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npoAoroz

H T T apoücra  ö iöaK T O piK q  ö ia T p iß q  pe t i tA o :  ‘ M e A ir q  rqg zmöpaoqq cpuriKLüv 

TTpoj'ovTüüv Kai [j£TaßoAnd)v OKJTpoyövcüv orq c p u o io A o y ia  KapKiviKüjv Kunäpcov’, 

TrpaYpaTOTToir|0 riKe cn r) M o v ä ö a  K u n a p iK q q  Kai M o p ia K q i;  O u a io A o Y ia q  to u  

E p Y a a T n p io u  r ie ip a p a T iK iig  O u a io A o Y ia g  Trjq laT p iK ng  I x o ^H £ T° u  lla v e T r ia T r ip io u  

looavvivoov.

H  emTuxnq xnye'oeepa-rreia auaiTef evav iKavouoiriTiKÖ 8epaTreuTiKÖ öeiKTq ttou 

va avTavaKAä Tiq emöpäaeiq Tq«; 0epaTreiag oto KÜnapa-aTÖxouq aAAä koi Tqv 

eAAeiipn kAivikö aqpavTiKobv TrapevepYeicbv otov aa8evr|. I to v  KapKivo, o cjtöxoc; Trig 

Xnpeio0epaTTeia^ Eivai q eiriAeKTiKr) e^äAeiipn toov KapKiviKoov KUTTäpoov. O 

prixaviapöc; utteü0uvo<; Y|a TH cpöveuon toov KapKiviKoov KUTTäpoov eivai cpavepö öti 

6a /caöopi^ei Kai Tqv aTTOTeAeapaTiKÖTr|Ta Tq«; auYKeKpipevr|<; xnM^c^pcrrTeiag. Ze 

BepaTreCiaipeq KaKoqOeieq pe xnM£|oöepaiTeuTiKä ÖTToog eivai oi Aeuxaipieq aAAä Kai 

äAAoi tütto i KapKivoov, n aTTÖTTTooar) eivai o Küpiog, av öxi o povaöiKog, pqxaviapöc; 

ttou epTTAeKeTai OTq Gepaueia tou KapKivou. 'Opoo^ uiTäpxei Kai pia opäöa 

Äeuxaipiobv ttou eivai ovOektike^ aTa KAaaaiKä xnM£|09£paTT£UTiKä. T a  

XnpeioSepaiTeuTiKä exouv aripavTiKeq TrapevepYeieq oto aaGevn Aöyoo Tqq

TO^IKÖTHTag TOU£.

H  2 - M E  eivai eva$ prj-To^iKÖq (puaioAoYiKÖc; p e T a ß o A iT r is  to o v  evöoYevobv 

oiaTpoYövoov Kupiooq Tr|<; 17ß-oiGTpaöiöAr|<; t t o u  auavTäTai o t o  avBpobmvo aipa Kai 

c tto  oüpa. le  avTiOeor) pe Ta TTepiaaÖTepa oiaTpoYöva, q 2 - M E  exei avTi-piTOOTiKrj, 

auoTTTooTiKn Kai avTi-aYY£|°Y£V£T|Kn Späar) ae KapKiviKä aAAä öxi ae cpuaioAoYiKä 

KÜTTapa Kai auTeq oi emöpäaeK; Tq<; ae auväpTriar) pe Tqv auouaia Tô iKÖTi")Ta<; Tqv 

KaGiaToüv evav t t o A ü  uiroaxöpevo K a i auoTeAeapaTiKÖ avTiveoTTAaapaTiKÖ 

TTapäYOVTa. H  SuvaTÖTriTa Tr|q ooq xnMei°9£PaTreuT|K°<; TrapäYOVTag exei avacpepGei in 

vitro ae öiäcpopeq KapKiviKeq aeipeq aAAä Kai in vivo Töao ae ^ooiKä povTeAa KapKivou 

to u  paaToü, t o u  Trveüpova Kai t o u  TTaYKpeaTog, oao K ai ae KA iv iKeq  öoKipeq ae 

[ je T a o T a T iK o ü ^  KapKivouq paaToü Kai T rp o a T ä T r i xwpig a r ip a v T iK e ^  TTapevepYeieq. r i a p ’ 

6Kzq Tiq in vitro K a i in vivo peA eTe^ K a i Tig eTTiöpäaeiq Trjg o t o v  TroAAaTrAaaiaapö K a i 

Tqv aTTÖTTTooar! to o v  KapKiviKoov Kunäpoov, oi aKpißeiq pnxaviapoi öpäaqg ti"|< ; 2 - M E  

öev  exouv aTToaacpnviaTei. KaGioTaTai eiropevooi; upocpaveg o t i  r\ aväm u^n 

XnpeioBepaTTeuTiKoöv cpappäKoov 2-pe0o^uoiaTaöiöAr|q 0a TrpeTTei va auvoöeüeTai K a i
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crrrö Tqv Kcnavöqaq twv pqxaviapwv öpäaqq Tq<; wäre va öüvaiai va 

Xpqai[joTroiq0Ei ae auväpTqaq Kai pe äAAa xqp£io0£paTT£UTiKä yia Tq 0£pauda 

öiacpöpwv tüttwv Kai popcpwv KapKivou. H Kaiavöqaq Tq<; EVEpyoTTolqaqq Tqg 

TTOpdag pETaywyqg aqpaTog auö Tq 2-ME ttou oöqyd aTq pETaßoAq Tqq 

£Kcppaaqq/aTa0epÖTqTa^ ttpwteivwv ttou epttAekovtoi aTq pü0piaq tou kuttopikoli 

TToAAauAaaiaaiJOü Kai Tqq aTTÖTrrwaqq 0a aupßäAAEi aTqv aTToaacpqviaq tou 

pqxaviapoü öpäaqc Tqg. H öpäaq twv laocpAaßovoEiöwv öttcô  yEviaTEvivq KC(I 

öai^dvq, exouv p£AETq0£i a£ ttoikIAe«; koi öiacpopETiKEg avOpwmvEc; KapKiviKEq aeipeq 

aAAä öxi oe AeuxaipiKeg. Mia TrpwTdvq ttou ottoteAei otöxo twv TTEpiaaoTEpwv 

Xqp£io0£paTT£UTiKwv aAAä Kai laocpAaßovoEiöwv (j£ oiaTpoYÖvo öpäaq dvai q 

TOTroiaopEpäaq-ll, evw ttpwteTve«; ttou au^ävouv Tqv KurrapiKq ETTißlwaq kopkivikwv 

AEpcpoKurräpwv aAAä Kai äAAwv aipaToAoyiKwv KaKoq0£iwv Eivai to Bcl-2.

O pqxaviapöq öpäaq«; Tq«; 2-p£0o^uoiaTpaöiöAqq Kai twv laocpAaßovoEiöwv, 

YEviaTEvivq^ Kai öaT^eivq«; Ka0w<; ETriaq«; Kai o pöAog Tq«; avTi-aTTOTTTWTiKq«; 

TTpwravqq Bcl-2, auoTEAEaav to kevtpikö aqpEio Tq«; Trapöuaa^ öiöaKTopiKq«; 

öiaTpißq«;.

O axsöiaapö«;, q TrpaypaTOTToiqaq Kai q oAoKAqpwaq Tq«; TTapoüoa«; 

öiöaKTopiKq«; öiaTpißqq 0a qTav aöüvaTq xw Pi£ Trlv apspiaTq ßoq0£ia opiapsvwv 

ekAektwv aKaöqpäi'Kwv öiöaaKäAwv ottö to riavETnaTqpio Iwavvivwv.

Tla Tqv TToAÜTipq ßoq0siä tou«;, suxapiaTW löiarrspa tou«; k. AyyeAo EuayyEAou, 

Ka0qyqTq Kai Ai£U0uvTq tou EpyaaTqpfou IlEipapaTiKq«; OuaioAoyia«; Tqg laTpiKq«; 

ZxoAqq tou riav£TnaTq|jiou Iwavvivwv o ottoio«; w<; ETTißAETrwv OTä0qK£ ottö Tqv 

apxq |J£XPi to teAo«; öäaKaAo«; Kai aup-rrapaaTäTq«; TTpoacpEpovTa«; Tqv TroAÜTipq 

£(jTT£ipia Kai Tig yvwaEi«; tou öivovto«; nävTa Tiq evöeöeiypeve«; Aüoei«; oto 

TrpoßAqpaTa ttou TTapouaiäaTqKav. Tov k. EuäYY£Ao KwAetto, Ettikoupo KaGqyqTq 

OuaioAoyiaq (ps Epcpaaq aTq MopiaKq OuaioAoyia) Tqg laTpiKqc; ZxoAq«; T0U 

navETTiaTqpiou Iwavvivwv yia Tqv apspioTq Kai aÖEAcpiKq aupTTapäaTaaq, Tqv 

Ka0oöqyqaq otov TTEipapaTiKÖ axEöiaapö Kai Tqv aväAuaq twv EpEuvqTiKwv 

aTTOTEAEapäTwv, Tqv £TnoTq|JoviKq Kai q0iKq Eviaxuaq uou pe ßoq0qaav aTqv 

KaTavöqaq evvoiwv aTTaparrqTwv yia Tqv oAoKAqpwaq Tq«; Trapoüaa«; epyaaia«;. 

Emaq^ yia tov EpTrAouTiapö twv yvwaswv pou oti«; popiaKEq texvike«; piE Tqv 

TToAÜTipq EpTTEipia tou. Tqv k. Biku KaAcpaKäKou AvaTrAqpwTpia KaOqyqTpia 

OuaioAoyia«; Tq«; laTpiKqq ZxoAq«; tou riavETriaTqplou Iwavvivwv q ouoia aTä0qK£ 

öiuAa pou auv£xwq p£ Tqv xapaKTqpiaTiKq ^EOTaaiä ttou Tq öiaKph/Ei Kai yia Tqv
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nOiKri Kai £TTiaTr]MoviKn uTTOGTripi^n t r\q. 0£U)pw uTroxp£wan va EuxapiaTnaoo aKopn 

Touq jJETaiTTuxiaKOÜq cpoiTryrEq, löiaiTEpa Touq k. Euöyy£Ao KovTapyupr], uiroipncpio 

öiöötKTopa g t o  EpYaainpio ilEipapaTiKr^ OuaioAoyiag Kai thv k. BioAetto Taaßöäpa, 

m uxiouxo tou ( I IE  ‘BioxnP^a’ tou riav£TTiaTr|piou looavvivoüv yia Tq ßon0£ia tou<;, 

Kupicaq oto upaKTiKö (j£pog, KaBoArj Tr| 5iapK£ia Tq«; EKTTÖvriang THS öiöaKTopiKqq 

öiaipißng pou, Ka0wq £Tnar]<; Kai tov k. Aki"| AoüAia, UTroijjr|(pio öiöäKTopa oto 

EpyaaTnpio BioAoYiKnq XqpEiai; Tq? laTpiKq«; Ix°^nS  T0U riavETTiaTripiou lajavvivojv 

yia Tq ßon0£ia tou jje Tqv KunapopETpia pong. 0a  q0£Aa ETriariq va Euxapiainato Kai 

6Aa Ta äAAa psAn Tr)<; Moväöag KurrapiKrjg Kai MopiaKqq OuaioAoYiaq tou 

EpYaoTnpiou nEipapaTiKqc; OuaioAoYiaq Tqq laTpiKrfc Ixo^ng tou riavETTiaTripiou 

loaavvivwv oyiaq y\a Tqv auvspyaoia tou<; Kai Tqv ßor|0Eia Touq.

