 
στροφές (rpm) για 3 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και αφαιρείται το υπερκείμενο 
θρεπτικό υλικό. Το ίζημα των κυττάρων επαναιωρείται σε 1 ml διαλύματος ψύξης, το 
οποίο αποτελείται από 90% v/v FΒS και 10% v/v DMSO (Dimethylsulfoxid Methyl 
Sulfoxide της εταιρείας Sigma-Aldrich). Το εναιώρημα των κυττάρων τοποθετείται 
σε κρυοφιαλίδιο ψύξης (cryovial) (Greiner Bio-one) του 1,5 ml, και για 15 λεπτά 
περίπου παραμένει σε λουτρό πάγου, ενώ στη συνέχεια μεταφέρεται στους -80οC για 
τουλάχιστον 16 ώρες και τέλος σε δοχείο υγρού αζώτου (Taylor-Wharton) στους        
-192 οC. Έτσι, με τον τρόπο αυτό, η μείωση της θερμοκρασίας, πραγματοποιείται 
σταδιακά και όχι απότομα, γεγονός που θα προκαλούσε θάνατο μεγάλου αριθμού 
κυττάρων. 
 
 
2.4. Ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα από κύτταρα θηλαστικών 
 

Προκειμένου να απομονωθεί το συνολικό εκχύλισμα πρωτεϊνών από μονή 
στοιβάδα κυττάρων θηλαστικών σε τρυβλίο χωρητικότητας 10 ml (5 ml), αφαιρείται 
το θρεπτικό μέσο και ακολουθεί διπλή έκπλυση των κυττάρων με 10 ml (5 ml), ανά 
έκπλυση, διαλύματος PBS. Συμπληρώνουμε το τρυβλίο με 7 ml (3 ml) διαλύματος 
PBS. Με ένα φύλλο σιλικόνης τα κύτταρα αποκολλούνται από το ταπήτιο του 
τρυβλίου, συλλέγονται σε αποστειρωμένα φυγοκεντρικά σωληνάκια των 10 ml και 
φυγοκεντρούνται στις 3.000 rpm για 3 λεπτά στους 4 oC (Sigma - #D-37520, 
Germany). Μετά τo πέρας της φυγοκέντρησης απομακρύνεται το υπερκείμενο, τα 
κυτταρικά ιζήματα επαναιωρούνται σε 1 ml PBS και μεταφέρονται σε 
μικροφυγοκεντρικά σωληνάκια eppendorf, στον πάγο. Στη συνέχεια 
πραγματοποιείται σύντομη φυγοκέντρηση για 8 δευτερόλεπτα στις 11.000 rpm σε 
φυγόκεντρο για eppendorfs (Eppendorf Centrifuge 5417 C, Germany), σε 
θερμοκρασία δωματίου. Αφαιρείται το υπερκείμενο πλήρως με αναρρόφηση υπό κενό 
(στο στάδιο αυτό τα κύτταρα μπορούν να αποθηκευτούν για σύντομο χρονικό 
διάστημα στους -80 οC) και τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 300 μl (200 μl) 
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διαλύματος RIPA (5% v/v Tris-HCl pH 7.5 1M, 3% v/v NaCl 5M, 1% v/v Triton-X-
100 100%, 10% v/v sodium deoxycholate 10%, 1% v/v SDS 10%), στο οποίο 
προστίθενται αμέσως πριν τη χρήση 1 mM PMSF, 1 μg/ml leupeptin και 0.5 μg/ml 
pepstatin. Το εναιώρημα επωάζεται για 20 min στον πάγο. Στα πρώτα 10 λεπτά 
διευκολύνεται η κυτταρική λύση περνώντας το εκχύλισμα από σύριγγα 1 ml (Kessler 
#SH.K01) μέσα από βελόνα 21x1½ G (UNOLOK single use needles – HMD 
Healthcare Limited, UK) και ανάδευση σε Vortex (K-550-GE – Scientific Industries 
Inc, USA). Για την τελική διαλυτοποίηση των πρωτεϊνών, το εναιώρημα οδηγείται σε 
συσκευή υπερήχων (Vibra Cell VCX 130PB – Sonics & Materials Inc, USA), όπου 
και εφαρμόζονται παλμοί των 30 sec στo 30% της ισχύος της κεφαλής, μέσα στον 
πάγο, προκειμένου να αποφευχθεί η υπερθέρμανσή του. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 
πλήρη ταχύτητα (14.800 rpm) για 20 λεπτά στους 4οC σε μικροφυγόκεντρο 
eppendorf. Το υπερκείμενο, το οποίο αποτελεί και το ολικό κυτταρικό πρωτεϊνικό 
εκχύλισμα, συλλέγεται και μεταφέρεται σε νέο μικροφυγοκεντρικό σωλήνα 
eppendorf, όπου επαναιωρείται σε διάλυμα φόρτωσης 5x (3,785% w/v Trizma base, 
15% w/v SDS, 50% v/v γλυκερόλη 87%, 25% v/v 2-μερκαπτοαιθανόλη), ρυθμισμένο 
σε pH 6.8 και εμπλουτισμένο με 0.5% w/v κυανό της βρωμοφαινόλης και 
θερμαίνεται προς αποδιάταξη στους 100οC για 5 min σε θερμική συσκευή (heatblock) 
(Test Tube Heater SHT 10 – Stuart Scientific Co. Ltd, Great Britain). 
 
 
2.5. Πειραματόζωα 
 

Για τις ανάγκες των πειραμάτων μελέτης της επίδρασης της δοξορουβικίνης 
στην καρδιά, χρησιμοποιήθηκαν ποντίκια των στελεχών CBAxC57BL/6J, τόσο 
αγρίου τύπου (F1/F1) (ΕΚΕΒΕ Φλέμινγκ), όσο και διαγονιδιακά ποντίκια (Tg/Tg), τα 
οποία υπερεκφράζουν την ανθρώπινη Hsp70 και δημιουργήθηκαν στο Ινστιτούτο 
Παστέρ Αθηνών με τη βοήθεια του καθηγητή Γ. Κόλλια, όπως έχει ήδη περιγραφεί 
[78, 811]. Για όλα τα πρωτόκολλα που έχουν σχέση με τα πειραματόζωα, έχει ληφθεί 
σχετική άδεια μετά από κατάθεσή τους στην κτηνιατρική υπηρεσία της Νομαρχίας 
Ιωαννίνων. 
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2.5.1. Συντήρηση πειραματοζώων 
 

Προκειμένου να διατηρηθεί υγιής ο πληθυσμός των πειραματοζώων, 
χρειάζονται κάποιες ενέργειες για τη συντήρησή τους. Συγκεκριμένα, τα κλουβιά 
πρέπει να καθαρίζονται και να αλλάζονται δύο φορές την εβδομάδα. Επιπλέον, 
πρέπει να προστίθεται τροφή και νερό όποτε είναι απαραίτητο, ενώ κάθε δύο μέρες 
θα πρέπει να τοποθετείται στο κλουβί φρέσκο πόσιμο νερό. 

Σημαντικό είναι να αποφεύγεται ο υπερπληθυσμός μέσα σε κάθε κλουβί, διότι 
οδηγεί σε φαινόμενα επιθετικότητας και κανιβαλισμού, που ενέχουν σοβαρούς 
κινδύνους πρόκλησης ασθενειών λόγω μολύνσεων από τις πληγές. Λόγω 
μεγαλύτερης επιθετικότητας στα αρσενικά άτομα, καλό είναι να μην υπερβαίνουν τα 
3 άτομα ανά κλουβί, ενώ στα θηλυκά, ο αριθμός αυτός μπορεί να ανέλθει στα 4 
άτομα ανά κλουβί. 

 
 
2.5.2. Αναπαραγωγή πειραματοζώων 
 

Για τη διατήρηση σταθερού πληθυσμού, ικανού να καλύψει τις τυχόν 
πειραματικές ανάγκες και δεδομένου ότι κατά κύριο λόγο χρησιμοποιούμε αρσενικά 
ποντίκια, πρέπει ανά τακτά χρονικά διαστήματα να υποβάλλεται ο πληθυσμός σε 
αναπαραγωγή. 

Δύο ημέρες πριν από την αναπαραγωγή, ένα αρσενικό ζώο τοποθετείται σε 
ένα άδειο κλουβί, προκειμένου να εγκλιματιστεί στο χώρο. Κατόπιν, τοποθετούνται 
στο κλουβί δύο θηλυκά ζώα και αφήνονται σε ηρεμία. Δέκα ημέρες μετά την 
τοποθέτηση των θηλυκών, αφαιρείται το αρσενικό. Η κύηση διαρκεί περίπου τρεις 
εβδομάδες, δίνοντας 6-7 νεογνά ανά γέννα περίπου. Οι μητέρες παραμένουν στο 
κλουβί με τα νεογνά για 3 εβδομάδες περίπου, μέχρι να ολοκληρωθεί ο θηλασμός. 
Κατόπιν, απομακρύνονται οι μητέρες από το κλουβί και τα νεογνά αφήνονται να 
μεγαλώσουν για 2 ακόμη εβδομάδες, οπότε και γίνεται ο διαχωρισμός των αρσενικών 
από τα θηλυκά άτομα. Σημαντικό είναι να μην καθυστερήσει πολύ ο διαχωρισμός 
αυτός, καθώς τα ποντίκια ωριμάζουν γεννητικά σε 3 μήνες και υπάρχει κίνδυνος 
επιπλέον κυήσεων. Επίσης, τα αρσενικά ζώα (πατέρες) θα πρέπει να μην παραμένουν 
στα κλουβιά μετά τη γέννα, καθώς μπορεί να πνίξουν τα νεογνά, ενώ υπάρχει η 
πιθανότητα να καταστήσουν εκ νέου έγκυα τα θηλυκά. 

Στην περίπτωση αποτυχημένης κυήσεως (μικρός ή ανύπαρκτος αριθμός 
απογόνων), μπορούμε να ξαναβάλουμε τα ποντίκια να αναπαραχθούν άμεσα, ειδικά 
στην περίπτωση που στην αναπαραγωγή θα χρησιμοποιηθούν νεαρά άτομα. 
Αποτυχημένη κύηση, μπορεί επίσης να συμβεί εάν τα πειραματόζωα, που 
χρησιμοποιούνται στην αναπαραγωγή είναι μεγαλύτερα των 18 μηνών. 
 
 
2.5.3. Απομόνωση και καθαρισμός ολικού DNA από ιστούς ποντικών 
 

Για την απομόνωση DNA από ποντικούς, κόψαμε ουρές από τα ζώα, που μας 
ενδιέφεραν και χρησιμοποιήθηκε το DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen - #69505) 
με βάση τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Συνοπτικά, χρησιμοποιήθηκαν μέχρι 25 mg ιστού, ο οποίος λύεται ολονύκτια 
παρουσία πρωτεΐνάσης Κ στους 55οC υπό ανάδευση. Προστίθεται αιθανόλη για τον 
καθαρισμό του DNA και, κατόπιν, περνάμε το εκχύλισμα από στήλη καθαρισμού. 
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Εκεί, κατακρατείται μόνο το DNA, ενώ απορρίπτονται όλα τα υπόλοιπα μακρομόρια 
του ιστού. Η στήλη εκπλένεται στη συνέχεια με διάφορα διαλύματα και εκλύεται το 
DNA, το οποίο φωτομετρείται για να εξακριβωθεί η πυκνότητά του. Ακολούθως, 
αποθηκεύεται στους 4οC και είναι έτοιμο για χρήση. 
 
 
2.5.4. Επιβεβαίωση ομοζυγωτίας για το διαγονίδιο της Hsp70 με 
χρήση αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) 
 

Για την ταυτοποίηση των ποντικών ως προς την ύπαρξη ή μη του διαγονιδίου 
της ανθρώπινης Hsp70, αλλά και τη διαπίστωση της ομοζυγωτίας ως προς το 
διαγονίδιο, εφαρμόστηκε ποσοτική PCR στα DNA, που απομονώθηκαν από τις ουρές 
των ποντικών. 
Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν οι εξής εκκινητές: 

 5΄IVS-TRG (40-μερής): 
5΄-TTTTATGGTAATAACGCGCCGGCCCGGCTTCCTTTATCCC-3΄ 

 3΄HSP70-TRG (39-μερής): 
5΄-TACGCCTCGGCGATCTCCTTCATCTTGGTCAGCACCATG-3΄ 
Για την αντίδραση, χρησιμοποιήθηκε 1 μg απομονωμένου γενωμικού DNA, 

500 ng από τον κάθε εκκινητή, 200 mM DNTPs, 1x διάλυμα αντίδρασης Taq 
πολυμεράσης, 2 mM MgCl2, 2.5 U Taq πολυμεράση και συμπληρώνουμε μέχρι τα 
100 μl με δις-αποστειρωμένο, φιλτραρισμένο ddH2O. 

Σαν θετικός μάρτυρας, χρησιμοποιήθηκαν 100 ng από το φορέα pHβ-apr- 
Hsp70, που φέρει το γονίδιο της ανθρώπινης Hsp70 υπό τον υποκινητή της α-ακτίνης. 
Λόγω του μεγάλου μεγέθους του προϊόντος, ξεκινάμε την αντίδραση με μια αρχική 
αποδιάταξη στους 94oC/4min, μετά το πέρας των οποίων τοποθετείται στην 
αντίδραση η Taq πολυμεράση. Το θερμικό προφίλ της αντίδρασης έχει ως εξής: 

 Αποδιάταξη: 1.5 min/94 οC 
 Υβριδοποίηση: 1 min/71 οC 
 Επιμήκυνση: 2 min/72 οC, 

το οποίο επαναλαμβάνεται για 50 κύκλους. Στο τέλος της αντίδρασης, 
πραγματοποιείται ένα τελικό στάδιο επιμήκυνσης στους 72οC για 7 λεπτά, 
προκειμένου να κλείσουν όλα τα κενά και να μην υπάρχουν μονόκλωνα DNAs. Η 
αντίδραση αναμένεται να δώσει προϊόν της τάξης των 600 ζευγών βάσεων περίπου. 
Τα ομόζυγα F1/F1 ζώα δε θα πρέπει να φέρουν προϊόν, τα ομόζυγα Tg/Tg ζώα θα 
φέρουν έντονα τη διαγνωστική ζώνη στα 600 ζεύγη βάσεων, ενώ τα ετερόζυγα F1/Tg 
φέρουν μια λιγότερο έντονη ζώνη στα 600 ζεύγη βάσεων, όταν τρέξουμε τα προϊόντα 
της PCR σε πηκτή 1.5% w/v αγαρόζης σε TBE. 
 
 
2.5.5. Πρόκληση καρδιακής ανεπάρκειας 
 

Για την πρόκληση καρδιακής ανεπάρκειας στα ποντίκια χρησιμοποιήθηκε η 
αντινεοπλαστική ουσία δοξορουβικίνη (Pharmachemie BV, Netherlands), η οποία 
κατά τη χορήγησή της είναι γνωστό ότι προκαλεί τέτοιου είδους επιπλοκές, που 
μπορεί να οδηγήσουν και στο θάνατο [571]. 

Η χορήγηση της δοξορουβικίνης πραγματοποιήθηκε κατά διαλείποντα τρόπο 
ενδοπεριτοναϊκά σε ένα χρονικό ορίζοντα 10 εβδομάδων. Συγκεκριμένα, 
χορηγήθηκαν 4 δόσεις των 3 mg/kg ανά εβδομάδα, ακολουθούμενες από 2 εβδομάδες 
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ανάπαυλας με χορήγηση στη συνέχεια άλλων 4 δόσεων ιδίας συγκέντρωσης. Το 
σκεύασμα αραιώθηκε με φυσιολογικό ορό (0.9% w/v NaCl). Για τον αποκλεισμό 
πιθανών ενδεχόμενων παρενεργειών στην καρδιακή λειτουργία από το φυσιολογικό 
ορό, δημιουργήθηκε μια ομάδα ελέγχου, στην οποία χορηγήθηκε ισόποση δόση σε 
NaCl (φυσιολογικός ορός), όπως στην ομάδα της καρδιακής ανεπάρκειας. 
 

 
Εικόνα 2.1: Χρονοδιάγραμμα της μελέτης της πρόκλησης καρδιακής ανεπάρκειας με 
δοξορουβικίνη στα αγρίου τύπου και στα Hsp70-διαγονιδιακά ποντίκια.  
 
 
2.5.6. Υπερηχοκαρδιογραφική μελέτη των ποντικιών 
 

Για τη μελέτη της καρδιακής λειτουργίας των ποντικών πραγματοποιήθηκε 
διαθωρακική ηχοκαρδιογραφία με τη βοήθεια υπερηχογράφου (VIVIDi – GE 
Healthcare, USA) που φέρει κεφαλή συχνότητας 11.5 MHz, ειδική για νεογνά. 

Προκειμένου να αποφευχθεί η αναστάτωση των ζώων, αναισθητοποιήθηκαν 
με τη βοήθεια 100 mg/kg υδροχλωρικής κεταμίνης (εμπορική ονομασία: Ketalar – 
Pfizer) και διατηρήθηκαν σε θερμαινόμενη επιφάνεια για τη λήψη Μ-mode εικόνων 2 
διαστάσεων στο άκρο των θηλοειδών μυών. Χρησιμοποιώντας τις εικόνες αυτές, 
μετρήθηκε τελοδιαστολικά το πάχος του πρόσθιου (AWTd) και οπίσθιου καρδιακού 
τοιχώματος (PWTd), αλλά και η διάμετρος της αριστερής κοιλίας τελοδιαστολικά 
(LVDd) και τελοσυστολικά (LVDs), μετρώντας συμβατικά τις αντίστοιχες 
αποστάσεις. Όλες οι παράμετροι μετρήθηκαν σε τρεις τουλάχιστον καρδιακούς 
κύκλους. 

Επιπλέον, υπολογίστηκε η βράχυνση των κυτταρικών τοιχωμάτων με τον 
τύπο [(LVDd-LVDs)/LVDd]x100, η μάζα της αριστερής κοιλίας ως 
[1.05x{(PWTd+AWTd+LVDd)3-(LVDd)3}], η οποία αντιστοιχίστηκε με το 
αντίστοιχο σωματικό βάρος κάθε ζώου, ενώ ο ρυθμός πάχυνσης των τοιχωμάτων 
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προς την ακτίνα της καρδιάς (R/H ratio), υπολογίστηκε με τον τύπο 2x(LVDd/PWTd) 
και χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης δυσμενούς αναδιαμόρφωσης.  

Για τη στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε 
μονοσήμαντη δοκιμή ANOVA με μετέπειτα ανάλυση Bonferroni, για τη σύγκριση 
των αποτελεσμάτων με τα ζώα αναφοράς, ενώ χρησιμοποιήθηκε και ασύζευκτο t-test 
για τις μετέπειτα συγκρίσεις με την ομάδα ελέγχου. Για τον υπολογισμό της 
θνητότητας, χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος x2 (chi-square test). 

 
 
2.5.7. Λήψη και συντήρηση ιστών 
 

Μετά την ολοκλήρωση των 10 εβδομάδων χορήγησης δοξορουβικίνης, αλλά 
και σε διαστήματα 4 και 6 εβδομάδων, ορισμένα ποντίκια (αγρίου τύπου και 
διαγονιδιακά) τόσο της ομάδας ελέγχου, όσο και της ομάδας καρδιακής ανεπάρκειας, 
αναισθητοποιήθηκαν, μελετήθηκαν υπερηχογραφικά, όπως αναφέρθηκε παραπάνω 
(ενότητα 2.5.6.) και ακολούθως θανατώθηκαν για τη λήψη της καρδιάς τους, καθώς 
και άλλων ιστών.  

Τα ζώα ξυρίστηκαν στο ύψος του στέρνου, μέχρι και το ύψος της κοιλιακής 
χώρας. Ακολούθως, από το ύψος της κοιλιάς και ανερχόμενοι προς το στέρνο, 
πραγματοποιήθηκε τομή για τη διάνοιξη του δέρματος. Στη συνέχεια, ανασηκώθηκε 
με λαβίδα το στέρνο, ανοίχθηκε τομή δεξιά και αριστερά του θώρακα, προκειμένου 
να αποκαλυφθεί το εσωτερικό της θωρακικής κοιλότητας. Προκειμένου να εκπλυθεί 
η καρδιά από το αίμα, πραγματοποιήθηκε μικρή τομή στο ύψος του αριστερού 
κόλπου προκειμένου να υπάρχει δίοδος διαφυγής του αίματος και εγχύθηκε μέσω της 
δεξιάς κοιλίας παγωμένο PBS μέχρι να εκπλυθεί η καρδιά όσο το δυνατόν καλύτερα 
(perfusion in situ). Ακολούθως, αποκόπηκε η καρδιά, εμβαπτίστηκε μέσα σε 
παγωμένο PBS για εκ νέου έκπλυση και αποθηκεύτηκε άμεσα σε υλικό ψύξης Tissue-
TEK O.C.T. Compound (Miles Inc, USA), στους -80 οC για μελλοντική χρήση σε 
κρυοτομές, ή υποβλήθηκε άμεσα σε λύση για πρωτεϊνικό εκχύλισμα, με τον τρόπο 
που περιγράφεται στην επόμενη ενότητα (Ενότητα 2.5.8), μετά από ζύγιση. Ένα 
ποσοστό από τους ιστούς, τοποθετήθηκε άμεσα σε αποστειρωμένα σωληνάκια 
eppendorf και αποθηκεύτηκε στους -80 οC χωρίς να υποστεί κάποια κατεργασία, για 
μελλοντική χρήση. 
 
2.5.8. Ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα από ιστούς 
 

Για να εξάγουμε τις πρωτεΐνες από φρέσκο ιστό, κόβουμε την επιθυμητή 
ποσότητα ιστού και τη ζυγίζουμε σε ζυγό ακριβείας (PLS 360-3 – KERN & Sohn 
GmbH, Germany). Στη συνέχεια, ομογενοποιούμε τον ιστό σε ομογενοποιητή με 
ιγδίο (Wheaton - #358005), μέσα σε διάλυμα ουρίας (Urea extraction buffer) (125 
mM Tris-HCl pH 6.8, 4 M Urea, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 1 μg/ml λευπεπτίνη και 
0.5 μg/ml πεπστατίνη), σε αναλογία 10 μl διαλύματος εκχύλισης για κάθε mg ιστού. 
Η λύση των ιστών, που τυχόν δεν έχουν λυθεί, ολοκληρώνεται με τη βοήθεια 
υπερηχοβολισμού για 30 sec, στο 30% της έντασης της κεφαλής. Τα στερεά 
υπολλείματα απομακρύνονται με φυγοκέντρηση στα 12.000 g για 5 λεπτά στους 4οC. 
Το προκύπτον υπερκείμενο (καθαρό πρωτεϊνικό εκχύλισμα), μεταφέρεται σε νέο 
σωληνάκι eppendorf και του προστίθεται διάλυμα φόρτωσης 5x. 
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2.6. Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και ανάλυση πρωτεϊνών με 
ανοσοαποτύπωση κατά Western (Western Blot) 
 
 Για την ηλεκτροφόρηση και την ανάλυση των πρωτεϊνών με 
ανοσοαποτύπωση κατά Western χρησιμοποιήθηκαν πρωτεϊνικά εκχυλίσματα, που 
προήλθαν, όπως σημειώθηκε νωρίτερα, από κύτταρα θηλαστικών (Ενότητα 2.4) ή 
από ιστούς (Ενότητα 2.5.8). 
 
2.6.1. Υπολογισμός ποσότητας πρωτεϊνών με τη μέθοδο Bradford 
(Bio-Rad protein assay) 
 

Η μέτρηση της ποσότητας των πρωτεϊνών έγινε με αξιοποίηση των αρχών της 
μεθόδου Bradford, κατά την οποία η ερυθρόχρωμη χρωστική Coomassie Brilliant 
Blue G-250, όταν προσδεθεί σε κάποια πρωτεΐνη, αλλάζει μέγιστο απορρόφησης από 
τα 460 nm στα 595 nm, δίνοντας ένα κυανό χρώμα, η ένταση του οποίου μπορεί να 
μετρηθεί σε φασματοφωτόμετρο. Η μέθοδος βασίζεται στον έμμεσο υπολογισμό της 
ποσότητας μιας άγνωστης πρωτεΐνης, συγκρίνοντας τις τιμές απορρόφησης στα 595 
nm των αγνώστων δειγμάτων, με τις τιμές απορρόφησης πρότυπων δειγμάτων 
γνωστής συγκέντρωσης πρωτεΐνης (συνήθως βόειου αλβουμίνης – BSA), βάσει των 
οδηγιών της κατασκευάστριας εταιρίας. 

Η κατασκευή της πρότυπης καμπύλης για μικρές συγκεντρώσεις πρωτεΐνών, 
γίνεται παρασκευάζοντας διαδοχικές αραιώσεις BSA, από 1 μg/ml έως 25 μg/ml, σε 
ddH2O. Τοποθετούμε 0.8 ml από το καθένα από τα πρότυπα δείγματα σε καθαρά 
σωληνάκια, καθώς και ένα ακόμα δείγμα με 0.8 ml ddH2O, που θα αποτελέσει τον 
αρνητικό μάρτυρα (τυφλό) της φωτομέτρησης. Στη συνέχεια, τοποθετούμε σε όλα τα 
δείγματα 0.2 ml διαλύματος χρωστικής (Bio-Rad - #500-0006), αναδεύουμε ήπια, και 
επωάζουμε για τουλάχιστον 5 λεπτά. Ακολουθεί φωτομέτρηση (General Purpose 
UV/Vis Spectphotometer DU 520 - Beckman) στα 595 nm και με βάση τον αρνητικό 
μάρτυρα, κατασκευάζεται η πρότυπη καμπύλη συγκέντρωσης της πρωτεΐνης. 

Η παρασκευή των προς υπολογισμό αγνώστων δειγμάτων γίνεται με τον ίδιο 
ακριβώς τρόπο. Διαλύουμε 10 μl από το δείγμα σε ddH2O μέχρις όγκου 0.8 ml, 
προσθέτουμε τη χρωμογόνο χρωστική μέχρι τελικού όγκου 1 ml και επωάζουμε για 
τουλάχιστον 5 λεπτά. Όπως και στην περίπτωση της πρότυπης καμπύλης, 
χρησιμοποιούμε αρνητικό μάρτυρα πριν από κάθε μέτρηση. Χρησιμοποιώντας στη 
συνέχεια την εξίσωση της καμπύλης προτύπων δειγμάτων, που έχουμε ήδη 
κατασκευάσει, υπολογίζουμε τη συγκέντρωση της πρωτεΐνης στα άγνωστά μας 
δείγματα με βάση τις τιμές απορρόφησης, που πήραμε από το φασματοφωτόμετρο. 

Καθώς η παραπάνω τεχνική αποτελεί μια ιδιαίτερα ευαίσθητη μέθοδο, θα 
πρέπει να προσέχουμε κατά την εκτέλεσή της να μην υπάρχουν τυχόν 
συσσωματώματα στα δείγματά μας (πρότυπα και άγνωστα), τα οποία ενέχουν τον 
κίνδυνο ψευδούς αύξησης της οπτικής πυκνότητας του δείγματος, όταν αυτό μετράται 
από τον ανιχνευτή του φωτομέτρου. Για το λόγο αυτό, θα πρέπει να φιλτράρεται το 
διάλυμα χρωστικής πριν τη χρήση, καθώς εμφανίζει την τάση σχηματισμού 
συσσωματωμάτων με την πάροδο του χρόνου. Επίσης, τα πρωτεϊνικά δείγματά μας 
θα πρέπει να είναι απαλλαγμένα από αδιάλυτα σωματίδια (μεμβράνες κ.λπ). Τέλος, η 
φωτομέτρηση θα πρέπει να πραγματοποιηθεί το πολύ μέσα σε 30 λεπτά μετά την 
προσθήκη του διαλύματος χρωστικής στα δείγματα, προκειμένου να αποφευχθεί ο 
σχηματισμός μεγάλων συσσωματωμάτων χρωστικής-πρωτεϊνών που θα μπορούσαν 
να δώσουν για μια ακόμη φορά ψευδώς μεγαλύτερη οπτική πυκνότητα. 
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2.6.2. Άλλες μέθοδοι υπολογισμού της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών 
σε εκχυλίσματα 
 

Πέραν της μεθόδου Bradford, υπάρχουν και άλλες μέθοδοι προσδιορισμού της 
συγκέντρωσης των πρωτεϊνών στα εκχυλίσματα, με υπολογιστικές μεθόδους, οι 
οποίες όμως είναι προσεγγιστικές κατά κύριο λόγο και βασίζονται εν πολλοίς στην 
ύπαρξη προτύπου γνωστής συγκέντρωσης πρωτεΐνης, για έμμεσο υπολογισμό της 
συγκέντρωσης στα άγνωστα δείγματα. Ο υπολογισμός μπορεί να πραγματοποιηθεί 
μετρώντας την ένταση του χρώματος μετά από χρώση της πηκτής ή του φύλλου 
νιτροκυτταρίνης (μετά από μεταφορά σε αυτό των πρωτεϊνών) με τον τρόπο που θα 
αναφερθεί παρακάτω (Ενότητα 2.6.4.1), ή τον αριθμό των “pixels” που καταλαμβάνει 
μια ζώνη μετά από ανοσοαποτύπωση και φωτογράφηση σε υπολογιστή.  

Οι μέθοδοι αυτές, λόγω της προσεγγιστικότητάς τους, δεν χρησιμοποιούνται 
κατά κύριο λόγο για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών, αλλά κυρίως 
για έλεγχο της ισοφόρτωσης των δειγμάτων στην πηκτή, δηλαδή τη διαβεβαίωση ότι 
έχουμε την ίδια ολική συγκέντρωση πρωτεΐνης σε όλα τα δείγματα, προκειμένου να 
μπορούμε να τα συγκρίνουμε. 
 

2.6.3. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου υπό 

αποδιατακτικές συνθήκες (SDS-PAGE) 

 
Ο διαχωρισμός πρωτεϊνών, υπό μετουσιωτικές συνθήκες, πραγματοποιήθηκε 

με ηλεκτροφόρηση μίας διαστάσεως σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου-SDS, σύμφωνα με 
τη μέθοδο Laemmli [812]. Κατά την ηλεκτροφόρηση, χρησιμοποιείται σύστημα δύο 
κάθετων γυάλινων πλακών, μεταξύ των οποίων σχηματίζεται κενό με τη βοήθεια 
ειδικών διαχωριστικών (spacers) μεταβλητού πάχους (συνήθως 1 mm) (Bio-Rad - 
#1652932), ανάλογα με την ποσότητα του δείγματος, που επιθυμούμε να 
διαχωρίσουμε. Στο διάμεσο του κενού αυτού στοιβάζεται η πηκτή 
πολυακρυλαμιδίου, η οποία αποτελείται από δύο μέρη: 
 

i. την πηκτή επιστοίβαξης, με τελική συγκέντρωση πολυακρυλαμιδίου 5% 
(ddH2O, 17% v/v Acrylamide mix (30% w/v acrylamide – Sigma – #A8887 
και 0.8% w/v methylene-bis-acrylamide – Fluka - #66667), 125 mM Tris-HCl 
pH 6.8, 1% w/v SDS, 1% w/v APS, 0.1% v/v TEMED).  

ii. την πηκτή διαχωρισμού, με μεταβλητή τελική συγκέντρωση 
πολυακρυλαμιδίου από 6% έως 15%. Για τις περισσότερες πρωτεΐνες 
χρησιμοποιούμε πηκτή με τελική συγκέντρωση πολυακρυλαμιδίου 10% 
(ddH2O, 33% v/v Acrylamide mix, 375 mM Tris-HCl pH 8.8, 1% w/v SDS, 
1% w/v APS, 0.1% v/v 0.04% v/v TEMED), ενώ για μικρότερου μεγέθους 
πρωτεΐνες χρησιμοποιούμε πηκτή με τελική συγκέντρωση πολυακρυλαμιδίου 
15% (ddH2O, 50% v/v Acrylamide mix, 375 mM Tris-HCl pH 8.8, 1% w/v 
SDS, 1% w/v APS, 0.04% v/v TEMED).  
 
Για τον διαχωρισμό των πρωτεϊνών με ηλεκτροφόρηση μίας διάστασης σε 

πηκτή πολυακρυλαμιδίου-SDS, σύμφωνα με τη μέθοδο Laemmli, χρησιμοποιήθηκε 
αυτό το σύστημα των δύο κάθετων γυάλινων πλακών, μεταξύ των οποίων 
στοιβάζεται η πηκτή πολυακρυλαμιδίου. Όσον αφορά τα δύο μέρη, στα οποία 
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χωρίζεται η πηκτή πολυακρυλαμιδίου, η μεν πηκτή επιστοίβαξης [H2O, 30% 
Acrylamide mix, 1M Tris-HCl pH 6.8, 10% SDS, 10% APS, TEMED] είναι με 
μεγάλο μέγεθος πόρων, ενώ η πηκτή διαχωρισμού [H2O, 30% Acrylamide mix, 1.5 
M Tris-HCl pH 8.8, 10% SDS, 10% APS, TEMED] με μικρότερο μέγεθος πόρων. 

Τα δύο τελευταία συστατικά της πηκτής (ammonium persulfate – Sigma 
#A3678, TEMED – Sigma #T8133) επιταχύνουν τον πολυμερισμό της. Ο 
πολυμερισμός της πηκτής έγινε σε θερμοκρασία δωματίου για περίπου 20 λεπτά. Ο 
πολυμερισμός επιταχύνεται επιπλέον με τοποθέτηση της διάταξης σε θερμοκρασία 
37οC. Πριν την ηλεκτροφόρηση τα δείγματα των πρωτεϊνών ξηραίνονται σε 
φυγοκεντρικό συμπυκνωτή 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) bromophenol blue] και θερμαίνονται για 5 λεπτά στους 100 οC. H 
φόρτωση της επιθυμητής ποσότητας των δειγμάτων στην πηκτή γίνεται με σύριγγα 
Hamilton 50 μl (#705N) μετά από τη θέρμανσή τους. Η ηλεκτροφόρηση 
πραγματοποιείται στα 60 mA (120 mA στην περίπτωση που θα τρέξουμε ταυτόχρονα 
δύο πηκτές) και η ηλεκτροφόρηση ολοκληρώνεται σε περίπου 250V σε κατάλληλο 
διάλυμα ηλεκτροφόρησης (25 mM Tris- HCl, 192 mM Glycine, 0.1% SDS). 
 

 

2.6.4. Ανοσοαποτύπωση κατά Western (Western Blot) 

 

2.6.4.1. Μεταφορά πρωτεϊνών σε φύλλο νιτροκυτταρίνης 
 

Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης αποσυναρμολογούμε τη διάταξη στην 
οποία αυτή πραγματοποιήθηκε και εφόσον λάβει χώρα η τεχνική της 
ανοσοαποτύπωσης, οι πρωτεΐνες μεταφέρονται σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 
(Whatman - #10 401 196). 

Η πηκτή εμβαπτίζεται σε διάλυμα μεταφοράς (0.58% w/v Tris, 0.292% w/v 
γλυκίνη και 20% v/v μεθανόλη) για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, προκειμένου 
να σταθεροποιηθούν οι πρωτεΐνες και να αποφευχθεί η διάχυσή τους εντός της 
πηκτής. Στο ίδιο διάλυμα εμβαπτίζονται και 4 κομμάτια ανά πηκτή διηθητικού 
χαρτιού Whatman 3 mm (#3030 917) διαστάσεων 8.4 cm x 5.5 cm (οι διαστάσεις της 
πηκτής – mini gel – που χρησιμοποιούμε), καθώς και ένα κομμάτι μεμβράνης 
νιτροκυτταρίνης Hybond C (AMERSHAM) ιδίων διαστάσεων ανά πηκτή, το οποίο 
πρέπει να παραμείνει εντός του διαλύματος για 10 min προκειμένου να ενυδατωθεί 
επαρκώς. Ακολούθως, τοποθετούμε τα παραπάνω στην κάθοδο συσκευής ημίξηρης 
μεταφοράς (Trans-blot SD Semi-dry Transfer Cell – Bio-Rad, U.S.A.) με την εξής 
σειρά: 2 φύλλα Whatman, μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, πηκτή πολυακρυλαμιδίου, 2 
φύλλα Whatman. Πριν τοποθετηθεί η άνοδος της συσκευής πάνω από τη διάταξη, 
διώχνουμε τυχόν φυσαλίδες, που ενδέχεται να παρεμποδίσουν την απρόσκοπτη 
μεταφορά των πρωτεϊνών από την πηκτή προς τη μεμβράνη. Διαβρέχουμε και τα δύο 
ηλεκτρόδια με το διάλυμα μεταφοράς και ρυθμίζουμε το τροφοδοτικό (PowerPac HC 
– Bio-Rad, Singapore) στα 15 V για 30 λεπτά. 

Στην περίπτωση που έχουμε πολύ μικρή ποσότητα πρωτεΐνης, που θέλουμε να 
ελέγξουμε, επειδή η ημίξηρη μέθοδος μεταφοράς έχει απώλειες, χρησιμοποιούμε την 
υγρή μέθοδο μεταφοράς. Το διάλυμα μεταφοράς είναι κι εδώ το ίδιο, όπως και οι 
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διαστάσεις των φύλλων Whatman, της πηκτής και της μεμβράνης νιτροκυτταρίνης, 
εφόσον πρόκειται για την περίπτωση mini-gel, αλλά και η διάταξη των επιμέρους 
τμημάτων. Διαφορά αποτελεί το γεγονός ότι σε κάθε στάδιο της μεταφοράς όλα τα 
επιμέρους στοιχεία παραμένουν εμβαπτισμένα στο διάλυμα μεταφοράς, αυξάνεται η 
ένταση του ρεύματος στα 200 mA για χρόνο 45 min, ενώ το διάλυμα μεταφοράς 
εντός της συσκευής (Criterion Blotter – Bio-Rad) αναδεύεται διαρκώς σε μαγνητικό 
αναδευτήρα (MR 0 – Heidolph, Germany) προκειμένου να κατανέμεται ομοιόμορφα 
η θερμότητα που δημιουργείται λόγω της αυξημένης έντασης ρεύματος και ψύχεται 
προκειμένου να μην αυξηθεί ανεξέλεγκτα η θερμοκρασία του. 
 
 
 
2.6.4.2. Χρώση των πρωτεϊνών στην πηκτή με χρωστική Coomasie 
Blue 
 

Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, πριν (εάν δεν επιθυμούμε περαιτέρω 
ανάλυση των πρωτεϊνών με ανοσοαποτύπωση) ή και μετά τη μεταφορά των 
πρωτεϊνών σε φύλλο νιτροκυτταρίνης, οι πρωτεΐνες που έχουν διατρέξει την πηκτή 
γίνονται ορατές μετά από χρώση σε διάλυμα χρωστικής Coomasie Βrilliant Βlue 
(0.25% w/v Coomasie Βrilliant Βlue G250 (Fluka - #27815), 9.2% v/v οξικό οξύ, 
45.5% διάλυμα μεθανόλης) για τουλάχιστον 2 ώρες. 

Επειδή η παραμονή στο διάλυμα χρώσης βάφει ολόκληρη την πηκτή, είναι 
απαραίτητος ο αποχρωματισμός της, προκειμένου να εμφανιστούν οι ζώνες των 
πρωτεϊνών, οι οποίες παραμένουν χρωματισμένες. Ο αποχρωματισμός αυτός 
πραγματοποιείται σε διάλυμα αποχρωματισμού 25% v/v μεθανόλης – 7% v/v οξικού 
οξέος υπό ολονύκτια ανάδευση (περιστροφικός αναδευτήρας RO 2 – Gerhardt, 
Germany). Μετά την πάροδο 2 ωρών στο διάλυμα αποχρωματισμού, προκειμένου να 
επιταχυνθεί η διαδικασία, μπορεί να πραγματοποιηθεί αλλαγή του διαλύματος 
αποχρωματισμού, με την προσθήκη απορροφητικού χαρτιού, το οποίο τραβάει την 
περίσσεια της χρωστικής. 
 
 
2.6.4.3. Κάλυψη μη ειδικών θέσεων μεμβράνης (Blocking) 
 

Μετά τη μεταφορά των πρωτεϊνών στο φύλλο νιτροκυτταρίνης, η μεμβράνη 
μεταφέρεται σε 3% w/v φρέσκου διαλύματος μη λιπαρού γάλακτος σε σκόνη 
(Carnation, Non fat dry milk, Nestle, Switzerland), διαλυμένου σε PBS 1x (διάλυμα 
μπλοκαρίσματος – Blocking Buffer), όπου και παραμένει υπό ολονύκτια ανάδευση 
στους 4 οC προκειμένου να καλυφθούν οι θέσεις της μεμβράνης στις οποίες δεν 
υπάρχουν πρωτεΐνες και θα μπορούσαν να δώσουν μη ειδικές συνδέσεις κατά τη 
διαδικασία της ανοσοαποτύπωσης. Πιο σύντομα, η διαδικασία μπορεί να 
πραγματοποιηθεί σε 10% διάλυμα γάλακτος σε PBS 1x, όπου παραμένει η μεμβράνη 
υπό ανάδευση για 1 ώρα. Ακολούθως, η μεμβράνη εκπλένεται 2 φορές με PBS 1x. Η 
διάρκεια της κάθε έκπλυσης είναι 5 λεπτά, προκειμένου να απομακρυνθεί η 
περίσσεια του διαλύματος μπλοκαρίσματος. 
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2.6.4.4. Επώαση με ειδικά αντισώματα 
 

Στη συνέχεια, ακολουθεί η επώαση με το επιθυμητό πρωτεύον αντίσωμα, το 
οποίο είναι ειδικό για την πρωτεΐνη, που επιθυμούμε να ανιχνεύσουμε, στην 
κατάλληλη αραίωση, χρησιμοποιώντας ως διαλύτη 3% w/v διαλύματος BSA σε PBS 
1x. Αναλόγως του τίτλου του αντισώματος, αλλά και της ποσότητας της ολικής 
πρωτεΐνης εντός του δείγματος, μπορούμε να επωάσουμε για 1 ώρα υπό ανάδευση σε 
θερμοκρασία δωματίου, ή στους 4 οC υπό ολονύκτια ανάδευση. 

Προκειμένου να απομακρυνθεί από τη μεμβράνη η περίσσεια του 
πρωτεύοντος αντισώματος, το οποίο δεν προσδέθηκε με την πρωτεΐνη, εκπλένεται η 
μεμβράνη υπό ανάδευση 2 φορές με διάλυμα 0.05% v/v Tween 20 σε PBS 1x, για 5 
λεπτά κάθε φορά και ακολουθεί επώαση της μεμβράνης με δευτερογενές αντίσωμα 
ειδικό για τις ανοσοσφαιρίνες του είδους προέλευσης του πρωτογενούς αντισώματος. 
Η επώαση πραγματοποιείται μέσα σε διάλυμα 2.5% w/v μη λιπαρού γάλακτος σε 
σκόνη, διαλυμένου σε PBS 1x σε θερμοκρασία δωματίου και διαρκεί 60 λεπτά. Το 
δευτεροταγές αντίσωμα φέρει συζευγμένο το ένζυμο της υπεροξειδάσης του 
ραπανιού (HRP), το οποίο είναι υπεύθυνο για την αντίδραση χημειοφωταύγειας.  

Στην παράγραφο αυτή παρατίθεται μια λίστα με τα αντισώματα (πρωτεύοντα και 
δευτερεύοντα – συζευγμένα με HRP), που χρησιμοποιήθηκαν κατά τα πειράματα 
ανοσοαποτύπωσης. 

 Μονοκλωνικό αντίσωμα που αναγνωρίζει την επαγόμενη Hsp70: (Enzo Life 
Sciences - # SPA-810, κλώνος C92F3A-5), αραίωση 1:1000 

 Μονοκλωνικό αντίσωμα που αναγνωρίζει τη συνεχώς εκφραζόμενη Hsc70: 
(Stressgen - #SPA-815, κλώνος 1Β5), αραίωση 1:5000 

 Μονοκλωνικό αντίσωμα από ασκίτες ποντικού που αναγνωρίζει την α- 
τουμπουλίνη: (Sigma - #Τ5168, κλώνος Β-5-1-2), αραίωση 1:5000 

 Μονοκλωνικό αντίσωμα από ασκίτες ποντικού που αναγνωρίζει τη β-ακτίνη: 
(Sigma - #A5441, κλώνος AC-15), αραίωση 1:5000 

 Πολυκλωνικό αντίσωμα  anti- Cleaved Caspase-9 (Asp353): (Cell Signalling 
Technology - #9509), αραίωση 1:1000 

 Πολυκλωνικό αντίσωμα που αναγνωρίζει την ενεργό μορφή της κασπάσης-3: 
(BD Pharmingen - #559565, κλώνος C92-605), αραίωση 1:500 

 Πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού ειδικό για τα αμινοξέα 764-1014 που 
βρίσκονται στο C-τελικό άκρο της PARP-1 (anti-PARP-1): (Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. , H-250, sc-7150), αραίωση 1:1000 

 Πολυκλωνικό αντίσωμα anti- Phospho-p53 (Ser15): (Cell Signaling Technology -
#9284), αραίωση 1:1000 

 Μονοκλωνικό αντίσωμα anti- p53: (Santa Cruz Biotechnology, Inc.- #1801), 
αραιίωση 1:40 

 Μονοκλωνικό αντίσωμα anti- Bax ειδικό για τα αμινοξέα 1-171 της Baxα 
περιοχής των ποντικών: (Santa Cruz Biotechnology, Inc. , Bax(B-9): sc -7480), 
αραίωση 1:200  

 Δευτερογενές αντίσωμα από κατσίκα ειδικό για ανοσοσφαιρίνες ποντικού, 
συζευγμένο με την υπεροξειδάση του ραπανιού (Goat anti-mouse IgG H+L 
HRP conjugated): (Pierce - #31430), αραίωση 1:10000 

 Δευτερογενές αντίσωμα από κατσίκα ειδικό για ανοσοσφαιρίνες κουνελιού, 
συζευγμένο με την υπεροξειδάση του ραπανιού (Goat anti-rabbit IgG H+L 
HRP conjugated): (Pierce Biotechnology - #31460), αραίωση 1:3000 έως 
1:8000 
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 Δευτερογενές αντίσωμα από γάιδαρο ειδικό για ανοσοσφαιρίνες κατσίκας, 
συζευγμένο με την υπεροξειδάση του ραπανιού (Donkey anti-goat IgG H+L 
HRP conjugated): (Jackson Immunoresearch - #705-035-003), αραίωση 
1:12000 

 Δευτερογενές αντίσωμα από κατσίκα, ειδικό για ανοσοσφαιρίνες επίμυος, 
συζευγμένο με την υπεροξειδάση του ραπανιού (Goat anti-rat IgG H+L HRP 
conjugated): (Pierce Biotechnology - #31470), αραίωση 1:10000. 

 
 
 
 

2.6.4.5. Εμφάνιση των αντιγόνων με τη μέθοδο της ενισχυμένης 
χημειοφωταύγειας (ECL) 
 
 

Μετά και την επώαση με το δευτερογενές αντίσωμα, η μεμβράνη εκπλένεται 2 
φορές, όπως και προηγουμένως, με διάλυμα 0.05% v/v Tween 20/PBS 1x και 
ακολουθεί η εφαρμογή της μεθόδου της ενισχυμένης χημειοφωταύγειας, προκειμένου 
να εμφανισθούν οι ζώνες των επιθυμητών πρωτεϊνών. Η διαδικασία, που 
ακολουθείται, είναι αυτή που συνιστάται από την κατασκευάστρια εταιρεία στο 
φύλλο οδηγιών του αντιδραστηρίου ECL (Thermo Scientific - #34080).  

Η μέθοδος ECL είναι μια εξαιρετικά ευαίσθητη μέθοδος ανίχνευσης της 
υπεροξειδάσης του ραπανιού (HRP) σε συνθήκες ανοσοαποτύπωσης. Η ικανότητα 
ανίχνευσης ενός αντιγόνου με τη μέθοδο αυτή αγγίζει την τάξη του pg. Η 
συγκεκριμένη μέθοδος βασίζεται στην ανάμιξη ίσων ποσοτήτων δύο αντιδραστηρίων, 
ενός υπεροξειδίου και ενός ενισχυτή σήματος. Το μίγμα των δύο αυτών 
αντιδραστηρίων απλώνεται ομοιόμορφα πάνω στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης και 
επωάζεται για 5 min, οπότε και πραγματοποιείται η αντίδραση χημειοφωταύγειας 
μεταξύ του υπεροξειδίου και της HRP. Ακολούθως, απορρίπτεται η περίσσεια του 
μίγματος ECL και τοποθετείται η μεμβράνη στην ειδική τράπεζα, που φέρει η 
συσκευή εμφάνισης (Molecular Imager ChemiDOC XRS Imaging System – Bio-Rad, 
USA). 

Ο ανιχνευτής του μηχανήματος εμφάνισης ρυθμίζεται σε πρώτο βήμα στη 
μέγιστη ευαισθησία, οπότε και μπορεί να ανιχνεύσει το φθορισμό, που δίνει η 
χημειοφωταύγεια. Σαν δεύτερο βήμα, καθορίζουμε τον τρόπο εμφάνισης, ο οποίος 
μπορεί να είναι αυτόματος, οπότε η εμφάνιση σταματά μόλις ο ανιχνευτής αντιληφθεί 
κορεσμό του σήματος. Υπάρχει και η δυνατότητα ρυθμιζόμενης εμφάνισης, είτε 
καθορίζοντας εξαρχής τον επιθυμητό χρόνο λήψης της φωτογραφίας από το σύστημα, 
είτε ρυθμίζοντας επιθυμητό χρόνο έναρξης και λήξης της έκθεσης και καθορίζοντας 
τον αριθμό των φωτογραφιών που επιθυμούμε να λάβει το σύστημα, επιτρέποντας 
έτσι τη λήψη διαδοχικών χρονικών εικόνων, με τις οποίες μπορούμε να ελέγξουμε 
τον τρόπο που εξελίσσεται η χημειοφωταύγεια με την πάροδο του χρόνου, που 
έχουμε θέσει.  

Μετά το πέρας της εμφάνισης, ακολουθεί επανέκπλυση της μεμβράνης από το 
ECL με Tween 20, όπως και πριν, και είτε φυλάσσεται για μελλοντική χρήση σε PBS 
1x στους 4 οC, είτε επωάζεται με νέο αντίσωμα (reprobing). 
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2.6.4.6. Χρώση της μεμβράνης νιτροκυτταρίνης με Ponceau S 
 

Προκειμένου να ελέγξουμε εάν έχει πραγματοποιηθεί η μεταφορά των 
πρωτεϊνών από την πηκτή πολυακρυλαμιδίου στο φύλλο νιτροκυτταρίνης, μπορούμε 
να βάψουμε τη μεμβράνη με διάλυμα Ponceau S (Sigma – P3504) (2% w/v Ponceau 
S, 50% v/v TCA και 30% w/v θειο-σαλικυλικό οξύ - Sigma #S3147). Το 
πλεονέκτημα της τεχνικής αυτής έναντι άλλων τεχνικών χρώσης της μεμβράνης 
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 μέσα σε διάλυμα 
Ponceau S, όπου και παραμένει υπό ανάδευση για 5 λεπτά. Αφού ολοκληρωθεί η 
χρώση της μεμβράνης, η χρωστική επιστρέφεται στο δοχείο της και μπορεί να 
επαναχρησιμοποιηθεί. Η εμφάνιση των πρωτεϊνών στη μεμβράνη γίνεται με σταδιακό 
αποχρωματισμό αυτής με τη χρήση δις-απεσταγμένου νερού μέχρι του επιθυμητού 
βαθμού αποχρωματισμού. Ο πλήρης αποχρωματισμός επιτυγχάνεται, όπως 
προαναφέρθηκε, με διαδοχικές πλύσεις της μεμβράνης υπό ανάδευση με PBS 1x. 
 
 
2.7. Πειραματικές συνθήκες 
 

 Αρχικά, τοποθετήθηκαν σε τρυβλία ιστοκαλλιέργειας των 10 cm, 
καλλιέργειες εναιωρήματος περίπου 8·105 κυττάρων/τρυβλίο από κάθε 
κυτταρική σειρά (F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα). Για την πραγματοποίηση της 
διαδικασίας αυτής, επιλέξαμε τα τρυβλία, τα οποία στο μικροσκόπιο είχαν 
σχεδόν πλήρες ταπήτιο (confluent).  

 Στην αρχή αφαιρείται το θρεπτικό υλικό και κατόπιν ακολουθούν τρεις 
πλύσεις  με 10 ml PBS (Phosphate Buffered Saline).  

 Ακολουθεί αποκόλληση των κυττάρων με τη δράση 1,5 ml διαλύματος 
θρυψίνης-EDTA 0,4% για 2-3 λεπτά, μέχρι να ανασηκωθούν από το 
υπόστρωμα. Η δράση της θρυψίνης σταματά με την προσθήκη ποσότητας 
θρεπτικού υλικού. 

 Στη συνέχεια, τα κύτταρα μεταφέρονται σε φυγοκεντρικούς σωλήνες και 
λαμβάνεται δείγμα 11μl,  το οποίο τοποθετείται σε αιμοκυτταρόμετρο (πλάκα 
Neubauer), με σκοπό τη μέτρηση των κυττάρων σε οπτικό μικροσκόπιο 
(Nikon). Από τη μέτρηση αυτή στο μικροσκόπιο, υπολογίζεται ο αριθμός των 
κυττάρων σε κάθε ml. Με τον τρόπο αυτό υπολογίζεται εναιώρημα 8·105 
κυττάρων και ο αριθμός αυτός των κυττάρων μεταφέρεται σε κάθε νέο 
τρυβλίο.  

 Μετά το πέρας 24 ωρών από τη σπορά, αφαιρείται το θρεπτικό μέσο και 
ακολουθεί έκπλυση των κυττάρων τρεις φορές με 10 ml PBS. 

 Στη συνέχεια προστίθεται η ουσία (δοξορουβικίνη) σε διάφορες 
συγκεντρώσεις. Τα κύτταρα επωάστηκαν σε 10 ml θρεπτικού μέσου DMEM, 
που περιείχε τις αντίστοιχες δόσεις του φαρμάκου (0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 100 
μΜ DOX) σε διάλυμα.  

 Κατόπιν, κάθε κυτταρική σειρά αφήνεται για επώαση με τις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις της ουσίας και για χρονική διάρκεια 24 και 48 ωρών.  

 Τα κύτταρα ελέγχου (control) επωάστηκαν μόνο με θρεπτικό υλικό DMEM 
και καλλιεργήθηκαν με τον ίδιο τρόπο, όπως και τα κύτταρα που εκτέθηκαν 
σε δοξορουβικίνη.    
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Κάθε πείραμα επαναλήφθηκε τουλάχιστον τρεις φορές και περιελάμβανε τριπλά 
δείγματα. 
 
 
2.8. Παρασκευή των διαλυμάτων Δοξορουβικίνης 
 

Η δοξορουβικίνη αγοράστηκε από την εταιρεία EBEWE (Doxorubicin 
‘‘Ebewe’’ 10mg/5ml). Αρχικά, παρασκευάστηκε διάλυμα δοξορουβικίνης 1mM από 
τη συγκέντρωση του παρασκευαστή. Για τη λήψη του διαλύματος από το μπουκαλάκι 
χρησιμοποιήθηκε σύριγγα του 1ml (BD).  

Στη συνέχεια, η δοξορουβικίνη διαλύθηκε με θρεπτικό μέσο και εισήχθη στο 
θρεπτικό υλικό των κυττάρων με σκοπό την επίτευξη των τελικών επιθυμητών 
συγκεντρώσεων του φαρμάκου (0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 100 μΜ DOX). Έτσι, για την 
επίτευξη των συγκεκριμένων συγκεντρώσεων (σε τρυβλία των 10 cm), 
χρησιμοποιήσαμε: 

 Για τα κύτταρα ελέγχου (control), δηλαδή συγκέντρωσης 0 μΜ, τοποθετούμε 
σε τρυβλίο μόνο 10 ml θρεπτικού μέσου DMEM. 

 Για 0,5μΜ DOX τοποθετούμε 5 μl (5μl διαλύματος DOX και 9995μl θρεπτικό 
υλικό). 

 Για συγκέντρωση 1μΜ DOX, χρησιμοποιούμε 10 μl DOX διαλύματος στα 10 
ml θρεπτικού υλικού (10μl διαλύματος DOX και 9990μl θρεπτικό υλικό).  

 Για 5μΜ DOX προσθέτουμε 50 μl (50μl διαλύματος DOX και 9950μl 
θρεπτικό υλικό). 

 Για 10μΜ DOX τοποθετούμε 100 μl (100μl διαλύματος DOX και 9900μl 
θρεπτικό υλικό). 

 Για 25μΜ DOX προστίθεται 250 μl (250μl διαλύματος DOX και 9750μl 
θρεπτικό υλικό). 

 Για 50μΜ DOX χρησιμοποιούνται 500 μl (500μl διαλύματος DOX και 9500μl 
θρεπτικό υλικό). 

 Για 100μΜ DOX τοποθετούμε 1000 μl (1000μl διαλύματος DOX και 9000μl 
θρεπτικό υλικό). 

 Με ανάλογο τρόπο δημιουργήθηκαν και τα διαλύματα της ουσίας και για 
διαφορετικές συγκεντρώσεις, που χρησιμοποιήθηκαν, ή για διαφορετικά 
τρυβλία (πολυτρυβλία), στα οποία επωάστηκαν τα κύτταρα.  

 Το θρεπτικό υλικό αφαιρέθηκε μετά το τέλος του χρόνου επώασης (24 και 48 
ώρες), τα κύτταρα ξεπλύθηκαν τρεις φορές με 10 ml PBS κάθε φορά και 
θρυψινοποιήθηκαν με διάλυμα 1.5 ml θρυψίνης-EDTA 0,4%, ώστε να 
ανασηκωθούν από το υπόστρωμα.  

 Στη συνέχεια προστίθεται ποσότητα θρεπτικού υλικού για να σταματήσει τη 
δράση της η θρυψίνη. Τα κύτταρα συλλέγονται σε μονοκύτταρο εναιώρημα 
με τη βοήθεια συνεχών αναρροφήσεων-εκροφήσεων με αυτόματη πιπέτα.  

 Ακολούθως τα κύτταρα μετρούνται με αιμοκυτταρόμετρο (πλάκα Neubauer) 
σε οπτικό μικροσκόπιο (Nikon) και χρησιμοποιήθηκαν ανάλογα με τους 
χειρισμούς, που ακολουθούν για την κάθε πειραματική διαδικασία. 
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2.9. Μέθοδος αποκλεισμού της χρωστικής Trypan Blue (Trypan 
Blue exclusion assay) 
 
 
 Η μέθοδος προσδιορισμού της βιωσιμότητας με τη χρησιμοποίηση της 

χρωστικής Trypan Blue στηρίζεται στην ιδιότητα της χρωστικής να βάφει 
επιλεκτικά τα νεκρά κύτταρα (αφού μπορεί να διαπερνά τη μεμβράνη των 
νεκρών κυττάρων), προσδίδοντας τους ένα έντονο μπλε χρώμα. Σε αντίθεση, 
τα ζωντανά κύτταρα, επειδή δεν βάφονται με τη συγκεκριμένη χρωστική, στο 
μικροσκόπιο εμφανίζουν την εικόνα άθικτων κυττάρων, δηλαδή έχουν λευκό 
(διαφανές) χρώμα. 

 Στη μέθοδο αποκλεισμού της χρωστικής Trypan Blue, μετά το πέρας επώασης 
των κυττάρων με τα διαλύματα του φαρμάκου, τα κύτταρα αφού ξεπλυθούν 
τρεις φορές με 10 ml PBS, στη συνέχεια, αποκολλούνται με θρυψίνη-EDTA 
και συλλέγονται σε θρεπτικό υλικό DMEM.  

 Το κυτταρικό εναιώρημα μεταφέρεται, στη συνέχεια, σε φυγοκεντρικούς 
σωλήνες και φυγοκεντρείται σε φυγόκεντρο Sigma 2-4 στις 3000 στροφές 
(rpm) για 3 λεπτά. 

 Το κυτταρικό ίζημα, το οποίο προκύπτει μετά τη φυγοκέντρηση, αφού πρώτα 
αφαιρεθεί το υπερκείμενο, αναμειγνύεται με 0,5 ml χρωστικής Trypan Blue 
0,4% (Sigma) σε 0,5 ml PBS, έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση της Trypan 
Blue να είναι 0,2% και αφήνεται για 10 λεπτά. 

 Τελικά, μετράται ο αριθμός των ζωντανών, αλλά και των νεκρών κυττάρων 
κάτω από το οπτικό μικροσκόπιο (Nikon) με τη βοήθεια αιμοκυτταρόμετρου 
(πλάκα Neubauer). Η μέτρηση πραγματοποιείται στα τετράγωνα της πλάκας 
με πλευρά 1mm στα οποία αντιστοιχεί όγκος 0,1 mm3. Η κυτταρική 
βιωσιμότητα υπολογίζεται ως εξής: 

Βιωσιμότητα % = (κύτταρα που δεν βάφτηκαν) / (βαμμένα + κύτταρα που δεν 
βάφτηκαν) και εκφράστηκε τελικά ως ποσοστό (%) επί της βιωσιμότητας των 
κυττάρων ελέγχου (control). 
 
 
 
2.10. Μέθοδος προσδιορισμού ικανότητας σχηματισμού αποικιών 
(Colony forming efficiency) 
 

 Στη μέθοδο αυτή του προσδιορισμού της ικανότητας των κυττάρων να 
σχηματίζουν αποικίες, εκτιμάται έμμεσα ο ρυθμός του κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού βάσει του αριθμού και του μεγέθους των αποικιών, που 
σχηματίζουν τα κύτταρα. Όσο μεγαλύτερος είναι ο ρυθμός πολλαπλασιασμού 
των κυττάρων, τόσο περισσότερα κύτταρα υπάρχουν στις αποικίες και κατά 
συνέπεια τόσο μεγαλύτερο είναι και το μέγεθος αυτών. 

 Σύμφωνα με τη διαδικασία της μεθόδου αυτής, μετά την ολοκλήρωση του 
χρόνου επώασης των κυττάρων στις διάφορες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, 
σε αυτά, αφού πρώτα αφαιρέθηκε το θρεπτικό μέσο και ξεπλύθηκαν τρεις 
φορές με PBS, στη συνέχεια προστέθηκε θρυψίνη-EDTA και τα κύτταρα 
θρυψινοποιήθηκαν.  

 Κατόπιν μεταφέρεται δείγμα 11μl από το κυτταρικό εναιώρημα σε 
αιμοκυτταρόμετρο (πλάκα Neubauer) και τα κύτταρα καταμετρούνται σε 
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οπτικό μικροσκόπιο (Nikon). Μετά την ολοκλήρωση της καταμέτρησης, 
κύτταρα τοποθετήθηκαν σε νέα τρυβλία διαμέτρου 10 cm σε πυκνότητα 
20000 κυττάρων/τρυβλίο.  

 Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό DMEM με ορό 13,5% FBS 
για 14 ημέρες, έως ότου δημιουργήθηκαν ορατές αποικίες γύρω από κάθε 
κύτταρο. 

 Εφόσον με το πέρας του χρόνου αυτού, σχηματίστηκαν αποικίες, αφαιρέθηκε 
το θρεπτικό υλικό  και τα κύτταρα ξεπλύθηκαν τρεις φορές με PBS.  

 Τα κύτταρα (αποικίες), στη συνέχεια, μονιμοποιήθηκαν με πρόσφατα 
παρασκευασμένο διάλυμα μονιμοποίησης (μεθανόλη 75% ν/ν και οξικό οξύ 
25% ν/ν) και επωάστηκαν για 10 λεπτά σε θερμοκρασία –20 οC.  