TeAo«; EKcppä^co ETTianq Tiq EuxapiaTiEg pou OTOuq Ka0r)YnT£̂  Y'a THV T|Mn 71011 

pou EKavav va 5 e x 0 o ü v  va auppETäaxouv ojq psAq tq«; ETrrapEAoüq E^ETaaTiKnq

ETTITpOTTriq:.
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TENIKO MEPOI 

ke0 aaaio npnio

E iiA rn rH

ENOTHTA A : (P u n K ä  n p o io v T a  \iz o ic ttp o y ö v o  ö p ä a ri

1.1. cptyro-oiCTTpoYÖva

noAAä Kai ouaiaaTiKä aToixEia öeixvouv 6ti öiaTpocpq TTAoüaiEg oe cpuTiKÖ TpocpiKä 

auüTanKä (JTTopoüv va E^qyqaouv T1v ETTiöqpioAoyiKq öiacpopa ttoAAoov oppövo- 

E^apToöpsvoov ao0EVEiobv ttou Eivai pia oqpavTiKq ama 0vqoipöTqTa£ Kai 

voaqpÖTqTaq qtou^ öutikoü«; TrAq0uopoü<;. 'OAo Kai TTepiaaÖTspo yh/ETai avTiAqTTTÖ 

Kai KaTavor|Tö öti to  cpuTä Trepiexouv ttoAAe«; cpuToiTpooTaTCUTiKEq evojüek;. Oi 

Aiyvivs^ Kai Ta loocpAaßovosiöq avTiTrpoaooTTEÜouv öüo auö Tiq Küpi£^ KaTqyopiEg 

0t/ro-oiaTpOYÖvüJv tpexovtoi; £vöiacp£povToq yia Tqv kAivikh öiaTpocpq. Av Kai 

ccrravToovTai ttovtoü oto cputikö ßaalAsio, outö Ta ßiosvEpyä pq-öpe/niKä auaTOTiKä 

ßpiaKOVTai oz löiaiTEpa uipqAEi; ouykevtpoöoek; a£ Aivapöairopouq Kai Tq aöyia Kai 

£Xouv ßp£0d va spcpavi^ouv sva £upü cpäopa oppoviKtov Kai pq-oppoviKoov 

£V£pYOTqTO)v ttou ouvteAoüv ü£ EüAoyoug pqxaviapoüq Yia Ta TTi0ava ocpeAq uyeiaq 

toov öiaTpocpwv ttAoüoioov oz cpuTo-oioTpoYÖva. Ta aTTOTEAsapaTa ottö in vitro 

PeAete«; Kai peAetec; oe £oba Trapsxouv Ta tteiotiköi aToixEia yia Tq öuvaTOTqTa toov 

0t/ro-oiaTpoyövoav va ETrqpEä^ouv oppövo-E^apTwpEVEq KaTaoTäaEig. A v Kai q 

KÄiviKq Ecpappoyq toov öiaTpocpoov ttAoüoioov oe auToüg Toug pipouc; oiaTpoyövou 

Eivai o to OTräpyava, Ta aToixEia auö Tiq TTpoKaTapKTiKEq peAete^ öeixvouv Ta 

EUEpyeTiKä aiTOTEAEapaTa Touq OTqv uysia. npöacpaTE«; peAete«; öeixvouv to £k0etikoi 

au^avöpEvo Evöiacpspov yia Ta cpuTo-oiaTpoyöva ottö pia TTpooiTTiKq KAiviKrqq 

cknpocpqq.

Ta cpuTo-oiaTpoyöva Eivai pq-aT£po£iö£i<; evoooek; ttou aTravToüvTai oz öiacpopa 

öiaTpocpiKä cpuTiKä Trpo'fövTa (Setchell and Cassidy, 1999). EuiöqpioAoyiKEg peAete^ 

eöei^ov Aoti q TTpöaAqijjq Tpocpoöv ttAoüoioov oe cpuTo-oiaTpoyöva Trapsxouv
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upocrraala auö auyKEKpip£vou<; oppovo-E^apTcopEvoug KapKivoug öucog o KapKivo^ 

tou paaTOü koi tou upoaTcnq (Setchell and Cassidy, 1999). MoAovöti oi ßioAoyiKEg 

öpdaeiq tcov cpuTO-oiaTpoYÖvcov exouv auoÖEix0£i otov ävSpcouo Kai a£ £cöa, o 

pqxaviapö«; öpäaqq Touq uapapsvEi £v uoAAoiq äyvooaTos\

2.1. larotpAaßovoEiörj

Ta laocpAaßovoEiöq dvai cpuaiKEg, cpuTiKEq xnM|K̂  o u o ie c ; u o u  avqKouv OTqv 

KaTqyopfa tc o v  "cpuTO-oiaTpoYÖvcov". 0£(opoLivTai aqpEpa ö t i  upoacpspouv T q v  

ui0avq EvaAAaKTiKq 0£pauda yia pia a£ipä oppövo-£f;apTobp£voov aa0£v£icbv, 

o u / j n e p iA a i jß a \ i o \ i i \ i o u  t o u  KapKivou, tc o v  aupurcopäTcov T qq Eppqvöuauaqq, tc o v  

KapöiayyEiaKoov aa0£v£icov Kai Tq«; oaTEouöpcoaqq. Ta upöacpaTa EuiöqpioAoyiKä Kai 

Ta UEipapaTiKä a T O ix d a  auö tic ; in vivo peA ete«; u o u  e x o u v  avaaKouq0si rrpöacpaTa 

(Messina et al., 1994; Cassidy 1996; Knight and Eden 1996; Anderson and Gamer 

1997; Murkies et al., 1998; Setchell 1995 k o i 1998) Eivai löiaiTEpa uuoöqAcoTiKä tc o v  

EUEpyETiKcov auoTEAEapäTcov tc o v  iaocpAaßovo£iöcbv OTqv av0pcöuivq uyda, aAAä Ta 

k A iv ik ö  G T O ixE ia  Ev0appuvTiKä yia t e t o io  auoTEAsapaTa dvai e ite  pq öia0Eaipa, e ite  

avapsvouv t o  q x e ö io  k o i  Tqv EKTEAsaq to o v  KaTäAAqAcov k A iv ik c o v  p e A e tc o v  pEyäAqg 

K A ipaK aq . E v to ü to i« ; ,  Ta o t o ix e io  auö Tiq u s p io p ia p E V E i; p iK p d ; usipapaTiKEq peA ete«; 

Eivai EAuiöocpöpa, Kai o u t ö  e x e i k e v tp io e i  t o  T p s x o v  svöiacpEpov yia auTqv Tqv 

uepioxq.

Meto^li tcov aqpavTiKÖTEpoov laocpAaßovoEiöcov cpuTO-oiaTpoyövcov Eivai q 

YEviaTEvivq (Genistein; Gen) Kai q öai'^Eivq (Daidzein; dz) (IXHMa 1-1)-
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OH

I x n p a  1 .1 . O i S o jje ?  ic ro tp Ä a ß o v o E iö w v . ZÜYKPia r l T w v xnM |Kt^ v  ö o ( jw v  tw v
loocpÄaßovoeiötiöv Y ev ia iev iv riq  (G e n is te in ; G E N ) koi ö a '^ e iv r^  (D a idze in ; D z) (je th  XHM'xn
öomh Tn<S 17ß-oiaipaöi6Ar|? (£2)-

18



3.1. BioAoYiK£q öpäcrEiq icro<pAaßovo£iöwv

H  XHI-J'Kn ö o p q  to jv  lo o c p A a ß o v o E iö w v  E iv a i u a p o p o ia  p e  a u T q  to jv  o io t p o y ö v w v  to jv  

Oq A a a T iK w v  (Setchell and Adlercreutz 1988). O cp a ivo A iK Ö ^ ö a K T Ü A io q  d v a i  to  ß a a iK Ö

ÖO piKÖ OTOIXEIO TWV TTEpIGGÖTEpWV EVWGEWV TTOU TTpOGÖEVOUV GTOUi; O lG TpO YO VIKO lK;

uttoöoxei«; (Leclerq and Heuson 1979). O tov oi öopsq tou loocpAaßovoEiöoüg 

pETaßoArrq, EKOuöAri«; (equol) Kai Tqq oiGTpaöiöAqq GUYKpivovTai, tote cpaivsTai 

KaGapä q psyäAq öopiKq Kai x iM IKn auyYevEia Kai ouaiaaTiKä q aTröaTaar) pETa^ü 

twv opäöwv uöpo^uAiou oe köi9e äKpo Kai twv öüo popiwv Eivai ouaiaaTiKä iöia. Me 

ßäaq Trj öopq Kai pövov, öev Eivai Trapä^Evo öti Ta laocpÄaßovoEiöq TTpoaösvouv 

aTouq oiaTpoYoviKoüg uttoöoxei^ (ER), EVTOÜTOiq öpouv TTEpiaaÖTEpo pspiKoi 

aytJoviaTEg Kai avTaywvioTE^ twv oiaTpOYÖvwv, pia svvoia ttou Eivai öügkoAo va 

KaTavon0Ei TrAqpwg, aAAä ttou guvex^ ei va auvapTTä^ei tou^ ßioxqpiKoüt; 

aTEpoEiöcov oppovwv Kai tou<; EvöoKpivoAoYoug (Jordan 1990; Mendelson 1996). To 

0£pa TTEpiTrAEKETai TTspaiTEpco, Ka0w<; Ta oiaTpoyöva spcpavi^ouv pq-KAaaaiKEq 

öpäGEiq EUÖlOIKpiTEq OTTÖ TI<J KAaGGIKEg öpäaEI<; TOU<; GTO DNA, KOI löiaiTEpa GTPj 

pETaYpacpq (Brann et al., 1995), ttou TTEpiAapßävouv EmöpäoEig OTig uAaapaTiKEq 

pspßpävEq Kai gti^ KunapiKEq TTopEis  ̂ pETaywYq^ aqpaToc; (Kim et al., 1998). Ti 

auTÖ uttovoei auö pia kAivikh TrpooTTTiKq Eivai öti ge opiapEVEg ouykevtpwoeicj, ttou 

pTTopoüv va E^apTqOoüv ottö TroAAouq TrapäYOVTEc; aupTrspiAapßavopevoov tou 

api0poü twv oiGTpoYoviKwv uttoöoxewv, Tqv KaTäAqipq twv oiaTpoyoviKwv 

uttoöoxewv Kai Tq ÖEapsuaq Touq Ka0wc; ETTiaqg Kai Tqv avTaywvioTiKq guykevtpwar) 

TOU OlGTpOYÖVOU, pTTOpOÜV va Öpouv ÖXI wg pipoi OlGTpOYÖVOU ÖlEYElpOVTaq Tqv 

Evap^q twv ETTiöpäGEWV twv oiGTpoyövwv, aAAä avTaywviGTEq TrapEpTTOÖi^ovTaq Trj 

öpäoq twv oiGTpoYÖvwv. Aute<; oi öpäGEi^ Eivai ETriaqq Kai igto-eiöike^. Auto to 

cpaivöpsvo Eivai eva KaAä-yvwoTÖ xapaKTqpiaTiKÖ Tqq öpäoqq twv gtepoeiöoov, ttou 

EXEi öiEysipEi to EvöiacpEpov twv cpappaKoAöywv OTqv ava^qTqoq vewv popiwv pe 

ekAektiktj oiGTpoyoviKri öpäoq. To TrpÖGcpaTa eykekpipevo cpäppaKO, paAo^icpEvr] 

(raloxifene), Eva$ ekAektiköi; puOpioTqq twv uttoöoxewv oiotpoyövou d va i sva 

TrapäöeiYpa (Dodge et al., 1997).

Oi GXEGEiq öopqq -  cJpäoqq puopoüv va TrapExouv Tiq Evösi^Eiq Yia Trl p o p ia K q  

ßäaq auTOü t o u  (paivopsvou öid/spaq«; - avTaYwviapoü (Brzozowski et al., 1997), k o i 

q aTTOUGia piaq AiTröcpiAqq TTspioxqs GTa cpuTO-oiGTpoYÖva p-rropEi va EuqpEäoEi Ti] 

öEGpsuoq tou$ GTOuq ER (Cunningham et al., 1997). Aiacpops^ GTqv ikovo th to  t w v
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n aTTouaia piag AiTTÖcpiAqg Trepioxq^ aTa cpuTo-oiaTpoyöva pTTopei va eTTqpeäaei tq 

öeapeuaq Touq aToug ER (Cunningham et al., 1997). Aiacpopeq aTqv iKavÖTr|Ta toov 

laocpAaßovoeiöoov va öeapeüovTai aToug ER, va eTTäyouv oiaTpoyövo-e^apTob|jeva 

teAikö TTpoiövTa Kai va öieyeipouv tov kuttopikö TroAAaTTAaaiaapö ttoAAoöv 

oiaTpoyövo-e^apToopevoov avGpobTTivoov KapKiviKdbv KUTTapiKoov aeipwv paoToü 

pTTopoüv va ßoq0qaouv va e^qyqOei auTq r| öiacpopä aTq ßioAoYiKii öpäaq toov 

laocpAaßovoeiöoov. Evtoütoi^, r| TTpößAeijjq toov aTTOTeAeapäToov toov 

laocpAaßovoeiöoov in vivo eivai öuaKoAöTepq eTreiön o tpötto^ xoPHYl01!?. 1 

öiaöpopq, n XHM|Kn Mopcpq tou cputo-oiotpoyövou, o peTaßoAiapö<;, q 

ßioöiaOeaipoTqTa, r| qpi^ooq, 0 XPövoq Kai to eTTnreöo eK0eaqq, n £YY£vrl^  

oiaTpoyoviKq KaTäaTaaq Kai oi pq-oppoviKe«; öeuTepoyevei«; öpäaeig toov 

laocpAaßovoeiöoov 0a TTpeTTei eTTiaqq va auvuTToAoyioToüv oto axeöiaapö toov 

kAivikoov peAeToov yia eTTiöpäaeis Touq.

H TTpoacpaTq a v a K ä A u ijjq  evöc; öeÜ Tepou UTToöoxea o ia T p o y ö v o u  TTepiTrAeKei 

TTepaiTepoo Tqv K a T a v ö r|a r| to u  p q x a v ia p o ü  ö p ä a q q  toov laocpA aß ovoe iöoov  (Kuiper et 

al., 1 9 9 8 ). H KAoovoTToiriari evöc; ve o u  peA ouq  Tqg o iK o y e v e ia q  toov T rupqviK oöv 

o ia T po yov iK o ö v  uTToöoxeoov, t to u  o v o p ä a O q K e  ERß (Kuiper et al., 1 9 9 6 ) y ia  v a  

ö iaxoop iaT e i o t t ö  to v  "K A aaa iK Ö " u t t ö t u t t o  ERa ö e ix v e i ö t i  o u to i  o i ö ü o  o ia T p o y o v iK o i 

UTTOÖoxeig pTTopei v a  T Tai^ouv ö iacpopeT iKoüq pöAou«; aTq y o v iö ia K q  p ü 0 p ia q  (Paech 

et al., 1 9 9 7 ). E iv a i KaTavor|TÖ ö t i  0 a  uTT äp^ouv eTTmAeov u T ro ö o xe iq  o ia T p o y ö v o o v  o t o  

|jeAAov, ö e ö o p e v o u  ö t i  uTTäpxei e va q  p e yä A o g  a p iO p ö q  UTToöoxeoov yvoooTo i ooq 

‘o pcp avo i’ uTT oöoxe i^  (W il ly  and Mangelsdorf 1 9 9 8 ) t to u  e x o u v  a v a y v o o p ia T e i Kai 

a vap eve T a i o  x a p a K T q p ia p ö q  TTpoaöeTobv Kai ir\<; A e iT o u p y ia q  Touq. H l a m q  K a T a vo p q  

(IxniJa 2 . 1 ) Kai o i a x e m e g  öeapeuT iK eg  a u y y e v e ie ^  toov TTpoaöeTobv to u  ERß Kai to u  

ERa ö ia cp e p o u v , Kai o u tö  t o  e ü p q p a  pTTopei v a  ß o q O q a e i a T q v  K a T a v ö q a q  Tq^ 

EKAeKTiKqq ö p ä a q q  toov o ia T p o y ö v o o v  a e  ö iacpopeT iKoüg laT oüq . E iv a i c u v a p T ra o T iK ö  

6 t i  o ERß ß p iaK eT a i o t o v  eyKecpaAo, o t o  o a T ä , OTqv o u p o ö ö x o  KÜaTq Kai aTOuq 

ayYeiaKO üq e iT i0 q A iaK oü q  la T o ü q  (Kuiper et al., 1 9 9 7 ; Paech et al., 1 9 9 7 ), io t o i  t to u  

aTTOKpivovTai a T q v  K A a a a iK q  0 epaTTeia avT iK aT äaT aar|c ; o p p o v o o v  (HRT). ETTiTTAeov, q 

axeTiKq p o p ia K q  a u y y e v e ia  ö e a p e u a q ^  toov öiacpopeTiKobv o a iT p o yo v iK o o v  evobaeoov 

cnTOKaAÜTnei ö t i  t o  cp u T o -o ia T p o yö va  Kai p ep iK ä  TTepißaAAovTiKä fe v 'o -o ia T p o y ö v a  

e xouv  a q p a v T iK ä  uipqAÖTepeq ti<; a u y y e v e ie q  y ia  to v  ERß o t t ö  ö t i  y ia  to v  ERa (Kuiper 

et al., 1 9 9 7 ), ö e ix v o v T a q  ö t i  auTÖg o  veo<; o ia T p o yo v iK Ö q  U TToöoxea^ pTTopei v a  e iv a i 

a r^ a v T iK ö q  aTq  ö p ä a q  toov p q -aT e po e iö ob v  o ia T p o yö vo o v .
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ERß 6üpou
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-  -  n r xff
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ERa vEcppüv
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ERß TTpoCTTcerri

ERa öpxeu)v

-♦ ERa/ß |jaaToü 

J' , ERa/ß MHTpa  ̂

j ^  ERa/ß u)o8r|Kü)v

ifnrra

ERß ocjtcüv

C? 9

ZxnM a 2.1. A iäY pa |j|ja  icttikh^ Kcuavopn«; t w v  utto ö o xew v  oicnpoYÖvoov, ERa ko i ERß arov  
ävöpa kq i Tq Yuvaka.

21



4.1. ririY£? laocpÄaßovoEiöwv

T a  la o c p Ä a ß o v o E iö q  tto u  0 £ w p o ü v r a i  a q p a v T iK ä  y ia  T q v  a v O p w u iv q  u y s ia  ß p ia K o v r a i  

ü x s ö ö v  aTTO K A siaT iK ä  c n a  ö a u p ia  ( S e tc h e l l  e t  a l. ,  1 9 9 8 ) .  H  a ö y ia ,  lö ia iT E p a , u a p E X E i 

Tr|v acpO ovÖ TE pq u q y q  la o c p Ä a ß o v o E iö w v , K a i s u o p E v w q  Ta u s p ia a Ö T E p a  T p ö cp ip a  

a ö y ia q  u a p s x o u v  p ia  a q p a v T iK q  ö ia T p o cp iK q  u q y q  a u T w v  t w v  ß io s v E p y w v  p q -  

BpETTTiKwv p o p iw v  ( M u r p h y  1 9 8 2 ; C o w a r d  e t  a l. ,  1 9 9 3 ;  R e in l i  a n d  B lo c k  1 9 9 6 ) .

Ta laocpÄaßovoEiöq auavrauvrai am  cpuTä Kupiwq w$ yAuKoaiöia (q y A u k o ^ ite c ;)  

Kai E iv a i auvETTwq lö ia iT E p a  u o A ik e c ; (uöaraöiaAuTEq) Evwasiq (Walz 1 9 3 1 ) .  Oi 

nepieKTiKtq avaAüöEiq t o u  laocpAaßovoeiöiKOÜ uspiExopsvou uoAAwv Tpocpipwv 

ooyiag ysviKä ö e ix v o u v  ö t i  t o  uspiaaÖTEpa uspisxouv 0 ,1  -  3 ,0  m g /g  o A ik w v  

loocpAaßovoEiöwv (Murphy 1 9 8 2 ;  Coward et al., 1 9 9 3 ) .  Ta upoiövra aöyiaq uou 

T T p o E p xo vT a i auo auöpouq auoTEAoüv pia auo t i c;  u i o  a u y K E V T p w p E V E ^ (>  2 0  m g /g )  

TTqyÊ  laocpÄaßovoEiöwv. floAAä EpuopiKä 5ia0eaipa aupuAqpwpara aöyiaq, Ta 

UEpiaaÖTEpa auö Ta ouoia upoEpxovrai auö auyKEvrpwpEva EKxuAiapaTa aöyiaq 

sivai u A e o v  öiaSsaipa a v T iK a G iü T w v T a ^  Tqv aväyKq öiaTpocpiKwv laocpÄaßovoEiöwv. 

Ta k A iv ik ö  auoTEAsapara t w v  aupuAqpwpäTwv laocpÄaßovoEiöwv upsusi va 

a^ioAoyqOoüv uAqpwq Ka0wg uuäpxouv upocpavq EpwTqpara o x e t ik c i  p s  Ta 

e v ö e x o p e v w c ; öuapsvq auoTEAsapara uou 0a puopoüoav va upoKÜqjouv auö p£ 

auTEq Tig ßioEvspyE«; e v w o e ic ; (Setchell et al., 1 9 9 8 ) .

A v  K a i s v a  p s y ä A o  p s p o g  t w v  T p o c p ip w v  u e p ie x e i u p o iö v r a  a ö y ia « ;, a u T ä  E iv a i 

K u p iw t;  a o y ie A a ia  K a i A E K i0 ivq  a ö y ia q .  A u r a  r a  u p o iö v r a  a ö y ia g  ö e v  u e p ie x o u v  

la o c p Ä a ß o v o E iö q , K a i q  p s a q  q p s p q a ia  K a r a v ä A w a q  la o c p Ä a ß o v o E iö w v  a u ö  ö u t i k o l k ;  

j TTAqBuapoC iq E iv a i t u u i k ö  a p s A q T E a  (<  1 m g /d ) .  A v t iB e t o ,  a T q v  K iv a  K a i T q v  l a u w v i a  

t to u  q ö ia T p o c p q  ß a a i^ s r a i  a T q  a ö y ia ,  q p s a q  q p s p q a ia  K a T a v ä A w a q  

la o c p Ä a ß o v o E iö w v  E iv a i u i j jq A q  i r \ q  T ä ^ q q  t w v  2 0  -  5 0  m g /d  ( N a g a ta  e t  a l. ,  1 9 9 8 ) .