 Μετά την αφαίρεση του διαλύματος μονιμοποίησης, τα τρυβλία παρέμειναν 
σε θερμοκρασία δωματίου μέχρι να ξηραθούν και κατόπιν ακολούθησε χρώση 
των αποικιών με διάλυμα χρωστικής Giemsa (χρωστική Giemsa, Riedel-de 
Haën 10% ν/ν σε θερμό νερό βρύσης). 

 Το διάλυμα της χρωστικής παρέμεινε στα τρυβλία για 30 λεπτά και όταν 
απομακρύνθηκε από αυτά, οι αποικίες ξεπλύθηκαν με νερό βρύσης και 
καταμετρήθηκαν χωριστά σε κάθε τρυβλίο. 

 Η ικανότητα των κυττάρων να σχηματίζουν αποικίες μπορεί να υπολογιστεί 
ως εξής: 
 Ικανότητα σχηματισμού αποικιών = (#αποικιών κυττάρων) / (#μεμονωμένων 
κυττάρων) x 100  
και να εκφραστεί τελικά ως ποσοστό (%) επί της ικανότητας σχηματισμού 
αποικιών των κυττάρων ελέγχου (control). 

 
 

2.11. Κυτταρομετρία ροής 

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 μια διάταξη, η οποία ανιχνεύει και συσχετίζει τα 
σήματα, ταξινομώντας τα με βάση κάποιες ιδιότητες, για τις οποίες έχει ρυθμιστεί ο 
ανιχνευτής (μέγεθος, κοκκίωση, ένταση φθορισμού) και ακολούθως, μας δείχνει 
μέσω ειδικού λογισμικού το αποτέλεσμα, σε ηλεκτρονικό υπολογιστή [813]. 
 
 
2.11.1. Κυτταρομετρία ροής (FACS) 
 

Η κυτταρομετρία ροής αποτελεί μία τεχνική, η οποία επιτρέπει την 
ταυτόχρονη ανάλυση παραμέτρων φθορισμού μονήρων κυττάρων, που βρίσκονται σε 
ένα κυτταρικό εναιώρημα. Εξαιτίας του γεγονότος ότι χρησιμοποιείται ο φθορισμός 
για την ανάλυση των κυττάρων, η κυτταρομετρία ροής αναφέρεται και ως 
φθορισμοενεργοποιούμενη κυτταρική σάρωση (Fluorescence Activated Cell 
Scanning- FACS). 

Η μέτρηση των κυτταρικών εναιωρημάτων απαιτεί την υδροδυναμική εστίαση 
σε μια κεντρική ροή και εισαγωγή των κυττάρων ένα-ένα σε μια κυψελίδα ροής και 
από μια πηγή προσπίπτουσας ακτινοβολίας. Η ανάλυση των δειγμάτων αξιοποιεί τη 
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σκέδαση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας και την παραγόμενη φθορίζουσα 
ακτινοβολία, οι οποίες μετρώνται από ειδικούς ανιχνευτές. 

Η ακτινοβολία, που συνήθως προέρχεται από ένα ή περισσότερα λέιζερ, είναι 
απαραίτητη για τη διέγερση των φθορίζουσων χρωστικών, και μετράται από το 
κυτταρόμετρο ροής ως εκπομπή φθορισμού (Fluorescence Emission). Ταυτόχρονα, 
όμως, καθώς προσπίπτει στα κύτταρα σκεδάζεται στο χώρο. Η σκέδαση εξαρτάται 
από τα φυσικά χαρακτηριστικά των κυττάρων, δίνοντας τη δυνατότητα στο 
κυτταρόμετρο ροής να διαχωρίζει τον πληθυσμό ενός δείγματος σύμφωνα με την 
πρόσθια σκέδαση (Forward Scatter, FSC), η οποία μετράται σε μικρή γωνία 1-19ο και 
καθορίζει το μέγεθος των κυττάρων και την πλευρική σκέδαση (Side Scatter, SSC), 
που μετράται στις 90ο και καθορίζει την κοκκίωση των κυττάρων. Η ταυτόχρονη 
ανάλυση της πρόσθιας και πλευρικής σκέδασης σε ένα ιστόγραμμα δύο διαστάσεων 
επιτρέπει τον διαχωρισμό του πληθυσμού ενδιαφέροντος μας από ένα ετερογενές 
μείγμα ή από θραύσματα νεκρών κυττάρων. Με τον τρόπο αυτό είναι δυνατή η 
απομόνωση ηλεκτρονικά του κυτταρικού πληθυσμού που μας ενδιαφέρει με την 
εφαρμογή μιας περίφραξης (gate) γύρω από αυτόν. Η ανάλυση των υπολοίπων 
παραμέτρων μπορεί να γίνει με ιστογράμματα έντασης φθορισμού.  

Στην παρούσα μελέτη επιλέχθηκαν οι κατάλληλες συνθήκες για την μέτρηση 
φθορισμού από την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (EGFP), του ιωδιούχου προπιδίου 
αλλά και για τον έμμεσο ανοσοφθορισμό με δευτερεύοντα αντισώματα συζευγμένα 
με χρωμογόνα ουσία (FITC).  
 
 
2.11.2. Χρώση των κυττάρων με Ιωδιούχο Προπίδιο (pI) και 
Αννεξίνη V (Annexin-V) 
 

Για τον προσδιορισμό των αρχικών σταδίων της απόπτωσης με κυτταρομετρία 
ροής, χρησιμοποιείται η μέθοδος της Αννεξίνης V, κατά την οποία πραγματοποιείται 
χρώση των κυττάρων με ιωδιούχο προπίδιο (pI) και αννεξίνη V (Annexin-V). Οι 
αννεξίνες αποτελούν μια οικογένεια ασβέστιο-εξαρτώμενων πρωτεϊνών, που 
προσδένονται σε φωσφατιδυλοσερίνες, οι οποίες στα υγιή κύτταρα εντοπίζονται στην 
κυτταροπλασματική πλευρά της κυτταροπλασματικής μεμβράνης. Κατά την έναρξη 
της απόπτωσης χάνεται η ασυμμετρία της κυτταροπλασματικής μεμβράνης και οι 
φωσφατιδυλοσερίνες μετατοπίζονται στην εξωκυτταρική πλευρά της 
κυτταροπλασματικής μεμβράνης, όπου ανιχνεύονται από τη σημασμένη με FITC 
Αννεξίνη.   

Τα τελευταία στάδια της απόπτωσης χαρακτηρίζονται από τον 
κατακερματισμό του DNA και τη διαπερατότητα των μεμβρανών. Σε αυτά τα στάδια 
το ιωδιούχο προπίδιο (PI) είναι δυνατό να εισέρχεται στο κύτταρο και να προσδένεται 
στο DNA. Στα πρώτα στάδια της απόπτωσης, όμως, τα κύτταρα αποκλείουν την 
είσοδο σε χρωστικές, όπως είναι το ιωδιούχο προπίδιο. Τα ζωντανά κύτταρα είναι 
αρνητικά στην Annexin V-FITC και στο PI. Τα πρώιμα αποπτωτικά κύτταρα είναι 
θετικά στην Annexin V-FITC και αρνητικά στο PI. Τα όψιμα αποπτωτικά κύτταρα 
είναι θετικά στην Annexin V-FITC, αλλά και στο PI, στο οποίο είναι θετικά και τα 
νεκρά κύτταρα. 
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Εικόνα 2.2: Προσδιορισμός της απόπτωσης με κυτταρομετρία ροής. Ανάλυση των 
ποσοστών των πρώιμων αποπτωτικών, όψιμων αποπτωτικών και νεκρών κυττάρων (αλλά και 
του ποσοστού επιβίωσης του κυτταρικού πληθυσμού), με το συνδυασμό χρώσης Αννεξίνης V και 
PI, σε κυτταρόμετρο ροής. 
 

Αρχικά, πραγματοποιείται σπορά 1.000.000 κυττάρων σε τρυβλία των 10 ml. 
Τα κύτταρα διατηρούνται σε επωαστικό θάλαμο σε συνθήκες 37 oC και 5% CO2.  Με 
την πάροδο 24 ωρών, πραγματοποιείται η προσθήκη των διάφορων συγκεντρώσεων 
δοξορουβικίνης (0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25 μΜ) και για διάφορους χρόνους επώασης (24 
και 48 ώρες). Μετά το πέρας του χρόνου επώασης, το θρεπτικό υλικό συλλέγεται από 
κάθε τρυβλίο σε φυγοκεντρικούς σωλήνες (falcon) των 15ml, για να διατηρήσουμε 
και τα κύτταρα που ενδεχομένως έχουν αποκολληθεί από το ταπήτιο. Ακολουθεί 
πλύση με 10ml διαλύματος PBS σε κάθε τριβλίο. Κατόπιν, προστίθενται 1,5 ml 
θρυψίνης και τα τρυβλία επωάζονται στους 37 °C μέχρι να αποκολληθούν τα 
κύτταρα. Προκειμένου να σταματήσει η δράση της θρυψίνης, προστίθενται 4,5 ml 
PBS και τα κύτταρα αναδεύονται ήπια με τη χρήση πιπέττας. Αφού αποκολληθούν 
πλήρως τα κύτταρα, συλλέγονται στα αντίστοιχα φυγοκεντρικά σωληνάρια falcon. 
Πραγματοποιείται μέτρηση του αριθμού των κυττάρων με χρήση πλάκας Neubauer 
στο μικροσκόπιο. Τα κύτταρα στους φυγοκεντρικούς σωλήνες φυγοκεντρούνται στις 
3.000 στροφές/λεπτό για 3 λεπτά και απορρίπτεται το υπερκείμενο. Η επαναιώρηση 
των κυτταρικών ιζημάτων γίνεται σε διάλυμα Calcium Buffer 1x. Μετά από τους 
κατάλληλους υπολογισμούς λαμβάνονται και τοποθετούνται σε eppendorf 100.000 
κύτταρα σε 100μl Calcium Buffer 1x. 

Τα κύτταρα, στη συνέχεια, μεταφέρονται σε σκοτεινό θάλαμο, όπου σε κάθε 
eppendorf προστίθενται 5μl Αννεξίνης και 5μl Ιωδιούχο Προπίδιο (PI). Όλα τα 
δείγματα επωάζονται σε θερμοκρασία δωματίου για 15 λεπτά. Μετά το πέρας των 15 
λεπτών προστίθεται επιπλέον 1ml Calcium Buffer 1x (τελικός όγκος 1.1ml). Τα 
δείγματα μεταφέρονται σε κυτταρόμετρο ροής (CyFlow®ML, Partec, Munster, 
Germany), όπου πραγματοποιείται ανάλυση και προσδιορισμός του εκατοστιαίου 
ποσοστού (%) των κυττάρων που βρίσκονται σε αποπτωτική ή νεκρωτική φάση. 

Λόγω του αυτοφθορισμού της δοξορουβικίνης, για κάθε συγκέντρωση και 
χρόνο επώασης χρησιμοποιείται και ένα άβαφο δείγμα (χωρίς προσθήκη PI και 
Annexin) 100.000 κυττάρων. Μετά τη μέτρηση και των δύο δειγμάτων 
πραγματοποιήσαμε αφαίρεση του αριθμού των κυττάρων του άβαφου δείγματος από 
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τον αριθμό των κυττάρων του βαμμένου για κάθε ποσοστό, για να προσδιορίσουμε τα 
ποσοστά επιβίωσης, νέκρωσης και απόπτωσης για την κάθε περίπτωση. 
 
 
2.11.3. Ανάλυση της έκφρασης της Hsp70 με κυτταρομετρία ροής 
(FACS) 
 
 

Αρχικά πραγματοποιήθηκε θερμικό σοκ (Heat Shock) στους 42,5oC για 90 
λεπτά και στις δύο κυτταρικές σειρές (F1/F1 και Τg/Tg) και, στη συνέχεια, τα 
κύτταρα αφήνονται στους 37 οC με επαναφορά σε επωαστικό κλίβανο για 180 λεπτά 
(recovery). 

Η ανάλυση της έκφρασης της Hsp70 παρουσιάστηκε και με κυτταρομετρία 
ροής μετά από βαφή των κυττάρων. Στην αρχή, υλοποιείται μέτρηση των κυττάρων 
σε πλάκα Neubauer και διατηρούνται 1000000 κύτταρα για κάθε δείγμα. 
Χρησιμοποιείται ένα άβαφο δείγμα (control), ένα το οποίο επωάζεται μόνο με το 
δεύτερο αντίσωμα (IgG), και ένα που επωάζεται και με τα δύο αντισώματα (FITC), 
για την κάθε περίπτωση. 

 
Αρχικά πραγματοποιείται η διαδικασία σε όλα τα δείγματα. 

 Συγκεντρώνεται το θρεπτικό υλικό από τα τρυβλία και αφού τα 
φυγοκεντρήσουμε για 3 λεπτά στις 3000 στροφές (rpm), κρατάμε το ίζημα με 
τα κύτταρα, που πιθανόν είχαν αποκολληθεί.  

 Αρχικά πραγματοποιείται έκπλυση των κυττάρων δύο φορές με 10 ml PBS. 
 Προστίθεται 1,5ml διαλύματος θρυψίνης (Trypsin-EDTA) και τα κύτταρα 

συλλέγονται σε φυγοκεντρικούς σωλήνες falcon σε 5ml PBS. 
 Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 3 λεπτά στις 2000 στροφές (rpm). 
 Τα κύτταρα, στη συνέχεια, επαναιωρούνται σε 1 ml διαλύματος 1 % w/v 

παραφορμαλδεΰδης σε PBS. 
 Κατόπιν, τα δείγματα αφήνονται για επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 

δέκα λεπτά. 
 Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 3 λεπτά στις 2000 στροφές (rpm). 
 Τα δείγματα ξεπλένονται πολύ καλά με PBS. 
 Τα κύτταρα φυγοκεντρούνται εκ νέου για 3 λεπτά στις 2000 στροφές (rpm). 
 Τα δείγματα ξεπλένονται με 5 ml διαλύματος 0,25% Saponin σε PBS και 

αναδεύονται αρκετά ήπια. 
 
Στη συνέχεια, πραγματοποιείται η διαδικασία μόνο στα δείγματα, όπου τα 

κύτταρα θα επωαστούν και με τα δύο αντισώματα (FITC). 
 Τα δείγματα φυγοκεντρούνται για 3 λεπτά στις 2000 στροφές (rpm). 
 Επαναιωρούνται τα κύτταρα σε 200μl διαλύματος 0,25% Saponin σε PBS με 

ποσότητα 1,5 μl του πρώτου μονοκλωνικού αντισώματος, ειδικού για την 
επαγόμενη Hsp70 (anti-Hsp70). 

 Αφήνονται για επώαση στους 37οC για 1 ώρα. 
 Μετά το πέρας της 1 ώρας, τα δείγματα συμπληρώνονται με 5ml 0,25% 

Saponin σε PBS. 
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Κατόπιν, πραγματοποιείται η διαδικασία στα δείγματα, που θα επωαστούν και 
με τα δύο αντισώματα (FITC) και στα δείγματα, που θα επωαστούν μόνο με το 
δεύτερο αντίσωμα (IgG). 

 Αρχικά, πραγματοποιείται φυγοκέντρηση για 3 λεπτά στις 2000 στροφές 
(rpm). 

 Τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 200μl διαλύματος 0,25% Saponin σε PBS με 
4 μl του δεύτερου αντισώματος anti-mouse FITC. 

 Αφήνονται για επώαση στο σκοτάδι στους 37 oC για 1 ώρα. 
 Τα δείγματα φυγοκεντρούνται για 3 λεπτά στις 2000 στροφές (rpm). 
 Ακολουθεί έκπλυση  με 5 ml διαλύματος 0,25% Saponin σε PBS. 

 
Η υπόλοιπη διαδικασία συνεχίζεται ξανά σε όλα τα δείγματα. 

 Φυγοκέντρηση για 3 λεπτά στις 2000 στροφές (rpm). 
 Ακολουθεί έκπλυση των δειγμάτων με 5 ml PBS. 
 Εκ νέου φυγοκέντρηση για 3 λεπτά στις 2000 στροφές (rpm). 
 Τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 1 ml διαλύματος PBS. 
 Τέλος, πραγματοποιείται μέτρηση στο κυτταρόμετρο ροής (FACS). 

 
 
 
 
2.12. Έλεγχος του κυτταρικού πολλαπλασιασμού με τη μέθοδο MTT 
(MTT assay) 
 
 
 

Για τον έλεγχο του κυτταρικού πολλαπλασιασμού χρησιμοποιήθηκε η 
μέθοδος με χρήση του αντιδραστηρίου MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, 
approx. 97.5% TLC, #M5655, SIGMA). 

Η μέθοδος ΜΤΤ (ΜΤΤ colorimetric assay) είναι μια χρωματομετρική 
μέθοδος, που βασίζεται στη μετατροπή των αλάτων τετραζολίου σε μη διαλυτά 
παράγωγα φορμαζάνης. Το κίτρινου χρώματος άλας τετραζολίου (απορρόφηση στα 
690 nm), ΜΤΤ (3-(4,5-dimethylthiazol–2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 
ανάγεται από τις αφυδρογονάσες των μιτοχονδρίων (ηλεκτρική αφυδρογονάση) των 
ζωντανών κυττάρων με αποτέλεσμα το σχηματισμό ιζήματος ιώδους (μωβ) χρώματος 
(απορρόφηση στα 540 nm) κρυστάλλων φορμαζάνης (Εικόνα 2.3), οι οποίοι 
συσσωρεύονται στα μιτοχόνδρια του κυττάρου.  
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Εικόνα 2.3: Η μέθοδος ΜΤΤ. Η μετατροπή του ΜΤΤ σε κρυστάλλους φορμαζάνης από 
μιτοχονδριακές αφυδρογονάσες, που καταλύουν το σχηματισμό ιζήματος ιώδους χρώματος στα 
ζωντανά κύτταρα. 
 
 

Η αντίδραση πραγματοποιείται μόνο όταν τα μιτοχονδριακά ένζυμα είναι 
μεταβολικώς ενεργά (σε ζωντανά κύτταρα) και συνεπώς η παραγωγή κρυστάλλων 
φορμαζάνης είναι απευθείας ανάλογη του αριθμού των βιώσιμων κυττάρων. Οι 
κρύσταλλοι αυτοί είναι δυνατό να διαλυτοποιηθούν με προσθήκη κατάλληλου 
οργανικού διαλύτη (DMSO, dimethylsulfoxide) και να προσδιοριστεί στη συνέχεια 
φασματοφωτομετρικά (οπτική απορρόφηση) η έκταση της αντίδρασης. Όσο 
μεγαλύτερος είναι ο αριθμός των ζωντανών κυττάρων τόσο πιο έντονος είναι ο 
σχηματισμός των κρυστάλλων και τόσο μεγαλύτερη οπτική απορρόφηση 
καταγράφεται σε μήκος κύματος από 540-570 nm. Με τον τρόπο αυτό, σε 
αυξανόμενα ποσοστά βιωσιμότητας το μωβ χρώμα είναι και πιο έντονο στα φρεάτια 
(Εικόνα 2.4). 

 
 

 
 

Εικόνα 2.4: Κύτταρα σε πολυτρυβλίο 96 θέσεων μετά από 3 ώρες επώαση με το ΜΤΤ. 
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Αρχικά πραγματοποιείται σπορά 10000 κυττάρων σε ένα πολυτριβλίο 96 

φρεατίων και για τις δύο κυτταρικές σειρές (F1/F1 και Tg/Tg). Μετά από επώαση 24 
ωρών σε επωαστικό θάλαμο με συνθήκες 37 oC και 5% CO2, πραγματοποιείται 
επώαση σε ένα μεγάλο εύρος διαφορετικών συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης (0, 0.5, 
1.25, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 μΜ) και για διάφορους χρόνους επώασης 
(12, 24, 36, 48 h). Για κάθε συγκέντρωση και χρόνο επώασης με δοξορουβικίνη 
χρησιμοποιήθηκαν τρία πηγαδάκια, ενώ τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν 
τουλάχιστον τρεις φορές. 

Μετά το πέρας του χρόνου επώασης, ακολουθεί η προσθήκη 50μl MTT 
(3mg/ml) (Το ΜΤΤ παρασκευάζεται με διάλυση 0,2 g Thriazolyl Blue Tetrazolium 
Bromide σε 100 ml PBS) και νέα επώαση για 3 ώρες στον επωαστικό κλίβανο. Στη 
συνέχεια, αφαιρείται με προσοχή το υπερκείμενο διάλυμα και πραγματοποιείται η 
διάλυση των κρυστάλλων, που σχηματίστηκαν στο ταπήτιο του πολυτριβλίου, με 
προσθήκη 200μl DMSO και ήπια ανάδευση με τη χρήση πολυπιπέτας. Η 
απορρόφηση σε κάθε φρεάτιο του πολυτριβλίου και για κάθε συγκέντρωση ουσίας 
πραγματοποιείται στα 540nm (η απορρόφηση υποβάθρου-background absorbance 
μετρήθηκε στα 690 nm ως φίλτρο αναφοράς) με τη χρήση ενός φασματοφωτομέτρου 
(Multiscan Spectrum, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).  
 
 
 
 
2.13. Φασματοφωτομετρικός ποσοτικός προσδιορισμός της 
επαγόμενης Hsp70 
 
 

Για τον ποσοτικό προσδιορισμό της επαγόμενης πρωτεΐνης θερμικού σοκ των 
70 kDa (Hsp70) από ορούς ασθενών, χρησιμοποιήθηκε το Hsp70 high sensitivity 
ELISA Kit (Enzo Life Sciences - #ADI-EKS-715). Με τη μέθοδο αυτή 
προσδιορίστηκε η ποσότητα της επαγόμενης Hsp70, ενώ δεν ανιχνεύονται τα άλλα 
μέλη της Hsp70 οικογένειας. 

 Τα δείγματα των ορών του αίματος ελήφθησαν από ασθενείς με καρδιακή 
ανεπάρκεια και μας δόθηκαν από το Μιχαηλίδειο Καρδιολογικό Κέντρο από την κ. 
Νάκα Κατερίνα. Τα δείγματα του αίματος, αφού συλλεχθούν, αφήνονται για 30 λεπτά 
και στη συνέχεια φυγοκεντρούνται στα 1000g για 15 λεπτά στους 4οC. Μετά τη 
φυγοκέντρηση συλλέγεται το υπερκείμενο σε καινούρια σωληνάκια και μπορεί να 
αποθηκευτεί στους -20 οC.  
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Εικόνα 2.5: Hsp70 high sensitivity ELISA Kit. Τα βήματα και η αρχή, που διέπουν τη 
διαδικασία για τον ποσοτικό προσδιορισμό των επιπέδων της επαγόμενης Hsp70 σε δείγματα 
ορών αίματος (Enzo Life Sciences). 
 

Συνοπτικά, τόσο τα πρότυπα δείγματα (δείγματα αναφοράς), όσο και τα 
δείγματα μας, προστέθηκαν στα πηγαδάκια, που είχαν επικαλυφθεί με μονοκλωνικό 
αντίσωμα, ειδικό για την Hsp70. Σε κάθε πηγαδάκι τοποθετήθηκαν 100μl από το 
κάθε δείγμα μας (αραίωση 1:4) και το πιάτο αφήνεται για επώαση υπό ανάδευση 
(120-700 rpm) σε θερμοκρασία δωματίου για δύο ώρες. Τα πηγαδάκια, στη συνέχεια, 
ξεπλένονται, και με τον τρόπο αυτό παραμένει μόνο η δεσμευμένη Hsp70. Μετά, 
προστίθεται ένα κίτρινο διάλυμα πολυκλωνικού αντισώματος κουνελιού ειδικού για 
την Hsp70, με το οποίο κατακρατείται δεσμευμένη η Hsp70 στο πιάτο, και το πιάτο 
επωάζεται υπό ανάδευση (120-700 rpm) σε θερμοκρασία δωματίου για μία ώρα. 
Μετά το πέρας του χρόνου επώασης τα δείγματα ξεπλένονται, ώστε να απομακρυνθεί 
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η περίσσεια του αντισώματος. Κατόπιν, προστίθεται σε κάθε πηγαδάκι ένα μπλέ 
διάλυμα με αντίσωμα IgG κατσίκας (goat) έναντι αντισωμάτων κουνελιού (anti-
rabbit), που είναι συνδεδεμένο με το ενζυμο HRP (HRP-conjugated goat-anti-rabbit 
IgG), για τη σύνδεση στο αντίσωμα. Το πιάτο επωάζεται, εκ νέου, υπό ανάδευση 
(120-700 rpm) σε θερμοκρασία δωματίου για μία ώρα και ακολούθησαν πλύσεις για 
την απομάκρυνση της περίσσειας του HRP συζεύγματος (HRP conjugate). Ύστερα, 
προστίθεται ένα διάλυμα υποστρώματος (3,3’,5,5’ tetramethylbenzidine, TMB) στα 
πηγαδάκια και το πιάτο αφήνεται για επώαση υπό ανάδευση (120-700 rpm) σε 
θερμοκρασία δωματίου για 30 λεπτά. Η αντίδραση, που λαμβάνει χώρα και 
καταλύεται από την HRP (Horseradish Peroxidase) παράγει ένα μπλε χρώμα στο 
διάλυμα. Μετά το τέλος του χρόνου επώασης προστίθεται ένα διάλυμα (Stop 
Solution), που περιέχει υδροχλωρικό οξύ, για να σταματήσει η αντίδραση και τα 
διαλύματα, που προκύπτουν, αποκτούν κίτρινο χρώμα. Με τον τρόπο αυτό είναι 
δυνατή η μέτρηση των δειγμάτων φασματοφωτομετρικά στα 450 nm με τη χρήση 
ενός φασματοφωτόμετρου (Multiscan Spectrum, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA). Η μέτρηση της απορρόφησης είναι απευθείας ανάλογη των επιπέδων της 
Hsp70 στο δείγμα. 

Κάθε μέτρηση πραγματοποιήθηκε σε τουλάχιστον τρεις επαναλήψεις υπό τις 
ίδιες συνθήκες κατά την πειραματική διαδικασία. Μετά την κατασκευή της πρότυπης 
καμπύλης και την στατιστική ανάλυση των μετρήσεων, προσδιορίστηκε η ποσότητα 
της επαγόμενης Hsp70 σε κάθε δείγμα. 
 
 
 
2.14. Δραστηριότητα αντιοξειδωτικών ενζύμων 
 
 
 
2.14.1. Μέτρηση της δραστηριότητας της SOD 
 
 

Η δισμουτάση του υπεροξειδίου (SOD) είναι ένα από τα πιο σημαντικά 
αντιοξειδωτικά ένζυμα. Καταλύει την αναγωγή του ανιόντος του υπεροξειδίου σε 
υπεροξείδιο του υδρογόνου και σε μοριακό οξυγόνο. 

Για τη μέτρηση της δραστηριότητας της υπεροξειδικής δισμουτάσης 
χρησιμοποιήθηκε το Superoxide Dismutase (SOD) Activity Assay Kit (Biovision - 
#K335-100). Είναι μια ευαίσθητη μέθοδος, που χρησιμοποιεί την WST-1 (2-(4-
Iodophenyl)- 3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium 
salt), που παράγει μια υδατοδιαλυτή χρώση φορμαζάνης, καθώς ανάγεται από ένα 
ανιόν υπεροξειδίου. Ο ρυθμός αναγωγής με ένα ανιόν υπεροξειδίου είναι γραμμικά 
σχετικός με τη δραστηριότητα της οξειδάσης της ξανθίνης (ΧΟ), η οποία 
αναστέλλεται από την υπεροξειδική δισμουτάση. Συνεπώς, η αναστολή της 
δραστηριότητας της SOD μπορεί να μετρηθεί μέσω μιας χρωματομετρικής μεθόδου. 
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Εικόνα 2.6: Η αρχή της δράσης της SOD στο SOD Assay Kit (Biovision). 
 
 
 Αφού, αρχικά, πραγματοποιήθηκε σπορά περίπου 8·105 κυττάρων σε κάθε 
τρυβλίο για κάθε κυτταρική σειρά (F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα), στη συνέχεια, με την 
πάροδο 24 ωρών, προστέθηκαν τα διαλύματα με τις διάφορες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης (0, 0.5, 1, 5, 10 και 25 μΜ) και τα κύτταρα αφέθηκαν για επώαση για 
24 και 48 ώρες. Μετά το πέρας του χρόνου επώασης τα κύτταρα, αφού ξεπλύθηκαν, 
συλλέχθηκαν και φυγοκεντρήθηκαν για 3 λεπτά στις 3000 στροφές. Κατόπιν, για την 
προετοιμασία των δειγμάτων, τα κύτταρα ομογενοποιούνται σε παγωμένο διάλυμα 
0.1 Μ Tris/HCl pH 7.4, που περιέχει 0.5% Triton X-100, 5mM β-ME και 0.1 mg/ml 
PMSF και ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 14000 g για 5 λεπτά στους 4 oC. Μετά την 
ολοκλήρωση της φυγοκέντρησης, απορρίπτονται τα κυτταρικά θραύσματα, ενώ 
διατηρείται το υπερκείμενο, από το οποίο προσδιορίζεται η δραστηριότητα της 
συνολικής SOD, τόσο από το κυτοσόλιο όσο και από τα μιτοχόνδρια.  

Στη συνέχεια, τοποθετούμε 20μl από τα δείγματα μας στα πηγαδάκια και 
δημιουργούμε και τα δείγματα αναφοράς (blanks). Μετά, προστέθηκαν 200μl από το 
διάλυμα εργασίας (WST, Working Solution) σε κάθε πηγαδάκι και 20 μl από το 
διάλυμα του ενζύμου (Enzyme Working Solution) και αναμίχθηκαν πλήρως. Στη 
συνέχεια, αφήνουμε το πιάτο για επώαση για 20 λεπτά στους 37o C και 
πραγματοποιούμε μέτρηση της απορρόφησης στα 450 nm με τη χρήση 
φασματοφωτόμετρου (Multiscan Spectrum, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA). 
 Αφού υπολογίσαμε τη δραστηριότητα της SOD (ρυθμός αναστολής %), 
κατασκευάσαμε τα γραφήματα με τα ποσοστά της δραστηριότητας της SOD για τις 
δύο κυτταρικές σειρές (F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα) στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης και για τους δύο χρόνους επώασης των 24 και 48 ωρών με το 
φάρμακο. Κάθε μέτρηση πραγματοποιήθηκε σε τουλάχιστον τρεις επαναλήψεις υπό 
τις ίδιες συνθήκες κατά την πειραματική διαδικασία. 
 
 
 
2.14.2. Μέτρηση της δραστηριότητας της GPx 
 
 

Για τη μέτρηση της δραστηριότητας της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης 
χρησιμοποιήθηκε το Glutathione Peroxidase Activity Colorimetric Assay Kit 
(Biovision - #K762-100). Η οικογένεια των ενζύμων της υπεροξειδάσης της 
γλουταθειόνης (GPx) διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην προστασία των 
οργανισμών από την οξειδωτική βλάβη. Οι GPx μετατρέπουν την ανηγμένη 
γλουταθειόνη (GSH) σε οξειδωμένη γλουταθειόνη (GSSG), ανάγοντας παράλληλα τα 
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υδροϋπεροξείδια των λιπιδίων προς τις αντίστοιχες αλκοόλες ή το ελεύθερο 
υπεροξείδιο του υδρογόνου σε νερό. Αρκετά ισοένζυμα έχουν βρεθεί με διαφορετικό 
κυτταρικό εντοπισμό και με διαφορετική εξειδίκευση στο υπόστρωμα. Χαμηλά 
επίπεδα των GPx συσχετίζονται με διαταραχές ελευθέρων ριζών.  

Στη συγκεκριμένη μέθοδο, οι GPx ανάγουν το υδροϋπεροξείδιο του 
κουμενίου, ενώ οξειδώνεται η GSH σε GSSG. Η παραγόμενη GSSG ανάγεται σε 
GSH με κατανάλωση του NADPH από την αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR, 
Glutathione Reductase). Η μείωση του NADPH (μπορεί να μετρηθεί στα 340 nm) 
είναι ανάλογη της δραστηριότητας των GPx. Η ευαισθησία ανίχνευσης της μεθόδου 
αυτής είναι των 0,5 mU/ml GPx στο δείγμα και μετρώνται όλες οι εξαρτώμενες από 
γλουταθειόνη υπεροξειδάσες (η συνολική δραστηριότητα αναφέρεται ως 
δραστηριότητα της GPx). 
 Και στη μέθοδο αυτή, πραγματοποιήθηκε, αρχικά, σπορά περίπου 8·105 

κυττάρων σε κάθε τρυβλίο για κάθε κυτταρική σειρά (F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα). Στη 
συνέχεια, αφού περάσουν 24 ώρες, προστέθηκαν τα διαλύματα με τις διάφορες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (0, 0.5, 1, 5, 10 και 25 μΜ) και τα κύτταρα 
επωάστηκαν για 24 και 48 ώρες. Μετά το πέρας του χρόνου επώασης, τα κύτταρα, 
αφού ξεπλυθούν, συλλέγονται και φυγοκεντρούνται για 3 λεπτά στις 3000 στροφές. 
Για την προετοιμασία των δειγμάτων, ομογενοποιούνται 106 κύτταρα σε 0,2 ml 
κρύου ρυθμιστικού διαλύματος (Glutathione Peroxidase Assay Buffer) και 
πιπεττάρουμε τα κύτταρα αρκετές φορές πάνω κάτω στον πάγο, ενώ, κατόπιν, τα 
δείγματα φυγοκεντρούνται στα 10000 g για 15 λεπτά στους 4 o C. Συλλέγουμε το 
υπερκείμενο σε νέα σωληνάκια και τα διατηρούμε στον πάγο. 
 Αρχικά, ετοιμάζουμε τα δείγματα για την κατασκευή της πρότυπης καμπύλης 
του NADPH. Κατόπιν, τοποθετούμε τα δείγματα μας στα πηγαδάκια μαζί με τα 
θετικά control (GPx Positive Control) και τα δείγματα αναφοράς. Στην αρχή, 
τοποθετούμε 50μl από τα δείγματα μας σε κάθε πηγαδάκι (μετά από δοκιμή, ώστε οι 
μετρήσεις να είναι εντός του εύρους της πρότυπης καμπύλης). Στη συνέχεια, 
προσθέτουμε σε κάθε πηγαδάκι 40 μl από το μείγμα αντίδρασης, που έχουμε 
προετοιμάσει, και το οποίο περιέχει (για κάθε πηγαδάκι του πιάτου) 33μl ρυθμιστικό 
διάλυμα εργασίας (GPx Assay Buffer), 3 μl διαλύματος 40mM NADPH, 2 μl 
διαλύματος αναγωγάσης της γλουταθειόνης (Glutathione Reductase, GR Solution) 
και 2 μl διαλύματος ανηγμένης γλουταθειόνης (GSH Solution). Αφού αναδεύσουμε 
καλά, αφήνουμε τα δείγματα για επώαση για 15 λεπτά, ώστε να εξαντληθούν όλα τα 
αποθέματα οξειδωμένης γλουταθειόνης (GSSG) στο δείγμα. Στο σημείο αυτό, 
πραγματοποιούμε μέτρηση της απορρόφησης στα 340 nm, για να σιγουρευτούμε ότι 
υπάρχει αρκετή ποσότητα NADPH για την αντίδραση, και αν χρειάζεται 
προσθέτουμε επιπλέον ποσότητα NADPH σε κάθε δείγμα. Μετά, προσθέτουμε 10 μl 
διαλύματος υδροϋπεροξειδίου του κουμενίου (Cumene Hydroperoxide Solution), 
ώστε να εκκινήσει η αντίδραση της GPx. Αφού αναμείξουμε καλά, πραγματοποιούμε 
τις μετρήσεις μας στα 340 nm με τη χρήση φασματοφωτόμετρου (Multiscan 
Spectrum, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Τέλος, από τις μετρήσεις και 
για συγκεκριμένο χρόνο αντίδρασης, υπολογίζουμε τη δραστηριότητα της GPx στα 
δείγματα μας. Κατασκευάζουμε την πρότυπη καμπύλη και τα γραφήματα με τη 
δραστηριότητα της GPx για τις δύο κυτταρικές σειρές (F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα) 
στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης και για τους δύο χρόνους επώασης 
των 24 και 48 ωρών. Κάθε μέτρηση πραγματοποιήθηκε σε τουλάχιστον τρεις 
επαναλήψεις υπό τις ίδιες συνθήκες κατά την πειραματική διαδικασία.    
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2.15. Στατιστική ανάλυση 
 

Για το προσδιορισμό της στατιστικής σημαντικότητας των αποτελεσμάτων 
χρησιμοποιήθηκε το Student’s t-test. Με τη χρήση του ασύζευκτου t-test 
συγκρίθηκαν οι τιμές ανάμεσα στις διάφορες ομάδες ή ανάμεσα στους χρόνους για 
την ίδια ομάδα. Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων στα in vivo πειράματα 
πραγματοποιήθηκε και με μονοσήμαντη δοκιμή ANOVA (one-way analysis of 
variance) και μετέπειτα συγκριτική ανάλυση με Tukey’s test ή Dunn’s test. Για την 
εύρεση της στατιστικής σημαντικότητας για κάθε χρονικό σημείο της πειραματικής 
διαδικασίας ανάμεσα στις ομάδες των πειραματοζώων χρησιμοποιήθηκε και η 
μέθοδος x2 (chi-square test). Αυτές οι στατιστικές αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν με 
χρήση του στατιστικού πακέτου SPSS 16.0 (SPSS Inc. Chicago, Illinois, USA). Τιμές 
p<0.05 θεωρήθηκαν στατιστικά σημαντικές (5% πιθανότητα λάθους). Τα 
αποτελέσματα εκφράζονται ως μέσοι όροι ± σταθερή απόκλιση. Κάθε πείραμα 
διεξήχθη τουλάχιστον τρεις φορές και μόνο τα αποτελέσματα με υψηλή 
επαναληψιμότητα θεωρήθηκαν έγκυρα. 
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3.1. Hsp70 και καρδιακή ανεπάρκεια 

 
Αρχικά, μελετήσαμε τον προστατευτικό ρόλο της Hsp70 στην καρδιακή 

ανεπάρκεια με τη χρήση ενός μοντέλου διαγονιδιακών ποντικών, που υπερεκφράζουν 
σε όλους τους ιστούς που ελέγχθηκαν (όπως και στον ιστό της καρδιάς), την 
ανθρώπινη πρωτεΐνη Hsp70 (Heat shock protein 70). Η καρδιακή ανεπάρκεια 
προκλήθηκε στα πειραματόζωα, τεχνητά, με ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση του 
κυτταροστατικού φαρμάκου, δοξορουβικίνη. Βιβλιογραφικά, όπως προαναφέρθηκε, 
είναι γνωστό ότι η χορήγηση δοξορουβικίνης επάγει την απόπτωση των κυττάρων 
μέσω του μιτοχονδριακού (εσωτερικού) μονοπατιού [814]. Είναι επίσης γνωστό ότι η 
χορήγηση δοξορουβικίνης σε κύτταρα, ενεργοποιεί τον καταρράκτη των κασπασών 
[646, 698, 815] και ότι η Hsp70 προστατεύει τα κύτταρα του μυοκαρδίου από 
διάφορες παθήσεις [754]. Ωστόσο, δεν είναι γνωστό σε ποιο σημείο του επαγόμενου 
από τη δοξορουβικίνη αποπτωτικού μονοπατιού στο μυοκάρδιο, επεμβαίνει η Hsp70 
και ασκεί τον προστατευτικό της ρόλο. 

 
 
3.1.1. Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης ως μέσο ανίχνευσης της 
ομοζυγωτίας διαγονιδιακών ζώων 
 

 
Η ταυτοποίηση των ποντικιών, ως προς το γενετικό τους χάρτη (όσον αφορά 

τουλάχιστον την έκφραση της Hsp70), ήταν το πρωταρχικό στάδιο στην παρούσα in 
vivo μελέτη. Πραγματοποιώντας διασταυρώσεις ομόζυγων αγρίου τύπου ποντικών 
(F1/F1) με ομόζυγα διαγονιδιακά ως προς την Hsp70 ποντίκια, που υπερεκφράζουν 
την Hsp70 (Tg/Tg), προέκυψαν σε πρώτη φάση ετερόζυγα ως προς την έκφραση της 
Hsp70 ποντίκια (F1/Tg), βάσει της μεντελικής κληρονομικότητας. Διασταυρώνοντας 
μεταξύ τους, στη συνέχεια, τα ετερόζυγα ζώα, βάσει, επίσης, μεντελικής 
κληρονομικότητας με σχέση επικρατούς – υπολειπόμενου, αναμένουμε ανά γέννα 
25% ομόζυγα αγρίου τύπου ποντίκια (F1/F1), 25% ομόζυγα διαγονιδιακά ποντίκια 
(Tg/Tg) και 50% ετερόζυγα ποντίκια (F1/Tg).  
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Εικόνα 3.1: Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR για τον έλεγχο ύπαρξης του 
διαγονιδίου της Hsp70 σε ποντίκια. Ενδεικτική εικόνα των προϊόντων που ελήφθησαν μετά 
από PCR στο DNA, που λήφθηκε από ουρές ομόζυγων (αγρίου τύπου – F1/F1 και 
διαγονιδιακών ποντικιών – Tg/Tg), καθώς και ετερόζυγων (F1/Tg) ποντικιών, μετά από 
ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1.5%. Χρησιμοποιώντας την ίδια ποσότητα DNA από όλα 
τα δείγματα, βλέπουμε ότι τα αγρίου τύπου ζώα δεν εμφανίζουν τη διαγνωστική ζώνη του 
διαγονιδίου στα 600 bp περίπου, ενώ τα διαγονιδιακά ζώα εμφανίζουν πολύ έντονη τη ζώνη 
αυτή. Η ενδιάμεσης έντασης σε φωτεινότητα ζώνη αντιστοιχεί στα ετερόζυγα ζώα. Ως θετικός 
μάρτυρας για το ύψος της ζώνης του διαγονιδίου χρησιμοποιήθηκε ο φορέας υπερέκφρασης της 
Hsp70 pHβ-Apr-Hsp70, ενώ για την ποσοτικοποίηση χρησιμοποιήσαμε DNA που λήφθηκε από 
διαγονιδιακό ποντίκι. Σαν αρνητικός μάρτυρας ελέγχου της PCR, χρησιμοποιήθηκε ddH2O στη 
θέση του DNA. Η διεύρυνση του 18S rRNA ποντικού, χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικός δείκτης 
ίσης φόρτωσης (241 bp). 
 

Με σκοπό την εξακρίβωση του γονιδιακού φορτίου κάθε ζώου, ελέγξαμε με 
την τεχνική της PCR 100 ζώα (50 θηλυκά και 50 αρσενικά) με τον τρόπο, που 
αναφέρθηκε στις ενότητες 2.5.3 και 2.5.4. Ακολούθως, τα προϊόντα της PCR 
ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 1.5% (Εικόνα 3.1). Τα ομόζυγα αγρίου τύπου 
ζώα δεν εμφανίζουν καθόλου προϊόν, σε αντίθεση προς τα ομόζυγα διαγονιδιακά, τα 
οποία φέρουν τη διαγνωστική ζώνη με μεγάλης έντασης φωτεινότητα του διαγονιδίου 
της Hsp70 στα 600 bp περίπου. Τα ετερόζυγα ζώα φέρουν και αυτά τη διαγνωστική 
ζώνη, με πολύ μικρότερη ένταση.  

Τα ομόζυγα διαγονιδιακά ζώα (29 τον αριθμό), τα οποία υπερεκφράζουν την 
Hsp70, διατηρήθηκαν για περαιτέρω αναπαραγωγή και συνέχιση της αποικίας, καθώς 
και για τη χρησιμοποίηση τους σε επόμενα πειράματα. 
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Εικόνα 3.2: Φωτογραφία, όπου φαίνονται τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των αγρίου τύπου 
ποντικιών ελέγχου (F1/F1) (αριστερά) και των διαγονιδιακών ποντικών, που υπερεκφράζουν 
την Hsp70 (Tg/Tg) (δεξιά). 
 
3.1.2. H παρουσία της Hsp70 βελτιώνει αισθητά την καρδιακή 
λειτουργία μετά από τη χορήγηση δοξορουβικίνης 
 

Μετά από την επιβεβαίωση για την ύπαρξη του διαγονιδίου, που είναι 
υπεύθυνο για την υπερέκφραση της Hsp70, στα υπό μελέτη ζώα, πραγματοποιήθηκε 
ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση δοξορουβικίνης τόσο σε διαγονιδιακά, όσο και σε αγρίου 
τύπου ζώα, σύμφωνα με το πρωτόκολλο που αναφέρθηκε στην ενότητα 2.5.5. Μετά 
το πέρας της διαδικασίας (του κύκλου ενέσεων), τα ζώα, τα οποία μεταχειρίστηκαν 
με δοξορουβίκινη, καθώς και τα ζώα, που χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες της 
καρδιακής λειτουργίας υπό φυσιολογικές συνθήκες και για τις δύο ομάδες, 
αναισθητοποιήθηκαν. Η αναισθησία πραγματοποιήθηκε με χρήση κεταμίνης και τα 
ποντίκια εξετάστηκαν υπερηχοκαρδιογραφικά (ενότητα 2.5.6) ως προς διάφορες 
παραμέτρους, οι οποίες είναι χαρακτηριστικές για την καρδιακή λειτουργία και την 
παθογένεια της καρδιάς (Πίνακας 3.2). 

Αρχικά, προσδιορίστηκε η θνητότητα των δύο ομάδων πειραματοζώων μετά 
από χρόνια χορήγηση δοξορουβικίνης σύμφωνα με το πειραματικό πρωτόκολλο 
(Πίνακας 3.1). Όπως παρατηρείται και στον πίνακα, στην ομάδα των διαγονιδιακών 
Tg/Tg ποντικιών, που έλαβαν δοξορουβικίνη για 4, 6 και 10 εβδομάδες, το ποσοστό 
θνητότητας ήταν σημαντικά χαμηλότερο, συγκρινόμενο με την ομάδα των αγρίου 
τύπου F1/F1 ποντικιών. Στα F1/F1 ποντίκια, η θνητότητα παρουσίασε αύξηση 
καθ’όλη τη διάρκεια του πρωτοκόλλου, αφού καταγράφηκαν θάνατοι των ζώων από 
τις πρώτες εβδομάδες μεταχείρισης με το φάρμακο. Αντίθετα, στα Tg/Tg ποντίκια η 
θνητότητα παρουσιάζει μηδενικά ποσοστά στα δύο πρώτα χρονικά σημεία και 
αυξάνεται μόνο στις 10 εβδομάδες από την εκκίνηση χορήγησης δοξορουβικίνης. 
Όπως φαίνεται και από τα στοιχεία του πίνακα, το ποσοστό θνητότητας για τα αγρίου 
τύπου ποντίκια (F1/F1) ξεκίνησε σε ποσοστό 18% στις 4 δόσεις δοξορουβικίνης, 
εμφανίστηκε 30% στις 6 εβδομάδες και κατέληξε σε ποσοστό 45% μετά το πέρας του 
πρωτοκόλλου (10 εβδομάδες), ενώ στα Hsp70-διαγονιδιακά (Tg/Tg) ποντίκια τα 
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ποσοστά θνητότητας ήταν μηδενικά στις 4 και 6 εβδομάδες, και σε ποσοστό 15% 10 
εβδομάδες μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης. Τα αποτελέσματα αυτά, μετά από 
στατιστική ανάλυση (chi-square test), είναι στατιστικά σημαντικά, με p<0,05 σε όλα 
τα χρονικά σημεία της πειραματικής διαδικασίας. Επομένως, είναι εμφανές ότι τα 
Tg/Tg διαγονιδιακά ποντίκια, που υπερεκφράζουν την Hsp70, επιδεικνύουν καλύτερη 
επιβίωση στη δοξορουβικίνη σε σχέση με τα αγρίου τύπου F1/F1 ποντίκια.   

 
Θνητότητα 4 Εβδομάδες 6 Εβδομάδες 10 Εβδομάδες 

Ποντίκια Μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης 

F1/F1 
18 % 

(2/11) 

30 % 

(3/10) 

45 % 

(5/11) 

Tg/Tg 
0 % 

(0/8) 

0 % 

(0/8) 

15 % 

(2/13) 

P (Value) <0.001 <0.005 <0.05 

 
Πίνακας 3.1: Ποσοστό θνητότητας των αγρίου τύπου (F1/F1) και των διαγονιδιακών 
(Tg/Tg) ποντικιών μετά από χρόνια χορήγηση δοξορουβικίνης (για 4, 6 και 10 εβδομάδες). 
Οι αριθμοί στην παρένθεση υποδεικνύουν τον αριθμό των πειραματοζώων, που κατέληξαν 
(αριθμητής) και τον συνολικό αριθμό των ζώων, που χρησιμοποιήθηκαν (παρονομαστής), για 
κάθε βήμα της πειραματικής διαδικασίας.  

 
Στη συνέχεια, μετρήθηκε, σαν μια πρώτη απόδειξη της τοξικής δράσης της 

δοξορουβικίνης στα πειραματόζωα, το βάρος του σώματος των αγρίου τύπου και των 
Hsp70-διαγονιδιακών ποντικιών μετά από τις 4, 6 και 10 εβδομάδες από τη χορήγηση 
του φαρμάκου και συγκρίθηκαν με τις βασικές μετρήσεις από τα ζώα ελέγχου. Στο 
παρακάτω γράφημα (Εικόνα 3.3) φαίνονται τα ποσοστά μείωσης του βάρους 
σώματος των δύο ομάδων πειραματοζώων στα χρονικά σημεία του πρωτοκόλλου. 
Όπως φαίνεται και στην εικόνα 3.3, παρατηρήθηκε μια ολοένα και αυξανόμενη 
μείωση του σωματικού βάρους των ζώων με την πάροδο του χρόνου, τόσο των F1/F1 
όσο και των διαγονιδιακών Tg/Tg ποντικιών. Όμως, το ποσοστό μείωσης του βάρους 
στα Hsp70-διαγονιδιακά ποντίκια στις 4, 6 και 10 εβδομάδες μετά τη χορήγηση της 
δοξορουβικίνης (συγκρινόμενο με το βάρος των ζώων πριν από την εκκίνηση 
χορήγησης του φαρμάκου), ήταν σημαντικά χαμηλότερο από το ποσοστό μείωσης 
του βάρους στην ομάδα των F1/F1 ποντικιών, που έλαβαν DOX. Τα ποσοστά 
μείωσης του βάρους των αγρίου τύπου ποντικιών, σε σχέση με τις βασικές μετρήσεις, 
ήταν 5.5%, 13.9% και 19.3% στις 4, 6 και 10 εβδομάδες αντίστοιχα, μετά από τη 
χορήγηση του φαρμάκου.  Αντίθετα, στα διαγονιδιακά ζώα, η μείωση του σωματικού 
βάρους υπήρξε μη στατιστικά σημαντική, σε σχέση με τις βασικές μετρήσεις, και 
μικρότερη σε σχέση με τα αγρίου τύπου ζώα, αφού εμφανίζεται σε ποσοστό 2% στις 
4 εβδομάδες, 5% στις 6 εβδομάδες και αγγίζει μόλις το 6% περίπου στις 10 
εβδομάδες. Οι διαφορές αυτές στα ποσοστά μείωσης του βάρους σώματος ανάμεσα 
στα αγρίου τύπου και τα Hsp70-διαγονιδιακά ζώα, μετά από στατιστική ανάλυση, 



137 
 

είναι στατιστικά σημαντικά με p<0,02 για όλα τα χρονικά σημεία του πρωτοκόλλου. 
Επομένως, παρατηρείται ότι τα Tg/Tg ποντίκια, που υπερεκφράζουν την Hsp70, 
έχουν την ικανότητα να διατηρούν το βάρος σε μεγάλο βαθμό μετά από τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης, σε αντίθεση με τα αγρίου τύπου F1/F1 ποντίκια.   

  

 
Εικόνα 3.3: Γραφική απεικόνιση των ποσοστών μείωσης του βάρους των αγρίου τύπου 
(F1/F1) και των διαγονιδιακών (Tg/Tg) ποντικιών μετά από διαλείπουσα ενδοπεριτοναϊκή 
χορήγηση δοξορουβικίνης (για 4, 6 και 10 εβδομάδες), ως προς τις βασικές μετρήσεις βάρους 
σώματος των ζώων για κάθε ομάδα. 
 
 

Ομόζυγα αγρίου τύπου (F1/F1) ποντίκια 

Δείκτες 
Βασικές 

μετρήσεις 
(n=11) 

Εβδομάδες μετά Δοξορουβικίνης 

4 (n=4) 6 (n=4) 10 (n=6) 

Ηλικία (Μήνες) 10.3 (2.6) 13.0 (1.1) 13.0 (1.1) 12.6 (1.4) 
Σωματικό βάρος 

(g) 32.8 (3.7) 31.0 (3.4) 28.2 (5.2) 26.5 (2.3) * 

Καρδιακός ρυθμός 
(παλμοί/λεπτό) 577 (103) 498 (44) 520 (97) 550 (91) 

AWTd (mm) 1.02(0.10) 1.09 (0.17) 1.00 (0.14) 0.91 (0.06) * 

PWTd (mm) 1.28 (0.12) 1.38 (0.17) 1.15 (0.15) 1.11 (0.11) * 

LVDd (mm) 2.56 (0.30) 2.68 (0.20) 3.25 (0.36) * 2.56 (0.48) 

LVDs (mm) 0.76 (0.18) 0.96 (0.18)* 1.49 (0.13) * 1.20 (0.22) * 
Κλασματική 

βράχυνση (%) 70.8 (4.6) 63.7 (3.7) * 54.2 (3.6) * 52.7 (6.8) * 
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Μάζα αριστερής 
κοιλίας (g) 105.5 (22.1) 124.3 (32.1) 132.2 (36.5) 85.5 (21.1) 

Μάζα αριστερής 
κοιλίας/ 

σωματικό βάρος 
3.2 (0.6) 3.8 (1.2) 4.0 (0.8) * 2.9 (0.7) 

Αναλογία R/H 4.09 (0.54) 4.04 (0.47) 5.79 (0.94) * 4.74 (0.97) * 
Ομόζυγα διαγονιδιακά ως προς την Hsp70 (Tg/Tg) ποντίκια 

Δείκτες 
Βασικές 

μετρήσεις 
(n=9) 

Εβδομάδες μετά Δοξορουβικίνης 

4 (n=4) 6 (n=4) 10 (n=8) 

Ηλικία (Μήνες) 6.5 (1.4) 9.6 (1.7) 10.5 (1.8) 9.7 (2.0) 
Σωματικό βάρος 

(g) 27.8 (2.3) 27.2 (2.4) 26.4 (2.7) 26.1 (2.7) 

Καρδιακός ρυθμός 
(παλμοί/λεπτό) 599 (115) 527 (82) 559 (103) 529 (131) 

AWTd (mm) 1.05 (0.08) 1.09 (0.09) 1.07 (0.07) 1.04 (0.10) † 

PWTd (mm) 1.21 (0.16) 1.34 (0.20) 1.24 (0.10) 1.23 (0.14) 

LVDd (mm) 2.27 (0.32)† 2.49 (0.39) 2.70 (0.30)*† 2.68 (0.32) * 

LVDs (mm) 0.70 (0.16) 0.91 (0.29)* 1.01 (0.18)*† 0.96 (0.17)*† 
Κλασματική 

βράχυνση (%) 69.5 (4.7) 64.3 (7.4) * 62.7 (4.8) *† 64.2 (4.1) *† 

Μάζα αριστερής 
κοιλίας (g) 87.7 (23.3) 111.1 (27.9)* 111.9 (10.5)* 107.6 (19.7) * 

Μάζα αριστερής 
κοιλίας/ 

σωματικό βάρος 
3.1 (0.7) 3.7 (0.7) 3.7 (0.5) 4.1 (0.8) *† 

Αναλογία R/H 3.87 (0.59) 3.93 (1.08) 4.48 (0.72) *† 4.55 (0.78) * 
 
Πίνακας 3.2: Υπερηχοκαρδιογραφικοί δείκτες σε αγρίου τύπου και διαγονιδιακά 
ποντίκια. Αγρίου τύπου (F1/F1) και διαγονιδιακά ως προς την υπερέκφραση της Hsp70 
(Tg/Tg) ποντίκια μελετήθηκαν υπερηχοκαρδιογραφικά ως προς δείκτες της καρδιακής 
λειτουργίας και φυσιολογίας υπό φυσιολογικές συνθήκες ή μετά από 4, 6 ή 10 εβδομάδες 
ενδοπεριτοναϊκής χορήγησης 3 mg/kg δοξορουβικίνης. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως 
μέσοι όροι, με την τυπική τους απόκλιση σε παρένθεση και φανερώνουν την σαφώς βελτιωμένη 
κλινική εικόνα των διαγονιδιακών ποντικιών σε όλα τα χρονικά σημεία χορήγησης 
δοξορουβικίνης. 
AWTd: τελοδιαστολική πάχυνση πρόσθιου καρδιακού τοιχώματος 
PWTd: τελοδιαστολική πάχυνση οπίσθιου καρδιακού τοιχώματος 
LVDd: τελοδιαστολική διάμετρος αριστερής κοιλίας 
LVDs: τελοσυστολική διάμετρος αριστερής κοιλίας 
Αναλογία R/H: δείκτης δυσμενούς καρδιακής λειτουργίας (Ενότητα 2.5.6) 
* P < 0.05 vs βασικές μετρήσεις μέσα σε κάθε ομάδα 
† P < 0.05 vs μάρτυρες (controls) 
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Από τις υπερηχοκαρδιογραφικές αναλύσεις (Πίνακας 3.2), παρατηρήσαμε ότι 

στα ποντίκια αγρίου τύπου (F1/F1) η χρόνια χορήγηση δοξορουβικίνης φαίνεται να 
προκάλεσε ορισμένες μεταβολές στην καρδιακή λειτουργία, που συνάδουν στην 
υπερηχογραφική εκδήλωση συστολικής καρδιακής ανεπάρκειας. 

 
Συγκεκριμένα, μετά από χορήγηση 4 εβδομαδιαίων δόσεων δοξορουβικίνης, 

παρατηρήσαμε αύξηση της τελοσυστολικής διαμέτρου της αριστερής κοιλίας από 
0.76 mm σε 0.96 mm και της μάζας της αριστερής κοιλίας, καθώς και έκπτωση της 
συστολικής λειτουργικότητας αυτής με ενδεικτική μείωση του δείκτη κλασματικής 
βράχυνσης (FS) από 70.8% σε 63.7%, με μικρού βαθμού μη στατιστικά σημαντική 
αύξηση του πάχους των τοιχωμάτων της (υπερτροφία). 

Μετά από μια ανάρρωση 2 εβδομάδων (6η εβδομάδα του πρωτοκόλλου), 
παρατηρήθηκε αύξηση της τελοδιαστολικής διαμέτρου της αριστερής κοιλίας από 
2.56 mm σε 3.25 mm. Επίσης, η τελοσυστολική διάμετρος της αριστερής κοιλίας 
αυξήθηκε περαιτέρω σε σχέση με τη μέτρηση των 4 εβδομάδων από 0.76 mm σε 1.49 
mm, με επακόλουθη αύξηση της μάζας αυτής (έκκεντρη υπερτροφία) και περαιτέρω 
έκπτωση της συστολικής λειτουργικότητας αυτής, με το δείκτη κλασματικής 
βράχυνσης να φτάνει το 54.2%. 

Μετά το πέρας του πρωτοκόλλου χορήγησης (10 εβδομάδες), η 
τελοσυστολική διάμετρος της αριστερής κοιλίας παρέμεινε αυξημένη σε σχέση με τις 
βασικές μετρήσεις στα 1.2 mm, η συστολική της λειτουργικότητα παρέμεινε 
ελαττωμένη με το δείκτη κλασματικής βράχυνσης στο 52.7%, ενώ παρατηρήθηκε 
λέπτυνση του πάχους των τοιχωμάτων της αριστερής κοιλίας (τόσο του πρόσθιου όσο 
και του οπίσθιου καρδιακού τοιχώματος) με επακόλουθη επαναφορά της μάζας της 
στα προ χορήγησης δοξορουβικίνης επίπεδα. 
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Εικόνα 3.4: Η επαγόμενη από DOX καρδιακή δυσλειτουργία εξασθενεί στα διαγονιδιακά 
ποντίκια (Tg/Tg), που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70. Αντιπροσωπευτικές 
ηχοκαρδιογραφικές M-mode εικόνες από καρδιές ποντικιών των αγρίου τύπου (F1/F1) (Πάνω) 
και των Hsp70-διαγονιδιακών ποντικιών (Tg/Tg) (Κάτω), πριν από τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης (controls) (Αριστερά) και μετά από χρόνια χορήγηση δοξορουβικίνης για 10 
εβδομάδες (Δεξιά) (πρωτόκολλο διαλείπουσας ενδοπεριτοναϊκής χορήγησης 3 mg/kg DOX για 
10 εβδομάδες).
FS: Κλασματική Βράχυνση %, που χρησιμοποιείται ως δείκτης της συστολικής λειτουργίας της 
αριστερής κοιλίας. 

Στην περίπτωση των διαγονιδιακών ποντικιών (Tg/Tg), που υπερεκφράζουν 
την Hsp70, η χρόνια χορήγηση δοξορουβικίνης φαίνεται να προκάλεσε ορισμένες 
μεταβολές (Πίνακας 3.2), όπως αυτές αναλύθηκαν μετά από την 
υπερηχοκαρδιογραφική παρατήρηση, οι οποίες φαίνονται να είναι μικρότερες σε 
σύγκριση με τα F1/F1 ποντίκια.

Στις 4 εβδομάδες, παρατηρήθηκε αύξηση της τελοσυστολικής διαμέτρου της 
αριστερής κοιλίας από 0.70 mm σε 0.91 mm και της μάζας της αριστερής κοιλίας, 
ενώ παρουσιάστηκε και μικρή έκπτωση της συστολικής λειτουργικότητας αυτής, με 
το δείκτη κλασματικής βράχυνσης από 69.5% να φτάνει το 64.3%. Επίσης, 
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παρατηρήθηκε πολύ μικρή, μη στατιστικά σημαντική, αύξηση του πάχους των 
τοιχωμάτων (υπερτροφία) της αριστερής κοιλίας. 

Μετά το στάδιο της ανάρρωσης των δύο εβδομάδων (6 εβδομάδες), 
παρατηρήθηκε μικρή αύξηση της τελοδιαστολικής διαμέτρου της αριστερής κοιλίας 
από 2.27 mm σε 2.70 mm, αλλά και της τελοσυστολικής της διαμέτρου από 0.70 mm 
σε 1.01 mm, με επακόλουθη αύξηση της μάζας της (έκκεντρη υπερτροφία). Αυτά τα 
φαινόμενα δε φαίνεται να επηρέασαν σημαντικά τη συστολική λειτουργικότητα της 
αριστερής κοιλίας, καθώς ο δείκτης κλασματικής βράχυνσης παρέμεινε στο 62.7%, 
σε σχέση και με τη μέτρηση των 4 εβδομάδων. Οι μεταβολές αυτές στα διαγονιδιακά 
ζώα φαίνεται να είναι ηπιότερες σε απόλυτο και σχετικό βαθμό από αυτές, που είχαν 
παρατηρηθεί νωρίτερα για τα αγρίου τύπου F1/F1 ζώα των βασικών μετρήσεων. 