5.1. ATroppö(pr|CTn KC(I JJ£TaßoAior|j6s laocpÄaßovoEiöwv

H x q p iK q  p o p c p q  p s  T q v  o u o ia  a u a v r a u v r a i  r a  la o c p Ä a ß o v o E iö q  E iv a i a n M aV TIK n 

HTEiöq p u o p s i  v a  E u q p E ä a s i Tq ß io A o y iK q  ö p ä a q ,  Tq ß io ö ia O s a ip Ö T q ra , K a i E ir o p E v w q  

ra c p u a io A o y iK ä  a u o T E A s a p a r a  a u T w v  t w v  Ö ia T p o cp iK w v  a u a r a n K w v .  'E x e i  ö e ix B e i e ö w  

kcii ö ü o  ÖEKaETisq u £ p iu o u  ö ti q  EVTEpiKq p iK p o x A w p iö a  ö ia ö p a p a T i^ E i E v a  ß a a iK Ö  

pöAo a r a  p E ra ß o A ia p ö  K a i Tq ß io 5 ia 0 £ a ip Ö T q r a  K a i t w v  A iy v iv w v  K a i  t w v
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ia o (p A a ß o v o e iö d )v  (Setchell and Adlercreutz, 1998; Setchell and Cassidy, 1999). 

M e t o  a i r ö  T r|v  K a T Ö T ro a q , Ta la o c p A a ß o v o E iö q  T qg  a ö y ia  u ö p o A ü o v T a i o t t ö  ti<; 

E VT£piK££ y A u K o a iö ä a E « ; (y A u K o ^ iT a a E q ), t t o u  o tte A e u O e p o o v o u v  ti< ; ayA uK Ö V Eg, 

ö a u £ iv q  (daidzein), y E v iO T E v iv q  (Genistein) k o i y A u K iT d v q  (glycitein). A u t o i  oi 

| j£ T a ß o A iT £ £  ( j iT o p o ü v  v a  a i r o p p o c p r |0 o ü v  q v a  p E T a ß o A ia T o ü v  U E p a iT E p co  a e  u o A A o lk ;  

o u y K e K p i / jz v o u q  |j£ T a ß o A iT E ^  ÖTTüog, E KO uöAr] K a i p -a /ö t /z lo c p a iv ö A q .  H E K T a a q  a u r o ü  

t o u  | j£ T a ß o A ia | jo ü  E pcpav i^E T a i v a  E iv a i lö ia iT E p a  pE T aß A qT q  [ je to ^ ü  a T Ö p o o v  ko i 

ETrrjpEä^ETai a iT Ö  ä A A a  a u a T a T iK ä  Tq g ö ia T p o c p q g  To u i^ r jA ö  T T ep iß dA A ov  

u ö a T a v 0 p ä K ü ü v , t t o u  T T poK aA s i a u ^ a v ö p E v q  EVTEpiKq ^ ü p o o a q , o ö q y s i  cte t t i o  e k te v h  

ß io p £ T a a x q p a T ia |J Ö  to o v  c p u T O -o ia T p o y ö v o o v , | j£  a u o T E A E a p a  t o  a x q p a T ia p ö  Tn? 

E K O u ö A q q , E v a g  p E T a ß o A rrq q  ti~i^ ö a i^ d v q « ; (daidzein) a T a  O q A a a T iK Ö . A u T q  r| 

IJE T aß oA iK n  TTO psia  |JTTop£i v a  E iv a i k A iv ik ö  a xE T iK q  [je  T qv a iT O T £ A £ a |ja T iK Ö T riT a  t cuv 

la o c p A a ß o v o E iö d a v  Tq<; a ö y ia q  ETTEiöq q  o ia T p o y o v iK q  ö p a a r i  Tq<; EKO U öA qt; E iv a i pia<; 

T ä ^ n q  p E ya A Ü T E p q  a n o  a u T q  Tq<; T T p ö ö p o p o u  EVtoaEoo«; Tqq  ö a 'i^ E iv q g  (daidzein) 

(Setchell et al., 1998; Setchell and Cassidy, 1999).

O xpovog qpi^ooqg Tq^ öa'^Eh/q«; (daidzein) k o i  Tqq yEviaTsvivqg (Genistein) oto 

TrAäa|ja exei Ka0opia0Ei oe 7,9 oopei; otou<; EvqAiKE«;, ps ti<; uipqAÖTEpsi; 

auYK£VTpwa£iq 6 - 8 oöpEg (jeto ti-| xopqyqaq (Setchell 1998). Iuvettoo«;, yia öiaTpocpn 

TrAoüaia oz  ttpoTövto aöyia«; 0a oöqyqaEi teAikö oe uipqAsi; auyKEVTpoöaEig öa'i^Eivq^ 

(daidzein) Kai yEvioTEvivqq (Genistein) oto  TrAäapa. H yvobaq toov cpappaKOKivqTiKoov 

löiOTqToov toov laocpAaßovosiöobv tcov Tpocpipoov aöyia<; (q t(jov aupTrAqpoopäToov) Eivai 

aqpavTiKq aTq öiapöpcpooaq ttpootoköAAoov oxetikoov ps Tq paKpoTTpö0Eapr| 

aiTOTEAEapaTiKÖTqTa tcov laocpAaßovoEiöoov oz kAivike«; peÄSTEq (Safe 1995).

1z EvqAiKEq ttou KaTavaAojvouv pETpiE^ TroaÖTqT£(; Tpocpipoov aöyiaq TTOU 

TTEpiExouv ~50 mg/d oAikoov laocpAaßovoEiöoöv, oi auyKEVTpooaEic; öa'i^Eivq^ 

(daidzein), yEvioTEvivq^ (Genistein) Kai EKOuöAqc; (equol) oto TrAäapa cp0ävouv Ta 

50-800 ng/ml. A ute<; oi Tipd; Eivai TrapöpoiE«; ps Tiq auyKEVTpcoaEiq iao(pAaßovosi5cbv 

oto TTAaapa tcov laircJovoov ttou KaTavaAobvouv Tqv TTapaöoaiaKq öiaTpocpq tou«; 

(Setchell et al., 1998; Setchell and Cassidy, 1999). I uvoAikö, ötov KaTavaAcuvovTai 

Tpöcpipa aöyiag as toktiköi xpoviKä öiaaTqpaTa, Ta ETriTTEÖa laocpAaßovoEiöoöv oto 

TrAäapa UTTEpßaivouv kotö ttoAli ti<; cpuaioAoyiKEg auyKEVTpobaEig oiaTpaöiöAqs oto 

TrAäapa, ttou otou«; avSpsg Kai aTiq yuvaiKEg KupaivovTai ysviKä pETa^ü 40 Kai 80 

pg/ml. A ute^ oi napaTqpqaEi^ oöqyqaav aTqv UTrö0£aq öti p£ tetoie«; öiacpopsq toov 

laocpAaßovoEiöoov Kai toov oiaTpoyövoov oto TTAäapa, Ta cpuTo-oiaTpoyöva 0a
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IJTropoüaav va emcpepouv oppoviKEq £TTiöpäa£i<; (Setchell et al., 1998; Setchell and 

Cassidy, 1999). Auto öev htov arrpöa|JEvo Ka0dög UTräpxouv KaAä Ka0i£poü|j£V£q 

p£A£T£C; OpjJOVIKOÖV ETTlÖpäGEOÜV, OUVr|9u)q £TTlßÄaß£iq, a£ Öläcpopa ^OOIKÖ |JOVT£Äa u>g 

aTTOT£Ä£a[ja th? KaTaväAooar|<; (puTO-oiaTpoyövcov (Setchell and Cassidy, 1999).

6 .1 . K A iv ik e ?  e m S p ä a e iq  t w v  ic ro < p A a ß o v o £ iö w v

fl£ p a iT £ p a )  £ p £ u v a  d v a i  aTTapaiTr|Tn y ia  v a  xapc<K Tr|p ia0 o ü v  o i cpap|jaKOKivr|TiKE<; 

i5 iÖTr]T£q to ov  laocpA aß ovos iöoöv . H ßsATioTri 5 6 a n  toüv la o cp A a ß o vo s iö o ö v  t to u  

a iTa iTE iTa i y ia  v a  exei k A iv ik ö  aTTOTEAsaijaTa OTiq TTEpiaaÖTEpsg op |jo vo -£^a pT O ü iJ£V £ ^ 

KaTaaTao£ig 9 a  t tp e t te i  v a  5 i£ p £ u v r|9 £i. Ta aTTOTEAEapaTa o t tö  TTponyoüpEVEs- 

IjeAete«; o e  u y ie iq  yu va iK E g  T T po-£ iJ |jr|vöT rauan< ; ö d x v o u v  ö t i  5 0  m g /d  a y A u K o v tö v  

ETrapKO üv y ia  v a  em cpE pouv ar|MC(VTiKä E vöoK p iv iK E q E u iö p ä a E K ;, evoü r\ ( j ia q  ö ö a n  

a r ro  auT rj Epcpavi^ETai ß io A o y iK ä  av£v£pyö< ;. H ö ö a q  Kai n ö iä p K E ia  Tqg xopnYnarl? 9° 

Eiva i T n O a vw q  o i o r)[javT iK Ö T£po i T rapayovTE q  t to u  0 a  E T rrip eä ^ou v  Tqv k A iv ik h  Kai 

ß io A o y iK ri E K ß a a q  |Jia<; ö iaTpocpqc; TT A oüa ia^ o e  (pu T O -o iaT p oyö va  (Setchell and 

Cassidy, 1 9 9 9 ).

MeAete^ exouv öei^ei öti n KaTaväAoüon Tpocpobv TrAoüaioüv oe loocpAaßovoEiöq 

ÖTTOüq n Y£viaT£vivr|, pTTopd va exei TTpoaTaTEUTiKEq löioTriTEc; OTqv E|jcpäviar) 

KapKivou tou [jaaTOÜ Kai tou TrpoaTäTr) o tov avOpooTro (Setchell and Cassidy, 1999) 

aAAä Kai cte £ooa (Messina et al., 1994). ETriaqg exei Ö£ix0£i öti n y£ViOT£vivr| exei 

XnMl£09£PaTT£UTIKn a^ a crrnv 0£paiT£ia Asuxapoov ÖTav r\ 0EpaTT£ia auvöuä^ETai [je 

avTiadüjjaTa eiöikö yia tov tü tto  Tqq Asuxaipiaq (Uckhun et al., 1995).

6.1a. laocpAaßovoEiön ooc; a v T i-K a p K iv iK o l T T a p ä y o v T e q  q tic ; y u v a iK E q

E\£Yxö(j£V£q [jeAete^ oe yuvaiKEq TTpo-£[jpr|vöTrauan<; TTapexouv Ta äjJEaa crroixda 

TTOU ÖEIXVOUV ÖTI Ol ÖIOTpOCpÊ  TTAoÜaiE  ̂OE (pUTO-OIOTpOyÖVa PTTOPOÜV Va ETTICpEpOUV 

oiQTpoyoviKEi; ETriöpäoEK; (Setchell and Cassidy, 1999).