Μετά την ολοκλήρωση του κύκλου ενέσεων με δοξορουβικίνη στα 
διαγονιδιακά ζώα (10 εβδομάδες), η τελοσυστολική διάμετρος παρέμεινε αυξημένη 
(0.96 mm) σε σχέση με την αρχική προ παρέμβασης μέτρηση, η δε συστολική 
λειτουργικότητα φάνηκε να επανέρχεται λίγο, χωρίς όμως στατιστικά σημαντική 
διαφορά, με το δείκτη κλασματικής βράχυνσης να φτάνει το 64.2%. Επιπλέον, δεν 
παρατηρήθηκε μείωση του πάχους των τοιχωμάτων της αριστερής κοιλιάς σε 
αντίθεση προς τα αγρίου τύπου ζώα. 
 Παρατηρώντας το δείκτη δυσμενούς καρδιακής λειτουργίας R/H, φαίνεται να 
αυξάνεται μετά τη χορήγηση δοξορουβικίνης και στις δύο ομάδες πειραματοζώων σε 
σχέση με τις προ της χορήγησης βασικές μετρήσεις. Η αναλογία αυτή αποτελεί 
ουσιαστικά ένδειξη της δυσμενούς αναδιαμόρφωσης της καρδιάς και όπως φαίνεται, 
στα Hsp70-διαγονιδιακά ποντίκια (Tg/Tg) διατηρείται σε χαμηλότερα επίπεδα σε 
σύγκριση με τα αγρίου τύπου (F1/F1) ποντίκια.   
 Τέλος, παρατίθεται το γράφημα (Εικόνα 3.5) με τη συγκριτική απεικόνιση του 
δείκτη κλασματικής βράχυνσης (%) ανάμεσα στα αγρίου τύπου, F1/F1, και στα 
διαγονιδιακά Tg/Tg ποντίκια, που υπερεκφράζουν την Hsp70, πριν από τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης (controls) και στις 4, 6 και 10 εβδομάδες μετά από ενδοπεριτοναϊκή 
χορήγηση του φαρμάκου. Η κλασματικής βράχυνση (Fractional Shortening), όπως 
προαναφέρθηκε, αποτελεί δείκτη της συστολικής λειτουργίας της αριστερής κοιλίας. 
Όπως φαίνεται από το γράφημα (Εικόνα 3.5), αλλά και από τις ηχοκαρδιογραφικές 
M-mode εικόνες (Εικόνα 3.4), αρχικά, ο δείκτης κλασματικής βράχυνσης (FS) δεν 
διαφέρει ανάμεσα στις δύο ομάδες ελέγχου (πριν από τη χορήγηση DOX), τόσο των 
F1/F1 όσο και των Tg/Tg ποντικιών. Αντίθετα, ο δείκτης FS δείχνει να μειώνεται 
στατιστικώς σημαντικά και στις δύο ομάδες πειραματοζώων, που έλαβαν 
δοξορουβικίνη, σε σχέση με τις βασικές μετρήσεις των αντίστοιχων ομάδων ελέγχου 
(p<0,05 σε όλα τα χρονικά σημεία της διαδικασίας και για τις δύο ομάδες ποντικιών). 
Η έκπτωση αυτή στη συστολική λειτουργία της αριστερής κοιλίας επιδεινώνεται με 
την πάροδο του χρόνου με τη χορήγηση δοξορουβικίνης, και φαίνεται να είναι 
σημαντικά μεγαλύτερη στα F1/F1 σε σύγκριση με τα Tg/Tg ποντίκια. Ο δείκτης 
κλασματικής βράχυνσης μειώνεται στα αγρίου τύπου ζώα από 70.8±4.6% σε 
63.7±3.7% στις 4 εβδομάδες, σε 54.2±3.6% στις 6 εβδομάδες και σε 52.7±6.8% στις 
10 εβδομάδες μετά τη χορήγηση του φαρμάκου, ενώ στα διαγονιδιακά ζώα ο δείκτης 
FS μειώνεται από 69.5±4.7% σε 64.3±7.4% και 62.7±4.8% στις 4 και 6 εβδομάδες 
αντίστοιχα, και επανέρχεται λίγο σε 64.2±4.1% στις 10 εβδομάδες. Οι διαφορές στα 
ποσοστά μείωσης του δείκτη κλασματικής βράχυνσης (ως προς τις βασικές μετρήσεις 
για την κάθε ομάδα), ανάμεσα στα αγρίου τύπου και τα Hsp70-διαγονιδιακά ποντίκια, 
είναι στατιστικά σημαντικές (μετά από στατιστική ανάλυση t-test) για τις 6 και τις 10 
εβδομάδες μετά από την εκκίνηση χορήγησης της δοξορουβικίνης, με p=0,01 στις 6 
εβδομάδες και p=0,001 στις 10 εβδομάδες του πρωτοκόλλου. 
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Εικόνα 3.5: Γραφική απεικόνιση της Κλασματικής Βράχυνσης (%) (Fractional Shortening, 
FS), που αποτελεί δείκτη της συστολικής λειτουργίας της αριστερής κοιλίας, στα αγρίου τύπου 
F1/F (WT) και στα Hsp70-διαγονιδιακά ποντίκια (Tg/Tg), που υπερεκφράζουν την Hsp70, πριν 
από τη χορήγηση δοξορουβικίνης (controls) και στις 4, 6 και 10 εβδομάδες μετά από 
ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση του φαρμάκου.  
* p<0.05 συγκρινόμενη με την ομάδα ελέγχου (control) των αγρίου τύπου (WT) ποντικιών 
(χωρίς χορήγηση DOX) 
§ p<0.05 συγκρινόμενη με την ομάδα ελέγχου (control) των διαγονιδιακών ποντικιών (Tg/Tg) 
(χωρίς χορήγηση DOX) 
 
Συνολικά, σε όλα τα χρονικά σημεία που μελετήσαμε, τα διαγονιδιακά ζώα 
παρουσιάζουν καλύτερη εικόνα, τόσο κλινικά (θνητότητα, σωματικό βάρος), όσο και 
υπερηχοκαρδιογραφικά, σε σχέση με τα αγρίου τύπου ζώα. Φαίνεται ότι τα 
διαγονιδιακά ποντίκια μπαίνουν σε μια ηπιότερη καρδιακή ανεπάρκεια στις 4 και 6 
εβδομάδες, η οποία φαίνεται να βελτιώνεται στις 10 εβδομάδες, κάτι που μπορούμε 
να υποθέσουμε ότι σχετίζεται, προφανώς, με την υπερέκφραση της Hsp70 στα ζώα 
αυτά. 
 
 
3.1.3. Η Hsp70 προστατεύει τα κύτταρα του μυοκαρδίου από την 
απόπτωση, ελέγχοντας την ενεργοποίηση των κασπασών 
 

Αφού επιβεβαιώθηκε η εμφάνιση καρδιακής ανεπάρκειας μετά τη χορήγηση 
της  δοξορουβικίνης, αλλά και ο προστατευτικός ρόλος της Hsp70, τόσο κλινικά όσο 
και υπερηχοκαρδιογραφικά, στόχος μας ήταν η επιβεβαίωση της προστασίας της 
Hsp70 στα κύτταρα του μυοκαρδίου από την απόπτωση, καθώς και η βιοχημική 
μελέτη του μονοπατιού, μέσω του οποίου η Hsp70 προστατεύει τον καρδιακό ιστό 
από την επαγόμενη από δοξορουβικίνη καρδιακή ανεπάρκεια.  
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Για την επίτευξη αυτού του σκοπού, απομονώθηκε ο καρδιακός ιστός 
(ενότητα 2.5.7) από τα αγρίου τύπου και τα διαγονιδιακά ποντίκια πριν από τη 
χορήγηση δοξορουβικίνης, αλλά και σε χρονικά διαστήματα 4, 6 και 10 εβδομάδων 
μετά τη χορήγηση δοξορουβικίνης. Από τις καρδιές αυτές, στη συνέχεια, λήφθηκε το 
ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα (ενότητα 2.4). 
 

 
Εικόνα 3.6: Η έκφραση της πρωτεΐνης Hsp70 σε καρδιακούς ιστούς των Hsp70-
διαγονιδιακών ποντικιών. F1/F1 και Tg/Tg ποντίκια εκτέθηκαν σε DOX (3mg/Kg) για 4, 6 ή 
10 εβδομάδες. Πρωτεϊνικά εκχυλίσματα καρδιακού ιστού (20 μg/δείγμα), που λήφθηκαν από 
F1/F1 και Tg/Tg ποντίκια, αναλύθηκαν σε SDS-PAGE και υποβλήθηκαν σε ανοσοαποτύπωση, 
χρησιμοποιώντας ειδικό αντίσωμα ενάντια στην επαγόμενη Hsp70 (anti-Hsp70). Η α-
τουμπουλίνη χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης ισοφόρτωσης των δειγμάτων. Η NIH-3T3 κυτταρική 
σειρά χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης της έκφρασης της Hsp70 μετά από θερμικό σοκ (60 λεπτά 
σε 42.5oC και 90 λεπτά επαναφορά στους 37oC). 
 
 
 

Αρχικά, θελήσαμε να ερευνήσουμε την έκφραση της πρωτεΐνης Hsp70 στα 
πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από καρδιακό ιστό και πραγματοποιήθηκε έλεγχος, μέσω 
ανοσοαποτύπωσης, μετά από τη χορήγηση του φαρμάκου για 4, 6 και 10 εβδομάδες 
(Εικόνα 3.6). Παρατηρήθηκε ότι η πρωτεΐνη Hsp70 εκφράζεται σε υψηλό βαθμό 
μόνο στα Tg/Tg διαγονιδιακά ποντίκια. Αντίθετα, στα F1/F1 ποντίκια εμφανίζεται 
μια μικρή αύξηση στο ποσό της Hsp70, και κυρίως στις 4 εβδομάδες μετά τη 
χορήγηση της δοξορουβικίνης, χωρίς, πάντως η αύξηση αυτή να φαίνεται να είναι 
σημαντική. Παραδόξως, παρατηρείται και μια μικρή υπορρύθμιση της Hsp70 στους 
καρδιακούς ιστούς των Tg/Tg ποντικιών μετά από τη χορήγηση του φαρμάκου στις 4, 
6 και 10 εβδομάδες. 
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Εικόνα 3.7: Αναστολή της κασπάσης-9 και της κασπάσης-3 σε καρδιακούς ιστούς των 
Hsp70-διαγονιδιακών ποντικιών. Σε F1/F1 και Tg/Tg ποντίκια χορηγήθηκε DOX (3mg/Kg) 
για 4, 6 ή 10 εβδομάδες. Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα καρδιακού ιστού (20 μg/δείγμα), που 
λήφθηκαν από F1/F1 και Tg/Tg ποντίκια, αναλύθηκαν σε SDS-PAGE και υποβλήθηκαν σε 
ανοσοαποτύπωση, χρησιμοποιώντας ειδικά αντισώματα ενάντια στην ενεργή κασπάση-9 (anti- 
Cleaved Caspase-9) (A) και στην ενεργή κασπάση-3 (anti- Active Caspase-3) (B). Η α-
τουμπουλίνη χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης ισοφόρτωσης των δειγμάτων. C2 κύτταρα (C2C12, 
κυτταρική σειρά μυϊκών κυττάρων ποντικού (μυοβλάστες) εκτέθηκαν σε θερμικό σοκ (60 λεπτά 
σε 42.5oC και 90 λεπτά επαναφορά στους 37oC) ή σταυροσπορίνη (3 ώρες σε 1μM) για να 
χρησιμοποιηθούν ως δείκτες της έκφρασης της Hsp70 ή ως δείκτες της ενεργοποίησης της 
απόπτωσης (σε συνεργασία με τον Καλαϊτζάκη Αλέξανδρο). 
 
 
 
 



145 
 

Στη συνέχεια, θελήσαμε να μελετήσουμε εάν η παρουσία της Hsp70 ελέγχει 
την ενεργοποίηση του καταρράκτη των κασπασών, με κάποιο τρόπο. Από τη 
βιβλιογραφία, είναι γνωστό ότι η χορήγηση δοξορουβικίνης ενεργοποιεί τον              
καταρράκτη [646, 698, 815]. Για το λόγο αυτό, χρησιμοποιήθηκαν εκχυλίσματα από 
καρδιακό ιστό και πραγματοποιήθηκε έλεγχος, μέσω ανοσοαποτύπωσης, της 
ενεργοποίησης της κασπάσης-3 και της κασπάσης-9, μετά από χρόνια διαλείπουσα 
ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση δοξορουβικίνης. Παρατηρήθηκε ότι στα διαγονιδιακά 
ζώα, τα οποία υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70, η ενεργοποίηση της κασπάσης-3 
είναι κατά πολύ μικρότερη, κυρίως, στις 6 και 10 εβδομάδες, σε σχέση με τα αγρίου 
τύπου ποντίκια (Εικόνα 3.7Α). Επίσης, παρατηρήθηκε πολύ μικρότερη ενεργοποίηση 
της κασπάσης-9 στην καρδιά των Tg/Tg ποντικιών σε σύγκριση με τα F1/F1 ποντίκια 
σε όλα τα χρονικά σημεία της πειραματικής διαδικασίας μετά από τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης (Εικόνα 3.7Β). Από την παρατήρηση μας αυτή συμπεραίνεται ότι 
ενεργοποιείται το ίδιο αποπτωτικό μονοπάτι, που περιλαμβάνει την κασπάση-9 και 
την κασπάση-3, μετά από την έκθεση σε δοξορουβικίνη και στις δύο ομάδες 
πειραματοζώων. Επομένως, το σημείο, που δρα η Hsp70 φαίνεται να είναι ανοδικά 
της ενεργοποίησης της κασπάσης-9 (και συνεπώς, ανοδικά και της εκτελεστικής 
κασπάσης-3 στα τελικά στάδια της απόπτωσης), ελέγχοντας την απόπτωση των 
κυττάρων του μυοκαρδίου με αποτροπή της ενεργοποίησης του καταρράκτη των 
κασπασών. Ακολούθως, θελήσαμε να μελετήσουμε εάν η Hsp70 ελέγχει και κάποιο 
άλλο στάδιο του μιτοχονδριακού αποπτωτικού μηχανισμού, ή ακόμη και την 
απόπτωση μέσω άλλου μηχανισμού. Για το λόγο αυτό, χρησιμοποιήθηκε σε 
ανοσοαποτύπωση ένας μεγάλος αριθμός αντισωμάτων και σε πρωτογενή εμβρυονικά 
κύτταρα φυσιολογικών (F1/F1) και Hsp70-διαγονιδιακών ποντικιών (Tg/Tg). Η 
Hsp70 εμφανίζεται να δρα και ανοδικά της ενεργοποίησης της p53, όπως δείχτηκε με 
πειράματα ανοσοαποτύπωσης σε πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα, και αναφέρονται 
πολύ αναλυτικότερα παρακάτω (Ενότητα 3.7.), καθώς και μέσω ανοσοφθορισμού και 
παρατήρησης σε συνεστιακό μικροσκόπιο, όπως και με πειράματα ανοσοαποτύπωσης 
(Western Blotting), που πραγματοποιήθηκαν στο Εργαστήριο Βιολογίας του κ. 
Αγγελίδη (Καλαϊτζάκης) [816]. 
 
 
 
 
3.2. Η υπερέκφραση της Hsp70 σε πρωτογενή εμβρυονικά κύτταρα 
των Hsp70-διαγονιδιακών ποντικιών. 
 
 

Στην αρχή, πραγματοποιήθηκε φωτογράφιση των κυττάρων για να 
παρατηρηθεί η μορφολογία τους κάτω από το οπτικό μικροσκόπιο. Η μορφολογία 
των πρωτογενών εμβρυικών κυττάρων φαίνεται στην εικόνα 3.8. Τα κύτταρα περίπου 
μετά την 18η-20η γενιά φαίνονται σαν ινοβλάστες και δείχνουν να αποκτούν 
ομοιογένεια. 
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Εικόνα 3.8: Φωτογραφία των κυττάρων, όπως φαίνονται σε οπτικό μικροσκόπιο. 

 

 

Αρχικά, οι πρωτογενείς εμβρυικές κυτταρικές σειρές, που απομονώθηκαν από 
έμβρυα ποντικιών των Hsp70-διαγονιδιακών και αγρίου τύπου ζώων (μετά από 
περίπου 80 γενιές), εξετάστηκαν ως προς την έκφραση της Hsp70, χρησιμοποιώντας 
τη μέθοδο της ανοσοαποτύπωσης (Western Blotting) πριν και μετά από θερμικό σοκ 
στους 43 °C για 90 min και ανάκαμψη στους 37°C για 3 ώρες. Όπως φαίνεται στην 
εικόνα 3.9, δεν παρατηρήθηκαν ανιχνεύσιμα επίπεδα της Hsp70 στα F1/F1 κύτταρα 
ελέγχου (control), σε αντίθεση με τα Tg/Tg κύτταρα. Διαπιστώθηκε ότι πράγματι τα 
εμβρυϊκά πρωτογενή κύτταρα (Tg/Tg) υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Ηsp70, σε 
αντίθεση με τα F1/F1, όπου η πρωτεΐνη Ηsp70 δεν ανιχνεύεται σε φυσιολογικές 
συνθήκες (37οC). Μετά την έκθεση των κυττάρων σε θερμικό σοκ, είναι εμφανής η 
αυξημένη έκφραση της Hsp70 σε όλες τις κυτταρικές σειρές, που επάγεται από το 
στρες. Η έκφραση της Hsp70 στα Tg/Tg κύτταρα (χωρίς στρες) ήταν παρόμοια με τα 
F1/F1 κύτταρα, όταν αυτά εκτίθενται στο θερμικό σοκ (Εικόνα 3.9). Η κυτταρική 
σειρά NIH-3T3, που πρόκειται για ινοβλάστες ποντικού, χρησιμοποιήθηκε σαν 
επιπλέον έλεγχος της έκφρασης της πρωτεΐνης Hsp70 κάτω από τις ίδιες συνθήκες. 
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Εικόνα 3.9: Έκφραση της HSP70 σε φυσιολογικά πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα, F1/F1, 
και σε Tg/Tg κύτταρα από διαγονιδιακά ποντίκια, που υπερεκφράζουν την Hsp70. NIH-
3T3, F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα εξετάστηκαν ως προς την έκφραση της Hsp70 κάτω από 
φυσιολογικές συνθήκες (37 oC), ή μετά από έκθεση τους σε θερμικό σοκ (90 λεπτά σε 43oC και 
90 λεπτά επαναφορά στους 37oC). Πρωτεϊνικά δείγματα (10 μg ανά δείγμα) αναλύθηκαν με 
SDS-PAGE και υποβλήθηκαν σε ανοσοαποτύπωση (Western Blot), χρησιμοποιώντας 
μονοκλωνικό αντίσωμα, ειδικό για την επαγόμενη Hsp70. Η NIH-3T3 κυτταρική σειρά είναι 
κύτταρα ινοβλαστών ποντικού. 
 
 

Στη συνέχεια, τα αποτελέσματα μας επιβεβαιώθηκαν και με τη μέθοδο της 
κυτταρομετρίας ροής. Έτσι, παρόμοια αποτελέσματα βρέθηκαν κάτω από τις ίδιες 
συνθήκες, χρησιμοποιώντας anti-Hsp70 αντίσωμα (StressGen SPA 810) και ανάλυση 
με κυτταρομετρία ροής (Εικόνα 3.10).  
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Εικόνα 3.10: Η υπερέκφραση της Hsp70 στα Tg/Tg κύτταρα, σε σχέση με τα φυσιολογικά 
F1/F1, μετά από ανάλυση της έκφρασης της με κυτταρομετρία ροής. (Α) Τα ίδια 
πρωτογενή εμβρυικά κύτταρα χρησιμοποιήθηκαν για ανάλυση της ενδοκυτταρικής Hsp70, με 
κυτταρομετρία ροής, χρησιμοποιώντας το ίδιο anti-Hsp70 αντίσωμα. Control: άβαφο δείγμα, 
IgG: Επώαση μόνο με το δευτερογενές αντίσωμα anti-mouse-FITC, FITC: Επώαση με anti-
Hsp70 και anti-mouse-FITC, FITC-Heat shock: Επώαση με anti-Hsp70 και anti-mouse-
FITC, μετά από 90 λεπτά θερμικό σοκ στους 42.5 oC και 3 ώρες επαναφορά στους 37 oC. (Β) 
Ιστόγραμμα ποσοστών έκφρασης της ενδοκυτταρικής Hsp70, με ανάλυση της κυτταρομετρίας 
ροής, χρησιμοποιώντας το ίδιο anti-Hsp70 αντίσωμα, όπως στο A. Control: άβαφο δείγμα, 
IgG: Επώαση μόνο με το δευτερογενές αντίσωμα anti-mouse-FITC, FITC: Επώαση με anti-
Hsp70 και anti-mouse-FITC, FITC-Heat shock: Επώαση με anti-Hsp70 και anti-mouse-
FITC, μετά από 90 λεπτά θερμικό σοκ στους 42.5 oC και 3 ώρες επαναφορά στους 37 oC (P < 
0,0004). 
 

 
 
Κύτταρα F1/F1 και Tg/Tg, που υπερεκφράζουν την Hsp70, τα οποία 

υπέστησαν ή όχι θερμικό σοκ, ελέγχθησαν για την επαγωγή της έκφρασης της Hsp70, 
με κυτταρομετρία ροής. Μετρήθηκε ο φθορισμός της Hsp70 σε κάθε περίπτωση και, 
ακολούθως, μελετήθηκε η επαγωγή της, συγκρίνοντας τις καμπύλες φθορισμού και 
αφαιρώντας σε κάθε περίπτωση τον αυτοφθορισμό, που προέρχεται από το 
δευτερογενές αντίσωμα. Για την παρουσία έκφρασης της Hsp70 χρησιμοποιήθηκε 
ειδικό μονόκλωνο αντίσωμα, που αναγνωρίζει την επαγόμενη Hsp70. Είναι εμφανής 
η αυξημένη έκφραση της Hsp70 στα Tg/Tg κύτταρα σε σχέση με τα F1/F1 κύτταρα 
κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, ενώ έκθεση των δύο κυτταρικών σειρών σε 
θερμικό σοκ έχει ως αποτέλεσμα την επαγωγή σε μεγαλύτερο βαθμό της πρωτεΐνης 
(Εικόνα 3.10Α). Επομένως, τα Tg/Tg κύτταρα, που ανακτήθηκαν από τα 
διαγονιδιακά ποντίκια, εκφράζουν συνεχώς την Hsp70, χωρίς έκθεση τους σε θερμικό 
σοκ, σε αντίθεση με τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα. 

Για την καλύτερη ανάλυση των αποτελεσμάτων, πραγματοποιήσαμε 
ποσοτικοποίηση της έκφρασης της Hsp70, όπως αυτά προέκυψαν μετά από την 
κυτταρομετρία ροής (Εικόνα 3.10Β). Και από το γράφημα είναι εμφανής η αυξημένη 
έκφραση της Hsp70 στα Tg/Tg κύτταρα σε σύγκριση με τα F1/F1 κύτταρα κάτω από 
φυσιολογικές συνθήκες. Μετά το θερμικό σοκ και τα φυσιολογικά κύτταρα F1/F1 
επάγουν την έκφραση της Hsp70, ενώ τα Tg/Tg κύτταρα την εκφράζουν σε 
μεγαλύτερο βαθμό. Τα αποτελέσματα μας για τη σύγκριση των δύο κυτταρικών 
σειρών ως προς την έκφραση της Hsp70, τόσο κάτω από φυσιολογικές συνθήκες όσο 
και μετά από την έκθεση τους σε θερμικό στρες, είναι στατιστικά σημαντικά με P< 
0,0004 σε όλες τις περιπτώσεις. 

Από όλα τα παραπάνω, αποδεικνύεται η συνεχής υπερέκφραση της Hsp70 στα 
Tg/Tg πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα, που προέρχονται από τα διαγονιδιακά ποντίκια, 
σε αντίθεση με τα F1/F1 φυσιολογικά πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα. 
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3.3. Προσδιορισμός της βιωσιμότητας των κυττάρων με τη μέθοδο 
αποκλεισμού της χρωστικής Trypan Blue. 
 
 

Αφού προσδιορίστηκε η έκφραση της Hsp70 στις κυτταρικές σειρές μας 
(F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα), στη συνέχεια της μελέτης μας μετρήσαμε την κυτταρική 
βιωσιμότητα και πως μπορεί αυτή να επηρεάζεται από τη έκθεση των κυττάρων σε 
διάφορες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης με τη μέθοδο αποκλεισμού της χρωστικής 
Trypan Blue.  
   Η μέθοδος προσδιορισμού της βιωσιμότητας με τη χρησιμοποίηση της 
χρωστικής Trypan Blue στηρίζεται στην ιδιότητα της χρωστικής να βάφει επιλεκτικά 
τα νεκρά κύτταρα, προσδίδοντας τους ένα έντονο μπλε χρώμα. Σε αντίθεση, τα 
ζωντανά κύτταρα, επειδή δεν βάφονται με τη συγκεκριμένη χρωστική, στο 
μικροσκόπιο εμφανίζουν την εικόνα άθικτων κυττάρων, δηλαδή έχουν λευκό 
(διαφανές) χρώμα. 

Στη μέθοδο αποκλεισμού της χρωστικής Trypan Blue, μετά το πέρας επώασης 
των κυττάρων με τα διαλύματα του φαρμάκου, τα κύτταρα αφού ξεπλυθούν τρεις 
φορές με 10 ml PBS, αποκολλούνται με θρυψίνη-EDTA και συλλέγονται σε θρεπτικό 
υλικό DMEM. Το κυτταρικό εναιώρημα φυγοκεντρείται και το κυτταρικό ίζημα, 
αναμειγνύεται με 0,5 ml χρωστικής Trypan Blue 0,4% (Sigma) σε 0,5 ml PBS, έτσι 
ώστε η τελική συγκέντρωση της Trypan Blue να είναι 0,2% και αφήνεται για 10 
λεπτά. Τελικά, μετράται ο αριθμός των ζωντανών, αλλά και των νεκρών κυττάρων 
κάτω από το οπτικό μικροσκόπιο (Nikon) με τη βοήθεια αιμοκυτταρόμετρου (πλάκα 
Neubauer). Η κυτταρική βιωσιμότητα υπολογίζεται ως εξής: 

 
Βιωσιμότητα % = (άθικτα κύτταρα) / (νεκρά + κύτταρα που δεν βάφτηκαν)  
και εκφράστηκε τελικά ως ποσοστό (%) επί της βιωσιμότητας των κυττάρων ελέγχου 
(control). 
 

Μετά από μέτρηση της βιωσιμότητας των F1/F1 κυττάρων ελέγχου μετά από 
χορήγηση διαφόρων συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης και για χρόνο έκθεσης 24 
ωρών, παρατηρήθηκε μια σταδιακή μείωση της κυτταρικής επιβίωσης ανάλογη με 
την αντίστοιχη αύξηση της συγκέντρωσης του φαρμάκου (Εικόνα 3.11). Μείωση της 
κυτταρικής επιβίωσης, που αντιστοιχεί περίπου στο 50% του κυτταρικού πληθυσμού, 
λαμβάνει χώρα μετά τη συγκέντρωση DOX των 10μΜ και πριν τη συγκέντρωση των 
25μΜ. Μικρή επιβίωση παρατηρείται στα F1/F1 κύτταρα σε συγκέντρωση 
δοξορουβικίνης 100μΜ, μετά από 24 ώρες επώασης με το φάρμακο. 
 



151 
 

 
Εικόνα 3.11: Γραφική απεικόνιση του ποσοστού βιωσιμότητας των F1/F1 κυττάρων μετά 
από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.5, 1, 5, 10, 25, 50 και 100μΜ) 
για 24 ώρες. 
 

 

 
Εικόνα 3.12: Γραφική απεικόνιση του ποσοστού βιωσιμότητας των F1/F1 κυττάρων μετά 
από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.5, 1, 5, 10, 25, 50 και 100μΜ) 
για 48 ώρες. 
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Σταδιακή μείωση του εκατοστιαίου ποσοστού της κυτταρικής βιωσιμότητας 
παρατηρήθηκε και μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε κύτταρα F1/F1 για χρονικό 
διάστημα 48 ωρών, όπως φαίνεται στην εικόνα 3.12. Η παρατηρούμενη μείωση της 
κυτταρικής επιβίωσης στο 50% για 48 ώρες έκθεσης, εμφανίζεται μετά τη 
συγκέντρωση 0,5 μΜ, ενώ ήδη από τη συγκέντρωση του 1 μΜ DOX, η βιωσιμότητα 
του κυτταρικού πληθυσμού είναι αρκετά μικρότερη από το 50%. Η επιβίωση των 
κυττάρων μειώνεται σημαντικά στις μεγάλες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (10μΜ, 
25μΜ, 50μΜ), ενώ εμφανίζεται μηδενική σε συγκέντρωση 100μΜ DOX 48 ώρες 
μετά από τη χορήγηση του φαρμάκου. 
 

 
Εικόνα 3.13: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών επιβίωσης των F1/F1 κυττάρων για 
χρονικό διάστημα 24 και 48 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης (p < 4,7·10-5). 
 

Στη συνέχεια, κατόπιν συγκρίσεως της βιωσιμότητας των F1/F1 κυττάρων σε 
χρόνο 24 και 48 ωρών μετά από τη χορήγηση των αντίστοιχων συγκεντρώσεων 
δοξορουβικίνης (Εικόνα 3.13), παρατηρείται η σταδιακή μείωση των ποσοστών 
επιβίωσης των F1/F1 κυττάρων, με αύξηση της συγκέντρωσης της δοξορουβικίνης 
και του χρόνου επώασης των κυττάρων με το φάρμακο. Σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα μας, η σύγκριση των ποσοστών επιβίωσης των F1/F1 κυττάρων 
ανάμεσα στους δύο χρόνους από τη χορήγηση του φαρμάκου, δείχνει ότι η κυτταρική 
βιωσιμότητα είναι πολύ μεγαλύτερη στις 24 ώρες σε σχέση με τις 48 ώρες. Η 
διαφορά αυτή στα ποσοστά επιβίωσης είναι ιδιαίτερα εμφανής σε όλες τις 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που χρησιμοποιήθηκαν. Τα αποτελέσματα μας, μετά 
από στατιστική ανάλυση (t-test), ως προς τη σύγκριση των ποσοστών επιβίωσης 
ανάμεσα στους δύο χρόνους επώασης για τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης στα F1/F1 κύτταρα, είναι στατιστικά σημαντικά για όλες τις 
συγκεντρώσεις επώασης στο φάρμακο (p < 4,7∙10-5 για όλες τις συγκεντρώσεις 
DOX). 

Κατά την επώαση των κυττάρων Tg/Tg, που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη 
Hsp70, στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για 24 ώρες, παρατηρείται 
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αυξημένη ανθεκτικότητα των κυττάρων στο φάρμακο. Όπως φαίνεται στην εικόνα 
3.14, και στα Tg/Tg κύτταρα, φαίνεται μια σταδιακή μείωση της επιβίωσης του 
κυτταρικού πληθυσμού με αντίστοιχη αύξηση της συγκέντρωσης της DOX. Η μείωση 
των ποσοστών επιβίωσης των Tg/Tg κυττάρων, φαίνεται να καθυστερεί και να μην 
είναι τόσο έντονη, ακόμα και στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, 
αφού, ακόμα, και στη συγκέντρωση των 100 μΜ, η επιβίωση εμφανίζεται λίγο κάτω 
από το 50% του συνολικού κυτταρικού πληθυσμού.  

Από το γράφημα είναι εμφανής η αυξημένη ανθεκτικότητα των Tg/Tg 
κυττάρων στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις επώασης με δοξορουβικίνη, όπου τα 
κύτταρα επιδεικνύουν καλύτερη επιβίωση.  
 

 
Εικόνα 3.14: Γραφική απεικόνιση του ποσοστού βιωσιμότητας των Tg/Tg κυττάρων μετά από 
χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.5, 1, 5, 10, 25, 50 και 100 μΜ) για 
24 ώρες. 
 

Στην παράθεση του γραφήματος, απεικονίζονται τα ποσοστά της 
βιωσιμότητας των Tg/Tg κυττάρων μετά από χορήγηση των αντίστοιχων 
συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης για 48 ώρες. Όταν τα Tg/Tg κύτταρα επωάσθηκαν 
στον χρόνο των 48 ωρών, παρατηρήθηκε ανάλογη σταδιακή μείωση στην επιβίωση 
του κυτταρικού πληθυσμού με αύξηση της συγκέντρωσης της δοξορουβικίνης 
(Εικόνα 3.15). Το ποσοστό επιβίωσης για τα Tg/Tg κύτταρα, που είναι περίπου στο 
50% του συνολικού κυτταρικού πληθυσμού, εμφανίζεται στη συγκέντρωση των 25 
μΜ δοξορουβικίνης, ενώ εμφανίζεται μια απότομη μείωση της βιωσιμότητας, μετά τη 
συγκέντρωση των 50 μΜ DOX. Είναι, πάντως, εμφανές από το γράφημα μας, ότι 
παρατηρείται κυτταρική επιβίωση για τα Tg/Tg κύτταρα, ακόμα και για τις μεγάλες 
συγκεντρώσεις DOX μετά από 48 ώρες επώασης, πράγμα το οποίο καθιστά τα Tg/Tg 
κύτταρα πιο ανθεκτικά στη δοξορουβικίνη. 
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Εικόνα 3.15: Γραφική απεικόνιση του ποσοστού βιωσιμότητας των Tg/Tg κυττάρων μετά από 
χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.5, 1, 5, 10, 25, 50 και 100 μΜ) για 
48 ώρες. 
 
 

Στη σύγχρονη απεικόνιση της βιωσιμότητας των Tg/Tg κυττάρων, που 
υπερεκφράζουν την Hsp70, για τους δύο χρόνους έκθεσης, όπως φαίνεται και στην 
εικόνα 3.16, προκύπτει το συμπέρασμα ότι, όπως και στα F1/F1 κύτταρα, η επιβίωση 
είναι μειωμένη στις 48 ώρες επώασης σε σύγκριση με αυτή στις 24 για όλες τις 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που χρησιμοποιήθηκαν. Επίσης, συμπεραίνεται η 
σταδιακή μείωση των ποσοστών επιβίωσης στα Tg/Tg κύτταρα, όσο μεγαλώνει η 
συγκέντρωση, καθώς και ο χρόνος επώασης των κυττάρων με δοξορουβικίνη. Η 
διαφορά στη βιωσιμότητα ανάμεσα στους δύο χρόνους επώασης δεν είναι το ίδιο 
έντονη στα Tg/Tg κύτταρα, όπως ήταν στα F1/F1 κύτταρα, και κυρίως στις 
μικρότερες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, πράγμα το οποίο δείχνει ότι τα Tg/Tg 
κύτταρα επιδεικνύουν μεγαλύτερη ανθεκτικότητα. Οι διαφορές στη βιωσιμότητα των 
Tg/Tg κυττάρων στις δύο χρονικές διάρκειες έκθεσης των 24 και 48 ωρών είναι 
στατιστικά σημαντικές, μετά από στατιστική ανάλυση (t-test), με p<0,0008 για όλες 
τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης. 
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Εικόνα 3.16: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών επιβίωσης των Tg/Tg κυττάρων για 
χρονικό διάστημα 24 και 48 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης (p< 0,0008). 
 
 

Από τα παραπάνω γραφήματα, συμπεραίνεται ότι η τοξική δράση της 
δοξορουβικίνης στον κυτταρικό πληθυσμό έχει τόσο δόσο-εξαρτώμενη όσο και 
χρόνο-εξαρτώμενη βάση. 
 

Ακολούθησε η σύγκριση του ποσοστού της κυτταρικής βιωσιμότητας στις δύο 
κυτταρικές σειρές στην ίδια χρονική διάρκεια έκθεσης στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις της δοξορουβικίνης. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 3.17, στις 24 
ώρες, παρατηρήθηκε αυξημένη τιμή των ποσοστών επιβίωσης στα Tg/Tg κύτταρα σε 
σύγκριση με αυτή στα F1/F1 για όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης. Η διαφορά 
στη βιωσιμότητα ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές είναι εμφανής σε όλες τις 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που χρησιμοποιήσαμε, ενώ είναι ακόμη πιο έντονη 
στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις του φαρμάκου για 24 ώρες μετά τη χορήγηση. Από 
το γράφημα είναι έκδηλο ότι τα Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την Hsp70, 
εμφανίζουν καλύτερη επιβίωση στη δράση της δοξορουβικίνης σε σχέση με τα F1/F1 
κύτταρα ελέγχου μετά από 24 ώρες επώασης με το φάρμακο. Τα αποτελέσματα μας, 
μετά τη στατιστική ανάλυση (t-test), ως προς τη σύγκριση των ποσοστών 
βιωσιμότητας ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές για 24 ώρες επώασης στις 
αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, είναι στατιστικά σημαντικά για όλες τις 
συγκεντρώσεις (p=0,002 - p=0,0000). 
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Εικόνα 3.17: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών επιβίωσης μεταξύ των F1/F1 και 
Tg/Tg κυττάρων για χρονικό διάστημα 24 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p=0,002 - p=0,0000). 
 
 

 
Εικόνα 3.18: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών επιβίωσης μεταξύ των F1/F1 και 
Tg/Tg κυττάρων για χρονικό διάστημα 48 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p < 0,0001). 
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Κατά την έκθεση των δύο κυτταρικών σειρών σε δοξορουβικίνη για 48 ώρες 

παρατηρήθηκαν αυξημένα ποσοστά στη συνολική επιβίωση στα κύτταρα Tg/Tg σε 
σχέση με τα F1/F1 (Εικόνα 3.18), για όλες τις συγκεντρώσεις του φαρμάκου, που 
χρησιμοποιήθηκαν. Η διαφορά στα ποσοστά επιβίωσης, που παρατηρείται ανάμεσα 
στις δύο κυτταρικές σειρές στις 48 ώρες επώασης είναι ιδιαίτερα εμφανής σε όλες τις 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης και είναι πιο έντονη από τη διαφορά, που προέκυψε 
νωρίτερα στις 24 ώρες επώασης με το φάρμακο, όπως παρατηρήθηκε και στο 
προηγούμενο γράφημα. Σε αντίθεση με τα F1/F1 κύτταρα, όπου στις μεγαλύτερες 
συγκεντρώσεις DOX, η επιβίωση είναι μικρή και μηδενίζεται στη συγκέντρωση των 
100 μΜ, στα Tg/Tg κύτταρα παρατηρείται επιβίωση, ακόμα και στις μεγάλες 
συγκεντρώσεις φαρμάκου. Επομένως, συμπεραίνουμε ότι και στην περίπτωση των 48 
ωρών μετά τη χορήγηση δοξορουβικίνης, τα Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την 
πρωτεΐνη Hsp70, φαίνονται να παρουσιάζουν μεγαλύτερη ανθεκτικότητα στο 
φάρμακο, σε σύγκριση με τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα. Οι διαφορές στην 
επιβίωση, που παρατηρήθηκαν ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές για 48 ώρες 
επώασης στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, είναι στατιστικά 
σημαντικές (p < 0,0001), μετά από στατιστική ανάλυση (t-test), για όλες τις 
συγκεντρώσεις, που χρησιμοποιήθηκαν. 
 

Συμπερασματικά, μπορούμε να αποφανθούμε ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί 
δόσο- και χρόνο-εξαρτώμενη μείωση του ποσοστού επιβίωσης στα κύτταρα, ενώ 
επίσης εξαρτάται και από το είδος των πρωτογενών κυτταρικών σειρών, αφού 
φαίνεται η αυξημένη επιβίωση των Tg/Tg κυττάρων σε σύγκριση με τα F1/F1 
κύτταρα ελέγχου. Τα ιστογράμματα των ποσοστών βιωσιμότητας έδειξαν ότι τα 
F1/F1 κύτταρα με μη ανιχνεύσιμα ποσά της Hsp70, παρουσιάζουν λιγότερη επιβίωση 
σε σύγκριση με τα  Tg/Tg κύτταρα για 24 και 48 ώρες, προτείνοντας, επομένως, ότι η 
παρουσία της Hsp70 στα Tg/Tg κύτταρα προσδίδει σε αυτά μεγαλύτερη 
ανθεκτικότητα στη δοξορουβικίνη. 
 
 
 
3.4. Προσδιορισμός του κυτταρικού θανάτου μετά από χορήγηση 
δοξορουβικίνης με χρήση κυτταρομετρίας ροής 
 

Μετά τον προσδιορισμό της επιβίωσης των κυττάρων ακολούθησε  ο 
προσδιορισμός του κυτταρικού θανάτου, που προκαλείται από τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης. Για τον υπολογισμό της απόπτωσης των κυττάρων μετά από 
χορήγηση δοξορουβικίνης, χρησιμοποιήθηκε χρώση με ιωδιούχο προπίδιο (pI) και 
Αννεξίνη V, συζευγμένη με φθορίζον αντίσωμα (FITC) και μέτρηση σε 
κυτταρόμετρο.   

Η μέτρηση του ποσοστού των αποπτωτικών κυττάρων με κυτταρομετρία 
ροής, βασίζεται στη διαδικασία μεταφοράς της αρνητικά φορτισμένης  
φωσφατιδυλοσερίνης (PS)  από  την  εσωτερική  προς  την  εξωτερική  επιφάνεια  της  
κυτταρικής μεμβράνης [817], η οποία γίνεται στην έναρξη της απόπτωσης. Τα 
κύτταρα, κατά τη διάρκεια της αποπτωτικής διαδικασίας, χάνουν την ασυμμετρία της 
διπλής φωσφολιπιδικής μεμβράνης και εκθέτουν στο εξωτερικό της τη 
φωσφατιδυλοσερίνη, που φυσιολογικά βρίσκεται στην εσωτερική πλευρά της 
μεμβράνης. Αυτή η διαδικασία λαμβάνει χώρα κατά τα πρώιμα στάδια του 
προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου, όπου η διαπερατότητα της μεμβράνης 
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παραμένει ακέραια. H αννεξίνη V ανήκει σε μία οικογένεια πρωτεϊνών με 
αντισυγκολλητικές ιδιότητες, που συνδέεται κατά προτίμηση με αρνητικά 
φορτισμένα φωσφολιπίδια, όπως είναι η φωσφατιδυλοσερίνη της εξωτερικής  
μεμβράνης, παρουσία ιόντων Ca2+. Έτσι, με τη σύνδεση της Αννεξίνης V με τη 
φθορίζουσα χρωστική (FITC) είναι δυνατή η ανίχνευση και ο ποσοτικός 
προσδιορισμός των αποπτωτικών κυττάρων ένα προς ένα με τη βοήθεια της 
κυτταρομετρίας ροής. H χρώση με Αννεξίνη-V ανιχνεύει τα εξωτερικευμένα 
προϊόντα αποδόμησης της φωσφατιδυλοσερίνης (PS) στην κυτταρική μεμβράνη, που 
αποκαλύπτονται νωρίς κατά την εξέλιξη της απόπτωσης, προσδιορίζοντας με αυτό 
τον τρόπο έναν συγκεκριμένο πληθυσμό κυττάρων, που ονομάζονται Ann+ και 
συνιστούν τον πληθυσμό των πρώιμων αποπτωτικών κυττάρων. Καθώς η διαδικασία 
του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου εξελίσσεται και το κύτταρο βρίσκεται 
σε όψιμο ή τελικό στάδιο απόπτωσης, η διαπερατότητα της κυτταρικής μεμβράνης 
μεταβάλλεται με αποτέλεσμα μόρια, όπως το Ιωδιούχο Προπίδιο (PI), να την 
διαπερνούν ελεύθερα και να συνδέονται με το DNA του κυττάρου. Στο αποπτωτικό 
αυτό στάδιο η διπλή χρώση με Αννεξίνη και PI, προσδιορίζει έναν δεύτερο πληθυσμό 
κυττάρων Ann+ PI+, που συνιστούν τα όψιμα αποπτωτικά κύτταρα. Κύτταρα, τα 
οποία δεν εκφράζουν κανένα από τα δύο προαναφερθείσα μόρια αποτελούν τον 
ακέραιο ζώντα πληθυσμό, ενώ τέλος αυτά, που εκφράζουν μόνο το PI συνιστούν 
πληθυσμό κυττάρων σε φάση νέκρωσης και πλήρους καταστροφής της μεμβράνης. 

Η ανάλυση και η μέτρηση του κυτταρικού θανάτου στις κυτταρικές σειρές 
(F1/F1 και Tg/Tg) με τη μέθοδο αυτή με κυτταρομετρία ροής πραγματοποιήθηκε 
μετά από προσθήκη δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 
25 μΜ) και για διάφορους χρόνους επώασης (24, 48 ώρες). 

Λόγω του αυτοφθορισμού της δοξορουβικίνης, για κάθε συγκέντρωση και 
χρόνο επώασης χρησιμοποιείται και ένα άβαφο δείγμα (χωρίς προσθήκη PI και 
Αννεξίνης) 100.000 κυττάρων. Μετά τη μέτρηση και των δύο δειγμάτων, 
πραγματοποιήσαμε αφαίρεση του αριθμού των κυττάρων του άβαφου δείγματος από 
τον αριθμό των κυττάρων του βαμμένου για κάθε ποσοστό, για να προσδιορίσουμε τα 
ποσοστά επιβίωσης, νέκρωσης και απόπτωσης για την κάθε περίπτωση. 

Μετά τον υπολογισμό των ποσοστών της επιβίωσης, της απόπτωσης και της 
νέκρωσης του πληθυσμού των κυττάρων για κάθε συγκέντρωση και χρονική περίοδο 
επώασης με τη δοξορουβικίνη, προέκυψαν τα γραφήματα, που παρατίθενται στη 
συνέχεια. Τα ποσοστά, που αντιστοιχούν στις διάφορες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης, υπολογίστηκαν ως προς το επί τοις % της συνολικής απόπτωσης και 
νέκρωσης των κυττάρων ελέγχου (χωρίς προσθήκη του φαρμάκου στο δείγμα μας) 
για το ίδιο χρονικό διάστημα επώασης με δοξορουβικίνη. Ως απόπτωση αναφέρουμε 
το ποσοστό της συνολικής απόπτωσης, που αποτελεί το άθροισμα τόσο του ποσοστού 
των πρώιμων όσο και αυτού των όψιμων αποπτωτικών κυττάρων.  

Παρακάτω παρατίθεται η απεικόνιση ενδεικτικών μετρήσεων από το 
κυτταρόμετρο για τις δύο κυτταρικές σειρές και στους δύο χρόνους επώασης των 24 
και 48 ωρών με δοξορουβικίνη. Οι μετρήσεις αυτές είναι, όπως προέκυψαν με την 
κυτταρομετρία ροής, χωρίς τον υπολογισμό του αυτοφθορισμού του φαρμάκου. 
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Εικόνα 3.19: Ενδεικτική απεικόνιση γραφημάτων των δύο κυτταρικών σειρών πρωτογενών 
εμβρυικών κυττάρων (F1/F1 και Tg/Tg), όπως μετρήθηκαν στο κυτταρόμετρο, σε 
συγκεντρώσεις 0μΜ (Control) και 25μΜ DOX για 24 και 48 ώρες επώασης. Η μέτρηση της 
απόπτωσης των κυττάρων έγινε με τη χρήση Αννεξίνης V (Annexin V) και ιωδιούχου προπιδίου 
(pI), με κυτταρομετρία ροής. 
Q3= % Ποσοστό των ζωντανών κυττάρων
Q1= % Ποσοστό νεκρωτικών κυττάρων
Q2= % Ποσοστό όψιμων αποπτωτικών κυττάρων (late apoptotic cells)
Q4= % Ποσοστό πρώιμων αποπτωτικών κυττάρων (early apoptotic cells).
Από τις εικόνες αυτές είναι εμφανής η καλύτερη επιβίωση, που επιδεικνύουν τα Tg/Tg κύτταρα 
σε σύγκριση με τα F1/F1 κύτταρα.

Μετά τη μέτρηση και την αφαίρεση του αριθμού των κυττάρων του άβαφου 
δείγματος από τον αριθμό των κυττάρων του βαμμένου με pI και Αννεξίνη V
δείγματος για κάθε ποσοστό, λόγω του αυτοφθορισμού της δοξορουβικίνης, και τον 
προσδιορισμό των ποσοστών επιβίωσης, νέκρωσης και απόπτωσης για κάθε 
συγκέντρωση και χρονική περίοδο επώασης με τη δοξορουβικίνη, προέκυψαν τα 
ακόλουθα γραφήματα.
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Εικόνα 3.20: Γραφική απεικόνιση του ποσοστού των αποπτωτικών και νεκρωτικών F1/F1 
κυττάρων μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 
και 25 μΜ ) για 24 ώρες. 
 
 

Αρχικά, προσδιορίσθηκε η βιωσιμότητα στα F1/F1 κύτταρα στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης και σε χρόνο έκθεσης 24 ώρες, όπου παρατηρήθηκε 
μια σταδιακή αύξηση της συνολικής απόπτωσης και νέκρωσης, ανάλογη με την 
αντίστοιχη αύξηση της συγκέντρωσης του φαρμάκου, όπως φαίνεται στην εικόνα 
3.20. Παρατηρήθηκε μια έντονη αύξηση του κυτταρικού θανάτου στον πληθυσμό των 
F1/F1 κυττάρων, που ξεπερνά και το 50%, από τη συγκέντρωση των 5μΜ περίπου. 
Μικρή επιβίωση παρατηρείται στα κύτταρα σε συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που 
αντιστοιχούν σε 25μΜ και πάνω. 
 Σταδιακή αύξηση του ποσοστού της κυτταρικής απόπτωσης και νέκρωσης 
παρατηρήθηκε και ύστερα από έκθεση των F1/F1 κυττάρων σε αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για χρονική διάρκεια 48 ωρών (Εικόνα 3.21). 
Συνολική απόπτωση και νέκρωση άνω του 50 % του κυτταρικού πληθυσμού 
παρατηρείται μόλις από τη συγκέντρωση φαρμάκου 1μΜ για χρονικό διάστημα 48 
ωρών μετά τη χορήγηση δοξορουβικίνης. Η βιωσιμότητα των κυττάρων εμφανίζεται 
να είναι ελάχιστη από συγκέντρωση DOX 5μΜ και πάνω (5μΜ, 10μΜ, 25μΜ). Στις 
συγκεντρώσεις αυτές δεν φαίνονται ιδιαίτερες διαφορές ως προς το σύνολο της 
απόπτωσης και της νέκρωσης, καθώς ο πληθυσμός των ζωντανών κυττάρων  είναι 
ιδιαίτερα μικρός. 
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Εικόνα 3.21: Γραφική απεικόνιση του ποσοστού των αποπτωτικών και νεκρωτικών F1/F1 
κυττάρων μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 
και 25 μΜ) για 48 ώρες. 
 
 

Στο επόμενο γράφημα απεικονίζεται η σύγκριση των ποσοστών απόπτωσης 
και νέκρωσης των F1/F1 κυττάρων για χρονικό διάστημα 24 και 48 ωρών μετά από 
τη χορήγηση των αντίστοιχων συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης (Εικόνα 3.22) όπου 
φαίνεται η σταδιακή αύξηση των ποσοστών απόπτωσης και νέκρωσης στα F1/F1 
κύτταρα, καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση της δοξορουβικίνης και ο χρόνος επώασης 
των κυττάρων με το φάρμακο. Από τη σύγκριση των ποσοστών ανάμεσα στους δύο 
χρόνους από τη χορήγηση της δοξορουβικίνης, αποδεικνύεται, ότι ο κυτταρικός 
θάνατος είναι πολύ πιο έντονος στις 48 ώρες σε σχέση με τις 24 για τα F1/F1 
κύτταρα, και η διαφορά αυτή είναι ιδιαίτερα έκδηλη στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις 
του φαρμάκου (1μΜ, 5μΜ, 10μΜ και 25μΜ), όπου η επιβίωση των κυττάρων 
μειώνεται δραματικά. Τα αποτελέσματα, μετά από στατιστική ανάλυση (t-test), ως 
προς τη σύγκριση των ποσοστών απόπτωσης και νέκρωσης ανάμεσα στους δύο 
χρόνους επώασης για τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης στα F1/F1 
κύτταρα, είναι στατιστικά σημαντικά για όλες τις συγκεντρώσεις επώασης στο 
φάρμακο (p=0,009 - p=0,000). 
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Εικόνα 3.22: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών απόπτωσης και νέκρωσης των F1/F1 
κυττάρων για χρονικό διάστημα 24 και 48 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p< 0,009). 
 
 

Στο γράφημα,  που απεικονίζονται τα ποσοστά της συνολικής απόπτωσης και 
νέκρωσης των Tg/Tg κυττάρων μετά από χορήγηση των αντίστοιχων συγκεντρώσεων 
δοξορουβικίνης για 24 ώρες, παρατηρήθηκε μια σταδιακή αύξηση της συνολικής 
απόπτωσης και νέκρωσης με αντίστοιχη αύξηση της συγκέντρωσης του φαρμάκου, 
όπως φαίνεται στην εικόνα 3.23. Επίσης, στα Tg/Tg κύτταρα διακρίνεται μια αύξηση 
του κυτταρικού θανάτου από τη συγκέντρωση DOX των 5μΜ περίπου, όπου το 
ποσοστό της συνολικής απόπτωσης και νέκρωσης είναι περίπου στο 50%. Από το 
γράφημα είναι, επίσης, εμφανής η αυξημένη ανθεκτικότητα των Tg/Tg κυττάρων στις 
μεγαλύτερες συγκεντρώσεις επώασης με δοξορουβικίνη, όπου τα κύτταρα 
επιδεικνύουν καλύτερη επιβίωση.  
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Εικόνα 3.23: Γραφική απεικόνιση του ποσοστού των αποπτωτικών και νεκρωτικών Tg/Tg 
κυττάρων μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 
και 25 μΜ) για 24 ώρες. 
 
 
 

Ανάλογη σταδιακή αύξηση του ποσοστού της συνολικής κυτταρικής 
απόπτωσης και νέκρωσης παρατηρήθηκε μετά από έκθεση των Tg/Tg κυττάρων στις 
αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για χρονικό διάστημα 48 ωρών (Εικόνα 
3.24). Στα Tg/Tg κύτταρα, παρατηρείται αύξηση του κυτταρικού θανάτου και η 
συνολική απόπτωση και νέκρωση ανέρχεται του 50 % του κυτταρικού πληθυσμού, 
από τη συγκέντρωση των 5μΜ για χρονικό διάστημα 48 ωρών μετά τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης. Στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις επώασης με δοξορουβικίνη για 48 
ώρες το ποσοστό απόπτωσης και νέκρωσης φαίνεται να διατηρείται στα επίπεδα 
μεταξύ 65-75% μέχρι και τη συγκέντρωση των 25μΜ. Στις μεγάλες συγκεντρώσεις 
παρατηρείται κυτταρική επιβίωση και για τις δύο χρονικές διάρκειες έκθεσης (πιο 
εμφανές στις 48 ώρες) για τα Tg/Tg κύτταρα, γεγονός το οποίο μας οδηγεί στο 
συμπέρασμα ότι αυτά επιδεικνύουν μεγαλύτερη ανθεκτικότητα στο φάρμακο. 
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Εικόνα 3.24: Γραφική απεικόνιση του ποσοστού των αποπτωτικών και νεκρωτικών Tg/Tg 
κυττάρων μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 
και 25 μΜ) για 48 ώρες. 
 

Κατά τη σύγκριση των ποσοστών απόπτωσης και νέκρωσης των Tg/Tg 
κυττάρων για χρονικό διάστημα 24 και 48 ωρών μετά από τη χορήγηση των 
αντίστοιχων συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης (Εικόνα 3.25), προκύπτει η σταδιακή 
αύξηση των ποσοστών απόπτωσης και νέκρωσης στα Tg/Tg κύτταρα, όσο μεγαλώνει 
η συγκέντρωση, καθώς και ο χρόνος επώασης των κυττάρων με δοξορουβικίνη. Η 
σύγκριση των ποσοστών αυτών ανάμεσα στους δύο χρόνους από τη χορήγηση της 
δοξορουβικίνης για τα Tg/Tg κύτταρα, δείχνει ότι το ποσοστό του κυτταρικού 
θανάτου είναι αυξημένο στις 48 ώρες σε σχέση με τις 24, αποτέλεσμα που είναι 
ανάλογο και με τη μέτρηση και για τα F1/F1 κύτταρα. Η διαφορά αυτή ανάμεσα 
στους δύο χρόνους επώασης δεν είναι το ίδιο έντονη στα Tg/Tg κύτταρα, όπως ήταν 
στα F1/F1 κύτταρα, σε όλες τις συγκεντρώσεις του φαρμάκου, που 
χρησιμοποιήθηκαν και αποδεικνύει  την καλύτερη επιβίωση των Tg/Tg κυττάρων. Οι 
διαφορές στο συνολικό ποσοστό απόπτωσης και νέκρωσης των Tg/Tg κυττάρων στις 
δύο χρονικές διάρκειες έκθεσης των 24 και 48 ωρών είναι στατιστικά σημαντικές και 
κυμαίνονται από p=0,04 έως p=0,001, μετά από στατιστική ανάλυση (t-test). 

Από τα παραπάνω γραφήματα, συμπεραίνουμε ότι η θανατηφόρος δράση της 
δοξορουβικίνης στον κυτταρικό πληθυσμό έχει τόσο δόσο-εξαρτώμενη όσο και 
χρόνο-εξαρτώμενη βάση. 
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Εικόνα 3.25: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών απόπτωσης και νέκρωσης των Tg/Tg 
κυττάρων για χρονικό διάστημα 24 και 48 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p<0,04). 

 

 
Στη συνέχεια, συγκρίναμε τα ποσοστά της συνολικής απόπτωσης και 

νέκρωσης στις δύο κυτταρικές σειρές για την ίδια χρονική διάρκεια έκθεσης στις 
αντίστοιχες συγκεντρώσεις της δοξορουβικίνης. Στις 24 ώρες, όπως φαίνεται και 
στην εικόνα 3.26, παρατηρήθηκε μειωμένη τιμή του ποσοστού απόπτωσης και 
νέκρωσης στα Tg/Tg κύτταρα σε σχέση με αυτή στα F1/F1 για όλες τις 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης. Η διαφορά στο ποσοστό απόπτωσης και νέκρωσης 
ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές είναι πιο εμφανής στις μεγαλύτερες 
συγκεντρώσεις του φαρμάκου (1μΜ-25μΜ) για 24 ώρες μετά τη χορήγηση. Τα 
αποτελέσματα μας, μετά τη στατιστική ανάλυση (t-test), ως προς τη σύγκριση των 
ποσοστών απόπτωσης και νέκρωσης ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές για 24 ώρες 
επώασης στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, είναι στατιστικά 
σημαντικά για όλες τις συγκεντρώσεις επώασης στο φάρμακο (p=0,01 - p=0,001), 
εκτός από την πολύ μικρή συγκέντρωση των 0,1μΜ, όπου η διαφορά στο ποσοστό 
είναι μικρή. Είναι φανερό ότι τα Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την Hsp70, 
παρουσιάζουν σε όλες τις συγκεντρώσεις μεγαλύτερη ανθεκτικότητα στην τοξική 
επίδραση της δοξορουβικίνης, σε σχέση με τα κύτταρα ελέγχου, F1/F1.  
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Εικόνα 3.26: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών απόπτωσης και νέκρωσης μεταξύ των 
F1/F1 και Tg/Tg κυττάρων για χρονικό διάστημα 24 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p<0,01 εκτός από τη συγκέντρωση των 0,1μΜ, όπου p=0,136). 
 
 

Κατά την έκθεση των δύο κυτταρικών σειρών σε δοξορουβικίνη για 48 ώρες 
παρατηρήθηκαν μειωμένα ποσοστά στο σύνολο της απόπτωσης και της νέκρωσης 
στα κύτταρα Tg/Tg σε σχέση με τα F1/F1 (Εικόνα 3.27), για όλες τις συγκεντρώσεις 
του φαρμάκου, που χρησιμοποιήθηκαν. Η διαφορά, που παρατηρείται ανάμεσα στις 
δύο κυτταρικές σειρές για τις 48 ώρες είναι έντονη σε όλες τις συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης και είναι πιο ευδιάκριτη από τη διαφορά, που προέκυψε νωρίτερα για 
τις 24 ώρες επώασης με το φάρμακο, όπως φάνηκε στο προηγούμενο γράφημα. Η 
μειωμένη αυτή απόπτωση και νέκρωση στα Tg/Tg κύτταρα σε σύγκριση με τα F1/F1 
στις 48 ώρες είναι πιο πολύ εμφανής στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης (1μΜ-25μΜ). Στις συγκεντρώσεις των 5μΜ, 10μΜ και 25μΜ, ενώ 
στα F1/F1 κύτταρα η επιβίωση των κυττάρων φαίνεται να είναι ελάχιστη έως σχεδόν 
μηδενική, αντίθετα στα Tg/Tg κύτταρα παρατηρείται σημαντική επιβίωση του 
κυτταρικού πληθυσμού. Επομένως, και στην περίπτωση των 48 ωρών μετά την 
χορήγηση δοξορουβικίνης, τα Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη 
Hsp70, εμφανίζονται να είναι πιο ανθεκτικά και να παρουσιάζουν μεγαλύτερη 
επιβίωση στο φάρμακο, σε σύγκριση με τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα. Οι διαφορές 
στο συνολικό ποσοστό απόπτωσης και νέκρωσης, που παρατηρήθηκαν στις δύο 
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κυτταρικές σειρές για 48 ώρες επώασης στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης, είναι στατιστικά σημαντικές και κυμαίνονται από p=0,02 έως 
p=0,00, μετά από στατιστική ανάλυση (t-test), για όλες τις συγκεντρώσεις, που 
χρησιμοποιήθηκαν. 
 
 

 
Εικόνα 3.27: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών απόπτωσης και νέκρωσης μεταξύ των 
F1/F1 και Tg/Tg κυττάρων για χρονικό διάστημα 48 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p<0,02). 
 
 

Με την κυτταρομετρία ροής μπορούμε να αντλήσουμε και πληροφορίες για 
τον τρόπο κυτταρικού θανάτου, που προκαλεί η τοξική δράση της δοξορουβικίνης 
στα πρωτογενή εμβρυικά κύτταρα, που χρησιμοποιήσαμε. Από τα ιστογράμματα, 
παρατηρήθηκε ότι ο κυτταρικός θάνατος, που προκαλείται από τη δοξορουβικίνη, 
διενεργείται, κατά κύριο λόγο, μέσω του αποπτωτικού μηχανισμού.  

Συμπερασματικά μπορούμε να αποφανθούμε ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί 
δοσο- και χρόνο-εξαρτώμενη αύξηση των ποσοστών συνολικής απόπτωσης και 
νέκρωσης στα κύτταρα, ενώ επίσης εξαρτάται και από το είδος των πρωτογενών 
κυτταρικών σειρών, αφού φαίνεται η αυξημένη επιβίωση των Tg/Tg κυττάρων σε 
σύγκριση με τα F1/F1 κύτταρα ελέγχου. Βρέθηκε ότι τα Tg/Tg κύτταρα έχουν 
αυξημένη αντι-αποπτωτική δραστηριότητα, συγκρινόμενη με αυτή των F1/F1 
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κυττάρων. Τα ιστογράμματα των ποσοστών των αποπτωτικών κυττάρων έδειξαν ότι 
τα F1/F1 κύτταρα με μη ανιχνεύσιμα ποσά της Hsp70, παρουσιάζουν αυξημένη 
αποπτωτική δραστηριότητα σε σύγκριση με τα Tg/Tg κύτταρα για 24 και 48 ώρες, 
προτείνοντας επομένως, ότι η παρουσία της Hsp70 στα Tg/Tg κύτταρα μειώνει την 
απόπτωση. Στη συνέχεια, τα κύτταρα αυτά, όπως θα δούμε παρακάτω (Ενότητα 3.7), 
χρησιμοποιήθηκαν για την ανίχνευση του αποπτωτικού μηχανισμού, που φαίνεται να 
ενεργοποιείται από τη μεταχείριση με δοξορουβικίνη. 
 