H TTEpioSog TOU EMMnvOppOIKOÜ KÜKAOU, ÖTTOüg TO £TTIÖr||JIOAOYIKä GTOIXSia 

T T a p o u o iä ^ o u v , E iva i E va ^  o t t ö  to u < ; TTapäyovTE^ k iv ö ü v o u  y ia  t o v  K a p K iv o  t o u  

/ /a o T o ü , aAAä o i A ö y o i y ia  a u T q v  Tr|v a x £ o r | E iva i aaacpsk;. To psao M n K 0 S T0U

EjjpnVOppo'lKOÜ kükAou GTiq ÖUTIKEq X^pE?, ÖTTOU 0 KlVÖUVOg E|J(päViar|<; KapKIVOU TOU 

paGToü Eivai uipnAög, Eivai 28-29 nM £ P £S> £ v t^  t o  Pego M nK 0S T0U £MM nv ° P P OIKOlJ
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kükAou cmg nairwvE^Eq dvai 32 q|J£p£<;, Y'a T|S ottoie^ o Kivöuvog yia spcpäviaq 

KapKivou tou paaToü dvai TEaaepi^ |j£ ttevte cpop£<; piKpÖTEpoq. iTig AaiäTiaaeg oi 

auYKevTpübaeig oiaTpoyövwv oto  TTAäa|ja Eivai 20-30% xaMn^°T£P£S auo ekeive^ 

gti<; öutikd; YuvaiKsq (Key and Pike 1988; Shimizu et al., 1990), koi q auvöuaapEvq 

suiöpaaq tou (jeyaAÜTepou EppqvoppoiKoü kükAou pe tic; xaMnA°T£P£S 

guykevtpwgek; oiaTpoyövou [JETacppä^ETai a£ (Jia ysviKä piKpÖTEpq EK0Eaq oto 

oiüTpoyöva KaTä Trj öiäpKEia«; ^wqq. Av outö«; puopEi va Eivai svaq uapäyovTaq ttou 

E^qysi T0 XaMn^ÖT£po kivöuvo aväuTu^qq KapKivou tou paaToü gti<; aaiäTiaaEq Eivai 

pövo 0£oopr|TiKÖ<;. KpiaijjEg [jeAete^ aTiq suiöpäasic; twv cpuTo-oiaTpoyövcov gto 

ETTITTEÖa Kai TO [JETaßoAiapÖ TWV OlGTpOyÖVWV 0a UpEUEI va ÖIE^aX0OÜV GE yuvaiKEq 

/7po-E|j|jqvöuauaq<;, aAAä to yeyovög öti Ta öiaTpocpiKä laocpÄaßovoEiöq puopoüv va 

öiapopcpwaouv Tqv svöoKpiviKq KaTäGTaar) Kai va Euqpsäaouv tov EppqvoppoTKÖ 

kükAo Eivai EuvoiKä öaov acpopä Tqv ui0avq upöAqi|jqg spcpäviaqq KapKivou tou 

(jogtoü. Me auTÖ to gketttikö, Eivai svöiacpspov to 6ti to  auvq0ia|j£vo ovti- 

oiGTpoyövo xnMe'oÖepaTrEUTiKO, Tapo^icpEvq, n OTTOia exei o(JoiEg Euiöpäasiq gtov 

E|j|jqvoppoTKÖ kükAo, xPna|M0Tr0idTai wq cpapiJaKoAoyiKÖq uapäyovTaq 

avTipETWuiaqq tou KapKivou tou (jogtoü gti<; yuvaiKEq ge löiaiTEpa uipqAö kivöuvo 

ottö auTqv Tqv aa0EV£ia (Powles 1997).

O l GUYKEVTpWGEiq TWV CpUTO-OIGTpOYÖVWV GTO OÜpa KOI GTO TTÄäG [ja  TWV 

la u w v w v  Y u v a iK w v  ttou K a T a v a A w v o u v  p ia  u a p a ö o a ia K q  ö iaTpocpq  s iv a i uq jqA sg  

ÖTTwq Eivai Kai a ro u q  x ° P T0 (P ä Y °u S (Adlercreutz et al., 1991 Kai 1993a) Kai q 

E [jcp äv ia r| K a p K iv w v  tou [jogtoü, E v ö o p q T p io u  Kai w o O q K w v  ge auTEq Tig opäöEq Eiva i 

X a p q A q . A E ix 0 r|K£ eöw koi 15 £Tq, öti oi a a 0 £vd<; |je K a pK ivo  tou (jogtoü e ^E K p iv a v  

XapqAÖ TEpsq uoaÖTqTEq cp uT O -o iG T poyövw v ge a ü y K p ia q  |je ä T o p a  Tqq iö ia g  qA iK iaq  

ttou öev s ix a v  K a p K iv o  tou p a a T o ü  (Adlercreutz et al., 1982). ü io  T rp o a cp a T a , p ia  

E A E yxö jjE vq  psAETq E u iß E ß a iw a E  Tqv iö £ a  öti öiaTpocpsc; u A o ü a iE g  oz c p u T O -o ia T p o y ö v a  

pT T opoüv v a  exouv TrpoGTaTEUTiKä ocpsAq, ÖEixvovTaq p ia  avTiGTpocpq axsaq ijeto^ü 

Tqq s p c p ä v ia q q  K a p K ivo u  tou p a a T o ü  Kai E K K p iaqq  c p u ro -o iG T p o y ö v w v  crra o ü p a  

(Messina et al., 1997; Setchell and Cassidy, 1999).

I l a p ä  Tqv u A q 0 w p a  tw v (jeAetwv y ü p w  a u ö  Tqv ö uvq T iK q  iKavÖTqTa to jv  cpuTO- 

o ia T p o y ö v w v  G Tqv u p ö A q iy q  tou K a p K ivo u , A d u o u v  E u a p K d g  evigxutike^ kAivike^ 

(jeAete^ koi G TO ixsia  auT q  Tq G T iy |jq . Evöexö|J£ve<; iJEyäAou p £y£ 0 o u g  kAivike<; peAete^ 

a iT a iT o ü v T a i y ia  v a  a v T ip s T w u ia o u v  auTÖ to ^qTqpa s u s iö q  Ta E u iö q p io A o y iK ä  

GTOixsia (reviewed in Messina et al.,1994) öev E iva i ueigtikö. Auto au|jßaiv£i,
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jJS p iK tb g  ETTEiöq aUTE£ 01 ETTIÖq|JI0A0YIK£<; p£Ä£T£<; ÖEV £ ^ £ T a o a V  a p X IK ä  TO p Ö A o  TCOV 

0 ( / r o -o ia T p o Y ö v c o v  K a i Tqq  a x s a q q  to u « ; (j£  t o v  K a p K iv o  t o u  ( ja a T o ü . 'E ^ i (jeAete«; 

E ^ E T a a a v  T q v  K a T a v ä A c o a q  a Ö Y ia q  K a i t o v  k iv ö u v o  E y c p ä v ia q q  K a p K iv o u  t o u  ja a T o ü  

(P A e tte  Setchell and Cassidy, 1999) k o i ß p £ 0 q K £  p ia  a q p a v T iK q  (jE ic o a q  t o u  k i v ö u v o u  

c t i< ; TpE ig a n o  auT E q  Tiq j je A e te ^ . E iv a i  K a T a vo q T Ö  ö t i  q  x a p n ^ n  £ |- ic p ä v ia q  tc o v  

Op/VO W7-£^apTCb|J£VC0V KOpKIVCOV aTO U £ TTAri0Ua[JOÜ(; TTOU KO TavaAtO VO UV 

T T a p a ö o a ia K E « ; TpocpEq | je  ß ä a q  Tq a ö y ia  [JTTopEi v a  E iv a i u E p ia a Ö T E p o  a u v ä p T q a q  Tqg 

E K 0 £ a n ^  a T a  c p u T o -o ia T p o y ö v a  K a 0 ö A q  Tq ö iä p K E ia  Tq<; ^coqg , lö ia iT E p a  o t t ö  Tq v s a p q  

n A iK ia  (Setchell et al., 1997), k o i ö t i  a u T q  q  £ K 0 £ a q  i-m o p ^ i v a  T rp o y p a iJ i ja T ^ E i 

n p o a a p iJ o a T iK E q  aTTO KpiaEic;, p E ic o v o v T a ^  k o t ’ o u t ö v  t o v  t p ö t t o  T q v  m 0 a v Ö T r iT a  

aväT T T U ^qg  K a p K iv o u  a p y Ö T E p a  k o t ö  Tq ö iä p K E ia  Tqg £coqq  (Colditz and Frazier, 

1995).

Ze yuvaiKEq |j£Tä Tqv £|j|jqvÖTTauaq, Ta ETTiöq(jioAoyiK£(; otoixeio Kai q KAiviKq 

EyiTEipia ödxvouv ö ti q 0£paTT£ia oiaTpoyövcov ije t ö  Tqv £(j|jqvÖTrauaq etticpepei 

TTpoaTaaia o ttö  KapöiayyEiaKE^ Tra0qa£iq, [je ic o ve i to  ßaOpö T qq oaTE O TTÖ pcoaqq, 

ßeAncövEi Tq yvcoaTiKq AEiTOupyia Kai avaKoucpi^Ei Ta aupiTTcopaTa Tqc; E(j(jqvÖTrauaq^ 

ttou  auvÖEOVTai arrö o ^ E ia  ambÄEia oiaTpoyövcov. 'Opcoq ETTEiöq uTrcipxei cpößoq 

TTiOavoü au^avö[j£vou k iv ö ü v o u  avcmrru^q«; KapKivou t o u  (jaaToü, Kai Aöyco tcov 

öiacpöpcov TTapEVEpyEicov Tq^ oppovo0£paiT£iac;, ETriöicbKETai auvsxcoc; q e^Eüpsaq 

EvaAAaKTiKdöv Trqycov E^toysvoü<; oiaTpoyövou. Y tto Oe t ik ö i, Ta laocpAaßovoEiöq ir\q 

aöyia (jTTopoüv öuvqTiKä va TTapsxouv (Jia E^coysvq TTqyq oiaTpoyövou, Kai r\ psicoaq 

Tqq E(jcpäviaq<; t o u  KapKivou to u  paaToü, T qg oaTEOTröpcoaq«; Kai tcov au|JTTTCjO|jäT(jJv 

Tqq £|j(jqvÖTrauaqq OTiq yuvaiKEq as x^P £S KaTavaAcovouv aöyia aTqv

TTapaöoaiaKq T o u g  öiaTpocpq e x  ei aTroöo0£i iJ E p iK io ^  aTqv KaTaväAcoaq tcov 

laocpAaßovoEiöcov (Breckwoldt et al., 1995; Setchell and Cassidy, 1999).

6.1 ß. laoq>Aaßovo£iön w ?  avTi-/rcrpKiviKoi TrapdYOVTE? o t o u ? ävöpe?