 
 
3.5. Προσδιορισμός της ικανότητας σχηματισμού αποικιών (Colony 
forming efficiency) των κυττάρων μετά από χορήγηση 
δοξορουβικίνης. 
 
 

Ο προσδιορισμός της ικανότητας των κυττάρων να σχηματίζουν αποικίες μετά 
από επώαση τους σε δοξορουβικίνη, με την μέθοδο Colony formation assay είχε σαν 
στόχο τη μελέτη της ικανότητας 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). Τα κύτταρα μετά από ένα ακραίο στρες είτε 
μπορούν είτε δεν μπορούν να ανακάμψουν πλήρως, να ξεπεράσουν τον θάνατο και να 
εξελιχτούν φυσιολογικά, πολλαπλασιαζόμενα και δημιουργώντας αποικίες. Στη 
μέθοδο αυτή του προσδιορισμού της ικανότητας των κυττάρων να σχηματίζουν 
αποικίες, εκτιμάται έμμεσα ο ρυθμός του κυτταρικού πολλαπλασιασμού βάσει του 
αριθμού και του μεγέθους των αποικιών, που σχηματίζουν τα κύτταρα. Κάθε πείραμα 
σχηματισμού αποικιών επαναλήφθηκε τουλάχιστον 3 φορές. 

Στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 3.28) απεικονίζονται τα τρυβλία με τις 
αποικίες, που σχηματίσθηκαν σε χρόνο 12 ημερών, από τα κύτταρα F1/F1 μετά την 
έκθεση τους στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για 24 ώρες.  
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Εικόνα 3.28: Απεικόνιση των τρυβλίων, όπου διακρίνονται οι αποικίες των κυττάρων και 
προσδιορίζεται η ικανότητα σχηματισμού αποικιών σε κύτταρα F1/F1 για 24 ώρες επώασης με 
τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης. 
 

Όπως φαίνεται από την απεικόνιση των τρυβλίων (Εικόνα 3.28) και το 
αντίστοιχο γράφημα (Εικόνα 3.29) ο αριθμός εμφάνισης των αποικιών για τα F1/F1 
κύτταρα μετά από 24 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη είναι σημαντικός μόνο για τη 
συγκέντρωση 0,1μΜ DOX, ενώ στη συνέχεια ο αριθμός των αποικιών, που 
εμφανίζεται για τις υπόλοιπες συγκεντρώσεις είναι ελάχιστος έως μηδαμινός. Στις 
μεγαλύτερες συγκεντρώσεις (5μΜ, 10μΜ, 50μΜ) δεν παρατηρούνται καθόλου 
αποικίες, πράγμα το οποίο σημαίνει ότι τα κύτταρα έχουν απολέσει πλήρως την 
ικανότητα σχηματισμού αποικιών.  
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Εικόνα 3.29: Αριθμός αποικιών που σχηματίσθηκαν όταν κύτταρα F1/F1 επωάσθηκαν για 24 
ώρες σε διάφορες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 και 50 μΜ). 
 
 
 
 

Στην παρακάτω εικόνα απεικονίζονται τα τρυβλία με τις αποικίες, που 
σχηματίσθηκαν σε χρόνο 12 ημερών, από τα κύτταρα F1/F1 μετά την έκθεση τους 
στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για 48 ώρες (Εικόνα 3.30).  
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Εικόνα 3.30: Απεικόνιση των τρυβλίων, όπου διακρίνονται οι αποικίες των κυττάρων και 
προσδιορίζεται η ικανότητα σχηματισμού αποικιών σε κύτταρα F1/F1 για 48 ώρες επώασης με 
τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης. 
 
 

Στην περίπτωση των 48 ωρών μετά από τη χορήγηση των αντίστοιχων 
συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης για τα F1/F1 κύτταρα, ο αριθμός των αποικιών, που 
παρατηρούνται είναι ελάχιστος από την πολύ μικρή συγκέντρωση των 0,1μΜ, ενώ 
μηδενίζεται ουσιαστικά από την συγκέντρωση των 0,5μΜ και μετά (Εικόνα 3.31). 
Από τη συγκέντρωση 1μΜ DOX μέχρι και τη μεγαλύτερη συγκέντρωση, που 
χρησιμοποιήσαμε, των 50μΜ, δεν εμφανίστηκαν καθόλου αποικίες. Από τα 
αποτελέσματα μας είναι εμφανής η έντονη τοξική επίδραση της δοξορουβικίνης στην 
ικανότητα σχηματισμού αποικιών στα F1/F1 κύτταρα, αφού παρόλο που 
παρατηρείται κυτταρική επιβίωση στις συγκεντρώσεις αυτές, τα κύτταρα στερούνται 
της δυνατότητας να αναπτύξουν ικανοποιητικό αριθμό αποικιών.  
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Εικόνα 3.31: Αριθμός αποικιών που σχηματίσθηκαν όταν κύτταρα F1/F1 επωάσθηκαν για 48 
ώρες στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 και 50 μΜ). 
 
 

 
Εικόνα 3.32: Συγκριτική απεικόνιση του αριθμού ανάπτυξης αποικιών των F1/F1  κυττάρων 
στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης και σε χρόνο έκθεσης 24 και 48 ωρών ( p < 
0,002). 
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Στη  σύγχρονη απεικόνιση των αποικιών των F1/F1 κυττάρων στις 24 και 48 
ώρες (Εικόνα 3.32) φαίνεται η διαφορά της ανάπτυξης των αποικιών στις μικρές 
συγκεντρώσεις επώασης με δοξορουβικίνη. Κατόπιν συγκρίσεως της ικανότητας 
σχηματισμού αποικιών των F1/F1 κυττάρων μετά από τη χορήγηση των αντίστοιχων 
συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης για χρόνο 24 και 48 ωρών (Εικόνα 3.32), 
παρατηρείται πως ο ρυθμός ανάπτυξης των αποικιών είναι μεγαλύτερος στην έκθεση 
των 24 ωρών σε σχέση με την έκθεση των 48 ωρών. Παρατηρείται η έντονη μείωση 
του αριθμού των αποικιών των F1/F1 κυττάρων και στους δύο χρόνους επώασης με 
δοξορουβικίνη, αφού ακόμη και από τη μικρή συγκέντρωση των 0,1 μΜ, οι αποικίες, 
που παρατηρούνται είναι λίγες. Από τη συγκέντρωση 1 μΜ για τις 24 ώρες και 0,5 
μΜ για τις 48 ώρες δεν εμφανίζονται αποικίες στα τρυβλία μας, αφού τα κύτταρα 
έχουν χάσει τελείως την ικανότητα τους να σχηματίζουν αποικίες, αποδεικνύοντας 
την ισχυρή τοξική δράση του φαρμάκου για τα F1/F1 κύτταρα. Τα αποτελέσματα 
μας, μετά από στατιστική ανάλυση (t-test), ως προς τη σύγκριση του αριθμού των 
αποικιών ανάμεσα στους δύο χρόνους επώασης για τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης στα F1/F1 κύτταρα, είναι στατιστικά σημαντικά για όλες τις 
συγκεντρώσεις επώασης στο φάρμακο, όπου υπάρχει ανεπτυγμένος αριθμός αποικιών 
(0,1μΜ - 1μΜ), με p < 0,002 για αυτές τις συγκεντρώσεις DOX. Για την περίπτωση 
της συγκέντρωσης ελέγχου (control), χωρίς προσθήκη δοξορουβικίνης στο μέσο 
επώασης (0μΜ DOX), οι διαφορές στον αριθμό αποικιών ανάμεσα στους δύο 
χρόνους επώασης με το φάρμακο δεν είναι στατιστικά σημαντικές για τα F1/F1 
κύτταρα.  

 
 

Κατά την επώαση των κυττάρων Tg/Tg, που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη 
Hsp70, στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για 24 ώρες, παρατηρείται 
αυξημένη ανθεκτικότητα των κυττάρων στο φάρμακο σε σχέση με τα κύτταρα F1/F1 
της φυσιολογικής σειράς, όπως είδαμε προηγουμένως. Όπως φαίνεται στην εικόνα 
3.33 και στο αντίστοιχο γράφημα (Εικόνα 3.34) στα Tg/Tg κύτταρα, φαίνεται μια 
σταδιακή μείωση του αριθμού ανάπτυξης αποικιών με αντίστοιχη αύξηση της 
συγκέντρωσης της DOX. Στην περίπτωση των Tg/Tg κυττάρων για 24 ώρες μετά τη 
χορήγηση της δοξορουβικίνης, ο αριθμός των αποικιών, που σχηματίζονται 
παραμένει σημαντικός μέχρι και τη συγκέντρωση 1 μΜ DOX. Στη συγκέντρωση των 
5 μΜ DOX οι αποικίες, που παρατηρούνται, είναι λιγοστές, ενώ στις μεγαλύτερες 
συγκεντρώσεις (10μΜ, 50μΜ) δεν εμφανίζονται αποικίες, καθώς η τοξική δράση του 
φαρμάκου καθιστά τα κύτταρα ανίκανα να αναπτύξουν αποικίες.  

 
Στην παρακάτω εικόνα απεικονίζονται τα τρυβλία με τις αποικίες, που 

σχηματίσθηκαν σε χρόνο 12 ημερών, από τα κύτταρα Tg/Tg μετά την έκθεση τους 
στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για 24 ώρες.  
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Εικόνα 3.33: Απεικόνιση των τρυβλίων, όπου διακρίνονται οι αποικίες των κυττάρων και 
προσδιορίζεται η ικανότητα σχηματισμού αποικιών σε κύτταρα Tg/Tg για 24 ώρες επώασης με 
τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης. 
 
 

Στην παραπάνω εικόνα (Εικόνα 3.33), όπως και στο παρακάτω γράφημα 
(Εικόνα 3.34), φαίνεται πως ο ρυθμός ανάπτυξης αποικιών στα Τg/Tg κύτταρα που 
επωάσθηκαν στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για 24 ώρες, είναι 
εμφανώς μεγαλύτερος σε σχέση με τα F1/F1 κύτταρα ελέγχου. Η υπερέκφραση της 
Hsp70 στα συγκεκριμένα κύτταρα φαίνεται να καθιστά τα κύτταρα ανθεκτικά και σε 
μεγαλύτερες συγκεντρώσεις, ώστε να επιβιώσουν, αλλά και να είναι ικανά να 
αναπτύξουν αποικίες. 
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Εικόνα 3.34: Αριθμός αποικιών που σχηματίσθηκαν όταν κύτταρα Tg/Tg επωάσθηκαν για 24 
ώρες στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 και 50 μΜ). 
 
  

Στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 3.35) απεικονίζονται τα τρυβλία με τις 
αποικίες, που σχηματίσθηκαν σε χρόνο 12 ημερών, από τα κύτταρα Τg/Tg μετά την 
έκθεση τους στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για 48 ώρες.  

 
Από την απεικόνιση των αποικιών και το αντίστοιχο γράφημα του αριθμού 

των αποικιών (Εικόνα 3.36) των κυττάρων Τg/Tg στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης και σε χρόνο έκθεσης 48 ωρών, παρατηρήθηκε και εδώ μια έντονη 
μείωση του αριθμού των αποικιών, που είναι ικανά να σχηματίσουν τα κύτταρα από 
τις μικρότερες συγκεντρώσεις. Ο αριθμός αυτός των αποικιών, που σχηματίζονται, 
είναι σημαντικός μέχρι και τη συγκέντρωση 1μΜ DOX, ενώ από τη συγκέντρωση 
των 5 μΜ και στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις οι αποικίες σχεδόν εξαφανίζονται, 
λόγω της τοξικότητας του φαρμάκου. Είναι, πάντως, εμφανές ότι στις μικρότερες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης τα Tg/Tg κύτταρα είναι πιο ανθεκτικά και με 
μεγαλύτερη ικανότητα να σχηματίζουν αποικίες σε σχέση με τα F1/F1 κύτταρα.  
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Εικόνα 3.35: Απεικόνιση των τρυβλίων, όπου διακρίνονται οι αποικίες των κυττάρων και 
προσδιορίζεται η ικανότητα σχηματισμού αποικιών σε κύτταρα Tg/Tg για 48 ώρες επώασης με 
τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης. 
 
 
 
 
 
 
 



177 
 

 
Εικόνα 3.36: Αριθμός αποικιών που σχηματίσθηκαν όταν κύτταρα Tg/Tg επωάσθηκαν για 48 
ώρες στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 και 50 μΜ). 
 
 

Από τη σύγχρονη απεικόνιση των γραφημάτων των αποικιών των Tg/Tg 
κυττάρων, που υπερεκφράζουν την Hsp70, για τους δύο χρόνους έκθεσης, όπως 
φαίνεται και στην εικόνα 3.37, προκύπτει το συμπέρασμα ότι, όπως και στα F1/F1 
κύτταρα, ο αριθμός των αποικιών, που σχηματίζονται, είναι μειωμένος στις 48 ώρες 
επώασης σε σύγκριση με αυτόν στις 24 για όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, 
κατά τις οποίες η τοξική δράση του φάρμακου επέτρεψε την ανάπτυξη αποικιών 
(0,1μΜ-5μΜ). Η ανθεκτικότητα και ικανότητα των Tg/Tg κυττάρων να αναπτύσσουν 
αποικίες στο χρόνο έκθεσης των 48 ωρών φαίνεται να εξαντλείται στη συγκέντρωση 
1 μΜ, ενώ για τις 24 ώρες αυτό συμβαίνει στην συγκέντρωση των 5 μΜ. Από τα 
παραπάνω μπορούμε να συμπεράνουμε ότι και στα κύτταρα Τg/Tg, η ικανότητα 
σχηματισμού αποικιών, είναι δοσο- και χρόνο-εξαρτώμενη κατά την έκθεση των 
κυττάρων μας στη δοξορουβικίνη. Οι διαφορές, που παρατηρούνται στον αριθμό των 
αναπτυσσόμενων αποικιών, στους δύο χρόνους έκθεσης των 24 και 48 ωρών είναι 
στατιστικά σημαντικές, μετά από στατιστική ανάλυση (t-test), με p<0,002 για όλες τις 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, κατά τις οποίες είχαμε εμφάνιση αποικιών (0,1 μΜ – 
1 μΜ), ενώ στη συγκέντρωση των 5μΜ, όπου αποικίες σχηματίστηκαν μόνο μετά 
από 24 ώρες έκθεσης στο φάρμακο, η p ισούται με 0,01. Για τη συγκέντρωση ελέγχου 
(control), χωρίς προσθήκη δοξορουβικίνης στο μέσο επώασης (0μΜ DOX), οι 
διαφορές στον αριθμό αποικιών ανάμεσα στους δύο χρόνους επώασης με το φάρμακο 
δεν είναι στατιστικά σημαντικές και για τα Tg/Tg κύτταρα. 
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Εικόνα 3.37: Συγκριτική απεικόνιση του αριθμού ανάπτυξης αποικιών των Tg/Tg  κυττάρων 
στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης και σε χρόνο έκθεσης 24 και 48 ωρών 
(p<0,002, εκτός από τη συγκέντρωση των 5μΜ, όπου p=0,01). 
 

 
Εικόνα 3.38: Συγκριτική απεικόνιση του αριθμού ανάπτυξης αποικιών των  Tg/Tg  κυττάρων 
σε σχέση με τα κύτταρα F1/F1 στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης και σε χρόνο 
έκθεσης 24 ωρών (p < 0,007). 
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Στη σύγκριση του αριθμού των αποικιών, που σχηματίστηκαν από τις δύο 

κυτταρικές σειρές στην ίδια χρονική διάρκεια έκθεσης στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις της δοξορουβικίνης και η σύγχρονη απεικόνιση του αριθμού των 
αποικιών των δύο κυτταρικών σειρών δείχνει τη διαφορά των Tg/Tg  κυττάρων σε 
σχέση με τα κύτταρα  F1/F1 (Εικόνα 3.38). 
 

Όπως φαίνεται και στην παραπάνω εικόνα 3.38, για τις 24 ώρες, 
παρατηρήθηκε αυξημένη τιμή του αριθμού των αποικιών, που σχηματίζουν τα Tg/Tg 
κύτταρα σε σύγκριση με αυτή στα F1/F1 για όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης. 
Είναι εμφανής η διαφορά στον αριθμό των αποικιών, που αναπτύσσονται, ανάμεσα 
στις δύο κυτταρικές σειρές σε όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που 
χρησιμοποιήσαμε και απέδωσαν αποικίες. Από το γράφημα είναι έκδηλο ότι τα Tg/Tg 
κύτταρα, που υπερεκφράζουν την Hsp70, εμφανίζουν μεγαλύτερη ανθεκτικότητα στη 
δράση της δοξορουβικίνης σε σχέση με τα F1/F1 κύτταρα ελέγχου μετά από 24 ώρες 
επώασης με το φάρμακο, καθιστώντας τα και πιο ικανά να αναπτυχθούν και να 
δημιουργήσουν αποικίες. Επίσης, είναι εμφανές ότι στα Tg/Tg κύτταρα, η μείωση του 
αριθμού των αναπτυσσόμενων αποικιών, δεν είναι το ίδιο έντονη με αυτή, που 
παρατηρείται στα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα, ακόμα και στις μικρότερες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, πράγμα το οποίο, αποδεικνύει, επίσης, την 
μεγαλύτερη ανθεκτικότητα, που επιδεικνύουν τα κύτταρα Tg/Tg. Από την απεικόνιση 
φαίνεται η ικανότητα των κυττάρων Tg/Tg να αναπτύσσουν σημαντικό αριθμό 
αποικιών στις συγκεντρώσεις 0,5μΜ-5μΜ, εκεί όπου η ικανότητα των F1/F1 
κυττάρων είναι πολύ μειωμένη, αφού ο αριθμός των αποικιών για τα  F1/F1 κύτταρα 
στις συγκεντρώσεις αυτές είναι από ελάχιστος έως μηδενικός. 

Τα αποτελέσματα μας, μετά τη στατιστική ανάλυση (t-test), ως προς τη 
σύγκριση του αριθμού αποικιών ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές για 24 ώρες 
επώασης στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, είναι στατιστικά 
σημαντικά για όλες τις συγκεντρώσεις (p < 0,007), όπου αναπτύχθηκαν αποικίες. Για 
τη συγκέντρωση ελέγχου (control), χωρίς προσθήκη δοξορουβικίνης στο μέσο 
επώασης (0μΜ DOX), οι διαφορές στον αριθμό αποικιών ανάμεσα στις δύο 
κυτταρικές σειρές μετά από 24 ώρες επώασης με το φάρμακο δεν είναι στατιστικά 
σημαντικές. 

Συμπερασματικά τα Τg/Tg κύτταρα, λόγω της υπερέκφρασης της Hsp70, 
καθίστανται ανθεκτικότερα, όχι μόνο να επιβιώσουν, αλλά και να αναπτύξουν 
αποικίες, σε συγκεντρώσεις του φαρμάκου, όπου για τα φυσιολογικά κύτταρα οι 
συγκεντρώσεις αυτές είναι τοξικές.  
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Εικόνα 3.39: Συγκριτική απεικόνιση του αριθμού ανάπτυξης αποικιών των  Tg/Tg  κυττάρων 
σε σχέση με τα κύτταρα F1/F1 στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης και σε χρόνο 
έκθεσης 48 ωρών (p < 0,001, εκτός από τη συγκέντρωση των 5μΜ (p=0,158)). 
 
 

Κατά τη συγκριτική απεικόνιση του αριθμού των αποικιών των δύο 
κυτταρικών σειρών για τον χρόνο έκθεσης των 48 ωρών (Εικόνα 3.39), 
παρατηρήθηκε ότι τα Tg/Tg κύτταρα διατηρούν την ικανότητα ανάπτυξης 
σημαντικού αριθμού αποικιών στις μικρές συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (0,1μΜ – 
1μΜ), ενώ τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα εμφανίζουν ελάχιστο έως μηδαμινό 
αριθμό αποικιών από την πολύ μικρή συγκέντρωση των 0,1 μΜ. Στις μεγαλύτερες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (5μΜ – 50μΜ) και οι δύο κυτταρικές σειρές έχουν 
απολέσει την ικανότητα τους να σχηματίζουν αποικίες, 48 ώρες μετά από τη 
χορήγηση του φαρμάκου. Φαίνεται ότι η υπερέκφραση της Hsp70 για τα Tg/Tg 
κύτταρα, τα καθιστά πολύ ικανότερα των φυσιολογικών στην επιβίωση και στην 
ανάπτυξη αποικιών στο διαρκές στρες των 48 ωρών, που προκαλείται από το 
φάρμακο. Οι διαφορές, που παρατηρήθηκαν, μετά τη στατιστική ανάλυση (t-test), ως 
προς τη σύγκριση του αριθμού αποικιών ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές για 48 
ώρες επώασης στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, είναι στατιστικά 
σημαντικές για όλες τις συγκεντρώσεις, όπου αναπτύχθηκαν αποικίες, με p < 0,001, 
εκτός από τη συγκέντρωση των 5μΜ (p=0,158), όπου τα Tg/Tg κύτταρα εμφανίζουν 
ελάχιστο αριθμό αποικιών, ενώ τα F1/F1 κύτταρα μηδενικό. Για τη συγκέντρωση 
ελέγχου (control), χωρίς προσθήκη δοξορουβικίνης στο μέσο επώασης (0μΜ DOX), 
οι διαφορές στον αριθμό αποικιών ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές μετά από 48 
ώρες επώασης με το φάρμακο δεν είναι στατιστικά σημαντικές. 
 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

Control
(0μΜ)

0,1 0,5 1 5 10 50

Συγκέντρωση DOX σε μΜ

Α
ρι

θμ
ός

 α
π

οι
κι

ώ
ν

F1/F1

Tg/Tg



181 
 

 
 
Συμπερασματικά, μπορούμε να αποφανθούμε ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί 

δόσο- και χρόνο-εξαρτώμενη μείωση του αριθμού των αποικιών, που σχηματίζουν τα 
κύτταρα. Η ικανότητα ανάπτυξης αποικιών εξαρτάται και από το είδος των 
πρωτογενών κυτταρικών σειρών, αφού φαίνεται η μεγαλύτερη ανθεκτικότητα και 
ικανότητα  των Tg/Tg κυττάρων να σχηματίζουν αποικίες, σε σύγκριση με τα F1/F1 
κύτταρα ελέγχου. Από τα παραπάνω γραφήματα είναι εμφανής η έντονη τοξικότητα 
του κυτταροστατικού φαρμάκου δοξορουβικίνη, και στις δύο κυτταρικές σειρές, η 
δράση της οποίας δεν επιτρέπει στα κύτταρα να αναπτύσσουν αποικίες, καθώς ο 
αριθμός των αποικιών, που σχηματίζονται είναι ιδιαίτερα μειωμένος από τις μικρές 
συγκεντρώσεις του φαρμάκου. Ενώ στις προηγούμενες μεθόδους, που 
χρησιμοποιήσαμε, παρατηρήθηκε επιβίωση των κυττάρων στις συγκεντρώσεις αυτές, 
παρόλα αυτά φαίνεται ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί στα κύτταρα απώλεια της 
ικανότητας τους να αναπτύσσουν αποικίες. Η έντονη αυτή μείωση του αριθμού των 
αποικιών είναι πιο έκδηλη στα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα σε σχέση με τα Tg/Tg 
κύτταρα. Η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Hsp70 φαίνεται να καθιστά τα κύτταρα 
Tg/Tg ανθεκτικότερα, με μεγαλύτερες αντιστάσεις και ικανότερα όχι μόνο να 
επιβιώσουν, αλλά και να έχουν τη δυνατότητα ανάπτυξης αποικιών στις διάφορες 
τοξικές συγκεντρώσεις της δοξορουβικίνης. 
 
 
 
3.6. Υπολογισμός του κυτταρικού πολλαπλασιασμού με τη 
μέθοδο MTT μετά από επώαση με δοξορουβικίνη 
 
 

Αφού εκτιμήθηκε έμμεσα ο ρυθμός πολλαπλασιασμού των κυττάρων μέσω 
της ικανότητας τους να σχηματίζουν αποικίες, στη συνέχεια, υπολογίσθηκε ο  
κυτταρικός πολλαπλασιασμός μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης και η μελέτη του 
κυτταροπροστατευτικού ρόλου της Hsp70 ενάντια στο στρες, που προκαλείται στα 
κύτταρα από το φάρμακο. Για τον σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε το αντιδραστήριο 
ΜΤΤ. Για τα F1/F1 και τα Tg/Tg κύτταρα έγιναν μετρήσεις με την μέθοδο ΜΤΤ 
(ΜΤΤ colorimetric assay) για ένα εύρος συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης και χρόνων 
επώασης. Με τη μέθοδο αυτή προσδιορίστηκε το ποσοστό κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού των κυττάρων, πραγματοποιήθηκε καμπύλη επιβίωσης ανάλογα με 
τη συγκέντρωση δοξορουβικίνης και υπολογίστηκε το IC50 για κάθε χρόνο επώασης 
σε κάθε κυτταρική σειρά. 
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Αρχικά, πραγματοποιήθηκε σπορά 10000 κυττάρων σε ένα πολυτρυβλίο 96 
φρεατίων και για τις δύο κυτταρικές σειρές (F1/F1 και Tg/Tg). Μετά από επώαση 24 
ωρών σε επωαστικό θάλαμο με συνθήκες 37o C και 5% CO2, ακολούθησε επώαση σε 
διαφορετικές συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (0, 0.5, 1.25, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 
200, 300, 400 μΜ) και για διάφορους χρόνους επώασης (12, 24, 36, 48 h). Μετά το 
πέρας του χρόνου επώασης, ακολουθεί η προσθήκη 50μl MTT (3mg/ml) και νέα 
επώαση για 3 ώρες στον επωαστικό κλίβανο. Η απορρόφηση σε κάθε φρεάτιο του 
πολυτρυβλίου και για κάθε συγκέντρωση ουσίας πραγματοποιήθηκε με φωτομέτρηση 
με ELISA στα 540nm (η απορρόφηση υποβάθρου-background absorbance μετρήθηκε 
στα 690 nm ως φίλτρο αναφοράς) με τη χρήση ενός φασματοφωτόμετρου (Multiscan 
Spectrum, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).  

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. 

 
 
Παράλληλα με τα παραπάνω δείγματα, χρησιμοποιήθηκαν και πολυτρυβλία 

μάρτυρες για κάθε συγκέντρωση του χημειοθεραπευτικού φαρμάκου. Δεν 
πραγματοποιήθηκε επίδραση με το αντιδραστήριο ΜΤΤ, αλλά προσθήκη απευθείας 
200 μl DMSO και ήπια ανάδευση με τη χρήση πολυπιπέτας Αυτά τα δείγματα 
μάρτυρες, στα οποία δεν χρησιμοποιήσαμε MTT, αλλά μόνο το χημειοθεραπευτικό, 
δεν έδειξαν σημαντικές τιμές στην απορρόφηση (της τάξεως των 0,005 έως 0,009). 
Οπότε, στα αποτελέσματα δεν έχει συνυπολογιστεί η αυτο-απορρόφηση της 
δοξορουβικίνης, μιας και είναι ελάχιστη και χωρίς ουσιαστικές διαφορές μεταξύ των 
δειγμάτων. 

 Η κυτταροτοξική δράση της δοξορουβικίνης προσδιορίζεται από την σχετική 
επιβίωση των κυττάρων σε σχέση με τα κύτταρα μάρτυρες. Θα ερευνηθεί εάν 
αποδεικνύεται ότι η αυξημένη παρουσία της Hsp70 καθιστά τα κύτταρα πιο 
ανθεκτικά στη δοξορουβικίνη, όπως παρατηρήθηκε και με τις προηγούμενες 
μεθόδους, και εάν τα Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την Hsp70, είναι πιο 
ανθεκτικά στη δράση του φαρμάκου, πράγμα το οποίο θα φανεί και από το εάν 
χρειάζονται μεγαλύτερες συγκεντρώσεις για να πεθάνει το 50% του πληθυσμού τους.  

Αρχικά, από τα αποτελέσματα μας υπολογίσαμε τα ποσοστά επιβίωσης των 
κυττάρων στις διάφορες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που χρησιμοποιήσαμε, ως 
προς τη συγκέντρωση ελέγχου (control), χωρίς προσθήκη δοξορουβικίνης στο μέσο 
επώασης (0μΜ). Κατόπιν, κατασκευάσαμε τις καμπύλες επιβίωσης και τα γραφήματα 
με τα ποσοστά του κυτταρικού πολλαπλασιασμού για κάθε κυτταρική σειρά και 
χρόνο επώασης με το φάρμακο. 
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A. 

 
B. 

 
Εικόνα 3.40: Α) Καμπύλη επιβίωσης των F1/F1 κυττάρων για 12 ώρες μετά τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης. Β) Γραφική απεικόνιση των ποσοστών κυτταρικού πολλαπλασιασμού των 
F1/F1 κυττάρων μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 2.5, 5, 10, 
25, 50, 100, 200, 300 και 400 μΜ) για 12 ώρες. 

 
 
 

y = -6,9018Ln(x) + 86,928
R2 = 0,9089
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Αρχικά, παρατηρώντας την καμπύλη επιβίωσης και τη γραφική απεικόνιση 

του κυτταρικού πολλαπλασιασμού των F1/F1 κυττάρων ελέγχου μετά από χορήγηση 
των διαφόρων συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης και για χρόνο έκθεσης 12 ωρών, 
φαίνεται μια σταδιακή μείωση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, ανάλογη με την 
αντίστοιχη αύξηση της συγκέντρωσης του φαρμάκου (Εικόνα 3.40). Η σταδιακή 
μείωση, που παρατηρείται στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό 12 ώρες μετά από τη 
χορήγηση του φαρμάκου, φαίνεται να είναι ήπια, αφού παρατηρείται επιβίωση σε 
υψηλά επίπεδα των F1/F1 κυττάρων ακόμα και στις πολύ μεγάλες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης. Η τιμή του IC50 για τα F1/F1 κύτταρα στις 12 ώρες επώασης με 
δοξορουβικίνη προσδιορίστηκε με τη μέθοδο του ΜΤΤ στα 214,2649 μΜ με τυπική 
απόκλιση ±45,3104. 
 
 

Σταδιακή μείωση του εκατοστιαίου ποσοστού του κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού παρατηρήθηκε και μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε 
κύτταρα F1/F1 για χρονικό διάστημα 24 ωρών, όπως φαίνεται στην εικόνα 3.41. Το 
ποσοστό του πολλαπλασιασμού των κυττάρων φαίνεται να υφίσταται μια απότομη 
μείωση, στην περίπτωση των 24 ωρών, από τις αρχικές συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης των 1,25 μΜ, αλλά στη συνέχεια διατηρείται σε σημαντικά επίπεδα, 
ακόμη και στις υψηλές συγκεντρώσεις (μέχρι και 100μΜ) του φαρμάκου. Το IC50 για 
τα F1/F1 κύτταρα στις 24 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη προσδιορίστηκε με τη 
μέθοδο του ΜΤΤ στα 5,650638 μΜ με τυπική απόκλιση ±0,915185. 
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A. 

 
B. 

 
Εικόνα 3.41: Α) Καμπύλη επιβίωσης των F1/F1 κυττάρων για 24 ώρες μετά τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης. Β) Γραφική απεικόνιση των ποσοστών κυτταρικού πολλαπλασιασμού των 
F1/F1 κυττάρων μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 1.25, 2.5, 
5, 10, 25, 50 και 100 μΜ) για 24 ώρες. 

y = -8,7853Ln(x) + 65,127
R2 = 0,953
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A. 

 
B. 

 
Εικόνα 3.42: Α) Καμπύλη επιβίωσης των F1/F1 κυττάρων για 36 ώρες μετά τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης. Β) Γραφική απεικόνιση των ποσοστών κυτταρικού πολλαπλασιασμού των 
F1/F1 κυττάρων μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 1.25, 2.5, 
5, 10, 25, 50 και 100 μΜ) για 36 ώρες. 
 

y = -10,94Ln(x) + 53,636
R2 = 0,9788
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Ακολούθησε, το χρονοδιάγραμμα του πειράματος μας, πραγματοποιώντας 

επώαση των F1/F1 κυττάρων ελέγχου με δοξορουβικίνη για 36 ώρες. Μετά την 
κατασκευή της καμπύλης επιβίωσης και του γραφήματος με τα ποσοστά του 
πολλαπλασιασμού των κυττάρων μας στις αντίστοιχες αυξανόμενες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης, παρατηρήθηκε και στην περίπτωση των 36 ωρών μία δοσο-
εξαρτώμενη μείωση του εκατοστιαίου ποσοστού του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, 
όπως φαίνεται στην εικόνα 3.42. Το ποσοστό του πολλαπλασιασμού των κυττάρων, 
στις 36 ώρες, φαίνεται να υφίσταται μια απότομη μείωση από τις αρχικές 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης των 1,25 μΜ, αλλά στη συνέχεια διατηρείται σε 
ικανοποιητικά επίπεδα μέχρι τις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις DOX, όπου ο 
κυτταρικός πολλαπλασιασμός φαίνεται να είναι σε μικρά ποσοστά. Το IC50 για τα 
F1/F1 κύτταρα στις 36 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη προσδιορίστηκε στα 
1,403215 μΜ με τυπική απόκλιση ±0,225587. 

 
 
Τέλος χορηγήθηκαν αυξανόμενες δόσεις δοξορουβικίνης στα φυσιολογικά 

F1/F1 κύτταρα για 48 ώρες. Από τα αποτελέσματα μας (Εικόνα 3.43), παρατηρήθηκε  
σταδιακή μείωση του εκατοστιαίου ποσοστού του κυτταρικού πολλαπλασιασμού  και 
για χρονικό διάστημα 48 ωρών μετά από τη χορήγηση του φαρμάκου. Έντονη μείωση 
παρατηρείται στα ποσοστά του πολλαπλασιασμού των F1/F1 κυττάρων και στις 48 
ώρες, από τις αρχικές πολύ μικρές συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (από τη 
συγκέντρωση 0,5 μΜ). Τα ποσοστά αυτά φαίνεται να μειώνονται σταδιακά με 
αύξηση της δόσης του χορηγούμενου φαρμάκου, ενώ στις μεγαλύτερες 
συγκεντρώσεις DOX (25-100 μΜ) τα ποσοστά του κυτταρικού πολλαπλασιασμού 
δείχνουν να είναι από μικρά έως ελάχιστα. Η βιωσιμότητα των F1/F1 κυττάρων 
φαίνεται να μειώνεται στο 50% από τις πολύ μικρές συγκεντρώσεις DOX, καθώς το 
IC50 στις 48 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη προσδιορίστηκε με τη μέθοδο του ΜΤΤ 
στα 0,775002 μΜ με τυπική απόκλιση ±0,132806. 
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Εικόνα 3.43: Α) Καμπύλη επιβίωσης των F1/F1 κυττάρων για 48 ώρες μετά τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης. Β) Γραφική απεικόνιση των ποσοστών κυτταρικού πολλαπλασιασμού των 
F1/F1 κυττάρων μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.5, 1.25, 
2.5, 5, 10, 25, 50 και 100 μΜ) για 48 ώρες. 

y = -10,702Ln(x) + 47,191
R2 = 0,9772
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Εικόνα 3.44: Σύγχρονη απεικόνιση της επιβίωσης των F1/F1 κυττάρων στους διάφορους 
χρόνους επώασης με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p < 0,01). 
 
 
 

Από τη σύγκριση της βιωσιμότητας των F1/F1 κυττάρων στους διάφορους 
χρόνους επώασης με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, όπως προκύπτει 
και από την εικόνα 3.44,  παρατηρείται η σταδιακή μείωση των ποσοστών επιβίωσης 
των F1/F1 κυττάρων, με αύξηση του χρόνου επώασης των κυττάρων με το φάρμακο. 
Από τις καμπύλες επιβίωσης της εικόνας 3.44, προκύπτει ότι η χορήγηση 
δοξορουβικίνης προκαλεί, εκτός από δοσο-εξαρτώμενη (όπως είδαμε παραπάνω), και 
χρόνο-εξαρτώμενη μείωση στα ποσοστά επιβίωσης των F1/F1 κυττάρων. Η διαφορά 
αυτή στα ποσοστά επιβίωσης ανάμεσα στους χρόνους επώασης είναι ιδιαίτερα 
εμφανής σε όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που χρησιμοποιήθηκαν. Τα 
αποτελέσματα μας, μετά από στατιστική ανάλυση (t-test), είναι στατιστικά σημαντικά 
για όλες τις συγκεντρώσεις επώασης στο φάρμακο (p < 0,01). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

90 

100 

0 100 200 300 400 500 

Β
ιω

σι
μό

τη
τα

 %
 

Συγκέντρωση DOX σε μΜ 

F1/F1 12h 

F1/F1 24h 

F1/F1 36h 

F1/F1 48h 



190 
 

A. 

 
B. 

 
Εικόνα 3.45: Α) Καμπύλη επιβίωσης των Tg/Tg κυττάρων για 12 ώρες μετά τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης. Β) Γραφική απεικόνιση των ποσοστών κυτταρικού πολλαπλασιασμού των  
Tg/Tg κυττάρων μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 2.5, 5, 10, 
25, 50, 100, 200, 300 και 400 μΜ) για 12 ώρες 
 

y = -9,3356Ln(x) + 105,19
R2 = 0,968
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Στη συνέχεια, πραγματοποιήσαμε το ίδιο χρονοδιάγραμμα επώασης με τις 

αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για τα Tg/Tg κύτταρα, τα οποία 
υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70. Κατά την επώαση των κυττάρων Tg/Tg στις 
διάφορες δόσεις δοξορουβικίνης, παρατηρείται αυξημένη ανθεκτικότητα των 
κυττάρων στο φάρμακο.  

 
Στην καμπύλη επιβίωσης και το γράφημα, που απεικονίζει τα ποσοστά του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού των Tg/Tg κυττάρων μετά από χορήγηση των 
αντίστοιχων συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης για 12 ώρες, όπως φαίνεται στην εικόνα 
3.45, και στα Tg/Tg κύτταρα, παρουσιάσθηκε μια σταδιακή μείωση του 
πολλαπλασιασμού του κυτταρικού πληθυσμού με αντίστοιχη αύξηση της 
συγκέντρωσης της δοξορουβικίνης. Η μείωση των ποσοστών επιβίωσης των Tg/Tg 
κυττάρων για τις 12 ώρες μετά τη χορήγηση του φαρμάκου, φαίνεται να καθυστερεί 
και να μην είναι τόσο έντονη, ακόμα και στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης, αφού,  στη συγκέντρωση των 400 μΜ, η επιβίωση εμφανίζεται λίγο 
κάτω από το 50% του συνολικού κυτταρικού πληθυσμού. Από το γράφημα είναι, 
επίσης, εμφανής η αυξημένη ανθεκτικότητα των Tg/Tg κυττάρων, ακόμη και στις 
μεγαλύτερες συγκεντρώσεις επώασης με δοξορουβικίνη, όπου είναι πιο ήπια η 
μείωση των ποσοστών του κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Η τιμή του IC50 για τα 
Tg/Tg κύτταρα στις 12 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη προσδιορίστηκε με τη 
μέθοδο του ΜΤΤ στα 370,7874 μΜ με τυπική απόκλιση ±40,52205. 

 
Η παράθεση της καμπύλης επιβίωσης και η γραφική απεικόνιση των 

ποσοστών του κυτταρικού πολλαπλασιασμού των Tg/Tg κυττάρων μετά από 
χορήγηση των αντίστοιχων συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης για 24 ώρες (Εικόνα 
3.46), έδειξε ανάλογη σταδιακή μείωση στα ποσοστά του κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού με αύξηση της συγκέντρωσης της δοξορουβικίνης. Το ποσοστό 
του πολλαπλασιασμού των Tg/Tg κυττάρων στις 24 ώρες, δεν δείχνει να υφίσταται 
απότομη μείωση, όπως στην περίπτωση των F1/F1 κυττάρων, και διατηρείται σε 
υψηλά επίπεδα, ακόμη και στις μεγάλες συγκεντρώσεις (μέχρι και 100μΜ) 
δοξορουβικίνης. Το IC50 για τα Tg/Tg κύτταρα, για 24 ώρες μετά από τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης, προσδιορίστηκε με τη μέθοδο του ΜΤΤ στα 25,98418 μΜ  με 
τυπική απόκλιση ± 4,149383. 
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A. 

 
B. 

 
Εικόνα 3.46: Α) Καμπύλη επιβίωσης των Tg/Tg κυττάρων για 24 ώρες μετά τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης. Β) Γραφική απεικόνιση των ποσοστών κυτταρικού πολλαπλασιασμού των 
Tg/Tg κυττάρων μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 1.25, 2.5, 
5, 10, 25, 50 και 100 μΜ) για 24 ώρες. 

y = -11,676Ln(x) + 87,934
R2 = 0,9971
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A. 

 
B. 

 
Εικόνα 3.47: Α) Καμπύλη επιβίωσης των Tg/Tg κυττάρων για 36 ώρες μετά τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης. Β) Γραφική απεικόνιση των ποσοστών κυτταρικού πολλαπλασιασμού των 
Tg/Tg κυττάρων μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 1.25, 2.5, 
5, 10, 25, 50 και 100 μΜ) για 36 ώρες. 

y = -13,849Ln(x) + 73,09
R2 = 0,9982
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Από τα αποτελέσματα μας (Εικόνα 3.47), μετά τη χορήγηση των 

αυξανόμενων δόσεων δοξορουβικίνης στα Tg/Tg κύτταρα, παρατηρήθηκε  σταδιακή 
μείωση του εκατοστιαίου ποσοστού του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και για 
χρονικό διάστημα 36 ωρών μετά από τη χορήγηση του φαρμάκου. Το ποσοστό του 
πολλαπλασιασμού των κυττάρων, στις 36 ώρες, δεν δείχνει να υφίσταται απότομη 
μείωση από τις αρχικές συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, ενώ, στη συνέχεια, 
διατηρείται σε ικανοποιητικά επίπεδα μέχρι τις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις DOX, 
όπου τα ποσοστά του κυτταρικού πολλαπλασιασμού φαίνεται να εμφανίζονται 
μειωμένα. Το IC50 για τα Tg/Tg κύτταρα στις 36 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη 
προσδιορίστηκε στα 5,327362 μΜ με τυπική απόκλιση ±0,733143. 

 
 
Τέλος, μετά την κατασκευή της καμπύλης επιβίωσης και του γραφήματος με 

τα ποσοστά του πολλαπλασιασμού των Tg/Tg κυττάρων (Εικόνα 3.48) στις 
αντίστοιχες αυξανόμενες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, παρατηρήθηκε και στην 
περίπτωση των 48 ωρών μία δοσο-εξαρτώμενη μείωση του εκατοστιαίου ποσοστού 
του κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Η μείωση, που παρατηρείται στα ποσοστά του 
κυτταρικού πολλαπλασιασμού των Tg/Tg κυττάρων 48 ώρες μετά από τη χορήγηση 
του φαρμάκου, δείχνει να είναι σημαντική από τις μικρές συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης. Τα ποσοστά αυτά μειώνονται σταδιακά με αύξηση της δόσης της 
DOX, ενώ στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις DOX (50-100 μΜ) τα ποσοστά του 
κυτταρικού πολλαπλασιασμού δείχνουν να είναι σημαντικά μειωμένα. Είναι, πάντως, 
έκδηλο ότι η μείωση αυτή στα ποσοστά του πολλαπλασιασμού των Tg/Tg κυττάρων, 
που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70, δεν είναι το ίδιο έντονη, όπως στα 
φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα (όπως είδαμε παραπάνω), γεγονός το οποίο αποδεικνύει 
ότι τα πρώτα είναι πιο ανθεκτικά και επιδεικνύουν καλύτερη επιβίωση. Το IC50 για τα 
Tg/Tg κύτταρα στις 48 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη προσδιορίστηκε με τη 
μέθοδο του ΜΤΤ στα 1,845448 μΜ με τυπική απόκλιση ± 0,211605. 
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A. 

 
B. 

 
Εικόνα 3.48: Α) Καμπύλη επιβίωσης των Tg/Tg κυττάρων για 48 ώρες μετά τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης. Β) Γραφική απεικόνιση των ποσοστών κυτταρικού πολλαπλασιασμού των 
Tg/Tg κυττάρων μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.5, 1.25, 
2.5, 5, 10, 25, 50 και 100 μΜ) για 48 ώρες. 

y = -11,884Ln(x) + 57,261
R2 = 0,9888
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Εικόνα 3.49: Σύγχρονη απεικόνιση της επιβίωσης των Tg/Tg κυττάρων στους διάφορους 
χρόνους επώασης με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p < 0,007). 

 
 

Από την σύγκριση της βιωσιμότητας των Tg/Tg κυττάρων στους διάφορους 
χρόνους επώασης με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, όπως φαίνεται 
και στην εικόνα 3.49,  παρατηρείται η σταδιακή μείωση των ποσοστών επιβίωσης 
των Tg/Tg κυττάρων, με αύξηση του χρόνου επώασης των κυττάρων με το φάρμακο. 
Η χορήγηση δοξορουβικίνης, όπως δείχνουν οι καμπύλες επιβίωσης, προκαλεί, εκτός 
από δοσο-εξαρτώμενη (όπως είδαμε και στα προηγούμενα γραφήματα), και χρόνο-
εξαρτώμενη μείωση στα ποσοστά επιβίωσης και στα Tg/Tg κύτταρα, όπως είχαμε δει 
αντίστοιχα και στα F1/F1 κύτταρα. Η μείωση αυτή, παρόλα αυτά, δεν είναι το ίδιο 
έντονη στα Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την Hsp70, σε σύγκριση με τα 
φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα. Η διαφορά στα ποσοστά της βιωσιμότητας ανάμεσα 
στους χρόνους έκθεσης σε δοξορουβικίνη είναι εμφανής σε όλες τις συγκεντρώσεις 
του φαρμάκου, που χρησιμοποιήσαμε. Μετά από στατιστική ανάλυση (t-test), τα 
αποτελέσματα μας είναι στατιστικά σημαντικά για όλες τις συγκεντρώσεις επώασης 
με τη δοξορουβικίνη (p < 0,007). 
 

Ακολούθησε η σύγκριση του ποσοστού του κυτταρικού πολλαπλασιασμού 
ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές για την ίδια χρονική διάρκεια έκθεσης στις 
αντίστοιχες συγκεντρώσεις της δοξορουβικίνης. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 3.50, 
για τις 12 ώρες, παρατηρήθηκε αυξημένη τιμή των ποσοστών του κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού στα Tg/Tg κύτταρα σε σύγκριση με αυτή στα F1/F1 για όλες τις 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που χρησιμοποιήσαμε. Η διαφορά στον κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές είναι εμφανής σε όλες τις 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης. Οι διαφορές αυτές στα ποσοστά του κυτταρικού 
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πολλαπλασιασμού, δεν φαίνονται να είναι τόσο μεγάλες ανάμεσα στις δύο κυτταρικές 
σειρές στις 12 ώρες επώασης με τη δοξορουβικίνη, σε σχέση και με τους άλλους 
χρόνους επώασης (όπως θα δούμε και παρακάτω), αφού είναι πιθανό ότι οι 
επιπτώσεις από την τοξική δράση της δοξορουβικίνης στα κύτταρα δεν είναι τόσο 
έντονες για χρονική διάρκεια 12 ωρών από τη χορήγηση του φαρμάκου. Από το 
γράφημα είναι φανερό ότι τα Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την Hsp70, είναι
πιο ανθεκτικά και εμφανίζουν καλύτερη επιβίωση στη δράση της δοξορουβικίνης σε 
σχέση με τα F1/F1 κύτταρα ελέγχου μετά από 12 ώρες επώασης με το φάρμακο. Τα 
αποτελέσματα μας, μετά τη στατιστική ανάλυση (t-test), ως προς τη σύγκριση των 
ποσοστών κυτταρικού πολλαπλασιασμού ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές για 12 
ώρες επώασης στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, είναι στατιστικά 
σημαντικά για όλες τις συγκεντρώσεις (p=0,01 - p=0,0000). 

 
Εικόνα 3.50: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών κυτταρικού πολλαπλασιασμού μεταξύ των 
F1/F1 και Tg/Tg κυττάρων για χρονικό διάστημα 12 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p=0,01 - p=0,0000). 

Κατά την έκθεση των δύο κυτταρικών σειρών στις αντίστοιχες δόσεις 
δοξορουβικίνης για 24 ώρες, παρατηρήθηκαν αυξημένα ποσοστά κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού στα κύτταρα Tg/Tg σε σχέση με τα F1/F1 (Εικόνα 3.51), για όλες 
τις συγκεντρώσεις του φαρμάκου, που χρησιμοποιήθηκαν. Οι διαφορές στον 
κυτταρικό πολλαπλασιασμό, που παρατηρούνται ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές 
για τις 24 ώρες είναι ιδιαίτερα εμφανείς σε όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης 
και είναι πιο έντονες από τις διαφορές, που προέκυψαν νωρίτερα για τις 12 ώρες 
επώασης με το φάρμακο, όπως παρατηρήθηκε και στο προηγούμενο γράφημα. Οι 
διαφορές αυτές στα ποσοστά κυτταρικού πολλαπλασιασμού για τις 24 ώρες είναι 
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μεγάλες από τις αρχικές μικρές συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης και δείχνουν να 
παραμένουν σημαντικές, ακόμα και στις υψηλότερες συγκεντρώσεις του φαρμάκου. 
Επομένως, συμπεραίνουμε ότι  και στην περίπτωση των 24 ωρών μετά τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης, τα Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70, 
φαίνονται να παρουσιάζουν μεγαλύτερη ανθεκτικότητα στο φάρμακο, σε σύγκριση 
με τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα. Οι διαφορές στα ποσοστά του κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού, που παρατηρήθηκαν ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές για 24 
ώρες επώασης στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, είναι στατιστικά 
σημαντικές (p=0,002 - p=0,0000), μετά από στατιστική ανάλυση (t-test), για όλες τις 
συγκεντρώσεις, που χρησιμοποιήθηκαν.

Εικόνα 3.51: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών κυτταρικού πολλαπλασιασμού μεταξύ των 
F1/F1 και Tg/Tg κυττάρων για χρονικό διάστημα 24 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p=0,002 - p=0,0000).

Η σύγκριση των ποσοστών του κυτταρικού πολλαπλασιασμού στις 
αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές για 
36 ώρες μετά από τη χορήγηση του φαρμάκου έδειξε ανάλογα αποτελέσματα και με 
τα υπόλοιπα χρονικά διαστήματα επώασης με δοξορουβικίνη, όπως είδαμε 
προηγουμένως. Στο παρακάτω γράφημα (Εικόνα 3.52) για τις 36 ώρες, οι τιμές των 
ποσοστών κυτταρικού πολλαπλασιασμού των Tg/Tg κυττάρων είναι υψηλότερες από 
τις αντίστοιχες τιμές των F1/F1 κυττάρων, για όλες τις συγκεντρώσεις του φαρμάκου, 
που χρησιμοποιήσαμε. Η μεγαλύτερη ανθεκτικότητα των Tg/Tg κύτταρων, που 
υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70, σε σχέση με τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα, 
είναι ιδιαίτερα εμφανής σε όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, αφού οι 
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διαφορές, που παρατηρούνται ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές είναι σημαντικές 
τόσο στις μικρές όσο και στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις του φαρμάκου. Μετά τη 
στατιστική ανάλυση (t-test), ως προς τη σύγκριση των ποσοστών κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές για 36 ώρες επώασης στις 
αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, τα αποτελέσματα μας είναι στατιστικά 
σημαντικά για όλες τις συγκεντρώσεις (p=0,006 - p=0,0001). 

 
Εικόνα 3.52: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών κυτταρικού πολλαπλασιασμού μεταξύ των 
F1/F1 και Tg/Tg κυττάρων για χρονικό διάστημα 36 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p=0,006 - p=0,0001). 

Τέλος, μετά από έκθεση των δύο κυτταρικών σειρών στις αντίστοιχες δόσεις 
δοξορουβικίνης για 48 ώρες παρατηρήθηκαν αυξημένα ποσοστά στα συνολικά 
ποσοστά κυτταρικού πολλαπλασιασμού στα κύτταρα Tg/Tg σε σχέση με τα F1/F1
(Εικόνα 3.53), για όλες τις συγκεντρώσεις του φαρμάκου. Οι διαφορές αυτές, που 
παρατηρούνται ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές για τα ποσοστά κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού για τις 48 ώρες είναι εμφανείς από τις αρχικές μικρές 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης και παραμένουν σημαντικές, ακόμα και στις 
μεγαλύτερες συγκεντρώσεις του φαρμάκου. Σε αντίθεση με τα F1/F1 κύτταρα, όπου 
στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις DOX, παρατηρούνται μικρές έως ελάχιστες τιμές 
στα ποσοστά κυτταρικού πολλαπλασιασμού για 48 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη, 
στα Tg/Tg κύτταρα παρατηρούνται σημαντικές τιμές στα ποσοστά κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού, ακόμα και στις μεγάλες συγκεντρώσεις φαρμάκου. Τα 
αποτελέσματα μας αυτά καθιστούν σαφές ότι τα Tg/Tg κύτταρα, τα οποία 
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υπερεκφράζουν την Hsp70, επιδεικνύουν μεγαλύτερη ανθεκτικότητα και επιβίωση 
στις βλαβερές επιπτώσεις της δράσης της δοξορουβικίνης, σε σχέση με τα F1/F1
κύτταρα, για 48 ώρες μετά τη χορήγηση της, κάτι το οποίο παρατηρήθηκε, άλλωστε 
και για όλους τους χρόνους, που χρησιμοποιήσαμε. Οι παρατηρούμενες διαφορές στα 
ποσοστά του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, που παρατηρήθηκαν ανάμεσα στις δύο 
κυτταρικές σειρές για 48 ώρες έκθεσης στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης, είναι στατιστικά σημαντικές, μετά από στατιστική ανάλυση (t-test), 
για όλες τις συγκεντρώσεις, που χρησιμοποιήθηκαν, με p=0,01 – p=0,0007.

 
Εικόνα 3.53: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών κυτταρικού πολλαπλασιασμού μεταξύ των 
F1/F1 και Tg/Tg κυττάρων για χρονικό διάστημα 48 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p=0,01 – p=0,0007)

Παρακάτω παρατίθεται ο πίνακας με τις τιμές IC50 και τις τυπικές αποκλίσεις 
(ST.DEV.) για τις δύο κυτταρικές σειρές για όλους τους χρόνους επώασης με 
δοξορουβικίνη, όπως αυτές προέκυψαν με τη μέθοδο ΜΤΤ. Από τις τιμές των IC50
είναι φανερή η δόσο- και χρόνο-εξαρτώμενη τοξική δράση της δοξορουβικίνης στα 
κύτταρα, καθώς και η μεγαλύτερη ανθεκτικότητα των Tg/Tg κυττάρων, που 
υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70, σε σύγκριση με τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα, 
αφού απαιτείται σημαντικά μεγαλύτερη δόση του φαρμάκου για τη θανάτωση του 
50% του κυτταρικού πληθυσμού, για όλους τους χρόνους επώασης με δοξορουβικίνη. 
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 IC50 ± ST.DEV.  

 F1/F1 Tg/Tg 

12 h 214,2649 ± 45,3104 370,7874 ± 40,52205 

24 h 5,650638 ± 0,915185 25,98418 ± 4,149383 

36 h 1,403215 ± 0,225587 5,327362 ± 0,733143 

48 h 0,775002 ± 0,132806 1,845448 ± 0,211605 

 
Πίνακας 3.3: Πίνακας τιμών IC50 με την τυπική απόκλιση (σε μΜ) των δύο κυτταρικών 
σειρών F1/F1 και Tg/Tg στους διάφορους χρόνους επώασης με δοξοορουβικίνη.  
 
 
 
 

Συμπερασματικά, λοιπόν, μπορούμε να αποφανθούμε ότι η δοξορουβικίνη 
προκαλεί  δοσο- και χρόνο-εξαρτώμενη μείωση των ποσοστών του πολλαπλασιασμού 
των κυττάρων, ενώ επίσης εξαρτάται και από το είδος των πρωτογενών κυτταρικών 
σειρών, αφού είναι εμφανής η μεγαλύτερη ανθεκτικότητα των Tg/Tg κυττάρων, τα 
οποία υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70, σε σύγκριση με τα F1/F1 κύτταρα 
ελέγχου. Από τα γραφήματα και τους υπολογισμούς των τιμών του IC50 φαίνεται η 
αυξημένη επιβίωση των Tg/Tg κυττάρων σε σύγκριση με τα F1/F1 κύτταρα στις 
διαφορετικές συγκεντρώσεις και χρόνους επώασης με δοξορουβικίνη. Από τα 
αποτελέσματα αυτά φαίνεται ο σημαντικός ρόλος της Hsp70, που προσδίδει 
προστασία στα κύτταρα, ελαττώνοντας τις βλαπτικές συνέπειες της τοξικής δράσης 
της δοξορουβικίνης.  

 
 
 
 

3.7. Το αποπτωτικό μονοπάτι που ενεργοποιείται από τη 
δοξορουβικίνη σε πρωτογενή εμβρυικά κύτταρα ποντικιών και ο 
ρόλος της Hsp70.  
 
 
 

Αφού αποδείχθηκε η τοξικότητα της δοξορουβικίνης στα πρωτογενή 
εμβρυϊκά κύτταρα, ακολούθησε η ανίχνευση του μηχανισμού δράσης του φαρμάκου 
και ο προσδιορισμός του αποπτωτικού μονοπατιού, το οποίο ενεργοποιείται από τη 
δοξορουβικίνη. Επίσης, εξετάσαμε τη συμμετοχή της Hsp70 στο αποπτωτικό αυτό 
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μονοπάτι και τον πιθανό τρόπο, που ασκεί την προστατευτική δράση της στα κύτταρα 
μας μετά από τη χορήγηση της δοξορουβικίνης. 

Δεδομένου ότι η δοξορουβικίνη εισέρχεται στον πυρήνα και ασκεί την 
επίδραση της, προκαλώντας βλάβες στο DNA, εξετάστηκε η διέγερση του 
μιτοχονδριακού αποπτωτικού μονοπατιού, που ενεργοποιείται μετά από βλάβη στο 
DNA. Πιο συγκεκριμένα ερευνήθηκαν, η ενεργοποίηση των p53, Bax, κασπάση-9, 
κασπάση-3 και PARP-1, που εμπλέκονται σε αυτό το μονοπάτι και συγχρόνως ο 
ρυθμιστικός ρόλος της Hsp70. 

Για το σκοπό αυτό, πιο συγκεκριμένα, σε τρυβλία πραγματοποιήθηκε σπορά 
1x106 κυττάρων F1/F1 και Tg/Tg, που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70, 
αμφότερα κύτταρα που προέρχονται μετά από 80 περίπου επανακαλλιέργειες. Τα 
κύτταρα επωάστηκαν σε συνθήκες 37ºC και 5% CO2 για 24 ώρες. Μετά το πέρας του 
χρόνου αυτού, τα μισά τρυβλία με F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα εκτέθηκαν σε 
δοξορουβικίνη στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις (0, 1, 5, 10 και 25 μΜ) για 24 ώρες, 
ενώ τα άλλα μισά χρησιμοποιήθηκαν για κύτταρα μάρτυρες. Στη συνέχεια, τα 
κύτταρα συλλέχθηκαν και πραγματοποιήθηκε εκχύλιση πρωτεϊνών. Τα πρωτεϊνικά 
κυτταρικά εκχυλίσματα αναλύθηκαν με SDS ηλεκτροφόρηση και με 
ανοσοαποτύπωση κατά Western με τη χρήση κατάλληλων και ειδικών αντισωμάτων 
για τις πρωτεΐνες Hsp70, PARP-1, phospho-p53 [ser15], Bax, cleaved-Caspase-9 και 
active caspase 3. Ταυτόχρονα, ίδια κύτταρα εκτέθηκαν σε θερμικό σοκ (60 λεπτά 
στους 42.5oC και επαναφορά (recovery) για 90 λεπτά στους 37oC) , ή σταυροσπορίνη 
(σε συγκέντρωση 1μM για 3 ώρες) για να χρησιμοποιηθούν ως δείκτες της έκφρασης 
της Hsp70 ή ως δείκτες της ενεργοποίησης της αποπτωτικής διαδικασίας, αντίστοιχα. 
Επίσης, χρησιμοποιήθηκε αντίσωμα κατά της πρωτεΐνης α-τουμπουλίνης, η οποία και 
χρησιμοποιήθηκε σαν δείκτης ισοφόρτωσης των δειγμάτων.  

 
 
 
Η Hsp70 δεν επάγεται στα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα μετά από χορήγηση 
δοξορουβικίνης 
 
 
 

Όπως έχουμε αναφέρει, οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ (Hsps), και πιο 
συγκεκριμένα η Hsp70, επάγονται στα κύτταρα μετά από έκθεση τους σε διάφορα 
στρεσογόνα ερεθίσματα. Αρχικά, επιδιώξαμε να ανιχνεύσουμε εάν η Hsp70 επάγεται 
στα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης. Για το λόγο 
αυτό χρησιμοποιήθηκε μονοκλωνικό αντίσωμα, που αναγνωρίζει την επαγόμενη 
Hsp70 (Enzo Life Sciences - # SPA-810, κλώνος C92F3A-5).  
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Εικόνα 3.54: Η Hsp70 δεν επάγεται μετά από επώαση των πρωτογενών εμβρυϊκών 
κυττάρων σε δοξορουβικίνη. Τα F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα εκτέθηκαν σε 1, 5, 10 και 25 μM 
DOX για 24 ώρες. Συγχρόνως, τα ίδια κύτταρα εκτέθηκαν σε θερμικό σοκ (60 λεπτά στους 
42.5oC και επαναφορά 90 λεπτά στους 37oC) ή σταυροσπορίνη (3 ώρες σε 1μM) για να 
χρησιμοποιηθούν ως δείκτες της έκφρασης της Hsp70 ή ως δείκτες της ενεργοποίησης της 
απόπτωσης. Δέκα μικρογραμμάρια από κάθε κυττταρικό κλάσμα αναλύθηκαν με Western blot 
με αντίσωμα ενάντια στην επαγόμενη Hsp70 (anti-Hsp70) (A1, A2). Η α-τουμπουλίνη 
χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης ισοφόρτωσης των δειγμάτων. 
 
 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 3.54 (A1-A2), η επώαση των κυττάρων της 
έρευνας με δοξορουβικίνη δεν φαίνεται να επηρεάζει σημαντικά την έκφραση της 
Hsp70 σε οιονδήποτε κυτταρικό τύπο. Μετά από έκθεση των κυττάρων στις 
αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (1-25 μM) για 24 ώρες, η Hsp70 δεν 
ανιχνεύτηκε στα αγρίου τύπου κύτταρα (F1/F1) (σε αντίθεση με την περίπτωση, που 
τα κύτταρα υπέστησαν θερμικό σοκ, όπου αυξάνεται σημαντικά η έκφραση της 
Hsp70), ενώ η έκφραση της παρέμεινε σχεδόν σταθερή στα Tg/Tg κύτταρα. Από τα 
αποτελέσματα μας αυτά, μπορούμε να συμπεράνουμε ότι η μεγαλύτερη 
ανθεκτικότητα στη δράση της δοξορουβικίνης των Tg/Tg κυττάρων, που 
υπερεκφράζουν την Hsp70, σε σύγκριση με τα F1/F1 κύτταρα, οφείλεται 
αποκλειστικά στην Hsp70, που εκφράζεται ήδη στα κύτταρα αυτά, αφού δεν επάγεται 
σε μεγαλύτερο βαθμό μετά από τη βλάβη, που προκαλεί το φάρμακο στα κύτταρα. 
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Η Hsp70 προστατεύει τα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα από την απόπτωση, που 
προκαλείται από δοξορουβικίνη 
 

Στη συνέχεια μελετήθηκε ο ρόλος της Hsp70 στην απόπτωση των κυττάρων, 
που προκαλείται από την έκθεση τους στις αντίστοιχες δόσεις δοξορουβικίνης. Για το 
λόγο αυτό χρησιμοποιήσαμε πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού ειδικό για τα 
αμινοξέα 764-1014 που βρίσκονται στο C-τελικό άκρο της PARP-1 (anti-PARP-1) 
(Santa Cruz Biotechnology, Inc. , H-250, sc-7150).  

Η PARP-1 είναι μια διατηρημένη πυρηνική μεταλλοπρωτεΐνη ψευδαργύρου, 
που συμμετέχει στην επιδιόρθωση του DNA, την αντιγραφή του DNA, τη ρύθμιση 
της δομής της χρωματίνης και την απόπτωση. Χρησιμοποιείται ως αποπτωτικός 
δείκτης, καθώς διασπάται, κατά την διάρκεια της ενεργοποίησης της αποπτωτικής 
διαδικασίας ενός κυττάρου, από τα 116 kDa (ακέραια μορφή) σε 87 και 29 kDa 
πεπτίδια. Η διάσπαση αυτή της PARP-1 προκαλείται μετά από ενεργοποίηση του 
καταρράκτη των κασπασών (με συμμετοχή της εκτελεστικής ενεργοποιημένης 
κασπάσης 3). Το τμήμα των 87 kDa φαίνεται μετά από ανοσοαποτύπωση διότι 
περιέχει τον επίτοπο του αντισώματος για την PARP-1, ενώ το 29 kDa δεν την 
περιέχει αυτήν την περιοχή με αποτέλεσμα να μην ανιχνεύεται. 
 

 
Εικόνα 3.55: Η Hsp70 έχει προστατευτική δράση ενάντια στην απόπτωση, που 
προκαλείται από δοξορουβικίνη, στα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα. F1/F1 και Tg/Tg 
κύτταρα εκτέθηκαν σε 1, 5, 10 και 25 μM DOX για 24 ώρες. Συγχρόνως, τα ίδια κύτταρα 
εκτέθηκαν σε θερμικό σοκ (60 λεπτά στους 42.5oC και επαναφορά 90 λεπτά στους 37oC) ή 
σταυροσπορίνη (3 ώρες σε 1μM) για να χρησιμοποιηθούν ως δείκτες της έκφρασης της Hsp70 ή 
ως δείκτες της ενεργοποίησης της απόπτωσης. Δέκα μικρογραμμάρια από κάθε κυττταρικό 
κλάσμα αναλύθηκαν με Western blot με αντίσωμα ενάντια στην Parp-1 (anti-Parp-1) (B1, B2). 
Η α-τουμπουλίνη χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης ισοφόρτωσης των δειγμάτων. 
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Από τα αποτελέσματα μας, όπως φαίνεται και στην εικόνα 3.55, συγκρίνοντας 

τα επίπεδα διάσπασης της Parp-1 στις δύο κυτταρικές σειρές (F1/F1 και Tg/Tg), 
παρατηρούμε ότι η διάσπαση της Parp-1 (εμφάνιση της ζώνης των 87 kDa) 
πραγματοποιείται σε πολύ μεγαλύτερο βαθμό στα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα, σε 
σχέση με Tg/Tg κύτταρα, τα οποία υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70. Τα επίπεδα 
διάσπασης της Parp-1 δείχνουν να αυξάνονται με αύξηση της συγκέντρωσης της 
δοξορουβικίνης και στις δύο κυτταρικές σειρές, με την αύξηση, όμως, αυτή να είναι 
πιο σημαντική στα F1/F1 κύτταρα. Από την εικόνα, φαίνεται ότι στα F1/F1 κύτταρα 
ξεκινάει η διάσπαση της Parp-1 από τις μικρές συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για 24 
ώρες μετά τη χορήγηση της. Αντίθετα, στα Tg/Tg κύτταρα η διάσπαση της PARP-1 
εμποδίζεται, όταν τα κύτταρα εκφράζουν Hsp70, και παρατηρούμε ότι αυτή 
καθυστερεί, καθώς η ζώνη των 87 kDa εμφανίζεται σε μικρό βαθμό και μόνο στις 
μεγάλες συγκεντρώσεις του φαρμάκου. Με τα αποτελέσματα αυτά επαληθεύεται ο 
αντι-αποπτωτικός ρόλος της Hsp70 στα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα μετά από 
επώαση τους με δοξορουβικίνη, αφού η Hsp70 εμφανίζεται να εμπλέκεται στη 
ρύθμιση της βλάβης του DNA, που προκαλείται από τη DOX και ανιχνεύεται με την 
PARP-1. 
 
 
 
Η Hsp70 προστατεύει τα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα από την επαγόμενη από τη 
δοξορουβικίνη απόπτωση μέσω αναστολής της φωσφορυλίωσης της p53 
 
 

Εφόσον αποδείχθηκε ο προστατευτικός ρόλος της Hsp70 στα κύτταρα ενάντια 
στην απόπτωση, που προκαλείται από τη δράση της δοξορουβικίνης, κατόπιν 
προσδιορίσαμε βιοχημικά το αποπτωτικό μονοπάτι, με το οποίο η δοξορουβικίνη 
οδηγεί τα κύτταρα σε απόπτωση και την εμπλοκή της πρωτεΐνης Hsp70 σε αυτό. Από 
τη βιβλιογραφία είναι γνωστό ότι η χορήγηση δοξορουβικίνης επάγει την απόπτωση 
των κυττάρων μέσω του μιτοχονδριακού μονοπατιού [814]. Επίσης, όπως έχει 
προαναφερθεί, η δοξορουβικίνη εισέρχεται στον πυρήνα, όπου και προκαλεί βλάβες 
στο DNA μέσω οξειδωτικού στρες. Η p53 είναι μια σημαντική πρωτεΐνη κατά την 
απόκριση σε βλάβες του DNA. Βιβλιογραφικά, πολυάριθμες μελέτες έδειξαν ότι η 
επαγόμενη από DOX απόπτωση των καρδιομυοκυττάρων συσχετίζεται με αυξημένη 
έκφραση και ενεργοποίηση της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης p53 [696-698]. 
Επίσης, έχει ήδη αποδειχθεί ότι η p53 φωσφορυλιώνεται σε πολλαπλές θέσεις in vivo 
και από διαφορετικές πρωτεϊνικές κινάσες in vitro [818, 819]. Οι βλάβες του DNA 
επάγουν τη φωσφορυλίωση της p53 στη Ser15 και Ser20, οδηγώντας σε μειωμένη 
αλληλεπίδραση ανάμεσα στην p53 και τον αρνητικό ρυθμιστή της, την ογκοπρωτεΐνη 
MDM2 [820]. 

 
Έτσι, γνωρίζοντας ότι η φωσφορυλίωση της p53 αποτελεί αποπτωτικό σήμα 

[821], ανιχνεύθηκε και συγκρίθηκε η ποσότητα της φωσφορυλιωμένης p53 στις δύο 
κυτταρικές σειρές (F1/F1 και Tg/Tg) μετά από έκθεση τους στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για 24 ώρες. Χρησιμοποιήθηκε το πολυκλωνικό 
αντίσωμα anti-Phospho-p53 (Ser15) (Cell Signaling Technology -#9284), ένα 
αντίσωμα που αναγνωρίζει την φωσφορυλιωμένη μορφή της p53 στην Ser15. 
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Εικόνα 3.56: Η Hsp70 εμπλέκεται στην ενεργοποίηση της p53 μέσω φωσφορυλίωσης 
αυτής κατά την αποπτωτική διαδικασία, που προκαλείται από χορήγηση δοξορουβικίνης 
στα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα. F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα εκτέθηκαν σε 1, 5, 10 και 25 
μM DOX για 24 ώρες. Συγχρόνως, τα ίδια κύτταρα εκτέθηκαν σε θερμικό σοκ (60 λεπτά στους 
42.5oC και επαναφορά 90 λεπτά στους 37oC) ή σταυροσπορίνη (3 ώρες σε 1μM) για να 
χρησιμοποιηθούν ως δείκτες της έκφρασης της Hsp70 ή ως δείκτες της ενεργοποίησης της 
απόπτωσης. Δέκα μικρογραμμάρια από κάθε κυττταρικό κλάσμα αναλύθηκαν με Western blot 
με αντίσωμα ενάντια στην Phospho-p53 (anti- Phospho-p53) (C1, C2). Η α-τουμπουλίνη 
χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης ισοφόρτωσης των δειγμάτων. 
 

Στην εικόνα 3.56 φαίνεται η συσσώρευση της p53, που αποτελεί το πρώτο 
ενεργοποιούμενο μόριο κατά τη διάρκεια του επαγόμενου από δοξορουβικίνη 
αποπτωτικού μονοπατιού, όπου η p53 εμπλέκεται με τη φωσφορυλιωμένη της μορφή. 
Συγκεκριμένα, παρατηρείται μια καθυστέρηση στην ενεργοποίηση της p53 μέσω της 
φωσφορυλίωσης της στα Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την Hsp70, σε 
σύγκριση με τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα. Η ενεργοποίηση της p53 στα F1/F1 
κύτταρα φαίνεται να πραγματοποιείται σε σημαντικό βαθμό από τις μικρές 
συγκεντρώσεις του φαρμάκου, ενώ στα Tg/Tg κύτταρα η συσσώρευση της 
φωσφορυλιωμένης p53 φαίνεται να αυξάνεται μόνο στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης (10, 25 μΜ). Τα επίπεδα της φωσφορυλιωμένης p53 (Ser15) είναι 
εμφανώς υψηλότερα στα F1/F1 κύτταρα σε σχέση με τα Tg/Tg κύτταρα, που 
υπερεκφράζουν την Hsp70, για όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που 
χρησιμοποιήθηκαν, για 24 ώρες επώασης με το φάρμακο. 

Λαμβάνοντας υπόψη ότι η ενεργοποίηση της p53 αποτελεί την έναρξη της 
αποπτωτικής διαδικασίας, είναι εύλογο να υποθέσουμε, τελικά, ότι η Hsp70 
προστατεύει τα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα από την επαγόμενη από τη 
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δοξορουβικίνη απόπτωση. Η φωσφορυλιωμένη μορφή της p53 οδηγεί σε κασπασο-
εξαρτώμενη απόπτωση. Η αυξημένη συσσώρευση της φωσφορυλιωμένης p53 έμμεσα 
δείχνει την προαγωγή του μιτοχονδριακού αποπτωτικού μονοπατιού. Η αποτροπή της 
φωσφορυλίωσης της p53 από την Hsp70, αποτρέπει τελικά τον αποπτωτικό θάνατο 
των κυττάρων.  
 
Η Hsp70 ελέγχει το εσωτερικό μιτοχονδριακό αποπτωτικό μονοπάτι με μείωση της 
συσσώρευσης της Bax στα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα μετά από χορήγηση 
δοξορουβικίνης. 
 

Αφού παρατηρήθηκε η ενεργοποίηση της p53 από τη δοξορουβικίνη στα 
πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα, στη συνέχεια, ακολούθησε ο χαρακτηρισμός του 
αποπτωτικού μονοπατιού με μεγαλύτερη λεπτομέρεια. Η αυξημένη φωσφορυλίωση 
της p53 υπερρυθμίζει περαιτέρω καθοδικά της p53 γονίδια, μέλη της προ-
αποπτωτικής Bcl-2 ομάδας γονιδίων, όπως η Bax.  

Για να μελετήσουμε την πιθανή ενεργοποίηση της Bax από την p53 και εάν η 
πρωτεΐνη Hsp70 επηρεάζει την ενεργοποίηση της Bax, χρησιμοποιήθηκε 
μονοκλωνικό αντίσωμα anti-Bax (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Bax(B-9): sc -
7480), το οποίο ανιχνεύει και τις δύο ισομορφές της Bax, Baxα και Baxβ. Η ζώνη της 
Bax ανιχνεύεται μετά από ανοσοαποτύπωση κατά Western στα 23 kDa περίπου.  

 
Εικόνα 3.57: Η Hsp70 μειώνει τη συσσώρευση της Bax στα πρωτογενή εμβρυϊκά 
κύτταρα μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης. F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα εκτέθηκαν σε 1, 5, 
10 και 25 μM DOX για 24 ώρες. Συγχρόνως, τα ίδια κύτταρα εκτέθηκαν σε θερμικό σοκ (60 
λεπτά στους 42.5oC και επαναφορά 90 λεπτά στους 37oC) ή σταυροσπορίνη (3 ώρες σε 1μM) 
για να χρησιμοποιηθούν ως δείκτες της έκφρασης της Hsp70 ή ως δείκτες της ενεργοποίησης 
της απόπτωσης. Δέκα μικρογραμμάρια από κάθε κυττταρικό κλάσμα αναλύθηκαν με Western 
blot με αντίσωμα ενάντια στην Bax (anti-Bax) (D1, D2). Η α-τουμπουλίνη χρησιμοποιήθηκε 
ως δείκτης ισοφόρτωσης των δειγμάτων. 
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Όπως φαίνεται στην εικόνα 3.57, παρατηρήθηκε ότι η ενεργοποίηση της Bax 

καθυστερεί στα Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την Hsp70, σε σύγκριση με τα 
φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα. Η συσσώρευση της Bax στα F1/F1 κύτταρα φαίνεται να 
πραγματοποιείται σε σημαντικό βαθμό από τις μικρές συγκεντρώσεις της 
δοξορουβικίνης, ενώ στα Tg/Tg κύτταρα η συσσώρευση της Bax φαίνεται να 
αυξάνεται μόνο στη μεγάλη συγκέντρωση των 25μΜ DOX. Η αυξημένη έκφραση της 
Bax είναι εμφανώς μεγαλύτερη στα F1/F1 κύτταρα, σε σχέση με τα Tg/Tg κύτταρα, 
σε όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που χρησιμοποιήθηκαν, για 24 ώρες 
επώασης με το φάρμακο. 

Αποδεικνύεται, λοιπόν, ότι η δοξορουβικίνη φαίνεται να προκαλεί 
συσσώρευση της πρωτεΐνης Bax στα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα. Από την 
ενεργοποίηση αυτή της Bax συμπεραίνεται ότι η δοξορουβικίνη οδηγεί τα κύτταρα 
στην αποπτωτική διαδικασία μέσω του εσωτερικού μιτοχονδριακού μονοπατιού. Η 
Hsp70 δείχνει να εμποδίζει τη συσσώρευση της Bax στα κύτταρα μετά τη χορήγηση 
του φαρμάκου.  
 
 
Η Hsp70 ελέγχει το κασπασο-εξαρτώμενο αποπτωτικό μονοπάτι με αναστολή της 
ενεργοποίησης της κασπάσης-9 στα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα μετά από 
χορήγηση δοξορουβικίνης. 
 

Μετά και την απόδειξη ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί την ενεργοποίηση του 
ενδογενούς μιτοχονδριακού μονοπατιού στα κύτταρα, μέσω ενεργοποίησης των p53 
και Bax, ακολουθήσαμε την εξέλιξη του αποπτωτικού μονοπατιού. Στο ενδογενές 
μονοπάτι, η ενεργοποίηση των κασπασών πραγματοποιείται ως συνέχεια της 
διάτρησης της μιτοχονδριακής μεμβράνης και της απελευθέρωσης του κυτοχρώματος 
c, που ρυθμίζεται από την Bax. Έτσι, μελετήσαμε την ενεργοποίηση των κασπασών, 
γεγονός το οποίο, αφού συμβαίνει, σημαίνει την μη αναστρέψιμη πορεία των 
κυττάρων προς τον αποπτωτικό θάνατο. Αρχικά, ερευνήθηκε η ενεργοποίηση της 
κασπάσης-9 και η εμπλοκή της Hsp70 στην ενεργοποίησή της.  

Η κασπάση-9 είναι ένα σημαντικό μέλος της οικογένειας των κυστεϊνικών 
πρωτεασών (κασπασών) και εμπλέκεται στην απόπτωση. Μετά από ένα αποπτωτικό 
ερέθισμα, το κυτόχρωμα c, που απελευθερώνεται από τα μιτοχόνδρια, συνδέεται με 
την 47 kDa προκασπάση-9 και τον Apaf-1, σχηματίζοντας το αποπτόσωμα. Στη 
συνέχεια, το σύμπλοκο αυτό, μετατρέπει την προκασπάση-9 σε ένα μεγάλο ενεργό 
τμήμα (35kDa) και ένα μικρό τμήμα (10kDa) με αυτό-διάσπαση (σχάση) στο Asp315 
[403, 822, 823]. Η διασπασμένη κασπάση-9 (cleaved caspase-9), στη συνέχεια, 
ενεργοποιεί άλλα μέλη των κασπασών, που περιλαμβάνουν τις κασπάσες-3 και -7, 
εκκινώντας τον καταρράκτη κασπασών, που οδηγεί στην απόπτωση [387, 824-826]. 

Για τη μελέτη της ενεργοποίησης της κασπάσης-9 στα κύτταρα μας μετά από 
τη χορήγηση δοξορουβικίνης χρησιμοποιήθηκε το πολυκλωνικό αντίσωμα anti- 
Cleaved Caspase-9 (Asp353) (Cell Signalling Technology - #9509). Το αντίσωμα 
αυτό ανιχνεύει τα ενδογενή επίπεδα του ενεργού τμήματος της κασπάσης-9, που 
εμφανίζεται σε ζώνη των 37 kDa περίπου μετά από ανοσοαποτύπωση κατά Western, 
μόνο μετά από διάσπαση (σχάση) στο Asp353. 
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Εικόνα 3.58: Η Hsp70 ελέγχει την ενεργοποίηση της κασπάσης-9 στα πρωτογενή 
εμβρυϊκά κύτταρα μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης. F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα εκτέθηκαν 
σε 1, 5, 10 και 25 μM DOX για 24 ώρες. Συγχρόνως, τα ίδια κύτταρα εκτέθηκαν σε θερμικό 
σοκ (60 λεπτά στους 42.5oC και επαναφορά 90 λεπτά στους 37oC) ή σταυροσπορίνη (3 ώρες σε 
1μM) για να χρησιμοποιηθούν ως δείκτες της έκφρασης της Hsp70 ή ως δείκτες της 
ενεργοποίησης της απόπτωσης. Δέκα μικρογραμμάρια από κάθε κυτταρικό κλάσμα αναλύθηκαν 
με Western blot με αντίσωμα ενάντια στην ενεργή κασπάση-9 (anti- Cleaved Caspase-9) (E1, 
E2). Η α-τουμπουλίνη χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης ισοφόρτωσης των δειγμάτων. 
 
 

Γνωρίζουμε βιβλιογραφικά ότι η χορήγηση δοξορουβικίνης ενεργοποιεί τον 
καταρράκτη των κασπασών [646, 698, 815]. Για το λόγο αυτό, μελετήθηκε αρχικά 
εάν η παρουσία της Hsp70 ελέγχει με κάποιο τρόπο την ενεργοποίηση του 
καταρράκτη. Χρησιμοποιώντας τα εκχυλίσματα από τις δύο κυτταρικές σειρές μετά 
από επώαση τους στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για 24 ώρες, 
ελέγξαμε μέσω ανοσοαποτύπωσης την ενεργοποίηση της κασπάσης-9. Από την 
εικόνα 3.58 φαίνεται ότι στα Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την Hsp70, δεν 
ενεργοποιείται σε σημαντικό βαθμό η κασπάση-9, σε σύγκριση με τα φυσιολογικά 
F1/F1 κύτταρα, όπου η διασπασμένη κασπάση-9 εμφανίζεται από τις μικρές 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης. Η ενεργοποίηση της κασπάσης-9 στα F1/F1 κύτταρα 
φαίνεται να πραγματοποιείται σε σημαντικό βαθμό από τις μικρές συγκεντρώσεις του 
φαρμάκου, ενώ στα Tg/Tg κύτταρα η κασπάση-9 ενεργοποιείται μόνο στις μεγάλες 
συγκεντρώσεις και σε μικρό βαθμό. Η αυξημένη ενεργοποίηση της κασπάσης-9 στα 
F1/F1 κύτταρα, σε σχέση με τα Tg/Tg κύτταρα, είναι έκδηλη σε όλες τις 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που χρησιμοποιήθηκαν, για 24 ώρες επώασης με 
δοξορουβικίνη. 
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Επομένως, αποδεικνύεται ότι η δοξορουβικίνη φαίνεται να προκαλεί 
ενεργοποίηση της κασπάσης-9 στα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα. Από αυτό 
προκύπτει ότι η δοξορουβικίνη επάγει στα κύτταρα το κασπασο-εξαρτώμενο 
αποπτωτικό μονοπάτι, με ενεργοποίηση των εναρκτήριων κασπασών, όπως η 
κασπάση-9. Στη συνέχεια, η ενεργοποιημένη κασπάση-9, θα πρέπει να ενεργοποιεί 
άλλα μέλη των κασπασών, που περιλαμβάνουν τις εκτελεστικές κασπάσες-3 και -7, 
εκκινώντας τον καταρράκτη κασπασών, που οδηγεί στην ολοκλήρωση της 
αποπτωτικής διαδικασίας. Η παρατήρηση ότι στα Tg/Tg κύτταρα, τα επίπεδα της 
διασπασμένης κασπάσης-9, είναι μειωμένα έως ελάχιστα (στις μικρές συγκεντρώσεις 
DOX), μας υποδεικνύει ότι η Hsp70 ελέγχει την απόπτωση των κυττάρων στο στάδιο 
των κασπασών, αποτρέποντας την ενεργοποίηση των εναρκτήριων κασπασών, όπως 
η κασπάση-9. 
 
 
Η Hsp70 ελέγχει το κασπασο-εξαρτώμενο αποπτωτικό μονοπάτι με αναστολή της 
ενεργοποίησης της κασπάσης-3 στα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα μετά από 
χορήγηση δοξορουβικίνης. 
 

Αφού παρατηρήσαμε ότι η δοξορουβικίνη ενεργοποιεί την εναρκτήρια 
κασπάση-9, στη συνέχεια ερευνήσαμε αν ενεργοποιείται ο καταρράκτης κασπασών, 
με ενεργοποίηση των κασπασών τελεστών (κασπάση-3 και -7), καθώς και την πιθανή 
συμμετοχή της Hsp70 στα τελικά στάδια της απόπτωσης. Η φάση της εκτέλεσης 
θεωρείται το τελικό μονοπάτι της απόπτωσης. Έτσι, ερευνήθηκε η ενεργοποίηση της 
κασπάσης-3 και η εμπλοκή της Hsp70 στην ενεργοποίηση της.  

Η κασπάση-3 ανήκει στην οικογένεια των πρωτεασών κυστεΐνης και 
διαδραματίζει, επίσης, σημαντικό ρόλο στην απόπτωση. Συντίθεται ως ένα ανενεργό 
προ-ένζυμο, το οποίο υφίσταται αυτο-πρωτεόλυση και/ή διάσπαση από άλλες 
κασπάσες (κασπάση 8, 9 και 10) ανοδικά του αποπτωτικού μονοπατιού στα κύτταρα 
που αποπίπτουν. Η διασπασμένη μορφή της κασπάσης-3 αποτελείται από μια μεγάλη 
(17-22 kDa) και μια μικρή (12 kDa) υπομονάδα. Οι δύο αυτές υπομονάδες 
συνδέονται για να σχηματίσουν το ενεργό ένζυμο. Η ενεργή κασπάση-3 αποτελεί 
δείκτη για τα κύτταρα, που υφίστανται απόπτωση, και αποτελείται από ένα 
ετεροδιμερές με υπομονάδες των 17 kDa και 12 kDa, που προέρχεται από το 32 kDa 
προένζυμο. Η ενεργός κασπάση-3 με τη σειρά της διασπά πρωτεολυτικά άλλες 
κασπάσες, καθώς και άλλα μόρια στα κύτταρα, όπως η PARP-1. 

Για τη μελέτη της ενεργοποίησης της κασπάσης-3, μετά από επώαση των 
κυττάρων μας με δοξορουβικίνη, χρησιμοποιήσαμε το πολυκλωνικό αντίσωμα που 
αναγνωρίζει την ενεργό μορφή της κασπάσης-3 (BD Pharmingen - #559565, κλώνος 
C92-605). Το αντίσωμα αυτό έχει αναφερθεί να αναγνωρίζει ειδικά την ενεργή 
μορφή της κασπάσης-3, αλλά δεν αναγνωρίζει τη μορφή του προενζύμου της 
καπάσης-3. Η ενεργή μορφή της κασπάσης-3 εμφανίζεται με τη χαρακτηριστική ζώνη 
στα 19 kDa περίπου σε ανοσοαποτύπωση κατά Western.  
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Εικόνα 3.59: Η Hsp70 ελέγχει την ενεργοποίηση της κασπάσης-3 στα πρωτογενή 
εμβρυϊκά κύτταρα μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης. F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα εκτέθηκαν 
σε 1, 5, 10 και 25 μM DOX για 24 ώρες. Συγχρόνως, τα ίδια κύτταρα εκτέθηκαν σε θερμικό 
σοκ (60 λεπτά στους 42.5oC και επαναφορά 90 λεπτά στους 37oC) ή σταυροσπορίνη (3 ώρες σε 
1μM) για να χρησιμοποιηθούν ως δείκτες της έκφρασης της Hsp70 ή ως δείκτες της 
ενεργοποίησης της απόπτωσης. Δέκα μικρογραμμάρια από κάθε κυττταρικό κλάσμα 
αναλύθηκαν με Western blot με αντίσωμα ενάντια στην ενεργή κασπάση-3 (anti- Active 
Caspase-3) (F1, F2). Η α-τουμπουλίνη χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης ισοφόρτωσης των 
δειγμάτων. 
 

Από την εικόνα 3.59 φαίνεται ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί την 
ενεργοποίηση του καταρράκτη των κασπασών. Μετά την έκθεση των δύο κυτταρικών 
σειρών (F1/F1 και Tg/Tg) στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για 24 
ώρες, παρατηρήσαμε την ενεργοποίηση της κασπάσης-3. Από την εικόνα 3 φαίνεται 
ότι στα Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την Hsp70, δεν ενεργοποιείται η 
κασπάση-3, σε σύγκριση με τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα, όπου η ενεργή κασπάση-
3 εμφανίζεται από τις μικρές συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης. Η ενεργοποίηση της 
κασπάσης-3 στα F1/F1 κύτταρα φαίνεται να πραγματοποιείται σε σημαντικό βαθμό 
από τις μικρές συγκεντρώσεις του φαρμάκου, και κυρίως από τη συγκέντρωση των 
5μΜ DOX, ενώ στα Tg/Tg κύτταρα η κασπάση-3 δεν δείχνει να ενεργοποιείται, παρά 
μόνο στη μεγάλη συγκέντρωση των 25μΜ DOX και σε ελάχιστο βαθμό. Η αυξημένη 
ενεργοποίηση της κασπάσης-3 στα F1/F1 κύτταρα, σε σχέση με τα Tg/Tg κύτταρα, 
είναι ιδιαίτερα εμφανής σε όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που 
χρησιμοποιήσαμε, για 24 ώρες μετά από τη χορήγηση του φαρμάκου. 

Από τα αποτελέσματα μας αυτά, μπορούμε να συμπεράνουμε ότι η 
δοξορουβικίνη επάγει στα κύτταρα το κασπασο-εξαρτώμενο αποπτωτικό μονοπάτι, 
όπου ενεργοποιείται και η εκτελεστική κασπάση-3. Η παρατήρηση ότι στα Tg/Tg 
κύτταρα, τα επίπεδα της ενεργής κασπάσης-3, είναι μηδαμινά έως ελάχιστα (στη 
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μεγάλη συγκέντρωση DOX), ενώ στα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα η κασπάση-3 
ενεργοποιείται από τις πιο μικρές συγκεντρώσεις DOX, μας υποδεικνύει ότι η Hsp70 
ελέγχει την αποπτωτικότητα των κυττάρων στα τελικά στάδια της απόπτωσης, 
αποτρέποντας την ενεργοποίηση των τελεστικών κασπασών, όπως η κασπάση-3. 

Αφού ενεργοποιηθούν και οι εκτελεστικές κασπάσες, όπως η κασπάση-3, τα 
κύτταρα βαίνουν προς την ολοκλήρωση της αποπτωτικής διαδικασίας. Η ενεργή 
κασπάση-3, στη συνέχεια, προκαλεί επιπλέον γεγονότα ενεργοποίησης κασπασών, τα 
οποία κορυφώνονται με την πρωτεόλυση των υποστρωμάτων τους και τον κυτταρικό 
θάνατο με όλα τα μορφολογικά και βιοχημικά χαρακτηριστικά, που παρατηρούνται 
[369]. 

Συμπερασματικά, λοιπόν, η παρουσία της Hsp70 αναστέλλει μερικώς την 
ενεργοποίηση και περαιτέρω προαγωγή του p53-αποπτωτικού μονοπατιού. Συνολικά, 
τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι η δοξορουβικίνη, προκαλώντας βλάβη στο DNA 
των κυττάρων, ενεργοποιεί το μιτοχονδριακό αποπτωτικό μονοπάτι, που περνάει 
μέσω των p-53, Bax, κασπάση-9 και κασπάση-3. Η Hsp70 εμφανίζεται να αναστέλλει 
την ενεργοποίηση του αποπτωτικού μονοπατιού και η δράση της εντοπίζεται ανοδικά 
της ενεργοποίησης της p53. 
 
Προτεινόμενο μοντέλο: 
 

Συνοψίζοντας τα παραπάνω, μπορούμε να καταλήξουμε στο ακόλουθο 
προκαταρκτικό μοντέλο σχετικά με τη δράση της Hsp70 στην επαγόμενη από 
δοξορουβικίνη απόπτωση των πρωτογενών εμβρυϊκων κυττάρων (Εικόνα 3.60). 

 

 
 

Εικόνα 3.60: Προτεινόμενος μηχανισμός δράσης του προστατευτικού ρόλου της Hsp70 
σε πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης. Η δοξορουβικίνη 
εισέρχεται στον πυρήνα, όπου και προκαλεί βλάβες στο DNA μέσω οξειδωτικού στρες. Λόγω 
του στρες αυτού, η p53 φωσφορυλιώνεται και εξέρχεται του πυρήνα, σηματοδοτώντας την 
έναρξη του μιτοχονδριακού αποπτωτικού μονοπατιού, μέσω ενεργοποίησης της Bax. 
Ακολούθως, ενεργοποιείται ο καταρράκτης των κασπασών και τα κύτταρα αποπίπτουν. Η 
παρουσία της Hsp70 δρα στο μονοπάτι αυτό, επηρεάζοντας τη φωσφορυλίωση της p53, 
προστατεύοντας τελικά τα κύτταρα από την απόπτωση. 



213 
 

Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό η δοξορουβικίνη εισέρχεται στον πυρήνα και 
προσκολλάται στο DNA, στο οποίο και προκαλεί βλάβες με άμεση σύνδεση ή μέσω 
ROS από το οξειδωτικό στρες. Η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p53 παίζει σημαντικό 
ρόλο στην κυτταρική απόκριση σε βλάβες στο DNA. Η ενεργοποίηση της p53 μπορεί 
να οδηγήσει είτε σε πάγωμα/παύση του κυτταρικού κύκλου και επιδιόρθωση του 
DNA ή σε απόπτωση, όταν οι βλάβες είναι μη αναστρέψιμες. Σε αρχικό στάδιο, το 
στρεσογόνο ερέθισμα, αναστέλλει το μεταγραφικό ρόλο της p53, η οποία 
προσδένεται πιθανά στην MDM2 και εξέρχεται από τον πυρήνα προς το 
κυτταρόπλασμα. Εξαιτίας του στρες, η p53 φωσφορυλιώνεται και σταθεροποιείται, 
πηγαίνει πιθανά στο μιτοχόνδριο, ενεργοποιεί το μιτοχονδριακό αποπτωτικό 
μονοπάτι και οδηγεί το κύτταρο στην απόπτωση. Η πρωτεΐνη MDM2 αναστέλλει τη 
συσσώρευση της p53, στοχεύοντας την για ουβικιτινίωση και πρωτεοσωμική 
αποικοδόμηση. Η φωσφορυλίωση, όμως, εξασθενεί την ικανότητα της MDM2 να 
συνδέεται στην p53, προάγοντας τόσο τη συσσώρευση όσο και την ενεργοποίηση της 
p53 σε απόκριση στη βλάβη του DNA. 

Η φωσφορυλίωση της p53 αποτελεί αποπτωτικό σήμα για την προαγωγή του 
ενδογενούς μιτοχονδριακού μονοπατιού της απόπτωσης. Η αυξημένη φωσφορυλίωση 
της p53, στη συνέχεια, υπερρυθμίζει περαιτέρω καθοδικά της p53 γονίδια, όπως μέλη 
της προ-αποπτωτικής Bcl-2 ομάδας γονιδίων, συμπεριλαμβανομένης και της  Bax. Η 
ενεργοποίηση της p53 μπορεί άμεσα να επάγει την ενεργοποίηση της Bax με αλλαγές 
στη διαμόρφωση της, ρυθμίζοντας με αυτόν τον τρόπο τη μετατόπιση της Bax από το 
κυτοσόλιο στα μιτοχόνδρια, ως επακόλουθο του αποπτωτικού ερεθίσματος. Η 
μετακίνηση αυτή οδηγεί στην απελευθέρωση του κυτοχρώματος c από τα 
μιτοχόνδρια. Οι προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες Bax και Bak ολιγομερίζονται, 
σχηματίζοντας πόρους εντός της μιτοχονδριακής μεμβράνης. Οι πόροι διακόπτουν τη 
συνοχή της εξωτερικής μιτοχονδριακής μεμβράνης και οδηγούν στην απελευθέρωση 
του κυτοχρώματος c στο κυτταρόπλασμα. Το κυτόχρωμα c, αφού απελευθερωθεί από 
τα μιτοχόνδρια, συνδέεται με την προκασπάση-9 και τον Apaf-1, σχηματίζοντας το 
αποπτώσωμα. Με τον τρόπο αυτό ενεργοποιείται η εναρκτήρια κασπάση-9, η οποία, 
με τη σειρά της, λειτουργεί ως υπόστρωμα για την ενεργοποίηση άλλων μελών των 
κασπασών, που περιλαμβάνουν τις εκτελεστικές κασπάσες-3 και -7, εκκινώντας τον 
καταρράκτη κασπασών, που οδηγεί στην απόπτωση. Αφού ενεργοποιηθούν και οι 
εκτελεστικές κασπάσες, όπως η κασπάση-3, τα κύτταρα βαίνουν προς την 
ολοκλήρωση της αποπτωτικής διαδικασίας. Η ενεργή κασπάση-3, στη συνέχεια, 
προκαλεί επιπλέον γεγονότα ενεργοποίησης κασπασών, τα οποία κορυφώνονται με 
την πρωτεόλυση των υποστρωμάτων τους και τον κυτταρικό θάνατο με όλα τα 
μορφολογικά και βιοχημικά χαρακτηριστικά, που παρατηρούνται συνήθως. 
 

Η παρουσία της Hsp70, βάσει των παρατηρήσεών μας, επιδρά σε αρχικό 
στάδιο του αποπτωτικού μηχανισμού, αναστέλλοντας την ενεργοποίηση μέσω 
φωσφορυλίωσης της p53 και αποτρέποντας την έξοδό της από τον πυρήνα, οπότε 
αυτή δρα φυσιολογικά ως σήμα έναρξης της μεταγραφής. Με τον τρόπο αυτό, το 
κύτταρο δεν ωθείται προς την απόπτωση, αφού δεν ενεργοποιείται το εσωτερικό 
μιτοχονδριακό αποπτωτικό μονοπάτι. Το σημείο ακριβώς της δράσης της Hsp70 στο 
στάδιο αυτό, μένει ακόμη να ταυτοποιηθεί. Η παρεμπόδιση στη φωσφορυλίωση της 
p53 από την Hsp70, οδηγεί σε αναστολή της ενεργοποίησης της Bax, και κατά 
επέκταση, της ενεργοποίησης των κασπασών -9 και -3, με αποτέλεσμα τα κύτταρα να 
μην ωθούνται σε απόπτωση.    
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Με βάση τα παραπάνω, γίνεται φανερό ότι η Hsp70 προστατεύει τα 
πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα από την απόπτωση, μετά από χορήγηση 
δοξορουβικίνης, μέσω του ελέγχου φωσφορυλίωσης της p53. 

  
 
3.8. Φασματοφωτομετρικός προσδιορισμός της δραστηριότητας 
αντιοξειδωτικών ενζύμων 
 
 
΄3.8.1. Μέτρηση της δραστηριότητας της SOD 
 

Εφόσον είναι γνωστό ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί οξειδωτικό στρες στα 
κύτταρα, προσδιορίσαμε το ποσοστό δραστηριότητας ενός αντιοξειδωτικού ενζύμου, 
της SOD, στις δύο κυτταρικές σειρές, μετά από επώαση τους με την δοξορουβικίνη. 
Για τη μέτρηση της δραστηριότητας της υπεροξειδικής δισμουτάσης 
χρησιμοποιήθηκε το Superoxide Dismutase (SOD) Activity Assay Kit (Biovision - 
#K335-100). Η δισμουτάση του υπεροξειδίου (SOD) είναι ένα από τα πιο σημαντικά 
αντιοξειδωτικά ένζυμα και καταλύει την αναγωγή του ανιόντος του υπεροξειδίου σε 
υπεροξείδιο του υδρογόνου και σε μοριακό οξυγόνο. Κατά τη μέθοδο αυτή 
χρησιμοποιείται η WST-1 (2-(4-Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-
2H-tetrazolium, monosodium salt), που παράγει μια υδατοδιαλυτή χρώση 
φορμαζάνης, καθώς ανάγεται από ένα ανιόν υπεροξειδίου. Ο ρυθμός αναγωγής με 
ένα ανιόν υπεροξειδίου είναι γραμμικά σχετικός με τη δραστηριότητα της οξειδάσης 
της ξανθίνης (ΧΟ), η οποία αναστέλλεται από την υπεροξειδική δισμουτάση. 
Συνεπώς, η αναστολή της δραστηριότητας της SOD μπορεί να μετρηθεί μέσω μιας 
χρωματομετρικής μεθόδου. 

Αρχικά, στις δύο κυτταρικές σειρές (F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα) προστέθηκαν 
τα διαλύματα με τις διάφορες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (0, 0.5, 1, 5, 10 και 25 
μΜ) και τα κύτταρα αφέθηκαν για επώαση για 24 και 48 ώρες. Μετά την 
ολοκλήρωση των βημάτων της πειραματικής διαδικασίας (όπως περιγράφηκε στην 
ενότητα 2.14.1) τόσο για τα δείγματα μας όσο και για τα δείγματα αναφοράς (blanks), 
πραγματοποιήθηκε μέτρηση της απορρόφησης στα 450 nm σε φασματοφωτόμετρο.   
Από τις μετρήσεις μας αυτές, πραγματοποιήσαμε τους υπολογισμούς της 
εκατοστιαίας αναστολής του υποστρώματος λόγω της δραστηριότητας της SOD. 

Αφού υπολογίσαμε τη δραστηριότητα της SOD (ρυθμός αναστολής του 
υποστρώματος %), κατασκευάσαμε τα γραφήματα με τα ποσοστά της 
δραστηριότητας της SOD για τις δύο κυτταρικές σειρές (F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα) 
στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης και για τους δύο χρόνους επώασης 
των 24 και 48 ωρών με το φάρμακο. Κάθε μέτρηση πραγματοποιήθηκε σε 
τουλάχιστον τρεις επαναλήψεις υπό τις ίδιες συνθήκες κατά την πειραματική 
διαδικασία. Τα ποσοστά, που αντιστοιχούν στις διάφορες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης, υπολογίστηκαν ως προς το επί τοις % της δραστηριότητας της SOD 
των κυττάρων ελέγχου (χωρίς προσθήκη του φαρμάκου στο δείγμα μας) για το ίδιο 
χρονικό διάστημα επώασης με δοξορουβικίνη. 
 

Αρχικά, υπολογίστηκε το ποσοστό αναστολής του υποστρώματος λόγω της 
δραστηριότητας της SOD στα F1/F1 κύτταρα ελέγχου μετά από χορήγηση διαφόρων 
συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης και για χρόνο έκθεσης 24 ωρών. Από τις μετρήσεις 
αυτές (Εικόνα 3.61), παρατηρήθηκε μια μείωση της δραστηριότητας της SOD σε 
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σχέση με τα κύτταρα, στα οποία δεν χορηγήθηκε δοξορουβικίνη στο μέσο επώασης 
(control), και η μείωση αυτή εμφανίζεται σταδιακά μεγαλύτερη με την αντίστοιχη 
αύξηση της συγκέντρωσης του φαρμάκου. Η δραστηριότητα της SOD φαίνεται να 
διατηρείται σε ικανοποιητικά επίπεδα στις μικρές συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, 
ενώ φαίνεται να μειώνεται στο 50% περίπου μετά τη συγκέντρωση DOX των 10 μΜ 
ύστερα από 24 ώρες επώασης των F1/F1 κυττάρων με το φάρμακο. 
 
 

 
Εικόνα 3.61: Γραφική απεικόνιση του ποσοστού της δραστηριότητας της SOD (ποσοστό 
αναστολής της WST-1) των F1/F1 κυττάρων μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες 
συγκεντρώσεις (0, 0.5, 1, 5, 10 και 25 μΜ) για 24 ώρες. 
 
 
 

Σταδιακή μείωση του εκατοστιαίου ποσοστού της δραστηριότητας της SOD 
παρατηρήθηκε και μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε κύτταρα F1/F1 για χρονικό 
διάστημα 48 ωρών, όπως φαίνεται στην εικόνα 3.62. Η παρατηρούμενη μείωση της 
αναστολής του υποστρώματος, λόγω της δράσης της SOD, στο 50% για 48 ώρες 
έκθεσης, λαμβάνει χώρα στη συγκέντρωση περίπου των 5 μΜ DOX. Η 
δραστηριότητα της SOD στα F1/F1 κύτταρα για 48 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη, 
δείχνει να μειώνεται απότομα από τις μικρές συγκεντρώσεις DOX (1μΜ), ενώ η 
δράση της SOD στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις DOX εμφανίζεται σε χαμηλά 
επίπεδα, με το ποσοστό να εμφανίζεται λίγο πάνω από το 20% στη συγκέντρωση των 
25μΜ DOX.  
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Εικόνα 3.62: Γραφική απεικόνιση του ποσοστού της δραστηριότητας της SOD (ποσοστό 
αναστολής της WST-1) των F1/F1 κυττάρων μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες 
συγκεντρώσεις (0, 0.5, 1, 5, 10 και 25 μΜ) για 48 ώρες. 
 

 

 
Εικόνα 3.63: Γραφική απεικόνιση του ποσοστού της δραστηριότητας της SOD 
(ποσοστό αναστολής της WST-1) των Tg/Tg κυττάρων μετά από χορήγηση 
δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.5, 1, 5, 10 και 25 μΜ) για 24 ώρες. 
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Στη συνέχεια, κατά την επώαση των κυττάρων Tg/Tg, που υπερεκφράζουν 
την πρωτεΐνη Hsp70, στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για 24 ώρες, 
παρατηρείται αυξημένη δραστηριότητα της SOD. Όπως φαίνεται στην εικόνα 3.63, 
και στα Tg/Tg κύτταρα, φαίνεται μια σταδιακή μείωση της αναστολής του 
υποστρώματος, λόγω της δράσης της SOD, καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση του 
φαρμάκου. Τα Tg/Tg κύτταρα φαίνεται να παρουσιάζουν μια καθυστέρηση στη 
μείωση των ποσοστών της SOD δραστηριότητας, τα οποία παραμένουν σε αρκετά 
υψηλά επίπεδα (πάνω από 80%) ακόμα και μετά τη συγκέντρωση των 5μΜ DOX. Η 
μείωση αυτή του ποσοστού της δραστηριότητας της SOD δεν εμφανίζεται να είναι 
έντονη, ακόμα και στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, αφού, ακόμα, 
και στη συγκέντρωση των 25 μΜ, το ποσοστό της δραστηριότητας της SOD 
παραμένει σε επίπεδα πάνω από 50%.  

Κατόπιν, παρατίθεται το γράφημα, που απεικονίζει τα ποσοστά της 
δραστηριότητας της SOD των Tg/Tg κυττάρων μετά από χορήγηση των αντίστοιχων 
συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης για 48 ώρες. Όταν τα Tg/Tg κύτταρα επωάσθηκαν 
στο χρόνο των 48 ωρών, παρατηρήθηκε ανάλογη σταδιακή μείωση στα ποσοστά της 
δραστηριότητας της SOD με αύξηση της συγκέντρωσης της δοξορουβικίνης (Εικόνα 
3.64). Απότομη μείωση των ποσοστών της δραστηριότητας της SOD, στην 
περίπτωση των Tg/Tg κυττάρων για 48 ώρες επώασης με το φάρμακο, εμφανίζεται 
μετά τη συγκέντρωση των 5μΜ DOX, ενώ στις μικρότερες συγκεντρώσεις 
διατηρείται σε ικανοποιητικά επίπεδα. Μείωση του ποσοστού της δράσης της SOD 
στο 50% παρατηρείται μετά τη συγκέντρωση των 10μΜ δοξορουβικίνης. Είναι, 
πάντως, εμφανές από το γράφημα μας, ότι παρατηρείται αυξημένη δραστηριότητα 
της SOD στα Tg/Tg κύτταρα, ακόμα και για τις μεγάλες συγκεντρώσεις DOX, 
πράγμα το οποίο τα καθιστά πιο ανθεκτικά στο οξειδωτικό στρες, που προκαλεί το 
φάρμακο στα κύτταρα. 

 
Εικόνα 3.64: Γραφική απεικόνιση του ποσοστού της δραστηριότητας της SOD (ποσοστό 
αναστολής της WST-1) των Tg/Tg κυττάρων μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες 
συγκεντρώσεις (0, 0.5, 1, 5, 10 και 25 μΜ) για 48 ώρες. 
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Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε σύγκριση των ποσοστών δραστηριότητας 
της SOD των F1/F1 κυττάρων στις δύο χρονικές διάρκειες, των 24 και 48 ωρών, 
επώασης με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (Εικόνα 3.65). Στο 
γράφημα αυτό παρατηρείται η σταδιακή μείωση των ποσοστών δραστηριότητας της 
SOD των F1/F1 κυττάρων, με αύξηση της συγκέντρωσης της δοξορουβικίνης και του 
χρόνου επώασης των κυττάρων με το φάρμακο. Με βάση τα αποτελέσματα μας, η 
σύγκριση των ποσοστών αυτών ανάμεσα στους δύο χρόνους από τη χορήγηση του 
φαρμάκου, δείχνει ότι η αναστολή του υποστρώματος λόγω της δράσης της SOD 
είναι αρκετά μειωμένη στις 48 ώρες σε σχέση με τις 24 ώρες. Η διαφορά αυτή στη 
μείωση των ποσοστών της δραστηριότητας της SOD είναι ιδιαίτερα εμφανής σε όλες 
τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που χρησιμοποιήθηκαν. Το ποσοστό της 
δραστηριότητας του ενζύμου φαίνεται να μειώνεται στο 50% μετά τη συγκέντρωση 
των 10μΜ DOX στις 24 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη, ενώ στις 48 ώρες το 
ποσοστό αυτό εμφανίζεται να πέφτει στο 50%, νωρίτερα, από τη συγκέντρωση των 
5μΜ DOX. Τα αποτελέσματα μας, μετά από στατιστική ανάλυση (t-test), ως προς τη 
σύγκριση των ποσοστών της δραστηριότητας της SOD ανάμεσα στους δύο χρόνους 
επώασης για τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης στα F1/F1 κύτταρα, είναι 
στατιστικά σημαντικά για όλες τις συγκεντρώσεις επώασης στο φάρμακο (p < 0,004 
για όλες τις συγκεντρώσεις DOX). 
 

 
Εικόνα 3.65: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών δραστηριότητας της SOD (ποσοστό 
αναστολής της WST-1) των F1/F1 κυττάρων για χρονικό διάστημα 24 και 48 ωρών μετά από 
έκθεση στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p < 0,004). 

 
Κατά τη σύγχρονη απεικόνιση των ποσοστών δραστηριότητας της SOD των 

Tg/Tg κυττάρων, που υπερεκφράζουν την Hsp70, για τους δύο χρόνους έκθεσης 
(Εικόνα 3.66), προκύπτει το συμπέρασμα ότι, όπως και στα F1/F1 κύτταρα, η 
αναστολή του υποστρώματος λόγω της δράσης της SOD είναι μειωμένη στις 48 ώρες 
επώασης σε σύγκριση με αυτή στις 24 για όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, 
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που χρησιμοποιήθηκαν. Επίσης, συμπεραίνεται η σταδιακή μείωση των ποσοστών 
δραστηριότητας της SOD στα Tg/Tg κύτταρα, όσο μεγαλώνει τόσο η συγκέντρωση 
όσο και ο χρόνος επώασης των κυττάρων με δοξορουβικίνη. Η μείωση αυτή στα 
ποσοστά δραστηριότητας της SOD ανάμεσα στους δύο χρόνους επώασης δεν 
εμφανίζεται να είναι το ίδιο έντονη στα Tg/Tg κύτταρα, όπως ήταν στα F1/F1 
κύτταρα, και κυρίως στις μικρότερες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, πράγμα το 
οποίο δείχνει ότι τα Tg/Tg κύτταρα επιδεικνύουν μεγαλύτερη ανθεκτικότητα στο 
οξειδωτικό στρες, που προκαλείται από το φάρμακο. Η δραστηριότητα της SOD 
φαίνεται να μειώνεται κατά 50%  μετά τη συγκέντρωση των 10μΜ DOX στις 48 
ώρες έκθεσης στο φάρμακο, ενώ στις 24 ώρες η δραστηριότητα του ενζύμου 
παραμένει πάνω από το 50% ακόμα και στη μεγάλη συγκέντρωση των 25 μΜ DOX. 
Οι διαφορές στα ποσοστά της δραστηριότητας της SOD των Tg/Tg κυττάρων στις 
δύο χρονικές διάρκειες έκθεσης των 24 και 48 ωρών είναι στατιστικά σημαντικές, 
μετά από στατιστική ανάλυση (t-test), με p<0,006 για όλες τις συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης. 

 

 
Εικόνα 3.66: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών δραστηριότητας της SOD (ποσοστό 
αναστολής της WST-1) των Tg/Tg κυττάρων για χρονικό διάστημα 24 και 48 ωρών μετά από 
έκθεση στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p < 0,006). 
 
 

Από τα παραπάνω γραφήματα, συμπεραίνεται ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί 
στα κύτταρα τόσο δόσο-εξαρτώμενη όσο και χρόνο-εξαρτώμενη μείωση του 
ποσοστού δραστηριότητας του αντιοξειδωτικού ενζύμου, SOD. 
 
 

Ακολούθησε η σύγκριση των ποσοστών μείωσης της δραστηριότητας της 
SOD στις δύο κυτταρικές σειρές στην ίδια χρονική διάρκεια έκθεσης στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις της δοξορουβικίνης. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 3.67, για τις 24 
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ώρες, παρατηρήθηκε αυξημένη τιμή των ποσοστών δραστηριότητας του ενζύμου στα 
Tg/Tg κύτταρα σε σύγκριση με αυτή στα F1/F1 για όλες τις συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης. Η διαφορά στη δραστηριότητα της SOD ανάμεσα στις δύο 
κυτταρικές σειρές είναι εμφανής σε όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που 
χρησιμοποιήσαμε, ενώ είναι ακόμη πιο έντονη στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις του 
φαρμάκου για 24 ώρες μετά τη χορήγηση. Από το γράφημα είναι έκδηλο ότι στα 
Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την Hsp70, εμφανίζεται μεγαλύτερη 
δραστηριότητα του αντιοξειδωτικού ενζύμου μετά από τη χορήγηση της 
δοξορουβικίνης σε σχέση με τα F1/F1 κύτταρα ελέγχου μετά από 24 ώρες επώασης 
με το φάρμακο. Ενώ στα F1/F1 κύτταρα, η δραστηριότητα της SOD φαίνεται να 
μειώνεται στο 50% μετά τη συγκέντρωση των 10μΜ DOX, στα Tg/Tg κύτταρα η 
δραστηριότητα του ενζύμου παραμένει πάνω από το 50% ακόμα και στη μεγάλη 
συγκέντρωση των 25 μΜ DOX, για τις 24 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη. Τα 
αποτελέσματα μας, μετά τη στατιστική ανάλυση (t-test), ως προς τη σύγκριση των 
ποσοστών δραστηριότητας του ενζύμου ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές, για 24 
ώρες επώασης στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, είναι στατιστικά 
σημαντικά για όλες τις συγκεντρώσεις (p=0,01 - p=0,0009). 

 

 
Εικόνα 3.67: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών δραστηριότητας της SOD (ποσοστό 
αναστολής της WST-1) μεταξύ των F1/F1 και Tg/Tg κυττάρων για χρονικό διάστημα 24 ωρών 
μετά από έκθεση στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p=0,01 - p=0,0009). 
 

 

Τέλος, κατά την έκθεση των δύο κυτταρικών σειρών σε δοξορουβικίνη για 48 
ώρες παρατηρήθηκαν, επίσης, αυξημένα ποσοστά στη δραστηριότητα της SOD στα 
κύτταρα Tg/Tg σε σχέση με τα F1/F1 (Εικόνα 3.68), για όλες τις συγκεντρώσεις του 
φαρμάκου, που χρησιμοποιήθηκαν. Η διαφορά στην αναστολή του υποστρώματος 
λόγω της δράσης του ενζύμου, που παρατηρείται ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές 
για τις 48 ώρες είναι ιδιαίτερα εμφανής σε όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης 
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και είναι πιο έντονη από τη διαφορά, η οποία παρατηρήθηκε νωρίτερα για τις 24 ώρες 
επώασης με το φάρμακο. Σε αντίθεση με τα F1/F1 κύτταρα, όπου στις μεγαλύτερες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, το ποσοστό της δραστηριότητας της SOD είναι 
μικρό (ευρίσκεται λίγο πάνω από το 20 % στη συγκέντρωση των 25μΜ DOX), στα 
Tg/Tg κύτταρα παρατηρείται ότι η δραστηριότητα του ενζύμου διατηρείται σε 
ικανοποιητικά επίπεδα, ακόμα και στις μεγάλες συγκεντρώσεις φαρμάκου (περίπου 
40% σε συγκέντρωση 25μΜ DOX). Επίσης, τα Tg/Tg κύτταρα παρουσιάζουν μια 
καθυστέρηση στη μείωση της δραστηριότητας της SOD στο 50%, όπου εμφανίζεται 
μετά τη συγκέντρωση των 10μΜ DOX, σε σχέση με τα F1/F1 κύτταρα, όπου η 
δραστηριότητα του ενζύμου φαίνεται να μειώνεται στο 50% ήδη από τη 
συγκέντρωση των 5μΜ DOX για τις 48 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη. Επομένως, 
συμπεραίνουμε ότι και στην περίπτωση των 48 ωρών μετά τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης, τα Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70, 
εμφανίζονται πιο ανθεκτικά στο φάρμακο, σε σύγκριση με τα φυσιολογικά F1/F1 
κύτταρα, λόγω της αυξημένης δραστηριότητας του αντιοξειδωτικού ενζύμου SOD. Οι 
διαφορές στη δραστηριότητα της SOD, που παρατηρήθηκαν ανάμεσα στις δύο 
κυτταρικές σειρές για 48 ώρες επώασης στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης, είναι στατιστικά σημαντικές (p=0,004 - p=0,0001), μετά από 
στατιστική ανάλυση (t-test), για όλες τις συγκεντρώσεις, που χρησιμοποιήθηκαν. 

 
 

 
Εικόνα 3.68: Συγκριτική απεικόνιση των ποσοστών δραστηριότητας της SOD (ποσοστό 
αναστολής της WST-1) μεταξύ των F1/F1 και Tg/Tg κυττάρων για χρονικό διάστημα 48 ωρών 
μετά από έκθεση στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p=0,004 - p=0,0001). 
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Συμπερασματικά, μπορούμε να αποφανθούμε ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί 
δόσο- και χρόνο-εξαρτώμενη μείωση του ποσοστού της δραστηριότητας της SOD 
στα κύτταρα, ενώ επίσης εξαρτάται και από το είδος των πρωτογενών κυτταρικών 
σειρών, αφού φαίνεται η αυξημένη δραστηριότητα του ενζύμου στα Tg/Tg κύτταρα 
σε σύγκριση με τα F1/F1 κύτταρα ελέγχου. Από τα αποτελέσματα μας είναι εμφανές 
ότι τα F1/F1 κύτταρα, με μη ανιχνεύσιμα ποσά της Hsp70, παρουσιάζουν μειωμένη 
δραστηριότητα της SOD σε σύγκριση με τα Tg/Tg κύτταρα για 24 και 48 ώρες, 
προτείνοντας, επομένως, ότι η παρουσία της Hsp70 στα Tg/Tg κύτταρα προσδίδει σε 
αυτά μεγαλύτερη ανθεκτικότητα στo οξειδωτικό στρες, που προκαλείται από τη 
δοξορουβικίνη. 
 
 
 
3.8.2. Μέτρηση της δραστηριότητας της GPx 
 
 

Αφού μελετήσαμε τη δραστηριότητα της SOD στα κύτταρα μας, στη συνέχεια 
υπολογίσθηκε η δραστηριότητα ενός άλλου αντιοξειδωτικού ενζύμου, της GPx, μετά 
από τη χορήγηση δοξορουβικίνης. Για τη μέτρηση της δραστηριότητας της 
υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης χρησιμοποιήθηκε το Glutathione Peroxidase 
Activity Colorimetric Assay Kit (Biovision - #K762-100). Η οικογένεια των ενζύμων 
της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης (GPx) διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην 
προστασία των οργανισμών από την οξειδωτική βλάβη και μετατρέπουν την 
ανηγμένη γλουταθειόνη (GSH) σε οξειδωμένη γλουταθειόνη (GSSG), ανάγοντας 
παράλληλα τα υδροϋπεροξείδια των λιπιδίων προς τις αντίστοιχες αλκοόλες ή το 
ελεύθερο υπεροξείδιο του υδρογόνου σε νερό. Κατά τη συγκεκριμένη μέθοδο, οι GPx 
ανάγουν το υδροϋπεροξείδιο του κουμενίου, ενώ παράλληλα οξειδώνεται η GSH σε 
GSSG. Η παραγόμενη GSSG ανάγεται σε GSH με κατανάλωση του NADPH από την 
αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR, Glutathione Reductase). Η μείωση του NADPH 
είναι ανάλογη της δραστηριότητας των GPx και μπορεί να μετρηθεί στα 340 nm. Η 
ευαισθησία ανίχνευσης της μεθόδου αυτής είναι των 0,5 mU/ml GPx στο δείγμα και 
μετρώνται όλες οι εξαρτώμενες από γλουταθειόνη υπεροξειδάσες. 

Μετά την ολοκλήρωση των βημάτων του πρωτοκόλλου (όπως αναφέρθηκε 
στην ενότητα 2.14.2) τόσο για τα δείγματα μας όσο και για τα δείγματα, που 
αποτέλεσαν τα θετικά control (GPx Positive Control) και τα δείγματα αναφοράς, 
πραγματοποιήθηκαν οι μετρήσεις μας σε φασματοφωτόμετρο στα 340 nm.  

Από τις μετρήσεις και για συγκεκριμένο χρόνο αντίδρασης, υπολογίζουμε τη 
δραστηριότητα της GPx (Glutathione Peroxidase) στα δείγματα μας. 
Κατασκευάζουμε την πρότυπη καμπύλη του NADPH και τα γραφήματα με τη 
δραστηριότητα της GPx για τις δύο κυτταρικές σειρές (F1/F1 και Tg/Tg κύτταρα) 
στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης και για τους δύο χρόνους επώασης 
των 24 και 48 ωρών. Κάθε μέτρηση πραγματοποιήθηκε σε τουλάχιστον τρεις 
επαναλήψεις υπό τις ίδιες συνθήκες κατά την πειραματική διαδικασία. Εκτός από τη 
δραστηριότητα της GPx για την κάθε κυτταρική σειρά και χρόνο επώασης με το 
φάρμακο, υπολογίστηκε και το ποσοστό μείωσης της δραστηριότητας της GPx των 
κυττάρων για τις διάφορες συγκεντρώσεις του φαρμάκου ως προς τη δραστηριότητα 
της GPx των κυττάρων ελέγχου (χωρίς προσθήκη του φαρμάκου στο δείγμα μας) για 
το ίδιο χρονικό διάστημα επώασης με δοξορουβικίνη. 
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Αρχικά, υπολογίστηκαν οι τιμές της δραστηριότητας της GPx στα F1/F1 
κύτταρα ελέγχου μετά από χορήγηση των διαφόρων συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης 
και για χρόνο έκθεσης 24 ωρών. Από τις μετρήσεις μας αυτές (Εικόνα 3.69), 
παρατηρήθηκε μείωση της δραστηριότητας της GPx σε σχέση με τα κύτταρα, στα 
οποία δεν χορηγήθηκε δοξορουβικίνη στο μέσο επώασης (control). Η δραστηριότητα 
του ενζύμου φαίνεται να μειώνεται σταδιακά με αντίστοιχη αύξηση της 
συγκέντρωσης του φαρμάκου. Η δραστηριότητα της GPx, όπως φαίνεται στο 
γράφημα, διατηρείται σε ικανοποιητικά επίπεδα στις μικρές συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης, ενώ μείωση της δράσης του ενζύμου στο 50%, παρατηρείται 
περίπου μετά τη συγκέντρωση των 5 μΜ DOX ύστερα από 24 ώρες επώασης των 
F1/F1 κυττάρων με το φάρμακο. Στη μεγάλη συγκέντρωση των 25μΜ DOX στις 24 
ώρες εμφανίζεται μείωση της δραστηριότητας της DOX σε ποσοστό 75,67%.  