I q p E p a  u T r ä p x o u v  o x e t ik c i s A ä x ia T E q  ije Aet ei;  tto u  E ^E T a a a v  Tiq E T r iö p ä a E iq  t ü o v  cpuTO- 

o ia T p o y ö v c o v  o t o u ^  ä v ö p s q .  O a iv E T a i ö ti ö e v  u T T ä p x o u v  aacpsic; ö ia c p o p E ^  c p ü A o u  a T q  

ß io ö ia 0 £ a ip o T q T a  q to  |_ i£ T a ß o A ic |jö  tcov la o c p A a ß o v o E iö c o v , K a i etto ijevco«; T ro A A ä  a n ö  

Ta T T i0avc i ocp£Aq tto u  aTTO Ö iöovTa i a T a  c p u T o -o ia T p o y ö v a  Tqq ö ia T p o c p q q  s iv a i  

T n 0 a v c o q  E c p a p jjö a ip a  K a i a T o u q  ä v ö p £ £ .
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O KapKivoq tou TrpocrrciTri avTaTTOKpiveTai oth 0epaTreia oiaTpoyövcov, Kai dvai 

Yvcjüqto oti rj KaTaväAooan (puTo-oiaTpoyövcov eivai uijjr]AÖTepr| ae x&pe^ öuou Ta 

TToaoöTä epcpäviarig KapKivou tou TrpooTäTn Kai äAAcov aa0eveiu)v axeTiKdov pe Trjv 

eK0ear| ae oiaTpoyöva (tt.x. opxiKoi KapKivoi) eivai xapr|Aä. AväAuar| tou TrAäapaTog 

Kai tou TrpoaTaTiKOÜ UYpoü ae AaiaTe«;, ttou exouv evav x ^ n ^ o  kivöuvo epcpäviari«; 

KapKivou tou TTpoaiäTri ae axear) pe Eupurrraiou<;, eöei^e pia uiyr)AÖTepr| 

auYKevTpooan toov laocpAaßovoeiöwv, eKouöAr|<; (equol) Kai öaT<;eivr|q (daidzein), evcio 

Ta euiTTeöa yeviaTevivrig (Genistein) öev peTpr|0r|Kav. Autoi Ta aToixeia oöqyriaav 

auvemoc; aTqv uirö0ear| öti Ta (puTO-o/oTpoyöva Tq? öiaTpocpng piTopei va uai^ouv 

evav pöAo aTq peiojar) tou kivöüvou aväuTU^riS KapKivou tou TrpoaTcnTj ttou eivai 

eTriar^ epcpaveg ottö pepiKeq eTTiörpoAoyiKd; peAeieq. AiTOuaia kAivikoov aToixeiwv, 

AeTTTopepnq UTToaTnpi^n outoü upoepxeTai pövo ottö peAeTeq in vitro Kai ae ^wa 

(Barnes, 1995; Setchell and Cassidy, 1999).

7 .1 .  M e A e t e c ; in  v i t r o  k o i  o e  £ w a

To evöiacpepov o to  cpuTO-oiaTpoyöva coc; cpuaiKoüq avTiKapKiviKoü^ TrapäyovTe«; 

öieyep0riKe o ttö  peAeTeq aTa ^oaa ttou xpna'MOTToiriaav to  KAaaaiKÖ ^ojikö ttp ö tu tto  

tou XHMIKä TTpoKAr(0evToq KapKivou tou paaToü. Ze auTÖ to  ttpö tu tto , TrpcoTeivr] 

aöyia^ TrAoüaia ae laocpAaßovoeiör] ßps0r|Ke va peiwvei aripavTiKä to  axnpaTiapö 

oyKoav pe ööao-e^apTwpevo TpöiTO (Barnes, 1995). Auti] n eiTiöpaari qTav evTeAax; 

aTTOüaa aTa £tiaa öiaTpecpöpeva pe TrpooTelvri oöy\ac, aTraAAaypevri o ttö  

laocpAaßovoeiöq.

O ßa0pög Kai Ta KpoüapaTa TrpoaTaTmöaq ae eva ttp ö tu tto  povTeAo 

TrpoaTaTiTiöaq apoupaicov r)Tav peiwpeva o to  ^ooa ttou öö0r]Ke pia öiaTpocpn 

TrAoüaia ae aöyia  (Setchell and cassidy, 1999). H cpAeypovq puopei va TTai^ei evav 

ßaaiKÖ pöAo o to  axnpcmapö öyKoov pöAou pe pnxaviapoü^ aTouq ottoiou«; 

epuAeKovTai q aueAeu0ep(jüar| KurrapoKivoav, o axnpaTiapöc; eAeu0epoov p i^w v pe 

euaKÖAouGeq ßAäßec; o to  DNA, Kai pia peioaan o to  ßa0pö ir\q (pAeypovq<; puopei 

yeviKd va 0ecjopr)0d wcpeAipn OTq peicoar] tou kivöüvou epcpaviang KapKivou. 

EiTiTTAeov peAeTe^ ae sva ttpö tu tto  povteAo apoupaiou eöei^av öti pia öiaTpocpq 

TTAoüaia ae laocpAaßovoeiör) peicoae Tqv epcpdviar] tou TTpoaTaTiKoü KapKivou Kai 

TrapaTeive Tqv Trepioöo eAeu0£paq vöaou kotö 27%. Evtoütoi^, q u tö  Ta
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aTTOT£Aea(jc<Ta u a p a T q p q O q K a v  M övo Eäv q a ö y ia  x ° P n Y ° u v T a v  u p iv  a u ö  Tqv 

E u a y w y q  T0U K a p K ivo u  (Pollard and Lückert 1997). N E oyE vvqTa  u o v t i k i o  g t o  o u o ia  

X o p q y o ü v T a v  ö ia iG uA o-aT iA ßE G TpöA q e p c p a v ia a v  u u e p u A a a ia  Kai ö u a u A a a ia  a io v  

u p o a iä T t i ,  psTaßoAEq o i o u o is q  a u o T p ä u q K a v  p E p iK w q  |je  Tqv u p o a G q K q  

la o c p Ä a ß o v o E iö w v  a ö y ia q  (Makela et al., 1995a). E vT ouT o iq  a s  EvqA iKa a p a e v iK ä  £ w a ,

o i o ia ip o Y o v iK e q  q a v T i-o ia T p o y o v iK E g  E u iö p ä a s ig  Tqq a ö y ia g  ö e v  r|T av u p o c p a v s ig  

(Makela et al., 1995b).

A u ie q  oi p e Aete^  g t o  £ w a  u u o a T q p i^ o v T a i a u ö  uoA uäp iG /ves- in v it ro  p e Ae te«; u o u  

E ö e i^a v  öti q öaT^Eivq (daidzein) k o i q ysv iG TE vivq  (Genistein) p u o p o ü v  v a  

a v a a T E iA o u v  Tr|v K u rra p iK q  a ü? ;qa q  (Adlercreutz 1995; B a rn e s  1995). 'Exei ö e ix Gei öti 

r| yE v iG TE vivq  (Genistein) k o i q ß io x a v iv q  A (biochanin A) o v o o t e AAo u v  T qv  a ü ^ q a q  

t w v  KU TTäpw v to u  K a p K ivo u  tou  u p o o T ä T r)  in  v itro , a vE ^äp T f|T a  a v  o u t e <; o i K u rra p iK E q  

a E ip sq  q T a v  avöoYO V O - q p q -a d p o K o ^o -E ^a p T w p E V E g  (Peterson and Barnes, 1991 Kai

1993). E u ia q q ,  q x o p q Y q o 'q  Y E V iaTsvivqq  cfe ö iäcpopsq  KapKiviKEq K u rra p iK s c ; a s ip E q  

p a a T o ü  e ö e i^ e öti o v o g t e AAei Tqv KUTTapiKq Touq a ü ^ q a q  u a p E jJ u o ö i^ o v T a q  Tqv 

u p ö o ö o  to u  KUTTapiKOÜ k ü k Ao u  aTq cpäaq G2, £ u ä y £ i Tqv a u ö u T w a q  Touq, 

o v o g t e AAei Tqv EKcppaaq tou  u p w t o - o y k o y o v iö io u  c-fos Kai Tqv pE Taypacp iKq 

EVEpYÖTqTa to u  AP-1 k o Qw «; Kai Tq cp w o cp o p u A iw a q  Tqq K iv ä a q q  ERK o e  pEpiK Eq aA A ä 

ÖXI GE ÖAsq Tiq KUTTapiKE^ GEIpEg. Av KOI aUTE$ Ol EU lÖpäG Eig GUVEIGCpEpOUV aT ig  

avaG TaATiKEq löiöTqTEq Tqq yEviGTevivqc; ö ev  p u o p o ü v  v a  o u o t e Ae g o u v  s v a  ysviKÖ  

p q x a v ia p ö  ö p ä a q c ; Tqq ysv ia T E v iv q q  ( D a m p ie r  e t  al., 2001). H y s v ia T e v iv q  o v o g t e AAei 

Eu ia q g  Tqv a ü ^ q a q  u o A A w v  öiacpopETiKW v K a p K iv iK w v  a s ip w v  in  v it r o  ö t t c o i ;  t w v  

As u x a ijJ iK w v  KUTTapiKwv a s ip w v  HL-60, MOLT-4 (Traganos e t  al., 1992) k o i  Jurkat 

(S p in o z z i et al., 1994), u v s ü p o v a  (L ia n  e t  al., 1999), o ia ocp äY ou , G T o p ä x o u  Kai 

u a x e o q  EVTEpou (Yanagihara e t al., 1993), A a ip o ü  Kai T p a xq A o u  (Alhasan e t  al.,

1999), q u a T o q  (Mousavi and Adlercreutz, 1993), o u p o ö ö x o u  KÜGTqq (Theodorescu et 

al., 1998), (j o g t o ü  (P e te rs o n  and B a rn e s , 1991; So e t al., 1997) k o i u p o a r ä T q  (Kyle 

e t al., 1997; P e te rs o n  and B a rn e s , 1993).

Ta a u o T E A s a p a T a , evto üto k ; ,  p u o p s i v a  p q v  ocpeiAovTai e^ o A o K A q p o u  GTiq 

oppoviKE c; ö p ä a E iq  Touq (Barnes and Peterson, 1995). H ysv iG TE vivq  (Genistein) 

p u o p s i e u ia q q  v a  E u q p s ä a E i ß a a iK o ü q  pETaypacpiKOüg u a p ä y o v T s q  u o u  e p u A e k o v t o i 

GTq v  EKcppaaq y o v iö iw v  aTpEq u o u  eAe y x o u v  to v  u p o y p a p p a T ia p E v o  k u t t o p ik ö  

OävaTO  (Zhou and Lee, 1998). H y£v iG T£v ivq  (Genistein) cpaivsTai s u ia q q  öti ö p a  a a v  

evaq  E iö iK oq  Kai apKETä la x u p ö q  a v a a T o A s a q  u o A A w v  K iv a a w v  T u p o a iv n q  u o u
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£(jTTÄeKOVTai OTq pü0|jiaq ir\<; KurrapiKqq aü^qaqq (Akiyama et al., 1987; Martinez- 

Lorenzo et al., 2000). Euiaq<; n Y£viOT£vh/q £uäy£i Tqv £V£pyouoiqaq Tqq c-jun 

apivoTeAiKn^ Kiväaq«; (Leung et al., 2000), piag upcoTE'fvqq ttou eijuAeketoi oth 

püOpiaq Tqg KunapiKqq auöurcoaqs. Euiaqq n yEviaTEvivq (Genistein) exei ßp£0£i öti 

au^ävEi Tqv eKcppaaq tou |jeTaaxq|JaTi^cov au^qTiKOÜ uapäyovra ß (TGFß), evag 

aq|javTiKÖ<; uapäyovTag ttou uape|Juoöi£ei Tqv TTpöoöo tou KunapiKOÜ kükAou (Kim 

et al., 1998) koi euopevcoc; avaaTeAAei Tqv KunapiKq aü?;qaq. O1 avT|- 

noAAarrAaaiacrr\Ktq euiöpäaEi«; toüv cpuTo-oiaTpoyövcov oto KÜTTapa tou KapKivou 

tou (jootoü (reviewed in Adlercreutz 1995; Barnes 1995; Constantinou et al., 1998; 

Leung et al., 2000) (ja^i |je Ta avacp£pö|j£va avTi-ayyEioyEVETiKä auoTEAEapaTa, av 

Kai xopqyoüpEva a£ uu£pcpuaioAoyiK£q auyKEVTpcoaEig (Fotsis et al 1993; Jaggers et 

al., 1996), TTapExouv to UEpaiTEpco EpsOiapa Yia to svöiacpspov ge outei; Tig evoögek; 

cog ui0avoüg avTiKapKiviKoüq uapäyovTEg. 0a  up£u£i opoo^ va arnjEituOEi öti q 

YEvioTEvivr) öisydpEi Tqv KurrapiKq aü{;qaq pspiKcov kopkivikcov aEipcöv ttou cpspouv 

UTToSoxEiq oiaTpoyövcov, öucog aö£voKapKiviKE<; GEipsq uuöcpuaqg (Stahl et al., 1998) 

koi uayKpEaTO«; (Lyn-Cook et al., 1999), öpcog o (jnxaviGjjöq öiEyepaqg Trj  ̂

KUTTapiKrjq aü^qaqg auTcöv twv KurrapiKcov aeipcöv auö Tq yeviOTevivq öev ei va/ 

KaTavor|TÖg.