 
Εικόνα 3.69: Γραφική απεικόνιση της δραστηριότητας της GPx των F1/F1 κυττάρων μετά 
από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.5, 1, 5, 10 και 25 μΜ) για 24 
ώρες. 
* Ποσοστό μείωσης της δραστηριότητας της GPx ως προς τη δραστηριότητα του ενζύμου στα 
κύτταρα ελέγχου (control). 
 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 3.70, σταδιακή μείωση της δραστηριότητας της 
GPx παρατηρήθηκε και μετά από αύξηση της συγκέντρωσης της δοξορουβικίνης, που 
χορηγήθηκε σε κύτταρα F1/F1 για χρονικό διάστημα 48 ωρών. Από το γράφημα, 
είναι προφανής η απότομη μείωση στη δραστηριότητα του ενζύμου, που 
παρατηρείται από τις μικρές συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης στα F1/F1 κύτταρα για 
τις 48 ώρες έκθεσης στο φάρμακο, αφού και η μείωση της δράσης της GPx στο 50% 
εμφανίζεται μόλις μετά τη μικρή συγκέντρωση 1μΜ DOX. Στις μεγαλύτερες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, η δραστηριότητα του αντιοξειδωτικού ενζύμου 
πέφτει σε πολύ χαμηλά επίπεδα, με τη μείωση της δράσης της GPx να ανέρχεται σε 
ποσοστό 93,17% σε σχέση με τη δράση του ενζύμου σε φυσιολογικές συνθήκες 
(control).  
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Εικόνα 3.70: Γραφική απεικόνιση της δραστηριότητας της GPx των F1/F1 κυττάρων μετά 
από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.5, 1, 5, 10 και 25 μΜ) για 48 
ώρες. 
* Ποσοστό μείωσης της δραστηριότητας της GPx ως προς τη δραστηριότητα του ενζύμου στα 
κύτταρα ελέγχου (control). 

 
Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε σύγκριση των τιμών της δραστηριότητας 

της GPx, καθώς και των ποσοστών μείωσης της δράσης του ενζύμου σε σχέση με τα 
κύτταρα ελέγχου (control), των F1/F1 κυττάρων στις δύο χρονικές διάρκειες, των 24 
και 48 ωρών, επώασης με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (Εικόνα 
3.71). Από το γράφημα αυτό μπορεί να παρατηρηθεί η σταδιακή μείωση της 
δραστηριότητας της GPx των F1/F1 κυττάρων, με αύξηση της συγκέντρωσης της 
δοξορουβικίνης και του χρόνου επώασης των κυττάρων με το φάρμακο. Από τα 
αποτελέσματα μας, συγκρίνοντας τη δραστηριότητα της GPx ανάμεσα στους δύο 
χρόνους έκθεσης στο φάρμακο, διαφαίνεται ότι η δράση του ενζύμου είναι αρκετά 
μειωμένη στις 48 ώρες σε σχέση με τις 24 ώρες. Η διαφορά αυτή στη μείωση της 
δραστηριότητας της GPx είναι ιδιαίτερα εμφανής σε όλες τις συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης, που χρησιμοποιήθηκαν, και παρουσιάζονται εντονότερες στις 
μεγαλύτερες συγκεντρώσεις του φαρμάκου. Η δραστηριότητα της GPx δείχνει να 
υφίσταται μείωση της τάξεως του 50% ως προς τα κύτταρα ελέγχου (control)  μετά τη 
συγκέντρωση των 5μΜ DOX στις 24 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη, ενώ στις 48 
ώρες το ποσοστό μείωσης εμφανίζεται να πέφτει στο 50%, νωρίτερα, μετά από τη 
συγκέντρωση 1μΜ DOX. Στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για τις 48 
ώρες μετά από τη χορήγηση του φαρμάκου, η δραστηριότητα του ενζύμου δείχνει να 
κυμαίνεται σε πολύ χαμηλά επίπεδα (με ποσοστό μείωσης 93,17% της 
δραστηριότητας της GPx στη συγκέντρωση των 25μΜ DOX), ενώ στις 24 ώρες 
εμφανίζεται αρκετά μειωμένη μεν, αλλά να διατηρείται σε πιο ικανοποιητικά επίπεδα 
(με το ποσοστό μείωσης της δραστηριότητας της GPx στη συγκέντρωση των 25μΜ 
DOX να υπολογίζεται σε 75,67%). Τα αποτελέσματα μας, μετά από στατιστική 
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ανάλυση (t-test), ως προς τη σύγκριση των τιμών της δραστηριότητας της GPx και 
των ποσοστών μείωσης ως προς τα κύτταρα ελέγχου (control) ανάμεσα στους δύο 
χρόνους επώασης για τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης στα F1/F1 
κύτταρα, είναι στατιστικά σημαντικά για όλες τις συγκεντρώσεις επώασης στο 
φάρμακο (p < 0,03 για όλες τις συγκεντρώσεις DOX). 
 

 
Εικόνα 3.71: Συγκριτική απεικόνιση της δραστηριότητας της GPx των F1/F1 κυττάρων για 
χρονικό διάστημα 24 και 48 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης (p < 0,03). 
* Ποσοστό μείωσης της δραστηριότητας της GPx ως προς τη δραστηριότητα του ενζύμου στα 
κύτταρα ελέγχου (control) για τον ίδιο χρόνο επώασης με DOX. 
 

Στη συνέχεια, μετά τη χορήγηση των αντίστοιχων συγκεντρώσεων 
δοξορουβικίνης στα κύτταρα Tg/Tg, που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70, για 24 
ώρες, παρατηρείται αυξημένη δραστηριότητα της GPx. Τόσο στα Tg/Tg κύτταρα, 
όσο και στα F1/F1 κύτταρα, φαίνεται μια σταδιακή μείωση της δραστηριότητας της 
GPx, καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση του φαρμάκου (Εικόνα 3.72). Στα Tg/Tg 
κύτταρα, μετά από 24 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη, δεν παρατηρείται τόσο 
έντονη μείωση της δραστηριότητας του ενζύμου, αφού η δραστηριότητα της GPx 
διατηρείται σε υψηλά επίπεδα, ακόμα και μέχρι τη συγκέντρωση των 5μΜ DOX (με 
ποσοστό μείωσης 29,42% ως προς τα κύτταρα ελέγχου). Το ποσοστό μείωσης της 
δράσης της GPx υπολογίστηκε στο 50% μετά τη συγκέντρωση των 10μΜ DOX 
περίπου. Η μείωση αυτή στη δραστηριότητα του αντιοξειδωτικού ενζύμου δεν 
εμφανίζεται να είναι έντονη, ακόμα και στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης, αφού, ακόμα, και στη συγκέντρωση των 25μΜ, η μείωση της 
δραστηριότητας της GPx είναι σε ποσοστό 63,06% ως προς τα κύτταρα ελέγχου 
(control).  
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Εικόνα 3.72: Γραφική απεικόνιση της δραστηριότητας της GPx των Tg/Tg κυττάρων μετά 
από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.5, 1, 5, 10 και 25 μΜ) για 24 
ώρες. 
* Ποσοστό μείωσης της δραστηριότητας της GPx ως προς τη δραστηριότητα του ενζύμου στα 
κύτταρα ελέγχου (control). 
 
 

Στο επόμενο γράφημα απεικονίζονται οι τιμές της δραστηριότητας της GPx 
των Tg/Tg κυττάρων μετά από χορήγηση των αντίστοιχων συγκεντρώσεων 
δοξορουβικίνης για 48 ώρες. Όταν τα Tg/Tg κύτταρα επωάσθηκαν στο χρόνο των 48 
ωρών, παρατηρήθηκε ανάλογη σταδιακή μείωση στην ενζυμική δραστηριότητα με 
αύξηση της συγκέντρωσης της δοξορουβικίνης (Εικόνα 3.73). Τα Tg/Tg κύτταρα για 
τις 48 ώρες επώασης με το φάρμακο, εμφανίζουν μια απότομη μείωση στη 
δραστηριότητα της GPx, μετά τη συγκέντρωση των 5μΜ DOX, ενώ στις μικρότερες 
συγκεντρώσεις διατηρείται σε πιο υψηλά επίπεδα. Μετά τη συγκέντρωση αυτή των 
5μΜ DOX φαίνεται να υπάρχει 50% μείωση σε σχέση με τα κύτταρα ελέγχου 
(control) στη δραστηριότητα του ενζύμου. Στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις, η 
ενζυμική δράση της GPx, φαίνεται να βρίσκεται σε πιο χαμηλά, αλλά ικανοποιητικά 
επίπεδα, με τη μείωση της δραστηριότητας της GPx να υπολογίζεται σε ποσοστό 
80,62% για τις 48 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη. Έτσι, στο γράφημα 3.73 
παρατηρείται αυξημένη δραστηριότητα της GPx στα Tg/Tg κύτταρα, ακόμα και για 
τις μεγάλες συγκεντρώσεις DOX, πράγμα το οποίο υποδηλώνει την μεγαλύτερη 
ανθεκτικότητα τους στο οξειδωτικό στρες, που προκαλεί το φάρμακο στα κύτταρα. 
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Εικόνα 3.73: Γραφική απεικόνιση της δραστηριότητας της GPx των Tg/Tg κυττάρων μετά 
από χορήγηση δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις (0, 0.5, 1, 5, 10 και 25 μΜ) για 48 
ώρες. 
* Ποσοστό μείωσης της δραστηριότητας της GPx ως προς τη δραστηριότητα του ενζύμου στα 
κύτταρα ελέγχου (control). 
 

Κατά τη σύγχρονη απεικόνιση των τιμών της δραστηριότητας της GPx και 
των ποσοστών μείωσης της δράσης του ενζύμου σε σχέση με τα κύτταρα ελέγχου 
(control) των Tg/Tg κυττάρων, που υπερεκφράζουν την Hsp70, για τους δύο χρόνους 
έκθεσης (Εικόνα 3.74), παρατηρείται ότι, όπως και στα F1/F1 κύτταρα, η 
δραστηριότητα της GPx μειώνεται στις 48 ώρες επώασης σε σύγκριση με αυτή στις 
24 για όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που χρησιμοποιήθηκαν. Επίσης, είναι 
εμφανής η σταδιακή μείωση της δραστηριότητας της GPx στα Tg/Tg κύτταρα, όσο 
αυξάνεται τόσο η συγκέντρωση όσο και ο χρόνος επώασης των κυττάρων με 
δοξορουβικίνη. Η μείωση αυτή στη δραστηριότητα του ενζύμου ανάμεσα στους δύο 
χρόνους επώασης δεν εμφανίζεται να είναι το ίδιο έντονη στα Tg/Tg κύτταρα, όπως 
ήταν στα F1/F1 κύτταρα, και κυρίως στις μικρότερες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, 
πράγμα το οποίο δείχνει ότι τα Tg/Tg κύτταρα διατηρούν σε καλύτερο βαθμό την 
αντιοξειδωτική τους ικανότητα μετά από τη χορήγηση του φαρμάκου. Μείωση της 
δραστηριότητας της GPx σε ποσοστό 50% ως προς τα κύτταρα ελέγχου (control)  
παρατηρείται μετά τη συγκέντρωση των 10μΜ DOX στις 24 ώρες επώασης με 
δοξορουβικίνη, ενώ στις 48 ώρες το ποσοστό μείωσης εμφανίζεται στο 50%, 
νωρίτερα, μετά από τη συγκέντρωση των 5μΜ DOX. Στις μεγαλύτερες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, για τις 24 ώρες μετά από τη χορήγηση του 
φαρμάκου, η δραστηριότητα του ενζύμου δεν δείχνει να μειώνεται τόσο έντονα και 
διατηρείται σε πιο υψηλά επίπεδα (με το ποσοστό μείωσης της δραστηριότητας της 
GPx στη συγκέντρωση των 25μΜ DOX να υπολογίζεται σε 63,06%), ενώ στις 48 
ώρες η δραστηριότητα της GPx, αν και παρουσιάζεται μειωμένη, δείχνει να 
διατηρείται σε πιο ικανοποιητικά επίπεδα (με ποσοστό μείωσης 80,62% της 
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δραστηριότητας της GPx στη συγκέντρωση των 25μΜ DOX). Οι διαφορές στις τιμές 
δραστηριότητας της GPx, καθώς και στα ποσοστά μείωσης της ως προς τα κύτταρα 
ελέγχου (control), των Tg/Tg κυττάρων στις δύο χρονικές διάρκειες έκθεσης των 24 
και 48 ωρών είναι στατιστικά σημαντικές, μετά από στατιστική ανάλυση (t-test), με 
p<0,01 για όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης. 
 

 
Εικόνα 3.74: Συγκριτική απεικόνιση της δραστηριότητας της GPx των Tg/Tg κυττάρων για 
χρονικό διάστημα 24 και 48 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης (p < 0,01). 
* Ποσοστό μείωσης της δραστηριότητας της GPx ως προς τη δραστηριότητα του ενζύμου στα 
κύτταρα ελέγχου (control) για τον ίδιο χρόνο επώασης με DOX. 
 

Από τα παραπάνω γραφήματα, μπορεί να εξαχθεί το συμπέρασμα ότι η 
δοξορουβικίνη προκαλεί στα κύτταρα τόσο δόσο-εξαρτώμενη όσο και χρόνο-
εξαρτώμενη μείωση της δραστηριότητας της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης 
(GPx). 

 
Στη συνέχεια, πραγματοποιήσαμε τη σύγκριση της δραστηριότητας της GPx 

στις δύο κυτταρικές σειρές στο ίδιο χρονικό διάστημα επώασης με τις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 3.75, για τις 24 ώρες, 
παρατηρήθηκε αυξημένη δραστηριότητα του ενζύμου στα Tg/Tg κύτταρα σε 
σύγκριση με αυτή στα F1/F1 για όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης. Οι 
διαφορές στη δραστηριότητα της GPx ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές είναι 
εμφανείς σε όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, που χρησιμοποιήσαμε, ενώ 
εμφανίζονται ακόμη εντονότερες στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις του φαρμάκου για 
24 ώρες μετά τη χορήγηση. Από το γράφημα είναι προφανές ότι στα Tg/Tg κύτταρα, 
που υπερεκφράζουν την Hsp70, εμφανίζεται μεγαλύτερη δραστηριότητα του 
αντιοξειδωτικού ενζύμου μετά από τη χορήγηση της δοξορουβικίνης σε σχέση με τα 
F1/F1 κύτταρα ελέγχου μετά από 24 ώρες επώασης με το φάρμακο. 24 ώρες μετά τη 
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χορήγηση του φαρμάκου, η  ενζυμική δραστηριότητα στα Tg/Tg κύτταρα, παραμένει 
σε αρκετά υψηλές τιμές στις μικρές συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, κάτι που δεν 
φαίνεται να ισχύει και στα F1/F1 κύτταρα, όπου η δραστηριότητα του ενζύμου 
μειώνεται σημαντικά. Ενώ στα F1/F1 κύτταρα, παρατηρείται 50% μείωση της 
δραστηριότητας της GPx ως προς τα κύτταρα ελέγχου (control, 0μΜ DOX) σχεδόν 
μετά τη συγκέντρωση των 5μΜ DOX, στα Tg/Tg κύτταρα η δραστηριότητα του 
ενζύμου μειώνεται σε ποσοστό 50% λίγο μετά τη συγκέντρωση των 10μΜ DOX, για 
τις 24 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη. Στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης, για τις 24 ώρες μετά από τη χορήγηση του φαρμάκου, η 
δραστηριότητα του ενζύμου στα F1/F1 κύτταρα δείχνει να μειώνεται αρκετά (με 
ποσοστό μείωσης της δραστηριότητας της GPx στο 75,67% στη συγκέντρωση των 
25μΜ DOX ως προς τα κύτταρα ελέγχου), ενώ στα Tg/Tg κύτταρα η δραστηριότητα 
της GPx φαίνεται να διατηρείται σε πιο ικανοποιητικά επίπεδα (με ποσοστό μείωσης  
στο 63,06% της δραστηριότητας της GPx στη συγκέντρωση των 25μΜ DOX). Τα 
αποτελέσματα μας, μετά τη στατιστική ανάλυση (t-test), ως προς τη σύγκριση της 
δραστηριότητας του ενζύμου και των ποσοστών μείωσης της δράσης της GPx ως 
προς τα κύτταρα ελέγχου (χωρίς προσθήκη DOX στο μέσο επώασης) ανάμεσα στις 
δύο κυτταρικές σειρές, για 24 ώρες επώασης στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης, είναι στατιστικά σημαντικά για όλες τις συγκεντρώσεις (p=0,002 - 
p=0,0009). 
 

 
Εικόνα 3.75: Συγκριτική απεικόνιση της δραστηριότητας της GPx μεταξύ των F1/F1 και 
Tg/Tg κυττάρων για χρονικό διάστημα 24 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p=0,002 - p=0,0009). 
* Ποσοστό μείωσης της δραστηριότητας της GPx ως προς τη δραστηριότητα του ενζύμου στα 
κύτταρα ελέγχου (control) για την ίδια κυτταρική σειρά. 
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Τέλος, κατά την έκθεση των δύο κυτταρικών σειρών σε δοξορουβικίνη για 48 

ώρες παρατηρήθηκε, επίσης, αυξημένη δραστηριότητα της GPx στα κύτταρα Tg/Tg 
σε σχέση με τα F1/F1 (Εικόνα 3.76), για όλες τις συγκεντρώσεις του φαρμάκου, που 
χρησιμοποιήθηκαν. Η διαφορά στη δραστηριότητα του ενζύμου, που παρατηρείται 
ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές για τις 48 ώρες είναι ιδιαίτερα εμφανής σε όλες 
τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης και φαίνεται να είναι πιο έντονη από τη διαφορά, 
η οποία παρατηρήθηκε νωρίτερα για τις 24 ώρες επώασης με το φάρμακο, και 
ιδιαίτερα στις μικρότερες συγκεντρώσεις DOX. Τα Tg/Tg κύτταρα παρουσιάζουν μια 
καθυστέρηση στη μείωση της δραστηριότητας της GPx, αφού ποσοστό μείωσης 50% 
ως προς τα κύτταρα ελέγχου (που δεν εκτέθηκαν σε δοξορουβικίνη), παρατηρείται 
μετά τη συγκέντρωση των 5μΜ DOX, σε σχέση με τα F1/F1 κύτταρα, όπου το 
ποσοστό μείωσης της δραστηριότητας του ενζύμου στο 50% εμφανίζεται ήδη από τη 
συγκέντρωση 1μΜ DOX για τις 48 ώρες επώασης με δοξορουβικίνη. Επίσης, σε 
αντίθεση με τα F1/F1 κύτταρα, όπου στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης, οι τιμές δραστηριότητας της GPx είναι μικρές (με το ποσοστό 
μείωσης της δραστηριότητας της GPx στη συγκέντρωση των 25μΜ DOX να 
υπολογίζεται σε 93,17%), στα Tg/Tg κύτταρα παρατηρείται ότι η δραστηριότητα του 
ενζύμου διατηρείται σε πιο ικανοποιητικά επίπεδα (με ποσοστό μείωσης 80,62% της 
δραστηριότητας της GPx ως προς τα κύτταρα ελέγχου στη συγκέντρωση των 25μΜ 
DOX).  

Επομένως, από τα αποτελέσματα μας αυτά, μπορεί να εξαχθεί το συμπέρασμα 
ότι  και στην περίπτωση των 48 ωρών μετά την χορήγηση δοξορουβικίνης, τα Tg/Tg 
κύτταρα, που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70, εμφανίζουν μεγαλύτερη 
ανθεκτικότητα στο φάρμακο, σε σύγκριση με τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα, λόγω 
της αυξημένης δραστηριότητας του αντιοξειδωτικού ενζύμου GPx. Οι διαφορές στη 
δραστηριότητα της GPx και στα ποσοστά μείωσης της ενζυμικής δράσης ως προς τα 
κύτταρα ελέγχου (control), που παρατηρήθηκαν ανάμεσα στις δύο κυτταρικές σειρές 
για 48 ώρες επώασης στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, είναι 
στατιστικά σημαντικές (p=0,002 - p=0,0000), μετά από στατιστική ανάλυση (t-test), 
για όλες τις συγκεντρώσεις, που χρησιμοποιήθηκαν. 
 



231 
 

 
Εικόνα 3.76: Συγκριτική απεικόνιση της δραστηριότητας της GPx μεταξύ των F1/F1 και 
Tg/Tg κυττάρων για χρονικό διάστημα 48 ωρών μετά από έκθεση στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (p=0,002 - p=0,0000). 
* Ποσοστό μείωσης της δραστηριότητας της GPx ως προς τη δραστηριότητα του ενζύμου στα 
κύτταρα ελέγχου (control) για την ίδια κυτταρική σειρά. 
 
 

Συμπερασματικά, λοιπόν, προκύπτει ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί δόσο- και 
χρόνο-εξαρτώμενη μείωση της δραστηριότητας της GPx στα κύτταρα, ενώ επίσης 
εξαρτάται και από το είδος των πρωτογενών κυτταρικών σειρών, αφού φαίνεται η 
αυξημένη δραστηριότητα του ενζύμου στα Tg/Tg κύτταρα σε σύγκριση με τα F1/F1 
κύτταρα. Από τα αποτελέσματα μας είναι έκδηλο ότι τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα 
παρουσιάζουν μειωμένη δραστηριότητα της GPx σε σύγκριση με τα  Tg/Tg κύτταρα, 
τόσο για 24 όσο και για 48 ώρες επώασης με το φάρμακο, πράγμα το οποίο μας 
οδηγεί στην υπόθεση ότι η παρουσία της Hsp70 στα Tg/Tg κύτταρα προσδίδει σε 
αυτά μεγαλύτερη ανθεκτικότητα στo οξειδωτικό στρες, που προκαλείται από τη 
δοξορουβικίνη. Όπως, φάνηκε από τη δραστηριότητα και των δύο αντιοξειδωτικών 
ενζύμων, τόσο της SOD όσο και της GPx, τα Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την 
πρωτεΐνη Hsp70, διατηρούν σε μεγαλύτερο βαθμό την αντιοξειδωτική τους ικανότητα 
ενάντια στην τοξική δράση της δοξορουβικίνης.  
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3.9. Φασματοφωτομετρικός ποσοτικός προσδιορισμός της 
επαγόμενης Hsp70 σε ορούς ασθενών  
 

Στη συνέχεια, εξετάστηκε εάν η καρδιακή ανεπάρκεια προκαλεί αλλαγή της 
έκφρασης της επαγόμενης Hsp70 στον ορό ασθενών. Αυτή η ερευνητική προσπάθεια 
(αδημοσίευτα αποτελέσματα) έρχεται σε συνέχεια με το δημοσιευμένο μέρος της 
δουλειάς μας [816], η οποία σε επίπεδο ποντικών απέδειξε την προστατευτική 
λειτουργία της Hsp70 ενάντια στην καρδιακή ανεπάρκεια, που επάγεται από την 
δοξορουβικίνη. 

Για τον ποσοτικό προσδιορισμό της επαγόμενης πρωτεΐνης θερμικού σοκ των 
70 kDa (Hsp70) από ορούς ασθενών με καρδιακή ανεπάρκεια χρησιμοποιήθηκε το 
Hsp70 high sensitivity ELISA Kit (Enzo Life Sciences - #ADI-EKS-715). Με τη 
μέθοδο αυτή προσδιορίστηκε ειδικά η ποσότητα της επαγόμενης Hsp70. Το 
χρησιμοποιούμενο αντίσωμα του kit δεν ανιχνεύει άλλα μέλη της Hsp70 οικογένειας. 

Εκτός από τους ορούς αίματος από ασθενείς, που είχαν πιστοποιηθεί κλινικά 
με καρδιακή ανεπάρκεια (n=24), χρησιμοποιήθηκαν και δείγματα ορού αίματος από 
υγιή άτομα ως δείγματα ελέγχου (control) (n=15). Τα δείγματα του αίματος αφού 
συλλεχθούν, αφήνονται για 30 λεπτά και στη συνέχεια φυγοκεντρούνται στα 1000g 
για 15 λεπτά στους 4οC. Μετά τη φυγοκέντρηση συλλέγεται το υπερκείμενο σε 
καινούρια σωληνάκια και μπορεί να αποθηκευτεί στους -20 οC.  

Τα δείγματα επεξεργάζονται σύμφωνα με τη μεθοδολογία που προτείνεται 
από την εταιρεία (Hsp70 high sensitivity ELISA Kit: Enzo Life Sciences - #ADI-
EKS-715) και περιγράφεται στα υλικά και μέθοδοι (Ενότητα 2.13). Τα δείγματα, μετά 
το πέρας της διαδικασίας, μετρήθηκαν στα 450 nm με τη χρήση φασματοφωτόμετρου 
(Multiscan Spectrum, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).  

Τα επίπεδα της Hsp70 στο δείγμα είναι ανάλογα της μετρήσιμης 
απορρόφησης. Κάθε μέτρηση πραγματοποιήθηκε σε τουλάχιστον τρεις επαναλήψεις 
κάτω από τις ίδιες συνθήκες. Μετά από την κατασκευή της πρότυπης καμπύλης και 
τη στατιστική ανάλυση των μετρήσεων, προσδιορίστηκε η ποσότητα της επαγόμενης 
Hsp70 για κάθε δείγμα. 
 Αφού υπολογίστηκε η Hsp70 στον ορό για κάθε άτομο ξεχωριστά, στη 
συνέχεια, τα άτομα αυτά ομαδοποιήθηκαν και υπολογίστηκε η μέση τιμή της 
συγκέντρωσης της επαγομένης Hsp70 για την κάθε κατηγορία των υγιών ατόμων και 
των ασθενών με καρδιακή ανεπάρκεια. Επίσης, τα άτομα κατηγοριοποιήθηκαν με 
βάση τις διάφορες παραμέτρους από το ιστορικό τους ή τις κλινικές τους εξετάσεις, 
και υπολογίστηκε η μέση τιμή της Hsp70 για την κάθε κατηγορία ξεχωριστά. Μετά 
από τις μετρήσεις και τους υπολογισμούς μας, οι μέσοι όροι των τιμών της Hsp70 για 
την κάθε κατηγορία, συγκρίθηκαν και απεικονίστηκαν στα παρακάτω γραφήματα.    
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Εικόνα 3.77: Γραφική απεικόνιση της μέσης ποσότητας της επαγόμενης Hsp70 σε ορούς 
αίματος από υγιή άτομα (control) (n=15) και από ασθενείς με καρδιακή ανεπάρκεια (Κ.Α.) 
(n=24) (p=0,0027). 
 

Αρχικά, υπολογίστηκε η μέση τιμή της συγκέντρωσης της επαγόμενης Hsp70 
από ορούς αίματος ασθενών με επιβεβαιωμένη καρδιακή ανεπάρκεια και συγκρίθηκε 
ως προς τη μέση τιμή της ποσότητας της Hsp70 σε ορούς υγιών ατόμων, που 
χρησιμοποιήθηκαν ως δείγματα ελέγχου (control). Όπως φαίνεται και στην εικόνα 
3.77, παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση στη μέση τιμή της ποσότητας της επαγόμενης 
Hsp70 στους ορούς των ασθενών με καρδιακή ανεπάρκεια σε σχέση με αυτή των 
υγιών ατόμων. Η διαφορά αυτή στο μέσο όρο του ποσού της Hsp70 στον ορό 
ασθενών, σε σχέση με των υγιών ατόμων, είναι στατιστικά σημαντική, μετά από 
στατιστική ανάλυση, με p=0,0027. Από τα αποτελέσματα μας αυτά, φαίνεται πιθανό 
ότι η καρδιακή ανεπάρκεια επάγει την έκφραση της πρωτεΐνης Hsp70 στο αίμα των 
ασθενών.  

Στη συνέχεια, εξετάστηκε εάν η έκφραση αυτή της Hsp70 στους ορούς των 
ασθενών επηρεάζεται από το φύλο. Έτσι, τόσο η ομάδα ελέγχου όσο και η ομάδα με 
τους ασθενείς με καρδιακή ανεπάρκεια ταξινομήθηκαν με βάση το φύλο τους και 
υπολογίστηκε η μέση τιμή της επαγόμενης Hsp70 στους ορούς κάθε κατηγορίας. 
Όπως φαίνεται και στο παρακάτω γράφημα (Εικόνα 3.78), παρατηρήθηκε αύξηση της 
μέσης τιμής της συγκέντρωσης της Hsp70 και στα δύο φύλα, στους ασθενείς με 
καρδιακή ανεπάρκεια, σε σχέση με την ομάδα ελέγχου (control) για το κάθε φύλο. Η 
αύξηση αυτή παρουσιάζεται σημαντική, μετά από στατιστική ανάλυση, τόσο στις 
γυναίκες (p=0,002) όσο και στους άντρες (p=0,0004). Επίσης, στην εικόνα 3.78, 
παρατηρείται ότι η αύξηση στο ποσό της Hsp70 είναι μεγαλύτερη στα αρσενικά 
άτομα με καρδιακή ανεπάρκεια (n=16) σε σύγκριση με τα θηλυκά άτομα (n=8). Η 
αύξηση αυτή στους άνδρες υπολογίστηκε σε ποσοστό 40,61% ως προς την αρσενική 
ομάδα ελέγχου (control) (n=8), ενώ στις γυναίκες με καρδιακή ανεπάρκεια η 
συγκέντρωση της Hsp70 αυξήθηκε σε ποσοστό 26,93% ως προς τη θηλυκή ομάδα 
ελέγχου (control) (n=7), και η διαφορά αυτή στα ποσοστά αύξησης ανάμεσα στα δύο 
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φύλα είναι στατιστικά σημαντική με p=0,0036. Η διαφορά στην ποσότητα της 
επαγόμενης Hsp70, ανάμεσα στους άνδρες και στις γυναίκες, εμφανίζεται να είναι 
στατιστικά σημαντική, τόσο στα υγιή άτομα (p=0,0073) όσο και στους ασθενείς με 
καρδιακή ανεπάρκεια (p=0,0031). Επομένως, συμπεραίνεται ότι υπάρχει διαφορά 
στην ποσότητα της Hsp70 ανάμεσα στα δύο φύλα, αφού οι άνδρες φαίνεται να έχουν 
αυξημένα ποσά της πρωτεΐνης στον ορό τους, και η συγκέντρωση της Hsp70 στο 
αίμα αυξάνεται σημαντικά μετά από καρδιακή ανεπάρκεια, με την αύξηση αυτή να 
εμφανίζεται αισθητά μεγαλύτερη στους άνδρες σε σύγκριση με τις γυναίκες. 
 

 
Εικόνα 3.78: Συγκριτική γραφική απεικόνιση της μέσης ποσότητας της επαγόμενης Hsp70 σε 
ορούς αίματος από υγιή άτομα (control) και από ασθενείς με καρδιακή ανεπάρκεια (Κ.Α.) ως 
προς το φύλο (p=0,007 – p=0,0004). 
 

Κατόπιν, θελήσαμε να ερευνήσουμε εάν η μέση τιμή της συγκέντρωσης της 
Hsp70 στους ορούς αίματος των ασθενών με καρδιακή ανεπάρκεια επηρεάζεται από 
χαρακτηριστικά των ασθενών ή τα κλινικά χαρακτηριστικά της καρδιακής 
ανεπάρκειας, που είχαν εκδηλώσει. Στην αρχή, μελετήθηκε εάν η ποσότητα της 
Hsp70 στον ορό επηρεάζεται από την ηλικία των ασθενών. Για το σκοπό αυτό, οι 
ασθενείς χωρίστηκαν σε δύο ομάδες, τους ασθενείς με ηλικία κάτω των 70 ετών 
(n=12) και τους ασθενείς με ηλικία άνω των 70 ετών (n=12). Όπως φαίνεται και στην 
εικόνα 3.79, η μέση τιμή της συγκέντρωσης της επαγόμενης Hsp70 είναι μεγαλύτερη 
στους ορούς ασθενών κάτω των 70 ετών σε σύγκριση με αυτή των ασθενών, που 
είναι πάνω από 70 ετών. Η διαφορά ανάμεσα στις δύο κατηγορίες ασθενών είναι 
στατιστικά σημαντική, μετά από στατιστική ανάλυση, με p=0,0034. Επομένως, 
παρατηρείται ότι, πιθανώς, οι νεότεροι ασθενείς έχουν τη δυνατότητα να επάγουν σε 
μεγαλύτερα ποσά την πρωτεΐνη Hsp70 στο ορό του αίματος τους, λόγω της 
ανάπτυξης της καρδιακής ανεπάρκειας, σε σύγκριση με τους πιο ηλικιωμένους 
ασθενείς. 
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Εικόνα 3.79: Συγκριτική γραφική απεικόνιση της μέσης ποσότητας της επαγόμενης Hsp70 σε 
ορούς αίματος ασθενών με καρδιακή ανεπάρκεια (Κ.Α.) ως προς την ηλικία (p=0,0034). 
 
 

Στη συνέχεια, με σκοπό να μελετήσουμε εάν η ποσότητα της επαγόμενης 
Hsp70 επηρεάζεται από ορισμένα χαρακτηριστικά της ασθένειας, οι ασθενείς 
κατηγοριοποιήθηκαν ανάλογα με τα κλινικά χαρακτηριστικά της καρδιακής 
ανεπάρκειας και υπολογίστηκε η μέση τιμή της πρωτεΐνης στους ορούς των ομάδων 
αυτών των ασθενών. Όλοι οι οροί, που είχαμε στη διάθεση μας, ήταν από ασθενείς με 
μορφή αριστερής καρδιακής ανεπάρκειας. Έπειτα, οι ασθενείς ταξινομήθηκαν σε δύο 
κατηγορίες με βάση τον τύπο της καρδιακής ανεπάρκειας, που ανέπτυξαν, στην 
ομάδα, που εμφάνισε συστολική καρδιακή ανεπάρκεια (n=18) και στην ομάδα, που 
εμφάνισε διαστολική καρδιακή ανεπάρκεια (n=6). Υπολογίστηκε η μέση τιμή της 
ποσότητας της επαγόμενης Hsp70 και τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στο 
παρακάτω γράφημα (Εικόνα 3.80). Παρατηρήθηκε ότι η συγκέντρωση της Hsp70 από 
τους ορούς των ασθενών με συστολική καρδιακή ανεπάρκεια ήταν πιο αυξημένη σε 
σχέση με την τιμή της ποσότητας της πρωτεΐνης από τους, ορούς, που συλλέχθηκαν 
από τους ασθενείς με διαστολική καρδιακή ανεπάρκεια. Η διαφορά αυτή ανάμεσα 
στις δύο κατηγορίες ασθενών με διαφορετικό τύπο καρδιακής ανεπάρκειας, 
εμφανίζεται να είναι σημαντική, μετά από στατιστική ανάλυση, με p=0,0041. 
Επομένως, συμπεραίνεται ότι ο τύπος της καρδιακής ανεπάρκειας μπορεί να 
επηρεάζει την ποσότητα της επαγόμενης Hsp70 στον ορό του αίματος των ασθενών.    
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Εικόνα 3.80: Συγκριτική γραφική απεικόνιση της μέσης ποσότητας της επαγόμενης Hsp70 σε 
ορούς αίματος ασθενών με καρδιακή ανεπάρκεια (Κ.Α.) ως προς τον τύπο της καρδιακής 
ανεπάρκειας (p=0,0041). 
 
 

 
Εικόνα 3.81: Συγκριτική γραφική απεικόνιση της μέσης ποσότητας της επαγόμενης Hsp70 σε 
ορούς αίματος ασθενών με καρδιακή ανεπάρκεια (Κ.Α.) ως προς το αίτιο της καρδιακής 
ανεπάρκειας (p=0,82). 
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Τέλος, οι ασθενείς κατηγοριοποιήθηκαν και ανάλογα με το αίτιο της 
καρδιακής ανεπάρκειας και υπολογίστηκε η μέση τιμή της επαγόμενης Hsp70 σε 
ορούς αίματος των ασθενών αυτών. Οι δύο ομάδες, που σχηματίστηκαν, ήταν οι 
ασθενείς με καρδιακή ανεπάρκεια ισχαιμικής αιτιολογίας  (n=13) και οι ασθενείς με 
καρδιακή ανεπάρκεια μη ισχαιμικής αιτιολογίας (n=11). Όπως παρατηρείται στην 
εικόνα 3.81, το ποσό της πρωτεΐνης στους ορούς των δύο ομάδων των ασθενών 
αυτών δεν δείχνει να παρουσιάζει ιδιαίτερες διαφορές μεταξύ τους. Αυτό 
αποδεικνύεται και μετά από στατιστική ανάλυση, αφού η διαφορά, που παρατηρείται 
ανάμεσα στις δύο κατηγορίες ασθενών, είναι ασήμαντη (p=0,82), κάτι, που είναι 
λογικό, καθώς η μέση τιμή της συγκέντρωσης της Hsp70 είναι παραπλήσια στους 
ορούς των ασθενών με καρδιακή ανεπάρκεια ισχαιμικής αιτιολογίας και σε αυτούς 
των ασθενών με καρδιακή ανεπάρκεια μη ισχαιμικής αιτιολογίας. Επομένως, η 
ποσότητα της επαγόμενης Hsp70 στους ορούς των ασθενών δεν φαίνεται να 
επηρεάζεται από την αιτία πρόκλησης της καρδιακής ανεπάρκειας.   

Τα αποτελέσματα μας αυτά ως προς την έκφραση της Hsp70 στους ορούς 
αίματος ασθενών με καρδιακή ανεπάρκεια, ανάλογα και με τα χαρακτηριστικά και 
την κλινική τους εικόνα, παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον και θα πρέπει να 
επαληθευτούν και σε μεγαλύτερο δείγμα ασθενών. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 





4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ
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Από την ανακάλυψη των πρωτεϊνών του θερμικού σοκ [186] μέχρι και 
σήμερα, οι διάφορες πρωτεΐνες της οικογένειας των μοριακών συνοδών, βρίσκονται 
συχνά στο επίκεντρο της έρευνας. Η πρωτεΐνη του θερμικού σοκ των 70 kDa (Hsp70) 
συνιστά ένα από τα δημοφιλέστερα μέλη της οικογένειας των μοριακών συνοδών, 
ενώ ταυτόχρονα είναι η πιο σημαντική πρωτεΐνη θερμικού σοκ, η οποία επάγεται στα 
κύτταρα μετά από έκθεσή τους σε πολλά διαφορετικά περιβαλλοντικά ερεθίσματα, 
φυσικά ή χημικά. 

Η HSP70 συμμετέχει σε ευρείας κλίμακας διαδικασίες. Στο μοριακό επίπεδο, 
η HSP70 εμπλέκεται στην πρωτεϊνική αναδίπλωση, την πρωτεϊνική μετακίνηση, τον 
πρωτεϊνικό καταβολισμό και την επιδιόρθωση του DNA, πάντοτε σε συνεργασία με 
μία ομάδα ομο-συνοδών πρωτεϊνών [105, 109, 111]. Στο κυτταρικό επίπεδο, επίσης, 
έχει αποδειχθεί η εμπλοκή της HSP70 σε προστατευτικούς μηχανισμούς, όπως τη 
βιωσιμότητα των κυττάρων ενάντια σε υψηλές θερμοκρασίες [72, 250], σε άλλα είδη 
στρες [827] καθώς και στον κυτταρικό θάνατο ή απόπτωση [260, 828, 829]. Τέλος, 
στο επίπεδο ολόκληρου του οργανισμού, η HSP70 φαίνεται να συσχετίζεται με 
ασθένειες ή παθοφυσιολογικές καταστάσεις όπως το ισχαιμικό σοκ (παρέχοντας 
προστασία στα κύτταρα του μυοκαρδίου) [78], την καρδιακή ανεπάρκεια [816, 830], 
τις καρδιαγγειακές παθήσεις [268], τις πνευμονοπάθειες [269], τις μυοπάθειες [270], 
τις νευροεκφυλιστικές ασθένειες [831] και τον καρκίνο [832]. Η επιβεβαίωση της 
εμπλοκής της Hsp70 σε καρδιακές παθήσεις, έρχεται από φαρμακολογικές ή 
γενετικές μεθόδους, οι οποίες αυξάνοντας την έκφραση της πρωτεΐνης στο μυοκάρδιο 
των ασθενών με κίνδυνο οξέος ισχαιμικού επεισοδίου, μπορούν και μειώνουν το 
ισχαιμικό τραύμα [322].  

Επειδή η πρωτεϊνική αστάθεια είναι το κύριο πρόβλημα των κυττάρων μετά 
από την έκθεσή τους σε στρες, πολλές εκ των πρωτεϊνών θερμικού σοκ, μεταξύ 
αυτών και η Hsp70, δρουν σαν μοριακοί συνοδοί, που συνεισφέρουν στην 
αναδίπλωση και τη σταθερότητα των πρωτεϊνών [68, 75, 833, 834]. Γνωρίζουμε ότι 
οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ, όπως και η Hsp70, επάγονται, όταν τα κύτταρα εκτίθενται 
σε εξωτερικά ερεθίσματα, όπως για παράδειγμα το θερμικό στρες και μετακομίζουν 
στον πυρήνα και τους πυρηνίσκους [223], όμως συνεχίζει να παραμένει άγνωστη η 
εκεί λειτουργία τους. Επί σειρά ετών δεν ήταν γνωστός στην επιστημονική κοινότητα 
ο λόγος για τον οποίο η Hsp70 επάγεται στα κύτταρα μετά από έκθεσή τους σε στρες, 
μετατοπίζεται και συσσωρεύεται στον πυρήνα και ιδιαίτερα στους πυρηνίσκους. Πιο 
πρόσφατα, αποδείχθηκε ότι ο λόγος της μετακίνησης της πρωτεΐνης Hsp70 στον 
πυρήνα και τους πυρηνίσκους αφορά την προστασία και διατήρηση της ποιότητας 
των πρωτεϊνών και του DNA. Σύμφωνα με το μοντέλο που προτάθηκε, η μετατόπιση 
της Hsp70 προς τον πυρήνα και τους πυρηνίσκους μετά από στρες, γίνεται 
προκειμένου αυτή να συμμετάσχει σε μονοπάτι, που σχετίζεται με την προστασία του 
νουκλεοπλασματικού και του ριβοσωμικού DNA των πυρηνίσκων από σημειακές 
θραύσεις, και η δράση της επιτελείται με πρόσδεση της με την PARP-1 και την 
XRCC1 [66]. 

Στην in vivo μελέτη μας προσδιορίστηκε ο ρόλος της Hsp70 στην καρδιακή 
ανεπάρκεια, χρησιμοποιώντας ένα μοντέλο διαγονιδιακών ποντικών, τα οποία 
υπερεκφράζουν σε όλους τους ιστούς, που ελέγχθηκαν (όπως και στον ιστό της 
καρδιάς), την ανθρώπινη πρωτεΐνη Hsp70 (Heat shock protein 70). Για το σκέλος 
αυτό, ακολουθήθηκε η επαγόμενη από δοξορουβικίνη καρδιακή ανεπάρκεια, μια 
πολύ γνωστή παρενέργεια, που προκαλεί η δοξορουβικίνη σε καρκινοπαθείς, οι 
οποίοι δέχονται θεραπεία με το εν λόγω κυτταροστατικό φάρμακο [578]. 

Αρχικά, ερευνήθηκε ο μηχανισμός της προστασίας της καρδιάς σε επίπεδο 
πειραματοζώων. Για τις πειραματικές ανάγκες, πραγματοποιήθηκε ένα πρωτόκολλο 
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διαλείπουσας ενδοπεριτοναϊκής χορήγησης δοξορουβικίνης σε ποντίκια αγρίου τύπου 
και ποντίκια, που έχουν τροποποιηθεί γενετικά ώστε να υπερεκφράζουν την 
ανθρώπινη Hsp70. 84 ποντίκια (ομόζυγα αγρίου τύπου F1/F1 και ομόζυγα Hsp70-
διαγονιδιακά Tg/Tg ποντίκια), επιλέχθηκαν μέσω ανάλυσης με PCR (Εικόνα 3.1) και 
χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα της μελέτης μας. Χρησιμοποιώντας ως μάρτυρες 
ποντίκια και των δύο ομάδων, στα οποία δεν πραγματοποιήθηκε κάποια επεξεργασία, 
προχωρήσαμε, ακολούθως, σε υπερηχοκαρδιογραφικό έλεγχο της καρδιακής 
λειτουργίας των ζώων σε χρονικά πλαίσια των 4, 6 και 10 εβδομάδων, μετά από την 
πραγματοποίηση των εβδομαδιαίων ενέσεων δοξορουβικίνης. Όπως αναμενόταν, η 
χορήγηση δοξορουβικίνης προκάλεσε στα ζώα καρδιακή ανεπάρκεια, η οποία βάσει 
των υπερηχοκαρδιογραφικών μετρήσεων, φαίνεται να εγκαθίσταται στις 6 εβδομάδες 
και στις δύο ομάδες ζώων. Στην περίπτωση, όμως, των αγρίου τύπου ποντικιών, η 
καρδιακή ανεπάρκεια είναι πιο βαριάς μορφής, όπως αποκαλύπτεται από τους 
καρδιακούς δείκτες, αλλά και τη θνητότητα των ζώων σε κάθε χρονικό σημείο. 
Αντιθέτως, τα διαγονιδιακά ως προς την έκφραση της Hsp70 ζώα, εμφανίζουν μια 
ηπιότερης μορφής καρδιακή ανεπάρκεια, η οποία στις 10 εβδομάδες τείνει να 
ανακάμψει, όπως φανερώνουν οι δείκτες καρδιακής λειτουργίας. Παράλληλα, τα ζώα 
αυτά εμφανίζουν μικρότερα ποσοστά θνητότητας. Έτσι, οδηγούμαστε σε ένα πρώιμο 
συμπέρασμα ότι η Hsp70 βοηθά στην ανάκαμψη της καρδιακής λειτουργίας και την 
επιβίωση των ζώων μετά από την από δοξορουβικίνη επαγόμενη καρδιακή 
ανεπάρκεια. 

Από τα αποτελέσματα μας αυτά επιβεβαιώθηκε η προστατευτική επίδραση 
της Hsp70 στα Tg/Tg ποντίκια, που υπερεκφράζουν την ανθρώπινη Hsp70 σε όλα τα 
κύτταρα, συμπεριλαμβανομένων και των κυττάρων της καρδιάς [811], σε σύγκριση 
με τα F1/F1 αγρίου τύπου ποντίκια. Πιο συγκεκριμένα, τα τρέχοντα αποτελέσματα 
μας στα ποντίκια, μετά από χρόνια χορήγηση δοξορουβικίνης, που επάγει την 
καρδιακή δυσλειτουργία, έδειξαν ότι η Hsp70 μπορεί να παρέχει προστασία ενάντια 
στην επαγόμενη από το φάρμακο βλάβη του μυοκαρδίου, όπως εκτιμήθηκε από τη 
χαμηλότερη θνησιμότητα, τη διατήρηση του σωματικού βάρους και την καλύτερη 
συστολική λειτουργία της αριστερής κοιλίας στα διαγονιδιακά Tg/Tg σε σύγκριση με 
τα αγρίου τύπου F1/F1 ποντίκια. Όπως προσδιορίστηκε με διαθωρακική 
ηχοκαρδιογραφία, η μείωση της συστολικής λειτουργίας της αριστερής κοιλίας 
(Εικόνα 3.5), μετά από τη χορήγηση του φαρμάκου, εξασθένησε στα Tg/Tg ποντίκια 
σε σύγκριση με τα F1/F1, υποδηλώνοντας ότι η υπερέκφραση της Hsp70 συνεισέφερε 
στην προστασία της καρδιάς των ζώων ενάντια στη δοξορουβικίνη. 

Οι επιπτώσεις της δοξορουβικίνης στην καρδιακή λειτουργία έχουν 
παρατηρηθεί σε μοντέλα πειραματοζώων με χρήση ηχοκαρδιογραφίας, σύμφωνα με 
τα βιβλιογραφικά δεδομένα [835-838]. Μια προστατευτική επίδραση της Hsp70 στο 
μυοκάρδιο στη ρύθμιση της ισχαιμίας-επαναιμάτωσης [808, 839] και στην κολπική 
μαρμαρυγή [840] έχει αποδειχθεί, ενώ ο ρόλος της Hsp70 στην καρδιακή ανεπάρκεια 
δεν έχει αποκλειστεί [323, 841]. Η αναστολή της απόπτωσης και των 
προφλεγμονωδών κυτοκινών, η επιδιόρθωση των καναλιών ιόντων, η αποκατάσταση 
της οξειδοοαναγωγικής ισορροπίας και η αλληλεπίδραση στην επαγόμενη από 
νιτρικό οξείδιο προστασία, έχουν αναφερθεί ως μηχανισμοί, μέσω των οποίων η 
Hsp70 μπορεί να προστατεύει τα κύτταρα της καρδιάς [842]. Μια προηγούμενη 
μελέτη έχει δείξει ότι η Hsp70 παίζει σημαντικό ρόλο στην προστασία του 
μυοκαρδίου από την απόπτωση μετά από ισχαιμία-επαναιμάτωση [78]. Επίσης, 
προηγούμενες μελέτες έδειξαν μια δυνητική παρέμβαση της Hsp70 στην 
καρδιοτοξικότητα, που προκαλείται από τη δοξορουβικίνη [785, 843-845]. 
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Άλλες πρωτεΐνες θερμικού σοκ (Hsps), εμπλέκονται, επίσης, στην προστασία 
της καρδιάς από την επαγόμενη από δοξορουβικίνη καρδιοτοξικότητα, ανάμεσα στις 
οποίες συγκαταλέγονται οι Hsp60 [846], Hsp20 [711] και Hsp27 [788]. Σημαντική 
προσθήκη σε αυτό το πεδίο αποτέλεσε μια μελέτη για το ρόλο του HSF1, ενός 
μεταγραφικού παράγοντα, ο οποίος έχει την ικανότητα να ενεργοποιεί ταυτόχρονα 
πολλά γονίδια του θερμικού σοκ (heat shock genes) με το στοιχείο θερμικού σοκ, 
HSE (heat shock element), στην επαγόμενη από δοξορουβικίνη καρδιακή ανεπάρκεια 
[781]. Επομένως, δεν γνωρίζουμε ακόμα, ποια από τα επαγόμενα γονίδια 
εμπλέκονται στην εγκαθίδρυση της καρδιακής ανεπάρκειας. Επιπλέον, ο μηχανισμός 
δράσης της προστατευτικής επίδρασης της Hsp70 στην επαγομένη από 
δοξορουβικίνη μυοκαρδιοπάθεια, δεν έχει προηγουμένως μελετηθεί σε ζωικό 
μοντέλο. 

Η ταχέως αναπτυσσόμενη συσσώρευση των αποδείξεων υποστηρίζει την ιδέα 
ότι η απόπτωση και η νέκρωση τόσο των ενδοθηλιακών κυττάρων όσο και των 
καρδιομυοκυττάρων εμπλέκονται στην επαγόμενη από δοξορουβικίνη τοξικότητα 
[684, 685]. Ο προστατευτικός ρόλος της Hsp70 ενάντια στην επαγόμενη από 
δοξορουβικίνη απόπτωση μπορεί να περιλαμβάνει κάποια πτυχή του ρόλου της στην 
αναδίπλωση και την επιδιόρθωση της λειτουργίας των πρωτεϊνών, που είναι 
σημαντικές για την αναστολή της απόπτωσης στα καρδιακά μυϊκά κύτταρα, καθώς 
και την εμπλοκή της στα αποπτωτικά μονοπάτια, που προαναφέρθηκαν, και που 
επάγονται από τη δοξορουβικίνη. 

Επειδή όμως μόνο οι κλινικές παρατηρήσεις δεν ήταν αρκετές για να 
υποστηρίξουν την υπόθεση για την προστασία του μυοκαρδίου από την Hsp70, 
επιχειρήθηκε η βιοχημική ανάλυση των κυττάρων του μυοκαρδίου και των 
αποπτωτικών μηχανισμών, που ενεργοποιούνται μετά από τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης. Επίσης, μελετήθηκε και το επίπεδο, που μπορεί η Hsp70 να 
αναστείλει τον επαγόμενο από δοξορουβικίνη κυτταρικό θάνατο στα 
καρδιομυοκύτταρα. 

Αφού επιβεβαιώθηκε η εμφάνιση καρδιακής ανεπάρκειας μετά τη χορήγηση 
της  δοξορουβικίνης, αλλά και ο προστατευτικός ρόλος της Hsp70 σε επίπεδο ζώου, 
στόχος μας ήταν η επιβεβαίωση της προστασίας της Hsp70 στα κύτταρα του 
μυοκαρδίου από την απόπτωση, καθώς και η βιοχημική μελέτη του μονοπατιού, μέσω 
του οποίου η Hsp70 προστατεύει τον καρδιακό ιστό από την επαγόμενη από 
δοξορουβικίνη καρδιακή ανεπάρκεια.  

Μετά την απομόνωση του καρδιακού ιστού από τα αγρίου τύπου και τα 
διαγονιδιακά ποντίκια πριν από τη χορήγηση δοξορουβικίνης, αλλά και σε χρονικά 
διαστήματα 4, 6 και 10 εβδομάδων μετά τη χορήγηση δοξορουβικίνης και τη λήψη 
του ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος, αρχικά, προσδιορίστηκε η έκφραση της 
πρωτεΐνης Hsp70 μέσω ανοσοαποτύπωσης (Εικόνα 3.6). Παρατηρήθηκε ότι η 
πρωτεΐνη Hsp70 εκφράζεται σε υψηλό βαθμό μόνο στα Tg/Tg διαγονιδιακά ποντίκια. 
Αντίθετα, στα F1/F1 ποντίκια εμφανίζεται μια μικρή αύξηση στο ποσό της Hsp70, 
και κυρίως στις 4 εβδομάδες μετά τη χορήγηση της δοξορουβικίνης, χωρίς, πάντως η 
αύξηση αυτή να φαίνεται να είναι σημαντική. Ανάλογα αποτελέσματα 
παρατηρήθηκαν και σε προηγούμενες μελέτες, όπου δεν παρατηρήθηκε σημαντική 
αύξηση στα επίπεδα της Hsp70 στις καρδιές ποντικών μετά από χορήγηση 
δοξορουβικίνης [847]. Επίσης, έχει δειχτεί ότι η μεταχείριση με δοξορουβικίνη δεν 
είχε καμιά επίδραση στα επίπεδα της Hsp72 της καρδιάς σε ενήλικους αρσενικούς 
Sprague-Dawley αρουραίους [848].   

Μία μη αναμενόμενη χαμηλότερη έκφραση της Hsp70 παρατηρήθηκε στα 
Tg/Tg ποντίκια στις 4, 6 και 10 εβδομάδες μετά από τη χορήγηση δοξορουβικίνης 
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(Εικόνα 3.6). Το ίδιο φαινόμενο παρατηρήθηκε και στα Tg/Tg κύτταρα, όταν 
εκτέθηκαν για 48 ώρες σε συγκεντρώσεις του φαρμάκου των 5, 10 και 25 μΜ (τα 
αποτελέσματα δεν παρουσιάζονται). Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με 
προηγούμενες μελέτες, που έδειξαν ότι η μειωμένη συσσώρευση της Hsp70 μετά από 
χορήγηση δοξορουβικίνης σε “Wistar” αρουραίους, μπορεί να αποδοθεί στην 
αποικοδόμηση της Hsp70 από τη δοξορουβικίνη [849]. Μία σχετικά πιο πρόσφατη 
μελέτη έδειξε ότι μια θεραπευτική δόση της δοξορουβικίνης ενεργοποιεί τη 
διαμεσολαβούμενη από το σύστημα ουβικιτίνης/πρωτεασώματος πρωτεόλυση, 
δρώντας σε αμφότερα τη συσκευή ουβικιτινίωσης και το πρωτεάσωμα [850]. 
Επιπλέον, έχει δειχτεί ότι η CHIP δρα ως λιγάση ουβικιτίνης, διαμεσολαβώντας κατά 
τη διάρκεια της διαδικασίας ανάκαμψης στο στρες με διαδοχική ουβικιτινίωση 
υποστρωμάτων και της Hsp70 [851], παρόλο που απαιτείται περαιτέρω έρευνα, 
προκειμένου να διευκρινιστεί αυτή η πτυχή της συγκεκριμένης πρωτεΐνης και εάν 
συνεισφέρει στην καρδιοτοξικότητα, που προκαλείται από τη δοξορουβικίνη. 
 Ακολούθως, μελετήθηκε η απόπτωση στους ιστούς αμφότερων των F1/F1 και 
Tg/Tg ποντικιών. Η ανάλυση με ανοσοαποτύπωση κατά Western σε πρωτεϊνικά 
εκχυλίσματα των κυττάρων του μυοκαρδίου, έδειξαν ότι η διασπασμένη κασπάση-9 
και η ενεργή κασπάση-3 υπορυθμίστηκαν στα κύτταρα των ιστών, που 
υπερεκφράζουν την Hsp70. Πιο συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε ότι στα διαγονιδιακά 
ζώα, τα οποία υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70, η ενεργοποίηση της κασπάσης-3 
είναι κατά πολύ μικρότερη, κυρίως, στις 6 και 10 εβδομάδες, σε σχέση με τα αγρίου 
τύπου ποντίκια (Εικόνα 3.7Α). Επίσης, παρατηρήθηκε πολύ μικρότερη ενεργοποίηση 
της κασπάσης-9 στην καρδιά των Tg/Tg ποντικιών σε σύγκριση με τα F1/F1 ποντίκια 
σε όλα τα χρονικά σημεία της πειραματικής διαδικασίας μετά από τη χορήγηση 
δοξορουβικίνης (Εικόνα 3.7Β). Από την παρατήρηση μας αυτή συμπεραίνεται ότι η 
δοξορουβικίνη ενεργοποιεί το αποπτωτικό μονοπάτι, που περιλαμβάνει την κασπάση 
-9 και την κασπάση-3, και στις δύο ομάδες πειραματοζώων.  

Σε πιο πρόσφατες μελέτες, έχει δειχτεί ότι οι επαγόμενες από δοξορουβικίνη 
θραύσεις του DNA και η ενεργοποίηση της PARP έχουν προσδιοριστεί ως ένας 
σημαντικός παράγοντας στις επαγόμενες από δοξορουβικίνη καρδιακές βλάβες [440-
442]. Τα αποτελέσματα μας είναι σε συμφωνία με τη βιβλιογραφία, αφού έχει 
παρατηρηθεί ότι η χορήγηση δοξορουβικίνης ενεργοποιεί τον καταρράκτη των 
κασπασών [646, 698, 815]. Σε διαγονιδιακά ποντίκια, που υπερεκφράζουν την Hsp70, 
έχει δειχτεί η μειωμένη διάσπαση της κασπάσης-9 μετά από βλάβη υποξίας/ισχαιμίας 
[852]. Η επαγωγή της έκφρασης της Hsp70, επίσης, έχει δειχτεί σε προηγούμενες 
μελέτες, να καταστέλλει την ενεργοποίηση της κασπάσης-3 σε μοντέλα ποντικιών 
μετά από άσκηση [853] ή βλάβη ισχαιμίας [854]. Επομένως, το σημείο, που δρα η 
Hsp70 φαίνεται να είναι ανοδικά της ενεργοποίησης της κασπάσης-9 (και, συνεπώς, 
ανοδικά και της εκτελεστικής κασπάσης-3 στα τελικά στάδια της απόπτωσης), 
ελέγχοντας την απόπτωση των κυττάρων του μυοκαρδίου με αποτροπή της 
ενεργοποίησης του καταρράκτη των κασπασών. 

Τα δύο μονοπάτια, τα οποία διεγείρουν την απόπτωση είναι το εσωτερικό και 
το εξωτερικό μονοπάτι. Μία πρόσφατη μελέτη ανέφερε ότι τα καρδιομυοκύτταρα 
είναι με συνέπεια ανθεκτικά στο εξωτερικό μονοπάτι [685]. Τα αποτελέσματα μιας 
άλλης μελέτης αποδεικνύουν ότι το εσωτερικό σηματοδοτικό μονοπάτι, και όχι το 
εξωτερικό, είναι ο κύριος μηχανισμός, που συμμετέχει στην επαγόμενη από 
δοξορουβικίνη απόπτωση  των καρδιομυοκυττάρων [855].   

Μελέτες ανοσοφθορισμού σε τομές ιστών και συνεστιακή μικροσκοπία, 
χρησιμοποιώντας ειδικά αντισώματα ενάντια στην ενεργοποιημένη μορφή της p53 
(φωσφορυλιωμένη p53 (Ser15)) ενίσχυσαν την παρατήρηση ότι η Hsp70 παρέχει 
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προστασία ενάντια στην p53-απόπτωση (Καλαϊτζακης, [816]). Η ενεργοποίηση της 
p53 ως απόκριση στη χορήγηση δοξορουβικίνης έχει αναφερθεί σε καρδιακούς 
ιστούς [856]. Όπως έχει αποδειχθεί η φωσφορυλιωμένη p53 εμπλέκεται στο 
μιτοχονδριακό αποπτωτικό μονοπάτι με την ενεργοποίηση της Bax-1 [857]. Στη 
συνέχεια της έρευνας, μελετήθηκε η ενεργοποίηση της p53, καθώς μετατοπίζεται από 
τον πυρήνα στο μονοπάτι στα μιτοχόνδρια. Στα F1/F1 δείγματα η φωσφορυλιωμένη 
μορφή της p53 ανιχνεύεται, κυρίως στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων και 
συσσωρεύεται σε υψηλότερα επίπεδα σε σχέση με τα Tg/Tg κύτταρα. Η συσσώρευση 
της p53 στο κυτταρόπλασμα από τις τομές των F1/F1 ποντικιών είναι σε συμφωνία 
με προηγούμενες μελέτες, που έδειξαν τη μετατόπιση της φωσφορυλιωμένης μορφής 
της p53 στο κυτταρόπλασμα ή τα μιτοχόνδρια [858].   

Συνολικά, τα παραπάνω αποτελέσματα έδειξαν ότι τα διαγονιδιακά ποντίκια, 
που υπερεκφράζουν την Hsp70, επιδεικνύουν αυξημένη αντίσταση στο p53-
αποπτωτικό μονοπάτι, το οποίο με τη σειρά του, μπορεί να προκαλεί καθυστέρηση 
στην επαγόμενη από δοξορουβικίνη καρδιακή ανεπάρκεια. Ο ακριβής μηχανισμός, με 
τον οποίο επιτυγχάνεται αυτό, παραμένει αδιευκρίνιστος. Πειράματα δέσμευσης της 
Hsp70 με πληθυσμούς της ρ53 προτείνουν την εμπλοκή της Hsp70 στην 
ενεργοποίηση της p53 (Αγγελίδης, αδημοσίευτα αποτελέσματα). 

Πολυάριθμες μελέτες έδειξαν ότι η επαγόμενη από DOX απόπτωση των 
καρδιομυοκυττάρων συσχετίζεται με αυξημένη έκφραση και ενεργοποίηση της 
ογοκατασταλτικής πρωτεΐνης p53 [696-698]. Η σημασία της p53 στην πρόκληση 
καρδιοτοξικότητας από τη δοξορουβικίνη έχει αποδειχθεί σε προηγούμενες μελέτες 
σε διαγονιδιακά ποντίκια με αποσιώπηση της p53, όπου εξασθένησε η μείωση της 
συστολικής λειτουργίας της αριστερής κοιλίας και η απόπτωση των μυοκυττάρων, 
που προκαλούνται από το φάρμακο [859]. Βλάβες του DNA, που επάγονται από τις 
ROS ή άμεσα από τη DOX, ενεργοποιούν την ERK1/2, που ακολουθείται από 
αυξημένη φωσφορυλίωση της p53 και η τελευταία υπερρυθμίζει περαιτέρω καθοδικά 
της p53 γονίδια, όπως η Bax. Κατά την ενεργοποίηση, η p53 επάγει την έκφραση των 
γονιδίων, που συσχετίζονται με παύση του κυτταρικού κύκλου (cell arrest), 
επιδιόρθωση του DNA και απόπτωση [698]. 

Αφού εξετάστηκε ο προστατευτικός ρόλος της πρωτεΐνης Hsp70 ενάντια στην 
καρδιακή ανεπάρκεια, που προκαλείται από τη χορήγηση δοξορουβικίνης σε επίπεδο 
πειραματοζώων, στη συνέχεια, μελετήθηκαν οι επιπτώσεις του φαρμάκου και η 
επίδραση της Hsp70 σε κυτταρικό επίπεδο. Για το λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκαν 
πρωτογενείς εμβρυικές κυτταρικές σειρές, που απομονώθηκαν από έμβρυα ποντικιών 
των Hsp70-διαγονιδιακών (Tg/Tg) και αγρίου τύπου (F1/F1) ζώων (μετά από περίπου 
80 γενιές). Αρχικά, επιβεβαιώθηκε η υπερέκφραση της Hsp70 στα Tg/Tg κύτταρα, 
που προέρχονται από τα διαγονιδιακά ποντίκια, σε αντίθεση με τα F1/F1, όπου η  
πρωτεΐνη Ηsp70 δεν ανιχνεύεται κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, με τη μέθοδο της 
ανοσοαποτύπωσης (Western Blotting) και με ανάλυση σε κυτταρομετρία ροής, 
χρησιμοποιώντας ειδικό αντίσωμα ενάντια στην επαγόμενη Hsp70. Όταν τα κύτταρα 
εκτέθηκαν σε θερμικό σοκ, ήταν εμφανής η αυξημένη έκφραση της πρωτεΐνης Hsp70, 
και ιδιαίτερα στα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα.   

Αρχικά, λοιπόν, στο πειραματικό μας πρωτόκολλο προσδιορίστηκε η 
τοξικότητα του φαρμάκου με μέτρηση της βιωσιμότητας των κυττάρων μετά από 
έκθεση τους σε διάφορες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για χρονική διάρκεια 
επώασης 24 και 48 ωρών, με τη μέθοδο αποκλεισμού της χρωστικής Trypan Blue. 
Από τις μετρήσεις μας αποκαλύφθηκε μια δόσο- και χρόνο-εξαρτώμενη μείωση της 
κυτταρικής βιωσιμότητας και για τις δύο κυτταρικές σειρές. Έτσι, αυξανόμενης της 
συγκέντρωσης της δοξορουβικίνης, παρατηρήθηκε μείωση της κυτταρικής επιβίωσης 
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και συγκρίνοντας τις δύο χρονικές διάρκειες επώασης, παρουσιάστηκαν μειωμένα 
ποσοστά επιβίωσης των κυττάρων ύστερα από 48 ώρες επώασης στο φάρμακο σε 
σχέση με τις 24 ώρες. Επίσης, από τα ιστογράμματα των ποσοστών βιωσιμότητας, 
ήταν εμφανής η αυξημένη επιβίωση των Tg/Tg κυττάρων, που υπερεκφράζουν την 
Hsp70, σε σύγκριση με τα F1/F1 κύτταρα με μη ανιχνεύσιμα ποσά της Hsp70, για τις 
δύο χρονικές διάρκειες των 24 και 48 ωρών και για όλες τις συγκεντρώσεις του 
φαρμάκου, προτείνοντας, επομένως, ότι η παρουσία της Hsp70 στα Tg/Tg κύτταρα 
προσδίδει σε αυτά μεγαλύτερη ανθεκτικότητα στη δοξορουβικίνη. 

Στη συνέχεια, η μεγαλύτερη ανθεκτικότητα των Tg/Tg κυττάρων, στα οποία 
υπερεκφράζεται η πρωτεΐνη Hsp70, σε σχέση με τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα, 
επιβεβαιώθηκε και με την εκτίμηση της ικανότητας των κυττάρων να σχηματίζουν 
αποικίες με τη μέθοδο “Colony formation assay”. Από τα αποτελέσματα μας, 
παρατηρήθηκε σταδιακή μείωση της ικανότητας σχηματισμού αποικιών με αύξηση 
είτε της συγκέντρωσης της δοξορουβικίνης είτε με αύξηση του χρόνου επώασης των 
κυττάρων με το φάρμακο. Η δοξορουβικίνη, επομένως, εμφανίζεται να προκαλεί 
δόσο- και χρόνο-εξαρτώμενη μείωση του αριθμού των αποικιών, που σχηματίζουν τα 
κύτταρα. Είναι εμφανής η έντονη τοξικότητα του κυτταροστατικού φαρμάκου 
δοξορουβικίνη, και στις δύο κυτταρικές σειρές, η δράση της οποίας δεν επιτρέπει στα 
κύτταρα να αναπτύσσουν αποικίες, καθώς ο αριθμός των αποικιών, που 
σχηματίζονται είναι ιδιαίτερα μειωμένος από τις μικρές συγκεντρώσεις του 
φαρμάκου. Επομένως, παρόλο που παρατηρήθηκε επιβίωση των κυττάρων στις 
συγκεντρώσεις αυτές με τις υπόλοιπες μεθόδους, φαίνεται ότι η δοξορουβικίνη 
προκαλεί στα κύτταρα απώλεια της ικανότητας τους να αναπτύσσουν αποικίες. Η 
έντονη αυτή μείωση του αριθμού των αποικιών είναι πιο έκδηλη στα φυσιολογικά 
F1/F1 κύτταρα σε σχέση με τα Tg/Tg κύτταρα. Η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Hsp70 
φαίνεται να καθιστά τα κύτταρα Tg/Tg ανθεκτικότερα, με μεγαλύτερες αντιστάσεις 
και ικανότερα όχι μόνο να επιβιώσουν, αλλά και να έχουν τη δυνατότητα ανάπτυξης 
αποικιών στις διάφορες τοξικές συγκεντρώσεις της δοξορουβικίνης. Έτσι, θεωρούμε 
ότι η μεγαλύτερη δυνατότητα σχηματισμού αποικιών από τα Tg/Tg κύτταρα, 
οφείλεται πιθανά στην αυξημένη παραγωγή της Hsp70, σε σχέση με τα F1/F1 
κύτταρα ελέγχου. 

Με σκοπό την ανίχνευση του τρόπου κυτταρικού θανάτου, που προκαλεί η 
δοξορουβικίνη στα κύτταρα, χρησιμοποιήθηκε χρώση με ιωδιούχο προπίδιο (pI) και 
Αννεξίνη V και πραγματοποιήθηκε μέτρηση σε κυτταρόμετρο. Με χρήση της 
κυτταρομετρίας ροής προσδιορίστηκαν τα συνολικά ποσοστά απόπτωσης και 
νέκρωσης των κυττάρων (καθώς και το ποσοστό των ζωντανών κυττάρων) μετά  από 
προσθήκη δοξορουβικίνης σε διάφορες συγκεντρώσεις στο μέσο επώασης και για 
χρόνο 24 και 48 ωρών. Όπως αποδείχτηκε από τις μετρήσεις μας, η κυτταροστατική 
ουσία δοξορουβικίνη προκαλεί κυτταρικό θάνατο στα πρωτογενή εμβρυικά κύτταρα, 
ο οποίος, σύμφωνα με τις παρατηρήσεις μας, διενεργείται, κατά κύριο λόγο, μέσω της 
αποπτωτικής διαδικασίας. 

Βιβλιογραφικά, έχει αποδειχθεί ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί τον κυτταρικό 
θάνατο, τουλάχιστον εν μέρει, επάγοντας την απόπτωση [860]. Τα αποτελέσματα μας 
είναι σε συμφωνία με προηγούμενες μελέτες, που έδειξαν ότι η δοξορουβικίνη επάγει 
την απόπτωση σε φυσιολογικές (ενδοθηλιακά κύτταρα και καρδιομυοκύτταρα) και 
καρκινικές κυτταρικές σειρές μέσω διαφόρων μηχανισμών [861, 862]. Επίσης, σε 
έρευνα με πρωτογενείς εμβρυικούς ινοβλάστες ποντικιών (MEFs) παρατηρήθηκε ότι 
τα κύτταρα οδηγούνται σε απόπτωση μετά από μεταχείριση με δοξορουβικίνη [863]. 
Ακόμη, το φάρμακο έχει δειχτεί να επάγει την απόπτωση και την αναστολή της 
ανάπτυξης των H9c2 κυττάρων (μυοβλάστες αρουραίου) [864].  
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Συνολικά, από τα αποτελέσματα μας με την κυτταρομετρία ροής προέκυψε 
ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί δοσο- και χρόνο-εξαρτώμενη αύξηση των ποσοστών 
συνολικής απόπτωσης και νέκρωσης στα κύτταρα, ενώ επίσης εξαρτάται και από το 
είδος των πρωτογενών κυτταρικών σειρών, αφού φαίνεται η αυξημένη επιβίωση των 
Tg/Tg κυττάρων σε σύγκριση με τα F1/F1 κύτταρα ελέγχου. Οι μετρήσεις των 
ποσοστών των αποπτωτικών κυττάρων έδειξαν ότι τα F1/F1 κύτταρα με μη 
ανιχνεύσιμα ποσά της Hsp70, παρουσιάζουν αυξημένη αποπτωτική δραστηριότητα 
σε σύγκριση με τα Tg/Tg κύτταρα για 24 και 48 ώρες, προτείνοντας επομένως, ότι η 
παρουσία της Hsp70 στα Tg/Tg κύτταρα ελαττώνει τα ποσοστά της απόπτωσης, που 
προκαλείται από το φάρμακο. Επομένως, και με τη μέθοδο της κυτταρομετρίας ροής 
διαφαίνεται η μεγαλύτερη ανθεκτικότητα των Tg/Tg κυττάρων, τα οποία προέρχονται 
από τα διαγονιδιακά ποντίκια, που υπερεκφράζουν την Hsp70, ενάντια στην 
τοξικότητα της δοξορουβικίνης, σε σύγκριση με τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα.  

Κατόπιν η τοξική δράση του κυτταροστατικού φαρμάκου, επιβεβαιώθηκε και 
με τη μέθοδο του ΜΤΤ, με την οποία μετρήθηκαν τα ποσοστά του κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού μετά από χορήγηση διαφόρων δόσεων δοξορουβικίνης και για 
διάφορες χρονικές διάρκειες (12, 24, 36 και 48 ώρες) επώασης με το φάρμακο, ενώ 
παράλληλα υπολογίστηκαν οι τιμές IC50 για κάθε χρόνο επώασης σε κάθε κυτταρική 
σειρά. Συμπερασματικά, αποφανθήκαμε ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί δοσο- και 
χρόνο-εξαρτώμενη μείωση των ποσοστών του πολλαπλασιασμού των κυττάρων, ενώ 
επίσης, εξαρτάται και από το είδος των πρωτογενών κυτταρικών σειρών. Όπως είναι 
εμφανές από τις καμπύλες επιβίωσης και τα γραφήματα με τα ποσοστά του 
κυτταρικού πολλαπλασιασμού, τα Tg/Tg κύτταρα, τα οποία υπερεκφράζουν την 
πρωτεΐνη Hsp70, παρουσιάζουν μεγαλύτερη ανθεκτικότητα σε σύγκριση με τα F1/F1 
κύτταρα ελέγχου. Τα αποτελέσματα που εξήχθησαν, ήταν αντίστοιχα με αυτά, που 
παρατηρήθηκαν και με τις προηγούμενες μεθόδους. Από τους υπολογισμούς των 
τιμών του IC50 (όπως παρουσιάζονται στον πίνακα 3.3) φαίνεται, επίσης, η αυξημένη 
επιβίωση των Tg/Tg κυττάρων σε σχέση με τα F1/F1 κύτταρα στις διαφορετικές 
συγκεντρώσεις και χρόνους επώασης με δοξορουβικίνη. Επομένως, η ποσότητα του 
φαρμάκου, που απαιτείται, για να επιτευχθεί η ίδια τοξική δράση στον κυτταρικό 
πληθυσμό, είναι σαφώς μεγαλύτερη στα Tg/Tg κύτταρα σε σχέση με τα φυσιολογικά 
F1/F1 κύτταρα. Παράλληλα, αυτό σημαίνει ότι η ίδια ποσότητα του φαρμάκου έχει 
λιγότερες επιπτώσεις στον κυτταρικό πληθυσμό των Tg/Tg κυττάρων από ότι στα 
F1/F1 κύτταρα. Από τα αποτελέσματα αυτά φαίνεται ο σημαντικός ρόλος της Hsp70, 
που προσδίδει προστασία στα κύτταρα, ελαττώνοντας τις βλαπτικές συνέπειες της 
τοξικής δράσης της δοξορουβικίνης. 

Συνολικά, με τη χρήση όλων των παραπάνω μεθόδων, αποδείχθηκε η 
προστασία, που προσδίδει η πρωτεΐνη Hsp70 στα κύτταρα, τα οποία επιδεικνύουν 
αυξημένη επιβίωση και μεγαλύτερη ανθεκτικότητα ενάντια στις επιπτώσεις, που 
προκαλεί η χορήγηση της δοξορουβικίνης. Οι μετρήσεις αυτές πραγματοποιήθηκαν 
πρώτη φορά σε πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα και σε κύτταρα, που προέρχονται από 
διαγονιδιακά ποντίκια, που υπερεκφράζουν την Hsp70.  

Τα αποτελέσματα μας αυτά συμφωνούν σε μεγάλο βαθμό με τα 
βιβλιογραφικά δεδομένα. Πολυάριθμες μελέτες, οι οποίες έχουν χρησιμοποιήσει τις 
ίδιες πειραματικές μεθόδους με τη δική μας έρευνα, έχουν πραγματοποιηθεί και  
έχουν δείξει την τοξικότητα του φαρμάκου σε διαφορετικές κυτταρικές σειρές. Η 
δοξορουβικίνη έχει αποδειχθεί ότι μειώνει την κυτταρική βιωσιμότητα και επάγει την 
απόπτωση των κυττάρων με δοσο-εξαρτώμενο και χρόνο-εξαρτώμενο τρόπο τόσο σε 
φυσιολογικές κυτταρικές σειρές, όπως σε H9c2 κύτταρα μυοβλαστών [864, 865], σε 
ενδοθηλιακά BAEC κύτταρα [861], σε Raji κύτταρα λεμφοβλαστών [866] και σε 
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κύτταρα ζύμης Candida utilis [867], όσο και σε καρκινικές κυτταρικές σειρές, όπως 
σε HeLa κύτταρα καρκίνου του τραχήλου της μήτρας [865], FTC 133 κύτταρα 
καρκίνου του θυροειδούς [862], PA-1 κύτταρα καρκίνου ωοθηκών [861] και Α549 
κύτταρα καρκίνου του πνεύμονα [868].  

Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει ότι η πρωτεΐνη Hsp70 διαδραματίζει 
σημαντικό ρόλο στον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου, την ανάπτυξη και την 
απόπτωση. Η υπερέκφραση της Hsp70 έχει δειχτεί ότι καθιστά τα WEHI-S κύτταρα 
(κυτταρική σειρά ινοσαρκώματος ποντικιού) ανθεκτικά στην τοξική δράση της 
δοξορουβικίνης [261]. Μία άλλη μελέτη, που χρησιμοποίησε την ίδια κυτταρική 
σειρά, έδειξε ότι τα κύτταρα που υπερεκφράζουν την Hsp70, επέδειξαν αυξημένη 
επιβίωση σε διάφορες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, σε σχέση με τα κύτταρα 
ελέγχου [785]. Ανάλογα αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και στην καρκινική 
κυτταρική σειρά τραχήλου της μήτρας (ME-180 cells) [486]. Επίσης, σε μια άλλη 
έρευνα έχει δειχτεί ότι φαρμακολογική επαγωγή της Hsp70 αυξάνει τη βιωσιμότητα 
και προσδίδει ανθεκτικότητα σε HL-60 κύτταρα ενάντια στην απόπτωση, που 
προκαλείται από τη δοξορουβικίνη [782]. Τέλος, σε μία άλλη έρευνα σε Raji 
κύτταρα, αποδείχτηκε ότι η αυξημένη έκφραση της Hsp70, μετά από υπερθερμία, 
αύξησε την επιβίωση και προστάτευσε τα κύτταρα από την τοξικότητα του φαρμάκου 
[866]. Από τη βιβλιογραφία καθίσταται σαφής, λοιπόν, η προστατευτική επίδραση 
της Hsp70 στα κύτταρα ενάντια σε ένα μεγάλο εύρος στρεσογόνων παραγόντων, έναν 
από τους οποίους αποτελεί και η δοξορουβικίνη. 

Αφού επιβεβαιώθηκε με τις παραπάνω μεθόδους ο κυτταρικός θάνατος, που 
προκαλείται από την τοξικότητα της δοξορουβικίνης στα πρωτογενή εμβρυϊκά 
κύτταρα, μέσω της αποπτωτικής διαδικασίας, στη συνέχεια, ακολούθησε η μελέτη 
του μηχανισμού δράσης του φαρμάκου και του πιθανού τρόπου, με τον οποίο ασκεί η 
Hsp70 την προστατευτική δράση της στα κύτταρα μετά από τη χορήγηση της 
δοξορουβικίνης. Προκειμένου να εξεταστεί το αποπτωτικό μονοπάτι, που 
ενεργοποιείται μετά από έκθεση σε δοξορουβικίνη, χρησιμοποιήθηκαν φυσικά 
αθανατοποιημένα πρωτογενή εμβρυονικά κύτταρα (πάνω από 80 γενεών), που 
απομονώθηκαν από έγκυες μητέρες αγρίου τύπου ποντικιών (F1/F1 κύτταρα) ή 
ομόζυγων διαγονιδιακών ποντικιών, που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70 (Tg/Tg 
κύτταρα). Υποθέσαμε ότι αυτές οι κυτταρικές σειρές θα μπορούσαν να αποτελέσουν 
ένα χρήσιμο εργαλείο ώστε να καθοριστεί, αφ 'ενός, ο αποπτωτικός μηχανισμός, ο 
οποίος επάγεται από τη δοξορουβικίνη και αφ 'ετέρου, το σημείο δράσης της Hsp70 
στο μονοπάτι. 

Υπάρχουν εκτεταμένες μελέτες, που υποδηλώνουν μια πιθανή σχέση ανάμεσα 
στην υπερέκφραση της Hsp70 και την προστασία από βλάβες στο DNA, όπως 
σχάσεις μονής και διπλής έλικας, που προκαλούνται από διάφορα ερεθίσματα, όπως 
ακραίο θερμικό στρες, απουσία οξυγόνου, βαρέα μέταλλα, UV ακτινοβολία, γ-
ακτινοβολία και χημικές ενώσεις [254, 255]. 

Προηγούμενες μελέτες σε κυτταρικό επίπεδο έχουν δείξει ότι η Hsp70 μπορεί 
να παρεμποδίζει πολλαπλά βήματα του αποπτωτικού καταρράκτη. Η Hsp70 έχει 
δειχτεί να μπλοκάρει την απόπτωση ανοδικά των μιτοχονδρίων, αποτρέποντας τη 
μετατόπιση της Bax [478], την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c και του AIF 
(Apoptosis-Inducing Factor), την ενεργοποίηση της προκασπάσης-9 και 
προκασπάσης-3, και ακόμη πιο καθοδικά της ενεργής κασπάσης-3 [261, 463, 472, 
486, 490]. Αρκετές προγενέστερες μελέτες υποστήριξαν την προστατευτική επίδραση 
της Hsp70 στα κύτταρα, που έχουν μεταχειριστεί με δοξορουβικίνη. Σε μία μεγάλη 
μελέτη, που εκτιμήθηκαν οι μηχανισμοί, που διαμεσολαβούν στην κυτταροπροστασία 
ενάντια στη δοξορουβικίνη, μελετηθήκαν 71 γονίδια και στελέχη διαγραφής του 
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Saccharomyces cerevisiae, που εμφανίζουν ποικίλους βαθμούς υπερευαισθησίας στο 
φάρμακο [869]. Γονίδια, που εμπλέκονται σε πολλαπλά μονοπάτια, που 
περιλαμβάνουν την επιδιόρθωση του DNA, το μεταβολισμό του RNA, την 
αναδιαμόρφωση της χρωματίνης, το μεταβολισμό των αμινοξέων και την απόκριση 
στο θερμικό σοκ, βρέθηκαν να διαμεσολαβούν στην κυτταροπροστασία ενάντια στη 
δοξορουβικίνη. Ανάμεσα σε αυτά, το γονίδιο της Hsp70 εμφανίζεται να παίζει 
σημαντικό ρόλο. Η θερμική προεπεξεργασία προστατεύει αποτελεσματικά τα 
καρδιομυοκύτταρα ενάντια στην επαγόμενη από δοξορουβικίνη απόπτωση και η 
προστασία αυτή εξασθενεί από αποσιώπηση (knockdown) της Hsp70 στα 
καρδιομυοκύτταρα από αντιπληροφοριακό (anti-sense) αγγελιαφόρο RNA [870]. Η 
υπερέκφραση της Hsp70, έχει δειχτεί παλαιότερα, να παρέχει προστασία ενάντια 
στην κυτταροτοξικότητα από το φάρμακο, και η συσσώρευση της Hsp70 έχει 
συσχετισθεί με βράχυνση (συντόμευση) της διαμεσολαβούμενης από DOX 
αναστολής του κυτταρικού κύκλου στην G2 φάση και επανέναρξη του κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού, κατόπιν χορηγήσεως δοξορουβικίνης [785, 843].  

Όπως έχει αναφερθεί, τα μιτοχόνδρια παίζουν κεντρικό ρόλο στην 
ολοκλήρωση και διάδοση των σημάτων θανάτου, που προέρχονται από το εσωτερικό 
του κυττάρου, όπως η βλάβη του DNA, το οξειδωτικό στρες, η ασιτία, όπως και 
αυτών, που επάγονται από χημειοθεραπευτικά φάρμακα [388, 389]. Δεδομένου ότι η 
δοξορουβικίνη εισέρχεται στον πυρήνα και ασκεί την επίδραση της, προκαλώντας 
βλάβες στο DNA, εξετάστηκε η διέγερση του μιτοχονδριακού αποπτωτικού 
μονοπατιού, που ενεργοποιείται μετά από βλάβη στο DNA [871, 872], με πειράματα 
ανοσοαποτύπωσης κατά Western. Πιο συγκεκριμένα ερευνήθηκαν, η ενεργοποίηση 
των p53, Bax, κασπάση-9, κασπάση-3 και PARP-1, που εμπλέκονται σε αυτό το 
μονοπάτι και συγχρόνως η έκφραση και ο ρυθμιστικός ρόλος της Hsp70. 

Όπως παρατηρήθηκε, η επώαση των κυττάρων της έρευνας με δοξορουβικίνη 
δεν φαίνεται να επηρεάζει σημαντικά την έκφραση της Hsp70 και στις δύο 
κυτταρικές σειρές (Εικόνα 3.54). Η έκφραση της Hsp70 στα Tg/Tg κύτταρα 
παρέμεινε σχεδόν σταθερή και ήταν παρόμοια με αυτή των F1/F1 κυττάρων μετά από 
έκθεση τους σε θερμικό σοκ. Αντίθετα, η Hsp70 δεν ανιχνεύεται στα αγρίου τύπου 
κύτταρα (F1/F1) μετά από τη μεταχείριση με το φάρμακο. Από τα αποτελέσματα μας 
αυτά, συμπεραίνεται  ότι η μεγαλύτερη ανθεκτικότητα στη δράση της δοξορουβικίνης 
των Tg/Tg κυττάρων, που υπερεκφράζουν την Hsp70, σε σύγκριση με τα F1/F1 
κύτταρα, οφείλεται αποκλειστικά στην Hsp70, που εκφράζεται ήδη στα κύτταρα 
αυτά, αφού δεν επάγεται σε μεγαλύτερο βαθμό μετά από την τοξική δράση, που 
προκαλεί το φάρμακο στα κύτταρα.  

Τα βιβλιογραφικά δεδομένα σχετικά με την επαγωγή της πρωτεΐνης Hsp70 
μετά από τη χορήγηση δοξορουβικίνης είναι αρκετά περιορισμένα, αλλά 
εμφανίζονται και αντιφατικά. Τα επίπεδα της Hsp70 δεν φαίνονται να αλλάζουν 
σημαντικά μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης σε 3Τ3 κύτταρα [850]. Επίσης, η 
χορήγηση δοξορουβικίνης δεν δείχτηκε να επηρεάζει αισθητά τα επίπεδα της Hsp70 
σε ενδοθηλιακά κύτταρα BAECs (Bovine aortic endothelial cells) [645] και σε 
καρκινικές σειρές [873, 874] ή να εμφανίζουν μια πολύ μικρή μη στατιστικά 
σημαντική αύξηση σε PMBC (Peripheral blood mononuclear cells) κύτταρα [875]. Η 
δοξορουβικίνη από μόνη της δεν μπορούσε να επάγει την hsp72 σε V-79 κύτταρα 
κινέζικων χαμστερ μετά από 24 ώρες επώασης με το φάρμακο [876]. Τα 
αποτελέσματα μας, όμως, είναι σε αντίθεση με προηγούμενες μελέτες, που έδειξαν 
συσσώρευση της Hsp70, συμπεριλαμβανομένης της Hsp72, από τη δοξορουβικίνη 
[776, 780]. Επίσης, έχει αναφερθεί η μεταβολική βλάβη από το φάρμακο, που 



250 
 

περιλαμβάνει αυξημένη παραγωγή των ελευθέρων ριζών οξυγόνου, που είναι γνωστό 
να επάγουν αυξημένη έκφραση των Hsps [777-779]. 

Η επιβεβαίωση ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί την απόπτωση των κυττάρων, 
πραγματοποιήθηκε με τη μελέτη της έκφρασης της PARP-1, η οποία χρησιμοποιείται 
ως αποπτωτικός δείκτης, καθώς διασπάται, κατά την διάρκεια της ενεργοποίησης της 
αποπτωτικής διαδικασίας. Η PARP-1 είναι μια διατηρημένη πυρηνική 
μεταλλοπρωτεΐνη ψευδαργύρου, που συμμετέχει στην επιδιόρθωση του DNA, την 
αντιγραφή του DNA, τη ρύθμιση της δομής της χρωματίνης και την απόπτωση. 
Καταλύει τη μεταφορά μονάδων ADP-ριβόζης από το NAD+ σε έναν αριθμό μορίων-
δεκτών και αναγνωρίζει θραύσεις των αλυσίδων του DNA, όπου συνδέεται με το 
RNA και ρυθμίζει αρνητικά τη μεταγραφή. Η απελευθέρωση της μιτοχονδριακής 
προαποπτωτικής πρωτεΐνης AIF και η μετατόπιση του από τα μιτοχόνδρια στον 
πυρήνα εξαρτάται από την PARP-1 και είναι απαραίτητη για τον εξαρτώμενο από την 
PARP-1 κυτταρικό θάνατο. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα μας (Εικόνα 3.55), 
συγκρίνοντας τα επίπεδα διάσπασης της PARP-1 στις δύο κυτταρικές σειρές, 
παρατηρούμε ότι η διάσπαση της PARP-1 (εμφάνιση της ζώνης των 87 kDa) 
πραγματοποιείται σε πολύ μεγαλύτερο βαθμό στα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα, σε 
σχέση με Tg/Tg κύτταρα, τα οποία υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70. Τα επίπεδα 
διάσπασης της PARP-1 δείχνουν να αυξάνονται με αύξηση της συγκέντρωσης της 
δοξορουβικίνης και στις δύο κυτταρικές σειρές, με την αύξηση, όμως, αυτή να είναι 
πιο σημαντική στα F1/F1 κύτταρα. Η PARP-1 αποκάλυψε τη βλάβη του DNA, που 
προκαλείται στα κύτταρα από τη δοξορουβικίνη. Η διάσπαση αυτή της PARP-1 
προκαλείται μετά από ενεργοποίηση του καταρράκτη των κασπασών (με συμμετοχή 
της εκτελεστικής ενεργοποιημένης κασπάσης-3). Με τα αποτελέσματα αυτά 
επαληθεύτηκε ο αντι-αποπτωτικός ρόλος της Hsp70 στα πρωτογενή εμβρυϊκά 
κύτταρα μετά από επώαση τους με δοξορουβικίνη, αφού η Hsp70 εμφανίζεται να 
εμπλέκεται στη ρύθμιση της βλάβης του DNA, που προκαλείται από τη 
δοξορουβικίνη και ανιχνεύεται με την PARP-1. 

Βιβλιογραφικά, in vivo και in vitro μελέτες συμφωνούν με τα δικά μας 
ευρήματα, αφού έχουν αποδείξει τη διάσπαση της PARP, που επάγεται από τη 
δοξορουβικίνη [698, 855, 877] και η Hsp70 έχει δειχτεί να μειώνει αυτή τη διάσπαση 
της PARP [463].  

Κατόπιν, πραγματοποιήθηκε η βιοχημική μελέτη του αποπτωτικού 
μονοπατιού, με το οποίο η δοξορουβικίνη οδηγεί τα κύτταρα σε απόπτωση. Είναι 
γνωστό, βιβλιογραφικά, ότι η χορήγηση δοξορουβικίνης επάγει την απόπτωση των 
κυττάρων μέσω του εσωτερικού μιτοχονδριακού μονοπατιού [814]. Επίσης, όπως 
έχει προαναφερθεί, η δοξορουβικίνη εισέρχεται στον πυρήνα, όπου και προκαλεί 
βλάβες στο DNA μέσω οξειδωτικού στρες. Η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p53 παίζει 
σημαντικό ρόλο στην κυτταρική απόκριση σε βλάβες στο DNA και σε άλλες 
ανωμαλίες του γονιδιώματος. Καθώς έχει δειχτεί ότι η p53 αποκρίνεται στη βλάβη 
του DNA και στο οξειδωτικό στρες για να προκαλέσει καθοδικά τη σηματοδότηση 
της απόπτωσης, ο μηχανισμός για την απόπτωση, που προκαλείται από τη 
δοξορουβικίνη φαίνεται να προέρχεται από τις συνέπειες του φαρμάκου στη βλάβη 
του DNA και από το οξειδωτικό στρες [878]. Η ενεργοποίηση της p53 μπορεί να 
οδηγήσει είτε σε παύση του κυτταρικού κύκλου και επιδιόρθωση του DNA ή σε 
απόπτωση, όταν οι βλάβες είναι μη αναστρέψιμες [879]. Πολυάριθμες μελέτες 
έδειξαν ότι η επαγόμενη από DOX απόπτωση των καρδιομυοκυττάρων συσχετίζεται 
με αυξημένη έκφραση και ενεργοποίηση της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης p53 
[696-698]. Επίσης, έχει ήδη αποδειχθεί ότι η p53 φωσφορυλιώνεται σε πολλαπλές 
θέσεις in vivo και από διαφορετικές πρωτεϊνικές κινάσες in vitro [818, 819]. Οι 
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βλάβες του DNA επάγουν τη φωσφορυλίωση της p53 στη Ser15 και Ser20, 
οδηγώντας σε μειωμένη αλληλεπίδραση ανάμεσα στην p53 και τον αρνητικό 
ρυθμιστή της, την ογκοπρωτεΐνη MDM2 [820]. Η MDM2 αναστέλλει τη 
συσσώρευση της p53, στοχεύοντας την για ουβικιτινίωση και πρωτεοσωμική 
αποικοδόμηση [880, 881]. Η φωσφορυλίωση εξασθενεί την ικανότητα της MDM2 να 
συνδέεται στην p53, προάγοντας τόσο τη συσσώρευση όσο και την ενεργοποίηση της 
p53 σε απόκριση στη βλάβη του DNA [820, 882]. 

Γνωρίζοντας ότι η φωσφορυλίωση της p53 αποτελεί αποπτωτικό σήμα [821], 
ανιχνεύθηκε και συγκρίθηκε η ποσότητα της φωσφορυλιωμένης p53 στις δύο 
κυτταρικές σειρές (F1/F1 και Tg/Tg) μετά από έκθεση τους στις αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης για 24 ώρες (Εικόνα 3.56). Παρατηρήθηκε μια 
καθυστέρηση στην ενεργοποίηση της p53 μέσω της φωσφορυλίωσης της στα Tg/Tg 
κύτταρα, που υπερεκφράζουν την Hsp70, σε σύγκριση με τα φυσιολογικά F1/F1 
κύτταρα. Τα επίπεδα της φωσφορυλιωμένης p53 (Ser15) ήταν εμφανώς υψηλότερα 
στα F1/F1 κύτταρα σε σχέση με τα Tg/Tg κύτταρα για όλες τις συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης, που χρησιμοποιήθηκαν. Από τα αποτελέσματα αυτά υποθέτουμε, 
λοιπόν, ότι η Hsp70 προστατεύει τα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα από την 
επαγόμενη από τη δοξορουβικίνη απόπτωση με αποτροπή της φωσφορυλίωσης της 
p53. 

Βιβλιογραφικά, σε συμφωνία με τα δικά μας αποτελέσματα, έχει δειχτεί ότι η 
χορήγηση δοξορουβικίνης προκαλεί την ενεργοποίηση της p53 και την εξαρτώμενη 
από τα μιτοχόνδρια απόπτωση σε H9c2 καρδιομυοκύτταρα [698, 864]. Έχει 
αναφερθεί η επαγόμενη από δοξορουβικίνη ενεργοποίηση της p53, που οδηγεί στην 
απόπτωση, σε ενδοθηλιακά κύτταρα της ομφαλικής φλέβας και καρδιομυοκύτταρα 
νεογνών [883, 884]. Η ενεργοποίηση του μιτοχονδριακού αποπτωτικού μονοπατιού 
έχει προταθεί να εξαρτάται από την επαγωγή της πρωτεΐνης p53 και έχει συσχετιστεί 
με την επαγόμενη από δοξορουβικίνη απόπτωση των καρδιομυοκυττάρων [885]. 
Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι η δοξορουβικίνη αυξάνει σημαντικά την έκφραση της 
φωσφορυλιωμένης p53 σε μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα μυελού των οστών 
(BMSCs) [886] και η φωσφορυλιωμένη μορφή της p53 στη σερίνη 15 (Ser15) 
υπερρυθμίζεται σε H9c2 καρδιομυοκύτταρα [698]. Η δοξορουβικίνη, επίσης, έχει 
δειχτεί να επάγει την έκφραση της p53 σε H9c2 καρδιομυοκύτταρα και στον 
καρδιακό ιστό [697, 877]. Η Hsp70 έχει δειχτεί να αναστέλλει την p53 σε 
προμιτοχονδριακό επίπεδο [887, 888]. Επίσης, έχει παρατηρηθεί σε προηγούμενη 
μελέτη ότι η επαγωγή της έκφρασης της Hsp70 σε κύτταρα OHSC (καλλιέργειας 
ιππόκαμπου), μείωσε σημαντικά τη συσσώρευση της p53 [889]. Επιπλέον, έχει 
αποδειχθεί σε ορισμένες άλλες έρευνες ότι η αναστολή της έκφρασης της Hsp70 
οδήγησε σε ενεργοποίηση των p53 σηματοδοτικών μονοπατιών [887, 890].   

Μετά από την παρατήρηση της ενεργοποίησης της p53 από τη δοξορουβικίνη 
στα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα, χαρακτηρίστηκε περαιτέρω το αποπτωτικό 
μονοπάτι με μεγαλύτερη λεπτομέρεια. Η αυξημένη φωσφορυλίωση της p53 
υπερρυθμίζει περαιτέρω καθοδικά της p53 γονίδια, μέλη της προ-αποπτωτικής Bcl-2 
ομάδας γονιδίων, όπως η Bax [697, 891]. Η έκφραση αμφότερων των Bcl-2 και Bax 
ρυθμίζεται από το p53 ογκοκατασταλτικό γονίδιο [413, 560]. Η ενεργοποίηση της 
p53 μπορεί άμεσα να επάγει την ενεργοποίηση του Bax γονιδίου, που περιέχει θέση 
σύνδεσης της p53, ρυθμίζοντας με αυτόν τον τρόπο τη μετατόπιση της Bax από το 
κυτοσόλιο στα μιτοχόνδρια. Ως αποτέλεσμα, το εσωτερικό μονοπάτι της απόπτωσης 
ενεργοποιείται. Η Bax αποτελεί το πρώτο αναγνωρισμένο προ-αποπτωτικό μέλος της 
οικογένειας Bcl-2. Προάγει την απόπτωση μέσω ανταγωνιστικής δράσης με την Bcl- 
2. Η Bax σε φυσιολογικές συνθήκες, εδράζεται στο κυτταρόπλασμα. Σε περίπτωση 
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όμως αποπτωτικών σημάτων, αλλάζει η διαμόρφωσή της και εισέρχεται στην 
εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη. 

Μετά από τα αποτελέσματα μας με την ανοσοαποτύπωση κατά Western 
(Εικόνα 3.57) αποδείχθηκε ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί τη συσσώρευση της 
πρωτεΐνης Bax στα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα. Από την ενεργοποίηση αυτή της 
Bax συμπεραίνεται ότι η δοξορουβικίνη οδηγεί τα κύτταρα στην αποπτωτική 
διαδικασία μέσω του εσωτερικού μιτοχονδριακού μονοπατιού. Η αυξημένη έκφραση 
της Bax μετά από μεταχείριση με δοξορουβικίνη έχει δειχτεί και βιβλιογραφικά, σε 
H9c2 καρδιομυοκύτταρα και σε καρδιακό ιστό [697, 698, 855, 877], όπως και σε 
BMSC κύτταρα [886]. Παρατηρήθηκε ότι η ενεργοποίηση της Bax καθυστερεί στα 
Tg/Tg κύτταρα, που υπερεκφράζουν την Hsp70, σε σύγκριση με τα F1/F1 κύτταρα 
ελέγχου. Η αυξημένη έκφραση της Bax είναι εμφανώς μεγαλύτερη στα F1/F1 
κύτταρα, σε σχέση με τα Tg/Tg κύτταρα, σε όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, 
που χρησιμοποιήθηκαν, για 24 ώρες επώασης με το φάρμακο. Επομένως, η Hsp70 
εμφανίζεται να παρεμποδίζει τη συσσώρευση της Bax στα κύτταρα μετά τη χορήγηση 
του φαρμάκου. 

Από την ενεργοποίηση αυτή της Bax συμπεραίνεται ότι η δοξορουβικίνη 
οδηγεί τα κύτταρα στην αποπτωτική διαδικασία μέσω του εσωτερικού 
μιτοχονδριακού μονοπατιού, αφού η Bax κανονικά εδρεύει στο κυτοσόλιο, αλλά 
μετατοπίζεται στα μιτοχόνδρια ως επακόλουθο του αποπτωτικού ερεθίσματος. Η 
μετακίνηση αυτή οδηγεί στην απελευθέρωση του κυτοχρώματος c από τα 
μιτοχόνδρια, μέσω των πόρων, που σχηματίζονται στη μιτοχονδριακή μεμβράνη από 
τις Bax και Bak, που ολιγομερίζονται. Επίσης, έχει δειχτεί ότι η επαγόμενη από 
δοξορουβικίνη παραγωγή κεραμιδίου μπορεί να συνεισφέρει στην απόπτωση των 
καρδιομυοκυττάρων μέσω του κατακερματισμού των μιτοχονδρίων, της 
διαπερατότητας της μιτοχονδριακής εξωτερικής μεμβράνης και της απελευθέρωσης 
του κυτοχρώματος c [712, 713].  

Η πρωτεΐνη Hsp70 έχει δειχτεί στο παρελθόν να αναστέλλει την απόπτωση 
ανοδικά των μιτοχονδρίων [892]. Η Hsp70 φαίνεται να εμποδίζει τη συσσώρευση της 
Bax στα κύτταρα μετά τη χορήγηση του φαρμάκου. Βιβλιογραφικά, έχει δειχτεί ότι 
σε μιτοχονδριακό επίπεδο, η HSP70 εμποδίζει τη διατάραξη της μιτοχονδριακής 
μεμβράνης, ενώ ανταγωνίζεται την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c μέσω της 
αναστολής της Bax [63, 449]. Σύμφωνα και με τα προηγούμενα αποτελέσματα μας, 
είναι πιθανό η Hsp70 να εμποδίζει τη συσσώρευση της Bax, μέσω της αναστολής της 
φωσφορυλίωσης της p53, η οποία όταν ενεργοποιείται, επάγει την έκφραση της Bax 
[413]. Τα αποτελέσματα μας αυτά συμφωνούν με προηγούμενες μελέτες, που έχουν 
δείξει ότι σε μιτοχονδριακό επίπεδο, η Hsp70 αναστέλλει τη μετατόπιση της Bax και 
την εισαγωγή της στην εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη. Ως συνέπεια, η Hsp70 
αποτρέπει τη διαπερατότητα της μιτοχονδριακής μεμβράνης και την απελευθέρωση 
του κυτοχρώματος c  και του AIF [478, 492].  

Στο ενδογενές μονοπάτι της απόπτωσης, η ενεργοποίηση των κασπασών 
(όπως των κασπασών -9 και -3) λαμβάνει χώρα ως συνέχεια της διάτρησης της 
μιτοχονδριακής μεμβράνης και της απελευθέρωσης του κυτοχρώματος c, που 
ρυθμίζεται από την Bax [893, 894]. Αφού, λοιπόν, αποδείχθηκε ότι η δοξορουβικίνη 
προκαλεί την ενεργοποίηση του ενδογενούς μιτοχονδριακού μονοπατιού στα 
κύτταρα, μέσω ενεργοποίησης των p53 και Bax, μελετήθηκε, στην πορεία, η 
ενεργοποίηση των κασπασών, γεγονός το οποίο, αφού συμβαίνει, σημαίνει την μη 
αναστρέψιμη πορεία των κυττάρων προς τον αποπτωτικό θάνατο. Οι κασπάσες 
διακρίνονται στις κασπάσες εκκινητές (εναρκτήριες) και στις καπάσες τελεστές, οι 
οποίες γίνονται καταλυτικά ενεργές μόνο μετά από πέψη από τις εναρκτήριες. Η 
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κασπάση-9, της οποίας η ενεργοποίηση ερευνήθηκε αρχικά, είναι ένα σημαντικό 
μέλος της οικογένειας των κυστεϊνικών πρωτεασών (κασπασών) και εμπλέκεται στην 
απόπτωση. Μετά από ένα αποπτωτικό ερέθισμα, το κυτόχρωμα c, που 
απελευθερώνεται από τα μιτοχόνδρια, συνδέεται με την 47 kDa προκασπάση-9 και 
τον Apaf-1, σχηματίζοντας το αποπτόσωμα. Στη συνέχεια, το σύμπλοκο αυτό, 
μετατρέπει την προκασπάση-9 σε ένα μεγάλο ενεργό τμήμα (35kDa) και ένα μικρό 
τμήμα (10kDa) με αυτό-διάσπαση (σχάση) στο Asp315 [403, 822, 823]. Η 
διασπασμένη κασπάση-9 (cleaved caspase-9), στη συνέχεια, ενεργοποιεί άλλα μέλη 
των κασπασών, που περιλαμβάνουν τις κασπάσες-3 και -7, εκκινώντας τον 
καταρράκτη κασπασών, που οδηγεί στην απόπτωση [387, 824-826]. 

Από τα αποτελέσματα μας εξάγεται το συμπέρασμα ότι η δοξορουβικίνη 
επάγει την ενεργοποίηση της κασπάσης-9 στα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα. Από 
αυτό προκύπτει ότι η δοξορουβικίνη επάγει στα κύτταρα το κασπασο-εξαρτώμενο 
αποπτωτικό μονοπάτι, με ενεργοποίηση των εναρκτήριων κασπασών, όπως η 
κασπάση-9. Τα συμπεράσματα μας αυτά είναι σε συμφωνία με προηγούμενες 
μελέτες, που έχουν δείξει ότι η χορήγηση του κυτταροστατικού φαρμάκου 
ενεργοποιεί τον καταρράκτη των κασπασών [646, 698, 815]. Η δοξορουβικίνη έχει 
δειχτεί, βιβλιογραφικά, να επάγει τη διάσπαση της κασπάσης-9 στον καρδιακό ιστό 
Sprague-Dawley αρουραίων [877], σε H9c2 καρδιομυοκύτταρα [698], αλλά και σε 
καρκινικά κύτταρα A549 [868]. Από τα πειράματα μας φάνηκε ότι στα Tg/Tg 
κύτταρα, που υπερεκφράζουν την Hsp70, δεν ενεργοποιείται σε σημαντικό βαθμό η 
κασπάση-9, σε σύγκριση με τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα, όπου η διασπασμένη 
κασπάση-9 εμφανίζεται από τις μικρότερες συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης σε 
σημαντικό βαθμό. Η αυξημένη ενεργοποίηση της κασπάσης-9 στα F1/F1 κύτταρα, σε 
σχέση με τα Tg/Tg κύτταρα, ήταν εμφανής για όλες τις συγκεντρώσεις 
δοξορουβικίνης, που χρησιμοποιήθηκαν (Εικόνα 3.58). Αποδεικνύεται, επομένως, ότι 
η Hsp70 ελέγχει την απόπτωση των κυττάρων στο στάδιο των κασπασών, 
αποτρέποντας την ενεργοποίηση των εναρκτήριων κασπασών, όπως η κασπάση-9.  

Αυτό είναι σε συμφωνία με βιβλιογραφικές μελέτες, που έχουν δείξει ότι σε 
HL60 κύτταρα η DOX προκαλεί εξαρτώμενη από κασπάσες απόπτωση, που μπορεί 
να ανασταλεί από την Hsp70 [782]. Παλαιότερα, είχε αναφερθεί ότι η δράση της 
Ηsp70 εντοπίζεται ανοδικά του σχηματισμού του αποπτωσώματος [892]. Η πρωτεΐνη 
θερμικού σοκ των 70 kDa έχει δειχτεί να εμποδίζει την ανάκτηση της προκασπάσης-9 
από το σύμπλοκο του αποπτωσώματος [895]. Έχει αναφερθεί ότι η έκφραση των 
πρωτεΐνών θερμικού σοκ προκαλεί αναστολή των κασπασών και η Hsp70 εμποδίζει 
την ενεργοποίηση της κασπάσης-9 [896]. Τέλος, η υπερέκφραση της Hsp70 έχει 
αποδειχθεί να εξασθενεί σημαντικά την ενεργοποίηση της κασπάσης-9 σε SH-SY5Y 
επιθηλιακά κύτταρα μυελού των οστών [897], σε C2C12 κύτταρα μυοβλαστών 
ποντικιού [895] και σε SW480 καρκινικά κύτταρα του παχέος εντέρου [898]. 

Σύμφωνα με προηγούμενες έρευνες, η Hsp70 μπορεί να αναστέλλει το 
σχηματισμό ενός λειτουργικά ικανού αποπτωσώματος και με απευθείας σύνδεση με 
τον Apaf-1 για να αποτρέψει την ανάκτηση και ενεργοποίηση της εναρκτήριας 
κασπάσης, προκασπάσης-9 [472, 483]. Η Hsp70 μπορεί να αναστέλλει τον 
ολιγιμερισμό του Apaf-1 [483] ή να διατηρεί το ολιγομερές σε μια διαμόρφωση που 
είναι ασύμβατη με την ανάκτηση της προκασπάσης-9, εμποδίζοντας την έκθεση της 
Apaf-1 CARD περιοχής [472]. 

Στην πορεία της εξέλιξης του αποπτωτικού μηχανισμού, η ενεργοποιημένη 
κασπάση-9, θα πρέπει να ενεργοποιεί άλλα μέλη των κασπασών, που περιλαμβάνουν 
τις εκτελεστικές κασπάσες-3 και -7, εκκινώντας τον καταρράκτη κασπασών, που 
οδηγεί στην ολοκλήρωση της αποπτωτικής διαδικασίας. Η φάση της εκτέλεσης 
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θεωρείται το τελικό μονοπάτι της απόπτωσης. Η ενεργοποίηση των κασπασών 
τελεστών αρχίζει αυτή τη φάση της απόπτωσης και πραγματοποιείται μετά από πέψη 
από τις εναρκτήριες κασπάσες. Η κασπάση-3 ανήκει στην οικογένεια των πρωτεασών 
κυστεΐνης και θεωρείται η πιο σημαντική από τις κασπάσες-εκτελεστές 
διαδραματίζοντας, επίσης, σημαντικό ρόλο στην απόπτωση. Συντίθεται ως ένα 
ανενεργό προ-ένζυμο, το οποίο υφίσταται αυτο-πρωτεόλυση και/ή διάσπαση από 
άλλες κασπάσες (κασπάση 8, 9 και 10) ανοδικά του αποπτωτικού μονοπατιού στα 
κύτταρα που αποπίπτουν. Η ενεργή κασπάση-3 αποτελεί δείκτη για τα κύτταρα, που 
υφίστανται απόπτωση, και αποτελείται από ένα ετεροδιμερές με υπομονάδες των     
17 kDa και 12 kDa, που προέρχεται από το 32 kDa προένζυμο. Η ενεργός κασπάση-3 
με τη σειρά της διασπά πρωτεολυτικά άλλες κασπάσες, καθώς και άλλα μόρια στα 
κύτταρα, όπως η PARP-1. 

Με την ανοσοαποτύπωση κατά Western επιβεβαιώθηκε η ενεργοποίηση του 
καταρράκτη των κασπασών από τη δοξορουβικίνη. Όπως παρατηρήθηκε, η κασπάση-
3 δεν ενεργοποιείται στα Tg/Tg κύτταρα, παρά μόνο στις μεγάλες συγκεντρώσεις του 
φαρμάκου, σε αντίθεση με τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα, όπου η ενεργή κασπάση-3 
εμφανίζεται από τις μικρές συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης (Εικόνα 3.59). Έτσι, είναι 
έκδηλη η αυξημένη ενεργοποίηση της κασπάσης-3 στα F1/F1 κύτταρα, σε σχέση με 
τα Tg/Tg κύτταρα, για όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης. Από τα 
αποτελέσματα μας αυτά συμπεραίνεται ότι η δοξορουβικίνη επάγει στα κύτταρα το 
κασπασο-εξαρτώμενο αποπτωτικό μονοπάτι, όπου ενεργοποιείται και η εκτελεστική 
κασπάση-3, και ότι η Hsp70 ελέγχει την αποπτωτικότητα των κυττάρων στα τελικά 
στάδια της απόπτωσης, αποτρέποντας την ενεργοποίηση των τελεστών κασπασών, 
όπως η κασπάση-3. 

Τα αποτελέσματα μας αυτά είναι σε συμφωνία με τα βιβλιογραφικά δεδομένα. 
Η κασπάση-3 αποτελεί βασικό εκτελεστή της απόπτωσης και έχει αναφερθεί να 
ενεργοποιείται από τη δοξορουβικίνη [899]. Έχει αποδειχθεί ότι αυξάνεται η 
ενεργοποίηση της κασπάσης-3 από το φάρμακο σε H9c2 καρδιομυοκύτταρα και στον 
καρδιακό ιστό αρουραίων [698, 855, 877]. Η δοξορουβικίνη έχει βρεθεί να ρυθμίζει 
θετικά την έκφραση της κασπάσης-3 σε BMSC μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα [886] 
και σε A549 καρκινικά κύτταρα [868]. Η Hsp70 με τη σειρά της έχει δειχτεί να 
αναστέλλει τα διαμεσολαβούμενα από την κασπάση-3 αποπτωτικά γεγονότα [261]. Η 
υπερέκφραση της πρωτεΐνης Hsp70 έχει, επίσης, δειχτεί να αποτρέπει τον κυτταρικό 
θάνατο, αναστέλλοντας την ενεργοποίηση της κασπάσης-3 [463]. Πολυάριθμες 
μελέτες έχουν αποδείξει ότι η υπερέκφραση της Hsp70 εμφανίζει ανασταλτική 
επίδραση στην ενεργοποίηση της κασπάσης-3 σε C2C12 κύτταρα μυοβλαστών 
ποντικιού [895], σε U937 κύτταρα [482] και σε εμβρυικούς ινοβλάστες ποντικιού 
(MEFs) [476]. Τέλος, σε BLR κύτταρα ινοβλαστών ήπατος αρουραίων, που 
υπερεκφράζουν την Hsp70, εμφανίστηκε σημαντική μείωση στην ενεργοποίηση της 
κασπάσης-3, οδηγώντας σε μειωμένη απόπτωση τους [900].      

Αφού ενεργοποιηθούν και οι εκτελεστικές κασπάσες, όπως η κασπάση-3, τα 
κύτταρα βαίνουν προς την ολοκλήρωση της αποπτωτικής διαδικασίας. Η ενεργή 
κασπάση-3, στη συνέχεια, προκαλεί επιπλέον γεγονότα ενεργοποίησης κασπασών, τα 
οποία κορυφώνονται με την πρωτεόλυση των υποστρωμάτων τους και τον κυτταρικό 
θάνατο με όλα τα μορφολογικά και βιοχημικά χαρακτηριστικά, που παρατηρούνται 
[369]. 

Η κασπάση-3 έχει δειχτεί να ενεργοποιεί ειδικά την ενδονουκλεάση G. 
Επιπλέον, σε πολλαπλασιάζομενα κύτταρα, η CAD συμπλέκεται με τον αναστολέα 
της, ICAD, αλλά σε αποπτωτικά κύτταρα, η ενεργοποιημένη κασπάση-3 διασπά τον 
ICAD για να απελευθερώσει την CAD [423]. Η CAD, στη συνέχεια, αποικοδομεί το 
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χρωμοσωμικό DNA εντός του πυρήνα και προκαλεί συμπύκνωση της χρωματίνης. Η 
κασπάση-3, επίσης, επάγει κυτταροσκελετική αναδιοργάνωση και διάσπαση του 
κυττάρου σε αποπτωτικά σωμάτια. Η γελσολίνη (gelsolin), μια πρωτεΐνη δέσμευσης 
της ακτίνης, έχει προσδιοριστεί ως ένα από τα βασικά υποστρώματα της 
ενεργοποιημένης κασπάσης-3. Η κασπάση-3 διασπά τη γελσολίνη και τα 
διασπασμένα τεμάχια της γελσολίνης, με τη σειρά τους, διασπούν τα νημάτια ακτίνης 
με ένα ασβέστιο-ανεξάρτητο τρόπο. Αυτό οδηγεί σε διαταραχή του κυτταροσκελετού, 
ενδοκυτταρική μεταφορά, κυτταρική διαίρεση και μεταγωγή σήματος [424]. Η 
φαγοκυτταρική πρόσληψη των αποπτωτικών κυττάρων είναι το τελευταίο συστατικό 
της απόπτωσης. 

Έτσι, η ανασοαποτύπωση κατά Western αποκάλυψε ότι η μεταχείριση των 
κυττάρων με δοξορουβικίνη, ενεργοποιεί την p53, η οποία, κατόπιν, προωθεί σήματα 
του μιτοχονδριακού αποπτωτικού μονοπατιού και τον καταρράκτη των κασπασών. 
Πιο συγκεκριμένα, η p53 ενεργοποιεί την Bax, την κασπάση-9 και την κασπάση-3, 
ενώ η ενεργοποίηση της PARP-1 αποκαλύπτει την επαγόμενη από δοξορουβικίνη 
βλάβη του DNA. Το αποπτωτικό αυτό μονοπάτι φαίνεται να αναστέλλεται, σύμφωνα 
με τα αποτελέσματα μας, από την αυξημένη έκφραση της ανθρώπινης Hsp70 στα 
πρωτογενή εμβρυϊκά Tg/Tg κύτταρα και η ανασταλτική αυτή επίδραση ξεκινά από 
την ενεργοποίηση της p53. Συμπερασματικά, η Hsp70 μπορεί να αποτρέπει την 
προώθηση της απόπτωσης, που επάγεται από τη δοξορουβικίνη, δρώντας σε ένα 
σημείο ανοδικά της ενεργοποίησης της p53. 

Συνοψίζοντας τα παραπάνω αποτελέσματα μας, καταλήξαμε σε ένα 
προκαταρκτικό μοντέλο σχετικά τον αποπτωτικό μηχανισμό, που επάγεται από τη 
δοξορουβικίνη στα πρωτογενή εμβρυϊκά κύτταρα και την εμπλοκή της Hsp70 στο 
μονοπάτι αυτό (Εικόνα 3.60). Τα ευρήματα μας αυτά είναι σε συμφωνία με τη 
μελέτη, που προηγήθηκε σε επίπεδο πειραματοζώων, και αφορούσε τη δράση της 
Hsp70 στην προστασία των καρδιομυοκυττάρων μετά από επαγόμενη από 
δοξορουβικίνη καρδιακή ανεπάρκεια. Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό, η δοξορουβικίνη 
εισέρχεται στον πυρήνα, όπου και προκαλεί βλάβες  στο DNA με άμεση σύνδεση ή 
μέσω ROS από το οξειδωτικό στρες. Κατά την κυτταρική απόκριση σε βλάβες στο 
DNA, η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p53 διαδραματίζει σημαντικό ρόλο. Σε αρχικό 
στάδιο, το στρεσσογόνο ερέθισμα, αναστέλλει το μεταγραφικό ρόλο της p53, η οποία 
προσδένεται πιθανά στην MDM2 και εξέρχεται από τον πυρήνα προς το 
κυτταρόπλασμα. Η p53 φωσφορυλιώνεται και πηγαίνει πιθανά στο μιτοχόνδριο, όπου 
και ενεργοποιεί το μιτοχονδριακό αποπτωτικό μονοπάτι, οδηγώντας το κύτταρο στην 
απόπτωση. Η φωσφορυλίωση εξασθενεί την ικανότητα της MDM2 να συνδέεται στην 
p53, προάγοντας τη συσσώρευση και την ενεργοποίηση της p53 σε απόκριση στη 
βλάβη του DNA. Η φωσφορυλιωμένη μορφή της p53, που μετατοπίζεται στο 
κυτταρόπλασμα, προωθεί το p53-αποπτωτικό μιτοχονδριακό μονοπάτι. Η αυξημένη 
φωσφορυλίωση της p53, στη συνέχεια,  επάγει περαιτέρω καθοδικά της p53 γονίδια, 
όπως μέλη της προ-αποπτωτικής Bcl-2 ομάδας γονιδίων, στα οποία 
συμπεριλαμβάνεται και η Bax. Ως επακόλουθο του αποπτωτικού ερεθίσματος, η 
ενεργοποίηση της p53 μπορεί άμεσα να επάγει την ενεργοποίηση της Bax με αλλαγές 
στη διαμόρφωση της, ρυθμίζοντας με αυτόν τον τρόπο τη μετατόπιση της Bax από το 
κυτοσόλιο στα μιτοχόνδρια. Η μετακίνηση αυτή οδηγεί στην απελευθέρωση του 
κυτοχρώματος c από τα μιτοχόνδρια. Οι προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες Bax και Bak 
ολιγομερίζονται, σχηματίζοντας πόρους εντός της μιτοχονδριακής μεμβράνης. Οι 
πόροι διακόπτουν τη συνοχή της εξωτερικής μιτοχονδριακής μεμβράνης και οδηγούν 
στην απελευθέρωση του κυτοχρώματος c στο κυτταρόπλασμα. Το κυτόχρωμα c, 
αφού απελευθερωθεί από τα μιτοχόνδρια, συνδέεται με την προκασπάση-9 και τον 
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Apaf-1, σχηματίζοντας το αποπτώσωμα. Με τον τρόπο αυτό ενεργοποιείται η 
εναρκτήρια κασπάση-9, η οποία, με τη σειρά της, λειτουργεί ως υπόστρωμα για την 
ενεργοποίηση άλλων μελών των κασπασών, που περιλαμβάνουν τις εκτελεστικές 
κασπάσες-3 και -7, εκκινώντας τον καταρράκτη κασπασών, που οδηγεί στην 
απόπτωση. Αφού ενεργοποιηθούν και οι εκτελεστικές κασπάσες, όπως η κασπάση-3, 
τα κύτταρα βαίνουν προς την ολοκλήρωση της αποπτωτικής διαδικασίας. Η ενεργή 
κασπάση-3, στη συνέχεια, προκαλεί επιπλέον γεγονότα ενεργοποίησης κασπασών, τα 
οποία κορυφώνονται με την πρωτεόλυση των υποστρωμάτων τους (όπως είναι και η 
PARP-1) και τον κυτταρικό θάνατο με όλα τα μορφολογικά και βιοχημικά 
χαρακτηριστικά, που παρατηρούνται συνήθως. 

Η Hsp70, σύμφωνα με τις παρατηρήσεις μας, εμπλέκεται στα αρχικά στάδια 
του αποπτωτικού αυτού μονοπατιού. Συγκεκριμένα, ασκεί την ανασταλτική της 
επίδραση ανοδικά της ενεργοποίησης μέσω φωσφορυλίωσης της p53, οπότε αυτή 
επιτελεί το ρόλο της εντός του πυρήνα, δρώντας φυσιολογικά ως σήμα έναρξης της 
μεταγραφής, χωρίς να ενεργοποιεί το μιτοχονδριακό αποπτωτικό μονοπάτι. Με βάση 
τα παραπάνω, γίνεται φανερό ότι η Hsp70 προστατεύει τα κύτταρα (όπως και τα 
κύτταρα του μυοκαρδίου) από την απόπτωση μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης 
μέσω του ελέγχου της φωσφορυλίωσης της p53. 

Το προτεινόμενο μοντέλο μπορεί να συμπληρωθεί μετά από μελέτη της 
φωσφορυλίωσης της p53 και ανοδικά αυτής. Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει ότι 
η πρωτεΐνη p53 ενεργοποιείται και φωσφορυλιώνεται στη σερίνη-15 σε απόκριση 
στους διάφορους παράγοντες βλάβης του DNA. Σε υψηλά επίπεδα βλάβης του DNA, 
η προ-αποπτωτική λειτουργία της p53 ενεργοποιείται, οδηγώντας σε 
προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο [858]. Υποθέτουμε ότι στο μοντέλο, που 
μελετήσαμε, η υπερέκφραση της Hsp70 μπορεί να προκαλεί μετρίαση του p53-
αποπτωτικού μηχανισμού, επηρεάζοντας τη φωσφορυλίωση της p53, πιθανά μέσω 
των ATM και/ή DNA-PK κινασών [901-903], καθώς και μέσω της πρωτεϊνικής 
κινάσης PKC (PKCδ) [904, 905]. Οι κινάσες αυτές έχουν δειχτεί σε πρόσφατες 
μελέτες να συμμετέχουν στη φωσφορυλίωση της p53 στη σερίνη 15 [904, 906]. 
Επίσης, αφού προηγούμενες μελέτες έδειξαν σύνδεση της Hsp70 στην p53, μια τέτοια 
προσέγγιση δεν θα πρέπει να αγνοηθεί (Αγγελίδης αδημοσίευτα αποτελέσματα, 
[907]). 

Τέλος, ένας άλλος πιθανός μηχανισμός, που έχει αναφερθεί, πρόσφατα, 
βιβλιογραφικά, για τη φωσφορυλίωση της p53 αφορά τη συμμετοχή των MAPK 
κινασών, που περιλαμβάνουν τις ERK (ERK1/2), JNK και p38 κινάσες [908, 909], 
παρέχοντας, επομένως, έναν πιθανό  κορυφαίο στόχο για την Hsp70 στο γενικότερο 
πλαίσιο της αποπτωτικής ρύθμισης. Πολυάριθμες μελέτες έχουν προτείνει την 
εμπλοκή των MAPK κινασών στον κυτταρικό θάνατο [886], όπως στην απόπτωση 
των καρδιομυοκυττάρων και τη βλάβη του μυοκαρδίου, που επάγονται από τη 
δοξορουβικίνη, εξαιτίας της παραγωγής ROS και της βλάβης του DNA [698, 855, 
868, 910]. Η ενεργοποίηση των MAPK σηματοδοτικών μονοπατιών από το φάρμακο 
ακολουθείται από την ενεργοποίηση μέσω φωσφορυλίωσης της p53 και την 
επακόλουθη επαγωγή του μιτοχονδριακού αποπτωτικού μονοπατιού με τα γεγονότα, 
που περιγράφησαν παραπάνω [855, 864, 911, 912]. Η πρωτεΐνη Hsp70 έχει 
αναφερθεί σε προηγούμενες μελέτες να καταστέλλει την απόπτωση, ρυθμίζοντας τα 
MAPK σηματοδοτικά μονοπάτια με διάφορους μηχανισμούς [476, 913]. Έχει δειχτεί 
η αναστολή της ενεργοποίησης τόσο των JNK και p38 κινασών [462, 475, 790], όσο 
και της ERK από την Hsp70 [476], αποτρέποντας τα περαιτέρω γεγονότα, που 
οδηγούν στην απελευθέρωση του κυτοχρώματος c από τα μιτοχόνδρια [453]. Πάντως, 
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το σημείο της φωσφωρυλίωσης της p53 δεν έχει πλήρως διευκρινιστεί και πρέπει να 
διερευνηθεί περαιτέρω. 