In vitro, q yeviOTevivq (Genistein) e xe i ßpe0ei ö t i  avaaTeAAei euiaqg Tr) öpäaq 

777 f  5a-avaycoyäaqg tc o v  OTeposiöcov k o i ir\q, 17ß-uöpo^uaT£poEiöoü^ 

acpuöpoyoväaqg a T O u g  o p x ik o ü c ;  ö e p p a T iK O Ü i; ivoßAäaTeg (Evans et al., 1995;), öüo 

e v ^ ü ( jc o v  uou e p u A e K O V T a i OTq aüv9ear| tc o v  avöpoyövcov K a i tc o v  o ia T p o y ö v c o v .

'Oucog Ta cpAaßovoeiöq, £toi Kai Ta laocpAaßovoeiöq exouv avTio?;eiöcoTiKq 

iKavöTriTa, q ouoia euicpepei uepanepco u i0aveg upoototeutike^ löiOTqmq yia Ta 

0 aro-oiaTpoyöva (Wei et al., 1995; Ruiz-Larrea et al., 1997).

E v t o ü t o k ; ,  uuäpx£i £vag k iv ö u v o c ; aTqv upoaua0£ia va öo0oüv auAsg 

e^qyqaei<; yia Ta uoAAä OeTiKä auoTeAeapaTa tcov cpuTo-oiaTpoyövcov oe (jeAeTeg pe 

KapKiviKeg KUTTapiKeq aeipeq ae evav eviaio nqxaviapö öpaaqq toü^. Eivai 

ui0avÖTepo ö t i Ta euepyeTiKä auoTeAeapaTa auTcov tcov evcoaecov, löiarrepa in vivo, 

va eivai t o  auoTeAeapa uoAAauAcbv öpäaEcov uou dvai Küpiac; Kai öeuTepeüouaa«; 

cpüaqg.
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ENOTHTA B : METaßoAfres oiCTTpOYÖvwv

8.1. npoeAeucrn Kai axnMaTlcrMÖS TrIS 2-p£0oSuoiaTpaöi6Ar|S

H 2-pE0oJ;uoiaTpaöiöAq (2-ME) dvai Evöoysvqg pETaßoAiTqq Tq^ 17ß-oiaTpaöiöAqc;. 

Eivai öqAaöq Eva k o t e x o A ik ö  oiaTpoyövo, ttou auaviaTai ü t o  avOptiöTTivo aipa Kai 

a ia  oüpa (Gelbke and Knuppen, 1976; Fotsis et al., 1994) (Ixq pa  3.1A). 

ZuyKEKpipEva n oiaTpaöiöAr) p-rropEi va uöpo^uAiaj0d a£ öiäcpopec; Oeo e k ; ,  ano to 

NADPH-E^apTcopsvo KUTÖxpoopa P450, to  ottoio  ßpiaKETai o t o  rprrap, Kai a£ äAAa 

KÜTTapa a T o x o u q  e k t ö <; to u  rjTTaToq. Ta xq p iK o o^  EVEpyä k o t e x o A ik ö  oiaTpoyöva ttou  

TrpoKÜTTTOuv (2- q 4-uöpo^uoiaTpaöiöAq) pTropoüv va O-p£0uAioo8oüv a£ 

povop£0uAai0Ep£q ottö r^ i/K O T e /O /to -O -p E O u A o p E T a c p o p c ia q  (COMT) (Ixq p a  3.1 B).

H KaT£xoAo-O-p£0uAop£Tacpopäari Eivai Eva Ev^upo to  ottoio auvavTÖTai a£ 

P£YöAe<; TroaÖTriTEq as TToAAä öpyava Kai KÜTTapa, öttüo^ oukooti, vscppoi, syKEcpaAo^, 

T T Ä a K o ü vT a ^, pqTpa, a Ö E v a g  tou paaTOü Kai Ta pEyäAa £pu0pä aipoacpaipia (Zhu and 

Conney, 1998). Oi TToaÖTqTEq toov peOuAiüopevüov pETaßoAiToov toov oiaTpoyövoov tto u  

TrapäyovTai, öttoo«; q 2-ME, Eivai psydAEq Kai outö ocpdAETai aTqv ÜTTap^q öpaaTiKqc; 

COMT as TToAAoüg laToüq OqAaaTiKobv Kai aTqv ttoAü ypqyopq O-p£0uAiooaq toov 

kotexoAikoov oiaTpoyövoov, ÖTrooq exei ö£ix0d in vivo Kai in vitro (Guldberg et al., 

1975; Ball et al., 1980; Roy et al., 1990; Zhu et al., 1993; Zhu et al., 1994). 

Evöiacpspov Trapouaiä^Ei to yEyovö^ öti q 2-p£0o?;uoiaTpaöiöAq exei psyaAÜTEpq 

auyyEVEia TrpoaÖEaqc; aTq acpaipivri tou aipaTog, q onoia ÖEapEÜEi oppövEq tou 

cpüAou, ottö öti q oiaTpaöiöAq (Dunn, 1983), öiöti iaooc; outöc; Eivai svaq ettittAeov 

aqpavTiKÖ«; TrapäyovTaq, ttou aupßäAAEi a T a  uipqAä ETriTTEÖa KUKAocpopiaq T o u q  o t o  

aipa, pa^i p£ t o v  t o x ü  axqpaTiapö tüov p£0o^uoiaTpoyövoov.

E ü A o y o  E iva i to  E p u rrq p a  y iaT i Ta ( w a  Kai o i ctvOpooTroi o u v Oe t o u v  pE yäA sq  

TToaÖTqTEq o p p o v iK ä  a v £ v £ p y u )v  Kai a K ö p q  ttio AiTröcpiAoov o ia T p o y o v iK ü o v  

pETaßoAiToav, o i OTTOIOI TTiOavöv v a  e x o u v  pEyaAÜ TEpoug x p o v o u ^  qp i^ooqq  a n ö  öti q 

o ia T p a ö iö A q . 'EpEUVEg o x e t ik ö  p£ Tqv XHPiKn ö p a a T q p io T q T a  Kai yoviö iO TO ^iK O TqTa 

tcov k o t e x o A ikoov o ia T p o y ö v ü o v  o ö q y q a a v  o t o  a u p u E p a a p a ,  öti q O-p£0uAiooaq iaoog 

v a  E iva i p ia  ttoA ü y p q y o p q  r ro p E ia  a n E V E p y o T ro iq a q g  q aTTOTO^ivüoaqi; a u T c ö v  tüov 

k o t e x ö Aoov, ttou  T rp o E pxo vT a i ottö Tqv o ia T p a ö iö A q , öttoo<; a u p ß a iv E i Kai aT iq  

KaTExoAapivEq (Liehr et al., 1986; Liehr, 1990; Liehr et al., 1990; Han et al., 1994). 

Y t t o p x o u v , ü o o tö o o , apKETE«; p e Aetec;, ttou aTTO öEiKvüouv, öti q 2-ME iaoo£  va p q v
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dvai auAä ivaq avEVEpyöq |j£TaßoArrq<; Tqg oiaTpaöiöAqq, aAAä TTapouaiä^E/ 

jjovaöiK£<; ßioAoyiKEq Späasiq, t i<; o u o iE g  ö e v  auvaviäjjE a T q v  oiaipaöiöAri, 2- 

t/cfy? oft/-oiaTpaöiöAq q 4-p£0o^uoiaTpaöiöAr|, ö t t w <; rrEpiYpäcpETai mo k ö t w .

HO
17/?-OicxTpa5i6An (E2) 

HjC -OH

2-M£0o5uoiaTpaöiöAn
4 -O H -3 M e O -E ,

I x n M a  3 .1 . A o | j£ ?  t w v  ij£ 0 u A iw | J£ v w v  k o te x o A ik o jv  iJ E T a ß o A iT w v  T r j?  oiaipaSioAn? Kai 
a x n M aT|a | iö ?  t/7? 2-)j£0o^uoiCTTpa5iöAn?. (A) A o (jq  Tq<; 1 7 ß -O ia T pa 5 i6Aqq (E2) Kai ö op n  
rn s  2 -|JE0 o ^u o ia T p a 5 iöAr|<;. (B) A opsg  to jv  )jovonE 0 uAicjO(jevoüv k o te x o A ik w v  |j£TaßoAiTWV Tq«; 
oiaTpaöiöAq«;. H o iaT paö iöA q  uöpo^uAiwvETai Trpoq ko texöA e^ (2 - k o i  4- uöpoS juoicrrpaöiöA q) 
K u p iw ^  aTTÖ to  KUTÖxpw|ja P450. A u te ^  o i k o te x ö A e i; |jiT op oü v  va  [J£ 0 u A iw 0 o ü v  g t o  o ^u y ö v o  
Tqg 0 £aqq 2 o t tö  t o  e v £ u |jo  KaTEXöAo-O-jJsOuAopETacpopäaq (COMT), u p o g  a x q p a T ia iJ Ö  
IJETaßoAiTWV |jovo -iJ£ 0 o ^u o ia T p a 5 i6Aq^. H 2 -jJE0 o^uo iaT paö iöA q  Kai q 4 -|jE 0 o ^ u o ia T p a ö i6 Aq 
Eivai a rrö  Ta m o  aqpavT iK ä  p£0 uA iw (j£va  iao|JEpq, t t o u  a xq p a T ^o vT a i o t tö  ti<; avTiaTOixe? 
ko texoA e«;. A ö y w  to u  ö t i  t o  COMT KaTaAÜEi t o v  | jE T a ß o A ia ij6  ö iacpöpw v s v ö o y e v w v  Kai 
E ^w ysvw v  k o te x ö A w v , q E v^up iK q  O -u£0 u A iw aq  Tqq o ia ipaö iöA qc ; p uopE f va  puOpiaTEi a u ö  
>y/7- 0 iaTp0 Y0 viKEq ko texoA e^, ö t tw ^  uöpo^uA iw jJEva cpAaßovosiöq, KaT£xoAa(jiv£$ Kai aAAä, 
KUTÖxpw(ja P450. 2-OH-E2, 2 -u ö p o ^ u o i0 Tpaö i6Aq; 4-OH-E2, 4 -u 5 po£;uoiaTpaöiöAr|; 2-MeO- 
E2, 2 -jJE0 o^uo iO Tpa5 iöAn; 2-OH-3-MeO-E2, 2 -u 5 p o^uo iaT p a 5 iöAq-3 -(j£ 0 uAai0 Epag; 4-MeO- 
E2, 4 -)JE0 o ^u o ia T p a 5 iöAq; 4-OH-MeO-E2, 4 -uö po ^uo ia T pa ö iö A q -3 -[j£ 0 uAai0 spaq.
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9.1. Apäcrn th s  2-pe0o^uoiCTTpa5ioAr|?

rsviKä, q 2-(j£0o^uoiaTpaöi6An (2-ME) öpa avE^äpTqTa auö Touq oiaTpoyoviKoü«; 

uttoöox£I<; a (ERa) k o i  ß  (ERß), ovooteAAei Tqv ayyEioyEVEaq Kai T0V 

TroAAaTrAaaiaa[JÖ tcov KapKiviKobv Kunäpoov Kai ETTäyEi aTTÖTTTooaq in vitro koi in vivo 

(Fotsis et al., 1994; Klauber et al., 1997; Yue et al., 1997; Zhu and Conney, 1998; 

Pribluda et al., 2000; La Vallee et al., 2002; Bu et al., 2002; Mabjeesh et al., 2003). 