Στο επόμενο βήμα της έρευνας μας, εξετάστηκε η τοξική δράση της 
δοξορουβικίνης στα κύτταρα, μέσω του οξειδωτικού στρες, που προκαλεί. Το 
οξειδωτικό στρες στα βιολογικά συστήματα προέρχεται από τη διαταραχή της 
ισορροπίας ανάμεσα στις κυτταρικές ενεργές μορφές οξυγόνου (ROS) και στην 
ικανότητα των  αντιοξειδωτικών. Τα αντιοξειδωτικά δεν διαδραματίζουν μόνο βασικό 
ρόλο ως καθαριστές των ROS, αλλά, επίσης, ρυθμίζουν την οξειδοαναγωγική 
κατάσταση των κυττάρων [914]. Κατά το οξειδωτικό στρες, τα αντιοξειδωτικά 
ένζυμα, όπως η SOD και η GPx, δαπανώνται και η ικανότητα της αντιοξειδωτικής 
τους δραστηριότητας μειώνεται [915]. 

Η βασική κυτταρική προστασία ενάντια στο οξύ στρες, μπορεί να παρέχεται 
από διάφορα ενδοκυτταρικά αντιοξειδωτικά, όπως η γλουταθειόνη, η α-τοκοφερόλη, 
το ασκορβικό οξύ, το β-καροτένιο κ.α., καθώς και αντιοξειδωτικά ένζυμα, που 
συμπεριλαμβάνουν τη δισμουτάση του υπεροξειδίου (SOD), την καταλάση και την 
υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPx). Αυτές οι κυτταρικές ενώσεις 
ελαττώνουν/εξαλείφουν το οξειδωτικό στρες, καθαρίζοντας τις δραστικές μορφές 
οξυγόνου, πριν καταστρέψουν ζωτικά κυτταρικά συστατικά και επομένως, μπορούν 
να θεωρηθούν ως τμήμα της πρώτης γραμμής άμυνας ενάντια στο εξωτερικό στρες. 
Συχνά, εξαιτίας της ανεπάρκειας των ενδοκυτταρικών αντιοξειδωτικών ή λόγω της 
παρουσίας αυξημένου οξειδωτικού στρες, οι ενεργές μορφές οξυγόνου μπορεί να 
φθάσουν τους στόχους τους, που περιλαμβάνουν τα νουκλεϊκά οξέα, τις πρωτεΐνες 
και τα λιπίδια. Αυτό οδηγεί στην καταστροφή των κυτταρικών συστατικών, 
προκαλώντας θραύσεις στις αλυσίδες του DNA, την πρωτεϊνική αποικοδόμηση και τη 
λιπιδική υπεροξείδωση [770]. 

Όπως είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία, η δοξορουβικίνη προκαλεί 
οξειδωτικό στρες στα κύτταρα [578, 916] και η πιθανότερη αιτία του φαινομένου 
αυτού είναι η αυξημένη παραγωγή των ενεργών μορφών οξυγόνου (ROS) [577] και 
αζώτου (RNS) [642]. Για το λόγο αυτό, στην πορεία της μελέτης μας, 
προσδιορίστηκε η δραστηριότητα των αντιοξειδωτικών ενζύμων SOD και GPx μετά 
από χορήγηση διαφόρων δόσεων του φαρμάκου στις δύο κυτταρικές σειρές (F1/F1 
και Tg/Tg κύτταρα) για χρονικό διάστημα των 24 και 48 ωρών.  

Η δισμουτάση του υπεροξειδίου (SOD) είναι ένα από τα πιο σημαντικά 
αντιοξειδωτικά ένζυμα και καταλύει την αναγωγή του ανιόντος του υπεροξειδίου σε 
υπεροξείδιο του υδρογόνου και σε μοριακό οξυγόνο. Συμπερασματικά, από τα 
αποτελέσματα μας, προέκυψε ότι η δοξορουβικίνη προκαλεί στα κύτταρα τόσο δόσο-
εξαρτώμενη όσο και χρόνο-εξαρτώμενη μείωση των ποσοστών δραστηριότητας του 
αντιοξειδωτικού ενζύμου, SOD. Η διαφορά στη δραστηριότητα της SOD ανάμεσα 
στις δύο κυτταρικές σειρές είναι εμφανής σε όλες τις συγκεντρώσεις δοξορουβικίνης, 
που χρησιμοποιήθηκαν, ενώ είναι ακόμη πιο έντονη στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις 
του φαρμάκου. Όπως παρατηρήθηκε, τα F1/F1 κύτταρα, με μη ανιχνεύσιμα ποσά της 
Hsp70, παρουσιάζουν μειωμένη δραστηριότητα της SOD σε σύγκριση με τα Tg/Tg 
κύτταρα για 24 και 48 ώρες (Εικόνες 3.67 και 3.68), προτείνοντας, επομένως, ότι η 
παρουσία της Hsp70 στα Tg/Tg κύτταρα προσδίδει σε αυτά μεγαλύτερη 
ανθεκτικότητα στo οξειδωτικό στρες, που προκαλείται από τη δοξορουβικίνη. 

Στη συνέχεια, υπολογίσθηκε και η δραστηριότητα ενός άλλου 
αντιοξειδωτικού ενζύμου, της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης (GPx), μετά από τη 
χορήγηση δοξορουβικίνης. Η οικογένεια των ενζύμων της υπεροξειδάσης της 
γλουταθειόνης (GPx) διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην προστασία των 
οργανισμών από την οξειδωτική βλάβη και μετατρέπουν την ανηγμένη γλουταθειόνη 
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(GSH) σε οξειδωμένη γλουταθειόνη (GSSG), ανάγοντας παράλληλα τα 
υδροϋπεροξείδια των λιπιδίων προς τις αντίστοιχες αλκοόλες ή το ελεύθερο 
υπεροξείδιο του υδρογόνου σε νερό. Όπως παρατηρήθηκε, η δραστηριότητα του 
ενζύμου φαίνεται να μειώνεται σταδιακά με αντίστοιχη αύξηση της συγκέντρωσης 
του φαρμάκου και του χρόνου επώασης με αυτό, όπως παρατηρήθηκε και για τη 
SOD. Στα κύτταρα εμφανίστηκε, λοιπόν, δόσο-εξαρτώμενη και χρόνο-εξαρτώμενη 
μείωση της δραστηριότητας της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης (GPx), λόγω της 
δράσης της δοξορουβικίνης. Συγκεντρωτικά, φάνηκε η αυξημένη δραστηριότητα του 
ενζύμου στα Tg/Tg κύτταρα σε σύγκριση με τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα, τα οποία 
παρουσίασαν μεγαλύτερα ποσοστά μείωσης της δραστηριότητας της GPx τόσο για 24 
όσο και για 48 ώρες επώασης με το φάρμακο (Εικόνες 3.75 και 3.76). Επομένως, 
εξάγεται το συμπέρασμα και με τη μέθοδο αυτή, ότι η παρουσία της Hsp70 στα 
Tg/Tg κύτταρα προσδίδει σε αυτά μεγαλύτερη ανθεκτικότητα στo οξειδωτικό στρες, 
που προκαλείται από τη δοξορουβικίνη. 

Επομένως, φάνηκε ότι η δοξορουβικίνη μειώνει στα πρωτογενή εμβρυικά 
κύτταρα τα επίπεδα της δραστηριότητας τουλάχιστον δύο εκ των σημαντικών 
ενδογενών αντιοξειδωτικών ενζύμων (SOD και GPx), που είναι υπεύθυνα για τον 
καθαρισμό των ριζών υπεροξειδίου. Το φάρμακο μπορεί να προκαλεί υπερβολική 
κατανάλωση, μειωμένη παραγωγή ή χημική απενεργοποίηση των ενζύμων αυτών 
[639, 878]. Εάν τα αποθέματα αντιοξειδωτικών διαταραχθούν, τα κύτταρα δεν 
μπορούν να απομακρύνουν τις ROS [868] και δεν επιτυγχάνεται η προστασία τους 
ενάντια στο οξειδωτικό στρες [917]. Τα αποτελέσματα μας αυτά συμφωνούν με 
προηγούμενες μελέτες από τη βιβλιογραφία, όπου δείχθηκε ότι η επώαση με 
δοξορουβικίνη μειώνει τη δραστηριότητα της SOD και της GPx (όπως και της 
καταλάσης CAT) σε H9c2 κύτταρα [865] και σε A549 κύτταρα [868]. Σημαντική 
μείωση στη δραστηριότητα αυτών των αντιοξειδωτικών ενζύμων παρατηρήθηκε μετά 
από χορήγηση διαφόρων συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης και σε ζύμη Candida utilis. 
[867]. Αντίστοιχα αποτελέσματα προέκυψαν και από μελέτες σε επίπεδο 
πειραματοζωών. Σύμφωνα με αυτά, τα επίπεδα και οι δραστηριότητες των 
αντιοξειδωτικών ενζύμων SOD και GPx μειώθηκαν σημαντικά σε καρδιακούς ιστούς 
ποντικιών μετά από χορήγηση δοξορουβικίνης, σε σύγκριση με ποντίκια, που δεν 
είχαν μεταχειριστεί με το φάρμακο [835, 918]. Παρόμοιες επιπτώσεις του φαρμάκου 
στα αντιοξειδωτικά ένζυμα παρατηρήθηκαν και σε άλλους ιστούς, όπως για 
παράδειγμα στο ήπαρ Wistar αρουραίων [919]. 

Όπως αποδείχτηκε στη δική μας μελέτη, από τη δραστηριότητα και των δύο 
αντιοξειδωτικών ενζύμων, τόσο της SOD όσο και της GPx, τα Tg/Tg κύτταρα, που 
υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Hsp70, είναι πιο ανθεκτικά και έχουν τη δυνατότητα να 
διατηρούν σε μεγαλύτερο βαθμό την αντιοξειδωτική τους ικανότητα ενάντια στην 
τοξική δράση της δοξορουβικίνης. 

Είναι γνωστή από τη βιβλιογραφία, η ικανότητα της Hsp70 να προσδίδει στα 
κύτταρα ανθεκτικότητα ενάντια στο οξειδωτικό στρες. Προηγούμενες μελέτες έχουν 
προτείνει την κυτταροπροστατευτική επίδραση της Hsp70 μετά από οξειδωτικό στρες 
[920], ενώ, επιπλέον, έχει δειχτεί ότι η Hsp70 μειώνει την κυτταρική βλάβη, που 
προκαλείται από το οξειδωτικό στρες σε κύτταρα νεφρού [921]. Η επαγωγή της 
έκφρασης της πρωτεΐνης Hsp70 έχει δειχτεί, βιβλιογραφικά, να αυξάνει σημαντικά 
τις δραστηριότητες των αντιοξειδωτικών ενζύμων SOD [922] και GPx [923, 924] στα 
κύτταρα. Επίσης, έχει προταθεί ότι η υπερέκφραση της Hsp72 σε σκελετικούς μύες 
διαγονιδιακών ποντικιών, προστατεύει τα κύτταρα από τη βλάβη, που επάγεται από 
τις ROS [925, 926]. 
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Οι μηχανισμοί, με τους οποίους η Hsp70 ενισχύει τη δραστηριότητα των 
αντιοξειδωτικών ενζύμων μετά από στρες, δεν έχει πλήρως αποσαφηνιστεί, αλλά 
θεωρείται ότι σχετίζεται με τη δράση της ως συνοδός. Η ρύθμιση της δραστηριότητας 
των αντιοξειδωτικών ενζύμων μπορεί να αποτελεί ένα δυνητικό κρίσιμο μηχανισμό, 
με τον οποίο διαμεσολαβείται η ενισχυμένη προστασία, που παρέχεται στα κύτταρα 
από την αυξημένη έκφραση της Hsp70. Αφού η κυτταρική οξειδοαναγωγική 
κατάσταση ρυθμίζει περαιτέρω τα μονοπάτια της απόπτωσης (που 
συμπεριλαμβάνουν και τα βήματα, που περιγράφηκαν παραπάνω), η ικανότητα της 
Hsp70 να ρυθμίζει το οξειδοαναγωγικό περιβάλλον του κυττάρου θα μπορούσε να 
αποδειχθεί ότι είναι ένα κεντρικό και ενοποιητικό γεγονός κατά την 
κυτταροπροστασία [923]. 

Τέλος, πραγματοποιήθηκε μελέτη σε κλινικό επίπεδο για τον ποσοτικό  
προσδιορισμό της πρωτεΐνης Hsp70. Έτσι, εξετάστηκε εάν η καρδιακή ανεπάρκεια 
προκαλεί αλλαγή της έκφρασης της επαγόμενης Hsp70 σε ορούς ασθενών. Σύμφωνα 
με τα αποτελέσματα μας, παρατηρήθηκε ότι η μέση τιμή της συγκέντρωσης της 
επαγόμενης Hsp70 από τους ορούς αίματος των ασθενών με πιστοποιημένη καρδιακή 
ανεπάρκεια, παρουσίασε σημαντική αύξηση σε σχέση με αυτή των υγιών ατόμων 
(Εικόνα 3.77). Επομένως, υποθέσαμε ότι η καρδιακή ανεπάρκεια επάγει την έκφραση 
της πρωτεΐνης Hsp70 στο αίμα των ασθενών. 

Τα αποτελέσματα μας αυτά συμφωνούν με προηγούμενες μελέτες, που έχουν 
δείξει ότι η πρωτεΐνη Hsp70 είναι σημαντικά αυξημένη σε ορούς ασθενών με χρόνια 
καρδιακή ανεπάρκεια σε σύγκριση με αυτούς υγιών ατόμων. Τα επίπεδα της Hsp70 
συσχετίστηκαν με τη σοβαρότητα της ασθένειας, καθώς ήταν πιο υψηλά στους 
ασθενείς με προχωρημένη καρδιακή ανεπάρκεια [830, 927]. Ακόμη, έχει δειχτεί ότι 
τα επίπεδα της Hsp70 σχετίζονται θετικά με την εξέλιξη της καρδιακής ανεπάρκειας 
[928]. Τα ίδια ευρήματα έχουν παρατηρηθεί και σε ένα μοντέλο ποντικιών (σε 
BALB/c ποντίκια), όπου η συγκέντρωση της πρωτεΐνης Hsp70 ήταν αυξημένη στο 
πλάσμα ποντικιών με καρδιακή ανεπάρκεια σε σχέση με τα ζώα ελέγχου [928]. 
Επίσης, έχει αναγνωριστεί και βιβλιογραφικά, ότι η Hsp70 είναι παρούσα στην 
περιφερική κυκλοφορία των υγιών ατόμων [929, 930], πράγμα το οποίο είναι σε 
συμφωνία και με τις δικές μας μετρήσεις. Τέλος, μια ερευνητική ομάδα απέδειξε ότι 
η Hsp70 συμμετέχει στην παθοφυσιολογική εξέλιξη της καρδιακής ανεπάρκειας και 
ανέφερε ότι η πρωτεΐνη θερμικού σοκ των 70 kDa μπορεί να χρησιμοποιηθεί και ως 
ένας κλινικός δείκτης για την πρώιμη διάγνωση [928], ενώ μία άλλη έρευνα επέκτεινε 
αυτήν τη μελέτη, προτείνοντας ότι τα αυξημένα επίπεδα της Hsp70 μπορεί να 
αποτελέσουν έναν ανεξάρτητο δείκτη πρόγνωσης της θνησιμότητας στους ασθενείς 
με καρδιακή ανεπάρκεια [931].  

Η αυξημένη έκφραση της Hsp70 μπορεί να αντιπροσωπεύει έναν έμφυτο 
προστατευτικό μηχανισμό στους ασθενείς με χρόνια καρδιακή ανεπάρκεια [928], που 
αναπτύχθηκε για την αποκατάσταση των φυσιολογικών συνθηκών [932]. Η Hsp70 
θεωρείται, παραδοσιακά, ως ένας ενδοκυτταρικός κυτταροπροστατευτικός συνοδός 
και τα επίπεδα της μπορούν να αυξηθούν αρκετές φορές σε απόκριση στο στρες 
[933], το οποίο μπορεί να είναι μόλυνση, υποξία, ισχαιμία και μειωμένη βράχυνση 
μυοκυττάρων, χαρακτηριστικά τα οποία παρατηρούνται στην καρδιά που 
παρουσιάζει ανεπάρκεια [932]. Αυξημένα επίπεδα της Hsp70 έχουν αναφερθεί, 
επίσης, σε ορούς ασθενών με περιφερική αγγειακή και νεφρική νόσο [934], 
στεφανιαία νόσο [935, 936], αιμολυτική αναιμία [937] και μετά από οξύ έμφραγμα 
του μυοκαρδίου [938, 939]. 

Ο λόγος, για τον οποίο ευρίσκεται η Hsp70 στον ορό, δεν έχει πλήρως 
διευκρινιστεί. Παρόλα αυτά, διάφορες θεωρίες έχουν προτείνει ως πηγή την 
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απελευθέρωση από ζωντανά κύτταρα, μέσω ενός μηχανισμού, που επάγεται από 
συγκεκριμένες κυτοκίνες [940], από ενδοθηλιακά κύτταρα [941], από το ίδιο το 
μυοκάρδιο [942] ή από νεκρωτικά κύτταρα του ιστού [943].  

Στη συνέχεια, αφού τα άτομα της μελέτης κατηγοριοποιήθηκαν ανάλογα με το 
φύλο, παρατηρήθηκε αύξηση της μέσης τιμής της συγκέντρωσης της Hsp70 και στα 
δύο φύλα, στους ασθενείς με καρδιακή ανεπάρκεια, σε σχέση με την ομάδα ελέγχου 
(control) για το κάθε φύλο. Επίσης, από τα αποτελέσματα μας (Εικόνα 3.78), 
συμπεραίνεται ότι υπάρχει διαφορά στην ποσότητα της Hsp70 ανάμεσα στα δύο 
φύλα, αφού τα αρσενικά άτομα φαίνεται να έχουν αυξημένα ποσά της πρωτεΐνης 
στον ορό τους, και η συγκέντρωση της Hsp70 στο αίμα αυξάνεται σημαντικά μετά 
από καρδιακή ανεπάρκεια, με την αύξηση αυτή να εμφανίζεται αισθητά μεγαλύτερη 
στους άνδρες σε σύγκριση με τις γυναίκες. 

Τα βιβλιογραφικά δεδομένα όσον αφορά τη σύγκριση ανάμεσα στα δύο φύλα 
ως προς τα επίπεδα της Hsp70 στον ορό αίματος είναι περιορισμένα και αρκετά 
αντιφατικά. Έτσι, σε προηγούμενες μελέτες έχει αναφερθεί ότι τα ποσά της Hsp70 
είναι λίγο πιο αυξημένα στα αρσενικά άτομα σε σχέση με τα θηλυκά (χωρίς τα 
αποτελέσματα να είναι στατιστικά σημαντικά) [944], ενώ σε άλλες μελέτες δεν 
παρατηρήθηκαν διαφορές στα επίπεδα της πρωτεΐνης ανάμεσα στα δύο φύλα [936, 
945]. Άλλες έρευνες έχουν αναφέρει ότι τα επίπεδα της Hsp70 στις καρδιές 
αρουραίων είναι πιο αυξημένα στα αρσενικά άτομα σε σύγκριση με τα θηλυκά μετά 
από στρες, όπως η έντονη άσκηση [946] ή η υπερθερμία [947]. Μια ενδιαφέρουσα 
παρατήρηση, που θα μπορούσε ως ένα βαθμό να συσχετιστεί και με την Hsp70, ήταν 
ότι η απόπτωση των καρδιομυοκυττάρων ήταν πολύ υψηλότερη στους άνδρες σε 
σχέση με τις γυναίκες σε φυσιολογικές ανθρώπινες καρδιές [948]. 

Κατόπιν ταξινόμησης των ατόμων της μελέτης με βάση την ηλικία τους, 
παρατηρήθηκε ότι η μέση τιμή της ποσότητας της επαγόμενης Hsp70 είναι 
μεγαλύτερη στους ορούς των ασθενών κάτω των 70 ετών σε σύγκριση με αυτή των 
ασθενών, που είναι πάνω από 70 ετών (Εικόνα 3.79). Επομένως, προκύπτει ότι, 
πιθανώς, οι νεότεροι ασθενείς έχουν τη δυνατότητα να επάγουν σε μεγαλύτερα ποσά 
την πρωτεΐνη Hsp70 στον ορό του αίματος τους, λόγω της ανάπτυξης της καρδιακής 
ανεπάρκειας, σε σύγκριση με τους πιο ηλικιωμένους ασθενείς. 

Σε προηγούμενες μελέτες έχει διαφανεί ότι τα επίπεδα της πρωτεΐνης Hsp70 
σχετίζονται με την ηλικία και τη γήρανση. Η ποσότητα της Hsp70 εμφάνισε σαφή 
μείωση στον ορό αίματος των μεγαλύτερων σε ηλικία ατόμων [949]. Επίσης, έχει 
δειχτεί ότι η συγκέντρωση της Hsp70 στον ορό μειώνεται με την ηλικία, 
προσθέτοντας περαιτέρω αποδεικτικά στοιχεία στη θεωρία ότι η ικανότητα 
παραγωγής Hsp70 μειώνεται με τη γήρανση [945]. Μία σχετική με την ηλικία μείωση 
όλων των κύριων Hsps (όπως και της Hsp70) έχει παρατηρηθεί στον ορό και τα 
κύτταρα του περιφερικού αίματος στον άνθρωπο [945, 950-953], ενώ το περιεχόμενο 
σε Hsp72 μειώνεται με την ηλικία και στους σκελετικούς μύες [954, 955].   

Στη συνέχεια της μελέτης μας, μετά την ταξινόμηση των ασθενών με βάση 
κλινικά χαρακτηριστικά της καρδιακής ανεπάρκειας (με μορφή αριστερής καρδιακής 
ανεπάρκειας), που είχαν αναπτύξει, παρατηρήθηκε ότι η συγκέντρωση της Hsp70 από 
τους ορούς των ασθενών με συστολική καρδιακή ανεπάρκεια ήταν πιο αυξημένη σε 
σχέση με την τιμή της ποσότητας της πρωτεΐνης από τους, ορούς, που συλλέχθηκαν 
από τους ασθενείς με διαστολική καρδιακή ανεπάρκεια (Εικόνα 3.80). Έτσι, φαίνεται 
ότι ο τύπος της καρδιακής ανεπάρκειας μπορεί να επηρεάζει την ποσότητα της 
επαγόμενης Hsp70 στον ορό του αίματος των ασθενών. 

Τέλος, από τη σύγκριση των ασθενών με βάση το αίτιο της καρδιακής 
ανεπάρκειας, παρατηρήθηκε ότι η ποσότητα της επαγόμενης Hsp70 στους ορούς των 
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ασθενών δεν φαίνεται να επηρεάζεται από την αιτία πρόκλησης της καρδιακής 
ανεπάρκειας. Οι δύο ομάδες, που σχηματίστηκαν, ήτοι οι ασθενείς με καρδιακή 
ανεπάρκεια ισχαιμικής αιτιολογίας και οι ασθενείς με καρδιακή ανεπάρκεια μη 
ισχαιμικής αιτιολογίας, δεν εμφάνισαν ιδιαίτερες διαφορές μεταξύ τους ως προς τη 
συγκέντρωση της επαγόμενης Hsp70 στον ορό τους (Εικόνα 3.81). 

Δεν υπάρχουν στη βιβλιογραφία πολλά ερευνητικά δεδομένα, που να 
συγκρίνουν την ποσότητα της Hsp70 στον ορό των ασθενών με βάση τα κλινικά 
χαρακτηριστικά της καρδιακής ανεπάρκειας. Αυξημένα επίπεδα της Hsp70 του ορού 
έχουν συσχετιστεί με επικράτηση διατατικής και ισχαιμικής μυοκαρδιοπάθειας [830]. 
Σε μία μελέτη αποδείχθηκε ότι η συγκέντρωση της Hsp70 σε ορό ασθενών με 
διαφορετικές μορφές καρδιακής ανεπάρκειας ήταν σημαντικά αυξημένη σε όλες τις 
κατηγορίες σε σύγκριση με τα υγιή άτομα. Οι ασθενείς αυτοί είχαν διαχωριστεί με 
βάση τη μορφή καρδιακής ανεπάρκειας, που έφεραν, σε ασθενείς με αρρυθμιογόνο 
μυοκαρδιοπάθεια της δεξιάς κοιλίας, με διατατική μυοκαρδιοπάθεια και με ισχαιμική 
μυοκαρδιοπάθεια. Τα επίπεδα της Hsp70 στον ορό των ασθενών αυτών δεν είχαν 
στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ τους σε όλες τις κατηγορίες καρδιακής 
ανεπάρκειας, πράγμα το οποίο είναι παραπλήσιο με τα δικά μας αποτελέσματα. Οι 
ίδιοι ερευνητές πρότειναν ότι το κατεστραμμένο μυοκάρδιο ήταν η κύρια πηγή των 
αυξημένων επιπέδων της Hsp70 στην κυκλοφορία του αίματος, καθώς οι ασθενείς 
όλων των κατηγοριών εμφάνισαν βλάβη στο μυοκάρδιο [956].   

Τα αποτελέσματα μας αυτά ως προς την έκφραση της Hsp70 στους ορούς 
αίματος ασθενών με καρδιακή ανεπάρκεια παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον και θα 
πρέπει να επαληθευτούν και σε μεγαλύτερο δείγμα ασθενών. Επίσης, θα ήταν 
σημαντικό να συσχετιστούν τα αυξημένα επίπεδα της Hsp70 με τη σοβαρότητα της 
καρδιακής ανεπάρκειας και την επιβίωση. 
 

Συμπερασματικά, σε αυτό το μοντέλο της επαγόμενης από δοξορουβικίνη 
καρδιακής ανεπάρκειας σε Hsp70-διαγονιδιακά ποντίκια, η Hsp70 φαίνεται να 
παρέχει προστασία ενάντια στη μυοκαρδιακή βλάβη, που προκαλείται από το 
φάρμακο, μέσω μιας μείωσης στην εξαρτώμενη από την ενεργοποίηση της p53 
απόπτωσης. Ανάλογη προστατευτική επίδραση προσέδωσε η πρωτεΐνη Hsp70 και 
στα πρωτογενή εμβρυικά κύτταρα, που προέρχονται από τα διαγονιδιακά ποντίκια, τα 
οποία υπερεκφράζουν την Hsp70, ενάντια στην τοξικότητα της δοξορουβικίνης, μέσω 
ρύθμισης του ίδιου σημείου του αποπτωτικού μονοπατιού. Επίσης, αποδείχθηκε και η 
αυξημένη ανθεκτικότητα, που παρέχεται από την Hsp70, στα κύτταρα ενάντια στο 
οξειδωτικό στρες, που προκαλείται από το φάρμακο.  Μελλοντικά, θα πρέπει, να 
επιβεβαιωθεί το σημείο δράσης της Hsp70 στον έλεγχο της απόπτωσης, εάν γίνεται 
εντός ή εκτός του πυρηνικού χώρου, μελετώντας εάν η p53 εξέρχεται από τον πυρήνα 
ή παραμένει εκεί, και ο μηχανισμός της αναστολής της ενεργοποίησης της p53.  

Επιπλέον, απαιτείται περαιτέρω έρευνα για το εάν η Hsp70 θα μπορούσε να 
χρησιμεύσει ως ένας πιθανός θεραπευτικός στόχος ενάντια στην επαγόμενη από τη 
δοξορουβικίνη καρδιοτοξικότητα, και ειδικότερα ως μια θεραπευτική στρατηγική για 
τη μείωση των παρενεργειών της χημειοθεραπείας, που επισκιάζουν την επιτυχημένη 
επί χρόνων χορήγηση του φαρμάκου στη θεραπεία διαφόρων τύπων καρκίνου, χωρίς 
να επηρεάζεται η θεραπευτική της αποτελεσματικότητα. Απαιτείται, ακόμη, 
περαιτέρω διερεύνηση και άλλων μηχανισμών, που μπορεί να εμπλέκονται σε αυτή 
την προστατευτική επίδραση της Hsp70 στην επαγόμενη από δοξορουβικίνη 
καρδιακή δυσλειτουργία. Μια άμεση επίδραση της Hsp70 στη φλεγμονώδη απόκριση 
και/ή το οξειδωτικό στρες, καθώς και σε άλλα μονοπάτια, μέσω των οποίων η Hsp70 
μπορεί να αναστέλλει την απόπτωση, δεν θα πρέπει να αποκλειστεί. Λαμβάνοντας 
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υπόψη τις αντι-αποπτωτικές ιδιότητες της Hsp70, ο ρόλος της σε άλλους τύπους 
καρδιακής ανεπάρκειας, θα πρέπει, επίσης, να εξεταστεί. Η ανάπτυξη νέων 
θεραπευτικών στρατηγικών, που θα περιλαμβάνουν τόσο φαρμακολογικές 
παρεμβάσεις όσο και τεχνικές μεταφοράς γονιδίων, με σκοπό την επαγωγή ή τη 
μεταφορά του hsp70 γονιδίου με ασφάλεια και αποτελεσματικότητα στα κύτταρα της 
καρδιάς, θα αποτελούσε μια σημαντική πρόκληση για τον μέλλον. 
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Η HSP70 αποτελεί έναν από τους δημοφιλέστερους μοριακούς συνοδούς, ενώ 
ταυτόχρονα είναι η πιο σημαντική πρωτεΐνη θερμικού σοκ, η οποία επάγεται στα 
κύτταρα μετά από έκθεσή τους σε διάφορα φυσικά ή χημικά περιβαλλοντικά 
ερεθίσματα. Διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην επιβίωση του κυττάρου, δεδομένου 
ότι εμπλέκεται άμεσα ή έμμεσα σε πολλά βασικά κυτταρικά μονοπάτια.  

Στην παρούσα εργασία, διερευνήθηκε η προστατευτική επίδραση της 
πρωτεΐνης Hsp70 στην καρδιακή δυσλειτουργία, που επάγεται από τη δοξορουβικίνη 
(DOX), ένα σημαντικό αντικαρκινικό φάρμακο που αποτελεί ένα δυνητικό 
παράγοντα πρόκλησης καρδιακής ανεπάρκειας , καθώς και οι μηχανισμοί δράσης της, 
σε αγρίου τύπου ποντίκια (F1/F1) και διαγονιδιακά ποντίκια (Tg/Tg), που 
υπερεκφράζουν την ανθρώπινη Hsp70. Και οι δύο τύποι πειραματοζώων 
υπεβλήθησαν σε χρόνια χορήγηση δοξορουβικίνης και η εκτίμηση της καρδιακής 
λειτουργίας in vivo με διαθωρακική ηχοκαρδιογραφία έδειξε πως η μείωση της 
συστολικής λειτουργίας της αριστερής κοιλίας, που παρατηρήθηκε μετά από τη 
χορήγηση του φαρμάκου, ήταν χαμηλότερη στα Tg/Tg ποντίκια (p<0.05). Έτσι, η 
ανάλυση των καρδιακών δεικτών έδειξε ότι η υπερέκφραση της Hsp70 συνεισέφερε 
στην προστασία του μυοκαρδίου  των πειραματοζώων, ενάντια στη δοξορουβικίνη.  

Στη συνέχεια, μελετήθηκε ο μηχανισμός, με τoν οποίo προκαλείται η 
καρδιακή ανεπάρκεια και οι πιθανοί δρόμοι ανάσχεσής της από την Hsp70. Σε 
πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από το μυοκάρδιο των ίδιων ποντικιών με επαγόμενη από 
δοξορουβικίνη καρδιακή ανεπάρκεια, παρατηρήθηκε η επαγωγή της αποπτωτικής 
διαδικασίας, μέσω της ενεργοποίησης του καταρράκτη των κασπασών. Τα 
αποτελέσματα μας  έδειξαν  ότι η υπερέκφραση της Hsp70 στα διαγονιδιακά Tg/Tg 
ποντίκια, η οποία δεν επάγεται στον καρδιακό ιστό σε μεγαλύτερο βαθμό από το 
φάρμακο, παρέχει προστασία ενάντια στη βλάβη του μυοκαρδίου μέσω 
παρεμπόδισης της ενεργοποίησης της p53 από την Hsp70, αναστέλλοντας, επομένως, 
τον επακόλουθο αποπτωτικό μηχανισμό. 

Σε κυτταρικό επίπεδο, μελετήθηκαν, επίσης, η τοξική επίδραση της 
δοξορουβικίνης και ο προστατευτικός ρόλος της Hsp70 ενάντια στο φάρμακο σε 
πρωτογενείς κυτταρικές καλλιέργειες, που απομονώθηκαν από τα ίδια πειραματόζωα.  
Στις δύο κυτταρικές σειρές (F1/F1 και Tg/Tg), που εκτέθηκαν σε διάφορες 
συγκεντρώσεις και χρόνους επώασης με δοξορουβικίνη, αποδείχτηκε η δοσο- και 
χρόνο-εξαρτώμενη τοξική επίδραση του φαρμάκου στα κύτταρα σε όλες τις 
πειραματικές διαδικασίες, που διενεργήθηκαν. 
 Η βιοχημική μελέτη του αποπτωτικού μονοπατιού, που επάγεται από τη 
δοξορουβικίνη στις πρωτογενείς εμβρυϊκές κυτταρικές σειρές, αποκάλυψε ότι η 
μεταχείριση των κυττάρων με το φάρμακο δεν επάγει περαιτέρω την Hsp70, ενώ 
ενεργοποιεί την p53, η οποία, στη συνέχεια, προωθεί το μιτοχονδριακό αποπτωτικό 
μονοπάτι και τον καταρράκτη των κασπασών. Πιο συγκεκριμένα, η p53 φαίνεται να 
ενεργοποιεί τις Bax, κασπάση-9 και κασπάση-3, ενώ η ενεργοποίηση της PARP-1 
αποκαλύπτει την επαγόμενη από DOX βλάβη του DNA. Το αποπτωτικό αυτό 
μονοπάτι φαίνεται να αναστέλλεται από την αυξημένη έκφραση της Hsp70 στα Tg/Tg 
κύτταρα. Συνεπώς, συμπεραίνεται ότι η Hsp70 μπορεί να αποτρέπει την προώθηση 
της απόπτωσης, που προκαλείται από τη δοξορουβικίνη, δρώντας σε ένα σημείο 
ανοδικά της ενεργοποίησης της p53.  
  Η προστατευτική επίδραση της πρωτεΐνης Hsp70 αποδείχθηκε και με την 
εκτίμηση της δραστηριότητας των αντιοξειδωτικών ενζύμων, SOD και GPx. Η 
δοξορουβικίνη φαίνεται να προκαλεί δοσο- και χρόνο-εξαρτώμενη μείωση στα 
επίπεδα της δραστηριότητας τουλάχιστον δύο εκ των σημαντικών ενδογενών 
αντιοξειδωτικών ενζύμων (SOD και GPx) στα πρωτογενή εμβρυικά κύτταρα. Ήταν 
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εμφανής η αυξημένη δραστηριότητα των ενζύμων αυτών στα Tg/Tg σε σύγκριση με 
τα φυσιολογικά F1/F1 κύτταρα, προτείνοντας ότι η παρουσία της Hsp70 στα Tg/Tg 
κύτταρα προσδίδει σε αυτά μεγαλύτερη ανθεκτικότητα στo οξειδωτικό στρες, που 
προκαλείται από τη δοξορουβικίνη. 

Τέλος, σε κλινικό επίπεδο, προσδιορίστηκαν ποσοτικά τα επίπεδα έκφρασης 
της επαγόμενης Hsp70 σε ορούς ασθενών με καρδιακή ανεπάρκεια. Από τα 
αποτελέσματα μας προέκυψε ότι στην καρδιακή ανεπάρκεια φαίνεται να αυξάνεται η 
συγκέντρωση της Hsp70 στους ορούς αίματος των ασθενών σε σχέση με αυτή των 
υγιών ατόμων. Η αυξημένη έκφραση της Hsp70 στους ορούς ασθενών με καρδιακή 
ανεπάρκεια φαίνεται να συσχετίζεται με διάφορες παραμέτρους, όπως το φύλο, την 
ηλικία και τον τύπο της καρδιακής ανεπάρκειας. Η συγκέντρωση της Hsp70 στον ορό 
είναι αυξημένη στους άνδρες σε σύγκριση με τις γυναίκες, παρατηρούνται αυξημένα 
επίπεδα της πρωτεΐνης στους νεότερους ασθενείς, ενώ η συγκέντρωση της Hsp70 
είναι μεγαλύτερη στους ασθενείς με συστολική καρδιακή ανεπάρκεια σε σχέση με 
αυτούς με διαστολική καρδιακή ανεπάρκεια. Αντίθετα, η αιτιολογία της καρδιακής 
ανεπάρκειας, είτε ισχαιμική είτε μη ισχαιμική, δεν φάνηκε να επηρεάζει τα επίπεδα 
της Hsp70 στον ορό του αίματος των ασθενών. 

Συμπερασματικά, στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η πιθανή σύνδεση της 
πρωτεΐνης Hsp70 με την καρδιακή ανεπάρκεια, ενώ ταυτόχρονα ήλθαν στο φως νέα 
στοιχεία σχετικά με τον πιθανό μηχανισμό δράσης της. 
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HSP70 is one of the most popular, well studied molecular chaperones and the 
most important heat shock protein, whose expression is induced in the cells after 
exposure to various physical or chemical environmental stimuli. It plays an important 
role in cell survival, as it participates directly or indirectly in several key cellular 
pathways.  

In the present study, it was investigated the potential protective effect of the 
Hsp70 protein in the cardiac dysfunction induced by doxorubicin (DOX), an 
important anti-cancer drug that is a potential heart failure inducer, as well as the 
mechanisms of its action, in wild-type mice (F1/F1) and Hsp70-transgenic mice 
(Tg/Tg) overexpressing human HSP70. Both types of our experimental animals were 
subjected to chronic DOX administration and the in vivo cardiac function assessment 
by transthoracic echocardiography showed that the reduction in left ventricular 
systolic function observed after DOX administration was lower in Tg/Tg mice 
(p<0.05). Thus, the analysis of the cardiac markers indicated that overexpression of 
Hsp70 contributed to the protection of the myocardium of the experimental animals 
against doxorubicin.  

Then, the heart failure induced mechanism and the possible paths of the 
inhibitory action of Hsp70 were studied. In myocardial protein extracts from identical 
mice with DOX-induced heart failure, the induction of the apoptotic process and the 
activation of the caspase cascade were observed. Our results indicated that in Tg/Tg 
transgenic mice the overexpression of Hsp70, which is not induced in the heart tissue 
to a greater extent by the drug, provides protection from myocardial damage via an 
Hsp70-block in p53 activation, thus reducing the subsequent apoptotic mechanism. 

Next, at a cellular level, the toxic effects of doxorubicin and the protective role 
of Hsp70 against doxorubicin were studied in primary cell cultures isolated from 
embryos of these mice. Both cell lines (F1/F1 and Tg/Tg cells) were exposed to 
various concentrations and incubation times with doxorubicin and the dose- and time-
dependent toxicity of the drug to the cells was demonstrated with all experimental 
procedures that were performed. 

The biochemical characterization of the doxorubicin-induced apoptotic 
pathway in primary embryonic cell lines revealed that treatment of cells with the drug 
did not further induce Hsp70, but activated p53, which then promotes the 
mitochondrial apoptotic signals and the caspase cascade. Specifically, p53 activates 
Bax, caspase-9 and caspase-3, while the activation of PARP-1 reveals the DOX-
induced DNA damage. This apoptotic pathway appeared to be inhibited by the high 
expression of human Hsp70 in the primary embryonic Tg/Tg cells. Consequently, it 
can be concluded that Hsp70 may prevent the promotion of apoptosis induced by 
doxorubicin, acting at a site upstream of p53 activation. 

The protective effect of Hsp70 was demonstrated, also, with determination of 
the activity of the antioxidant enzymes, SOD and GPx. Doxorubicin administration 
appeared to result in a dose-and time-dependent decrease in activity of at least two of 
the major endogenous antioxidant enzymes (SOD and GPx) in primary embryonic 
cells. The increased activity of these enzymes in Tg/Tg cells compared to that of the 
control F1/F1 cells was obvious, suggesting that the presence of Hsp70 in Tg/Tg cells 
renders them more resistant to doxorubicin-induced oxidative stress. 

Finally, at clinical level, the expression levels of the inducible Hsp70 were 
quantified in serum from patients with heart failure. Our results showed that in heart 
failure the concentration of Hsp70 appeared to be increased in blood sera of patients 
compared to that of healthy individuals. The enhanced expression of Hsp70 in serum 
of patients with heart failure seems to be associated with various features, such as 
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gender, age and the type of heart failure. The amount of Hsp70 in serum was 
increased in men compared to women, elevated levels of the protein were observed in 
younger patients, and the concentration of Hsp70 was higher in patients with systolic 
heart failure compared to them with diastolic heart failure. In contrast, the etiology of 
heart failure, either ischemic or non-ischemic, did not appear to affect the levels of 
Hsp70 in blood serum of patients. 

Overall, in the present study was examined the potential association between 
the Hsp70 protein and the heart failure and new evidence came to light concerning the 
possible mechanism of its action. 
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11q23.3-q25 Genetic area 23.3 to 25 of the large arm of chromosome 11 

14-3-3 Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase 
activation protein 

14q24.1 Genetic area 24.1 of the large arm of chromosome 14 

18S rRNA 18S ribosomal RNA 

1cen-qter Genetic area of the large arm of chromosome 1 

5q31.1 Genetic area 31.1 of the large arm of chromosome 5 

6p21.3 Genetic area 21.3 of the short arm of chromosome 6 

9q33-q34.1 Genetic area 33 to 34.1 of the large arm of chromosome 9 

A Alanine 

A1 Bcl-2-related protein A1 

A2 Phospholipase A2 (PLA2s)  

A23187 Calcium ionophore 

A549 Adenocarcinomic human alveolar epithelial cells 

AAA+ ATPases Associated with diverse cellular Activities 

ACE Angiotensin-converting enzyme 

ADP Adenosine diphosphate 

ADR Adriamycin 

AIDS Acquired immune deficiency syndrome 

AIF Apoptosis Inducing Factor 

Akt Serine/threonine-specific protein kinase, Protein kinase B (PKB) 

AMP Adenosine monophosphate 

Ann Annexin V 

ANOVA Analysis of variance 

ANT Adenine Nucleotide Translocator 

ANTs Anthracyclines (anthracycline antibiotics) 

Apaf-1 Apoptotic protease activating factor 1 

Ape1 Apurinic/apyrimidinic (AP) endonuclease 1 
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Apo2L Apoptosis-inducing ligand 2 

Apo3L Apoptosis-inducing ligand 3 

APS Ammonium persulfate 

ARC Apoptosis repressor with caspase recruitment (CARD) domain 

Ask-1 (ASK1) Apoptosis signal-regulating kinase -1 

Asp Aspartic acid 

Asp315 Aspartic acid 315 

Asp353 Aspartic acid 353 

ATCC American Type Culture Collection 

ATM Ataxia telangiectasia mutated (protein) 

ATP  Adenosine triphosphate 

ATPase Adenylpyrophosphatase 

AWTd Anterior wall thickness at end-diastole 

Bad Bcl-2-associated death promoter 

BAECs Bovine aortic endothelial cells 

BAG Bcl-2-associated athanogene 

BAG-1 Bcl2 athanogene protein 1 

Bak Bcl-2 homologous antagonist/killer 

BALB/c Inbred strain of mice 

Bax Bcl-2-associated X protein 

Baxα (Bax-1) Bax isoform α 

Baxβ Bax isoform β 

Bcl-10 B-cell lymphoma/ leukemia 10 

Bcl-2 (Bcl2) B-cell lymphoma 2 

Bcl-w Bcl-2 like protein 2 

Bcl-x Bcl-2 like protein 1 

Bcl-XL B-cell lymphoma-extra large 
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Bcl-XS Bcl-2 related protein, short isoform 

BER Base excision repair 

BH1 Bcl-2 Homology 1 domain 

BH2 Bcl-2 Homology 2 domain 

BH3 Bcl-2 Homology 3 domain 

BH3-only Containing only a single BH3-domain 

BH4 Bcl-2 Homology 4 domain 

Bid BH3 interacting-domain death agonist 

Bik Bcl-2-interacting killer 

Bim Bcl-2-like protein 11 

BiP Immunoglobulin binding protein 

Blk Bik-like killer protein 

Bmf Bcl-2-modifying factor 

BMSCs Bone marrow-derived mesenchymal stem cells 

BNIP3 Bcl-2/adenovirus E1B 19 kda-interacting protein 3 

BNP Brain natriuretic peptide 

Bok Bcl-2 related ovarian killer 

bp  Base pairs 

BRL Buffalo rat liver cells 

BSA Bovine serum albumin 

C  Control 

C Cysteine 

C. elegans Caenorhabditis elegans 

C2C12 Murine skeletal muscle cells (myoblasts) 

Ca Calcium 

Caax Motif with cysteine followed by two aliphatic amino acids and a 
terminal “X” residue 

CaCl2 Calcium chloride 
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CAD Caspase Activated deoxyribonuclease (DNase) 

CARD Caspase activation and recruitment domain 

Caspases Cysteine-dependent aspartate-specific proteases 

CAT Catalase 

c-cpn Cytosol chaperonin 

CCT Chaperonin containing T-complex polypeptide 1 

Cdc37 Cell division cycle protein 37 

ced-3 Caenorhabditis elegans death protein-3 

CHIP Carboxyl terminus of Hsp70-interacting protein 

CHO Aldehyde group 

C-IAP1 Cellular inhibitor of apoptosis protein 1 

C-IAP2 Cellular inhibitor of apoptosis protein 2 

Clp Coactosin like protein A 

ClpA Coactosin like protein A 

ClpB Coactosin like protein B 

ClpP Clp protease 

cm centimetres 

c-Myc Avian myelocytomatosis virus oncogene cellular homolog 

CO2 Carbon dioxide 

-COOH Carboxyl  / C-terminus 

COX-2 Cyclooxygenase-2 

cpn10 10 kDa chaperonin 

cpn60 60 kDa chaperonin 

CR domain Cysteine Rich domain 

CRT Cardiac Resynchronization Therapy 

CTA Carboxyl terminus of the Saccharomyces heat shock protein 
family 

CTL Cytotoxic T lymphocytes 
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Cu Copper 

D Aspartic acid 

Da Daltons 

dATP Deoxyadenosine triphosphate 

DAXX (Daxx) Fas death domain-associated protein 

ddH2O Double distilled water 

DDs  Death domains 

DEDs  Death Effector Domains 

DISC Death-Inducing Signaling Complex 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DNA Deoxyribonucleic acid 

DnaJ Bacterial homologue of Ηsp40 

DnaK Bacterial Ηsp70 

DNA-PK DNA-activated protein kinase 

DNR Daunorubicin (Daunomycin) 

DNTP (dNTP) Deoxyrinonucleotide triphosphate 

DOX (Dox) Doxorubicin 

DR3 Death receptor 3 

DR4 Death receptor 4 

DR5 Death receptor 5 

E Glutamic acid 

E. coli Escherichia coli 

E3 E3 ubiquitin ligases 

ECG Electrocardiography 

ECL Enhanced chemiluminescence 

ECM Extracellular matrix 
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EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

EGFP    Enhanced green fluorescent protein 

eHsp70 Extracellular Hsp70 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

EndoG Endonuclease G 

eNOS endothelial nitric oxide synthase 

ER Endoplasmic reticulum 

ERK Extracellular signal-regulated kinase 

ERK1/2 Extracellular signal-regulated kinase 1/2 

F Phenylalanine 

F1/F1 Wild type mice (cells) 

F1/Tg Heterozygous mice 

FACS Fluorescence-activated cell sorting (scanning) 

FADD Fas-Associated protein with Death Domain 

FAK Focal Adhesion Kinase 

Fas (Apo-1/CD95) Stress receptor of the TNF family (also known as CD95) 

FasL Fas ligand 

FasR Fas receptor 

FBS Foetal bovine serum 

FCS Foetal Calf Serum 

Fe Iron (ferrum) 

Fe2+ Ferrous ion 

Fe3+  Ferric ion 

FITC Fluorescein isothiocyanate 

FKHRL1 Forkhead in rhabdomyosarcoma transcription factor like 1, 
FOXO3a 

FS Fractional Shortening 

FSC Forward Scatter 
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FTC 133 Human follicular thyroid carcinoma cells 

G Glycine 

g (gr) grams 

g force Gravitational force 

G1 Gap 1 (Phase of cell cycle) 

G2 Gap 2 (Phase of cell cycle) 

GATA-1 Globin transcription factor 1 (GATA binding protein 1) 

GATA-4 Globin transcription factor 4 (GATA binding protein 4) 

Gln Glutamine 

Glu Glutamic acid 

GPx Glutathione peroxidase 

GR Glutathione Reductase 

GroE Chaperonin protein of E.coli 

GroEL Chaperonin 60 heat-shock protein from E. coli affecting head 
morphogenesis of λ phage 

GroES Co-chaperone of GroEL with the same function 

groPC756 E. coli DnaK 

Grp Glucose regulated protein 

Grp75 75 kDa glucose regulated protein 

Grp78 78 kDa glucose regulated protein 

Grp94 94 kDa glucose regulated protein 

GrpE E. coli glucose regulated protein 

GSH Reduced glutathione 

GSK3β Glycogen synthase kinase 3 beta 

GSSG Oxidized glutathione 

H Histidine 

h(hrs) hours 

H2O Water 
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H2O2 Hydrogen peroxide 

H9c2 Rat embryonic cells from heart/myocardium (myoblasts) 

HBSS Hanks’ Balanced Salt (Saline) Solution 

HBV Hepatitis B virus 

HCl Hydrogen chloride 

Hdj-1 Human DnaJ  protein homologue 1 (Mammalian DnaJ) 

Hdj-2 Human DnaJ homologue 2 protein 

HeLa Mammary cancer cells derived from Henrietta Lacks 

HER2 Human epidermal growth factor receptor 2 

Hip Hsc70 interacting protein 

HL-60 Human acute promyelocytic leukemia cells (promyeloblasts) 

HMG2 High mobility group protein 2 

Hop HSP70-Hsp90 Organising Protein 

HPV Human Papillomavirus 

Hrk Activator of apoptosis harakiri 

HRP Horseradish Peroxidase 

HS  Heat Shock 

hsc  heat shock cognates 

Hsc70 70 kDa heat shock cognate 

HSDJ Hdj-2 

HSE Heat shock element 

Hsf-1 (Hsf1) Heat shock factor 1 

Hsf1p Yeast heat shock factor 1 

hsp Heat shock protein 

Hsp10 (hsp10) 10 kDa heat shock protein 

HSP100 (hsp100) 100 kDa heat shock protein 

Hsp104 104 kDa heat shock protein 
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Hsp110 (hsp110) 110 kDa heat shock protein 

Hsp25 25 kDa heat shock protein 

Hsp27 27 kDa heat shock protein 

Hsp40 (hsp40) 40 kDa heat shock protein 

Hsp58 58 kDa heat shock protein 

Hsp60 (hsp60) 60 kDa heat shock protein 

Hsp70 (hsp70) 70 kDa heat shock protein 

Hsp70-1 Hsp70 

Hsp70-1a (hsp70-1a) Hsp70 

Hsp70-1b (hsp70-1b) Intronless human Hsp70 

hsp70-1l 70 kDa heat shock like protein 

Hsp70-1t Hsp70-1l 

Hsp70-2 (hsp70-2) Hsp70-1b 

Hsp70-3 (hsp70-3) Ratus norvegicus Hsp70-like protein 

Hsp70-5 (hsp70-5) Grp78 

Hsp70-6 (hsp70-6) Hsp70 isotype 

Hsp70-8 (hsp70-8) Hsp70 isotype 

Hsp70-9 (hsp70-9) Hsp70 isotype 

Hsp70B Hsp70 isotype 

Hsp70B΄ Hsp70 isotype 

Hsp70-hom Hsp70 isotype 

Hsp70i Hsp70 

Hsp70s 70 kDa heat shock protein family 

Hsp72 Hsp70 

Hsp73 Hsc70 

HSP75 (mtHsp75) Mitochondrial Hsp70 isotype 

Hsp90 (hsp90) 90 kDa heat shock protein 
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HSPA Hsp70 old name 

HSPA1A Hsp70 

HSPA1B Hsp70-1b 

HSPA1L hsp70-1l 

HSPA2 hsp70-2b 

HSPA5 hsp70-5 

HSPA6 hsp70-6 

HSPA8 Hsc70 

HSPA9 hsp70-9 

Hsps Heat shock protein family 

HtpG High temperature protein G(bacterial homolog of Hsp90) 

Htra2/Omi High temperature requirement serine protease A2 

IAPs Inhibitors of apoptosis proteins 

IC50 Inhibitory concentration of 50% 

ICAD Inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease (DNase) 

IGF-1 Insulin-like growth factor 1 

IgG Immunoglobulin G 

IKB (IκB) Inhibitor of NF-κB 

IKK IκB kinase 

IMM   Inner mitochondrial membrane 

iNOS inducible Nitrix Oxide Synthase 

IRP1 Iron Regulatory Protein 1 

IRP2 Iron Regulatory Protein 2 

IRPs Iron Regulatory Proteins 

JNK c-Jun N-terminal kinases 

JNK1   c-Jun N-terminal kinase 1 

K Lysine 
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K+ Potassium 

Kar2 (KAR2) Karyogamy gene 2 

Kar2p Protein of the karyogamy gene 2 

kb kilobases 

KCl Potassium chloride 

kDa Kilodaltons 

Kg Kilograms 

KH2PO4 Monopotassium phosphate 

Km Michaelis-Menten constant 

L Leucine 

l (lt) litre 

LV Left Ventricle 

LVDd Left ventricular diameter at end-diastole 

LVDs Left ventricular diameter at end-systole 

M Molar 

M Mitosis (Phase of cell cycle) 

mA Milliamperes 

MAPK Mitogen-activated protein kinases 

MAPKAP-2 
(MAPKAP2) 

MAP kinase activated protein kinase 2 

MAPKK Mitogen-activated protein kinase kinase 

Mcl-1 Myeloid leukemia cell differentiation protein 

MDA Malondialdehyde 

MDCK Madin-Darby canine kidney epithelial cells 

Mdj1p Yeast Dj-1 protein homologue 

Mdm2 (MDM2) Murine double minute 2 protein 

ME-180 cells Human cervical epidermoid carcinoma cells 

MEFs Mouse embryonic fibroblasts 
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mg Milligrams 

Mg2+ Magnesium 

MgCl2 Magnesium chloride 

MHC class I Major histocompatibility complex class I 

MHC class III Major histocompatibility complex class II 

mHsp70 (mtHsp70) Mitochondrial Hsp70 

MHz Megahertz 

min minute 

mito-Hsp70 mHsp70 

ml millilitre 

mM millimolar 

mm millimetres 

mm3 cubic millimetres 

M-mode Motion mode 

MMP-2 Matrix metalloproteinase-2 

MMP-9 Matrix metalloproteinase-9 

Mn-SOD Manganese-superoxide dismutase 

MOMP Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization 

monoHER 7-monohydroxyethylrutoside 

Mortalin Hsp70-9 

MPT (MPTP) Mitochondrial Permeability Transition pore 

mRNA Messenger RNA 

Mt-CK (MtCK) Mitochondrial creatine kinase 

mtDNA Mitochondrial DNA 

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 

mU milliunits 

mV millivolts 
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Na+ Sodium 

Na2HPO4 Sodium phosphate dibasic 

NaCl Sodium chloride 

NAD Nicotinamide adenine dinucleotide 

NAD+ Oxidized nicotinamide adenine dinucleotide 

NADH Reduced nicotinamide adenine dinucleotide 

NADPH Reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NaHCO3 Sodium bicarbonate 

NBD Nucleotide binding domain 

NFAT Nuclear factor of activated T-cells 

NFAT4 Nuclear factor of activated T-cells 4 

NF-κΒ Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

ng nanograms 

-NH2 Amine /  N-terminus 

NIH-3T3 Mouse embryonic fibroblasts 

nm nanometres 

Nm23 Nucleoside diphosphate kinase 

NMR Nuclear magnetic resonance 

NO Nitric oxide 

NOS Nitric oxide synthase 

Noxa Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 /  

a pro-apoptotic BH3-containing protein 

NTA N-terminal area 

NTD N-terminal domain 

NuMA Nuclear mitotic apparatus protein 

O2 Molecular Oxygen 

O2
•−  Superoxide anion 
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OH− Hydroxyl ion 

OH• Hydroxyl radical 

OHSC Organotypic hippocampal slice culture 

oriC Origin of replication 

P Proline 

p16 Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 

p300 A histone acetyl transferase 

p38 p38 mitogen-activated protein kinases 

P-450 Cytochrome P450 (CYPs) 

p53 Tumor suppressor protein p53 

PA-1 Human ovarian teratocarcinoma cell line  

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 

PARP-1 (Parp-1) Poly (ADP-ribose) polymerase 1 

PARPs Poly (ADP-ribose) polymerase family 

PBD Peptide binding domain 

PBS Phosphate buffered saline 

PCR Polymerase chain reaction 

pg picograms 

pH Measure of the activity of the (solvated) hydrogen ion 

Phospho-p53 Phosphorylated p53 

pI  (PI) Propidium Iodide 

PKC (PKCδ) Protein kinase C (δ) 

PMBC Human Peripheral Blood Mononuclear Cells 

PMSF Phenylmethanesulfonyl fluoride 

PP1 Protein phosphatase 1 

PP2A Protein phosphatase 2A 

pp32 Phosphoprotein 32 
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pro-IL-18 Pro-interleukin-18 (precursor IL-18) 

pro-IL-1β Pro-interleukin-1 beta (precursor IL-1β) 

PS Phosphatidylserine 

PT Permeability Transition 

PTP Permeability Transition Pore 

Puma p53 upregulated modulator of apoptosis 

PVDF Polyvinylidene fluoride 

PWTd   Posterior wall thickness at end-diastole 

PZ51 Ebselen, Seleno-organic compound 2-phenyl-1,2-benzo-
isoselenazol-3(2H)on 

Q Glutamine 

QRS QRS complex (represents the rapid depolarization of the right 
and left ventricles in ECG) 

QT QT interval (the time from the beginning of the QRS complex to 
the end of the T wave in ECG) 

R Arginine 

R/H ratio Cardiac index of adverse remodeling 

Rad9 DNA yeast checkpoint complex 

Raji Human lymphoblastoid cells derived from a Burkitt lymphoma 

RIP Receptor-interacting protein 

RIPA Radioimmunoprecipitation buffer 

RNA Ribonucleic acid 

Rnase A Ribonuclease A 

RNP Ribonucleoprotein 

RNS Reactive nitrogen species 

ROS Reactive oxygen species 

rpm Revolutions per minute 

Rubisco Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase oxygenase 

S Svedberg unit 
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S Synthesis (Phase of cell cycle) 

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 

SAPK Stress-activated protein kinase 

SBD Substrate binding domain 

SD Semi-dry 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

sec seconds 

Sec63 Secretion protein 63 

SEK SAPK/ERK kinase 

Ser Serine 

Ser15 Serine 15 

Ser20 Serine 20 

SET Nucleosome assembly protein / An endoplasmic reticulum-
associated complex 

sHSPs (shsps) Small Heat Shock proteins 

SH-SY5Y Human neuroblastoma cell line from bone marrow 

siRNA Small interfering RNA 

Sis1 Yeast initiation of translation protein 1 

Smac/DIABLO Second mitochondrial activator of caspases/Direct IAP binding 
protein with low PI 

SOD Superoxide Dismutase 

Spike A novel BH3-only BCL-2 family member protein 

SR Sarcoplasmic reticulum 

Ssa Yeast Hsp70 homologue 

SSA1 Saccharomyces cerevisiae Hsp70 homologue 

Ssa1-4 Yeast heat shock protein gene 1-4 

Ssa1p Stress-seventy subfamily A protein 1 

Ssa2p Stress-seventy subfamily A protein 2 
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Ssa3p Stress-seventy subfamily A protein 3 

Ssa4p Stress-seventy subfamily A protein 4 

Ssas Stress-seventy subfamily A protein family 

Ssb Single-strand binding protein 

SSC Side Scatter 

SSC1 Mitochondrial Hsp70 of Saccharomyces cerevisiae 

ST ST segment (connects the QRS complex and the T wave and 
represents the period when the ventricles are depolarized in 
ECG) 

ST.DEV. (S.D.) Standard deviation 

STREs   Stress response elements 

ST-T The portion of ST segment and T wave in ECG 

SW480 Human colon adenocarcinoma cells 

T T wave (represents the repolarization of the ventricles in ECG) 

TBE Tris/Borate/EDTA 

tBid truncated Bid 

TCA Trichloroacetic acid 

TCP1 (TCP-1) T-complex protein 1 

TEMED Tetramethylethylenediamine 

TF55 Thermophylic factor 55 

TF55/56 Thermophylic factor 55/56 

Tg/Tg  Homozygous transgenic mice (cells) 

Thr Threonine 

TMB 3,3’,5,5’ tetramethylbenzidine 

TNF Tumor Necrosis Factor 

TNFR-1 (TNFR1) Τumor necrosis factor receptor-1 

TNF-α (TNFα) Tumor Necrosis Factor alpha 

TPR Tetratricopeptide repeat 
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TPR2 Tetratricopeptide repeat domain 2 

TRADD TNF receptor-1-associated death domain protein 

TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand 

TriC CCT 

t-test  Student's t-distribution test 

T-tubules Transverse tubules 

U Units 

U937 Human leukemic monocyte histiocytic lymphoma cell 

U-box Ufd2-box (domain) / A modified RING domain without the Zn2+-
binding residues in certain ubiquitin ligases 

UPRE Unfolded protein response element 

UPS Ubiquitin-proteasome system 

UV Ultra Violet 

V Volts 

V Valine 

v/v volume/volume 

V-79 Chinese hamster lung cell line 

VDAC Voltage-dependent anion channel 

w/v weight/volume 

WEHI-S Murine fibrosarcoma cells (Walter and Eliza Hall Institute) 

WST Working Solution 

WST-1 2-(4-Iodophenyl)- 3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-
tetrazolium, monosodium salt 

WT Wild type mice 

x2 chi-square test 

XO   Xanthine oxidase 

Ydj1 (Ydj-1) Yeast DnaJ gene 

Ydj1p Yeast DnaJ protein 
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Zn Zinc 

α-Tub α-Tubulin 

β-ME β-mercaptoethanol 

Δψ Mitochondrial transmembrane potential 

Κ.Α. Καρδιακή ανεπάρκεια 

Μ.Ο.  Μέσος όρος 

μg microgram 

μl microlitre 

μM micromolar 

μm micrometres 

ο C Celsius degree 

σ32 E. coli transcription factor sigma 32 
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