Ei5iKÖT£pa, ötov q 2-ME ßpiaKETai a£ ööaeig, kotö ti<; ottoie«; q oiaTpaöiöAq E2 koi 

äAAoi (j£TaßoAiT£^ Tqq dvai £V£pyoi, öev ETTäyEi öpäaEig ttou oxeti^ovtoi ps 

oiaTpoyöva (Martucci, 1979; Rajan, 1984). EttittAeov, q 2-ME öev ettciyei Tqv 

aväiTTU^q öykoov, ttou axqpaTi^ovTai E^aiTia«; toov oiaTpoyövoov (Liehr, 1986). Ta 

TTaparrävoa aTOixda aupqxovoüv ps to y£yovö<; öti q 2-ME exei XaMq^q auyyEVEia yia 

tov oiaTpoyoviKÖ urroöoxEa ERa, oe axsaq p£ Tqv oiaTpaöiöAq, Kai aKÖpq 

XapqAÖTEpq auyyEVEia yia tov ERß, öttoo<; ex ei Ö£ix0d TTpöacpaTa (La Vallee et al.,

2002). A ttö Tqv iöia £p£uva TrpoEKUipE öti q 2-ME öev Trapouaiä^Ei Tqv iKavÖTqTa va 

TTpoaÖEVETai oog ayooviaTqq aTouq urroöoxd«; oiaTpoyövoov ER Kai öti q avaaTaATiKq 

öpäaq Tqq 2-ME oô  Trpog tov TroAAanAaaiaapö KapKiviKoöv KUTTäpoov, öev anaiTEi 

EKcppaaq toov ER Kai öev ETrqpEä^ETai ottö avTayooviaTE«; q ayooviaT£<; toov ER. H 2- 

ME, ETTopEvooq, Trapouaiä^Ei avTi-au^qTiKq (avTi-piT00TiKq) öpäaq, avE^äpTqTa ottö to 

av Ta KÜnapa avTaTroKpivovTai aTa oiaTpoyöva Kai auö Tqv KaTäaTaaq AEiToupyiaq 

tu jv  ER (La Vallee et al., 2002).

H 2-ME Epcpavi^ei E T ria q q  pia laxupq avaaTaATiKq öpäaq o t o v  TToAAaTrÄaaiaapö 

tc o v  EvöoBqAiaKobv KUTTäpoov aipocpöpoov ayydoov Ka i e tto p e vo o « ; o v o o te A A e i  Tqv 

a Y Y E io yE V E a q  (Fotsis et al., 1994; Mabjeesh et al., 2003). T e v ik ö , o  a x q M O T ia p ö q  

aipocpöpoov ayyEioov, öqAaöq q ayyEioyEVEaq, aiTO T£A£i aTTaparrqTO o t o ix e io  yia Tqv 

aü^qaq ö y k o o v . npöa0ET£<; peAete«; e ö e i^ o v  ö t i  q 2-ME ETräyEi aTTÖTTTooaq o e  

apTqpiaKä EVÖo0qAiaKä KÜTTapa, k o t ö  Eva xpövo- Kai <5oao-£^apTobp£VO t p ö t t o ,  

Ka0dbc; K a i ö t i  o v o o te A A e i Tq pETaväaTEuaq auTdöv to o v  ayyEiaKdbv Evöo0qAiaKclbv 

KUTTäpoov in vitro (Yue et al., 1997). E t t i t tA e o v ,  q xopqyqaq auTOü t o u  pETaßoArrq Tqq 

oiaTpaöiöAqq a£ £oba o v o o te A A e i Tqv ayyEioyEVEaq o te p e c o v  öyKoov k o i K aTaaT E A A E i 

Tqv aü^qaq Touq in vivo (Fotsis et al., 1994; Klauber et al., 1997; Yue et al., 1997). 

A ^ io a q p E ic o T O  dvai t o  yEyovöq ö t i  q 2-ME eivai o  t t i o  laxupöq pq TrpooTdviKÖq 

avaoToAEaq Tqq ayyEioyEVEaqc; in vitro Kai q avT/-ayYEioy£veTiKq Tq<; öpäaq eivai 

e^aipeTiKä e^eiöiKeupevq Kai öev epcpavi^eTai ae äAAa öopiKä aväAoya Tqq (Fotsis et
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al., 1994). H laxupn avTi-ay^e/oyeveTiKq öpäaq Tqg 2-ME KaGobg Kai evTOvq 

KUTTapoaTaTiKr) öpäari TrIS aTrlv aväuru^q KapKiviKoov Kunäpoov aTqv KaAAiepyeia, 

auveiacpepouv anq avaaTaATiKeq löiöiriTeq Tr|c; 2-ME air|v aü^qaq öyKoov ae 

ueipapaTÖ^ooa (Fotsis et al., 1994; Klauber et al., 1997).

MeAeTeq eöei^av ö t i  n 2-ME avaaTeAAei T qv aväuru^q K ai crrävei T q v  auöuTooaq 

uoAAobv avQpcbuivoov KapKiviKoov KUTTapiKcbv aeipoov in vitro, öuoog Ta avöpoöuiva 

MCF-7 Künapa t o u  KapKivou t o u  paaToü (Lottering et al., 1992; Zoubine et al., 

1999; La Vallee et al., 2002), Künapa SH-EP veupoßAaaTwpaTog, A204 

paßöopuoaapKcopaToq Kai Y-79 peTivoßAaaTwpaTo^ (Fotsis et al., 1994). 'Opoieg 

öpäaeiq epcpavi^ei ae AeuxaipiKeq KunapiKeq aeipeq (Attala et al., 1996; Attala et al., 

1998; Huang et al., 2000), ae KunapiKeq aeipeg t o u  KapKivou t o u  TTveüpova 

(Mukhopadhay and Roth, 1997; Mukhopadhay and Roth, 1998), yaöTpiKoü 

KapKivcJopaToq (Lin et al, 2001), t o u  uaxeog evTepou (Carothers et al., 2002), to u  

u a y K p e a T o g  (Schumacher et al., 1999; Qanungo et al., 2002), t o u  upoaTäTq (Qadan 

et al., 2001; Kumar et al., 2001; Bu et al., 2002; Basu et al., 2003; Shimada et al., 

2003), KaGübq Kai ae KunapiKeg aeipeq pueAoßAaaTd)paTo<; (Dingli et al., 2002; 

Chauhan et al., 2002), aoTpoKunibpaToc;/ yAoioßAaaToöpaTog (Kumar et al., 2003) k o i  

avGpdbuivou peAavüöpaTO«; (Ghosh et al., 2003). H 2-ME öev avaaTeAAei t o v  

TToAAaTTAaaiaapö Kai öev euäyei Tqv auöuTooaq cpuaioAoyiKobv Kunäpoov, öucoq 

avGpwTTivoov emQqAiaKobv Kunäpoov TTveüpova (Mukhopadhay and Roth, 1997), 

TrpoaTäTq (Kumar et al., 2001) Kai paaroü (Bu et al., 2001), ivoßAaanxtv öeppaTO«; 

(Seegers et al., 1997), AepcpoKunäpiov (Huang et al, 2000) Kai peAavoKunäpoov 

(Ghosh et al., 2003).

10.1. AvTi-piTWTiKOi pnxaviCTiJOi Trj? 2-p£0o^uoiaTpa5iöAr)?

Oi avTi-piTOOTiKeq öpäaei^ Tq^ 2-ME öev exouv aiToaacpqviaTei uAqpco«; Kai outö 

aTTOTeAei TTpÖKAqaq yia öie^aytoyq oAoeva Kai uepiaaÖTepcov epeuvoov, a u ö  öttou 

TTpoKÜTTTOuv vea Kai öiacpopeTiKä auoTeAeapaTa (Moobery, 2003a and 2003b). 'Oucoq 

exei qöq uepiypacpei, evaq auö Touq pqxaviapoüq Tqq 2-ME uou aTapaToüv Tqv 

piTCjoaq, eivai q avaaToAq tou uoAupepiapoü Tq<; atoAqvivq«; (ToupuouAivqO- 

ZuyKeKpipeva, q 2-ME aAAqAeuiöpä pe Tqv Qeaq upöaöeaqq Tq$ KoAxiKivqg uävco 

a T r /v  /?-au>Aqvivq Kai AeiToupycovTaq pe tov Tpöuo outö coq avTi-piKpoacoAqviaKiKÖ«;
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uapäyovTa?, euäyei Tqv öiaKouq Tq? prrooaq? KaTä Tq peTäcpaaq (D’Amato et al.,

1994). AVTI0£Ta peTOyeveOTepe? (J£Ä£T£$ £0£l^av ÖTI G£ OUyKeVTpOOaei? KOTCt TI? 

ouoie? n 2-ME avaaTeAAei auoTeAeapamä Tqv prrooaq t o jv  Kunäpoov, öev 

uapaTqperrai avaaToAq to u  uoAupepiapoü tq ?  aooAqvivq?. EiöiKOTepa, q xopqyqaq 

2-ME ae KÜTTapa Jurkat upoKäAeae Tq ÖiaKouq Tq? prrooaq? aTqv G2/M cpäaq to u  

KUTTapiKOÜ kükAou, öpoo? Ta xpwpoaoöpaTa toov Kunäpoov uapepeivav uapaTaypeva 

o t o v  laqpepivö Tq? aTpäKTou, öqAobvovTa? evöexöpevq AeiToupyiKq ßAäßq Tq? 

öuvapiKq? Tq? prrooTiKq? aTpäKTou o t t ö  Tqv 2-ME. H ÖiaKouq Tq? aü^qaq? toov 

KUTTäpoov OTq G2/M cpäaq auo Tqv 2-ME auvoöeÜTqKe auö Tqv aü^qaq toov 

euiueöoov Tq? KUKAivq? B Kai Tq? öpaaTiKOTqTa? Tq? KUKAivo-e^apTobpevq? Kiväaq?, 

cdc2 (Attala et al., 1996).

nepanepoo epeuve? eöei^av öti q xopqyqaq 2-ME oöqyei OTq ÖiaKouq Tq? 

aü^qaq? OTq G2/M cpäaq tou KunapiKOÜ kükAou öiacpöpoov KapKiviKoov KUTTäpoov, 

öuoo? peTaaxqpaTiapevoov avOpdouivoov ivoßAaaToov (Seegers et al., 1997), 

KUTTäpoov tou KapKivou tou upoaTäTq (Kumar et al., 2001; Qadan et al., 2001), 

KUTTäpoov YaaTpiKoü KapKivoöpaTO? (Lin et al., 2001), uoAAauAoü pueAcJbpaTO? (Dingli 

et al., 2002), peAavdbpaTO? (Ghosh et al., 2003) Kai KUTTäpoov pueAoßAaaTdbpaTo? 

(Kumar et al., 2003). H öiaKouq tou KunapiKOÜ kükAou OTq G2/M cpäaq 

XapaKTqpiaTqKe auö Tqv euayooyq Tq? aü^qaq? toov euiueöoov Tq? KUKAivq? B Kai Tq? 

eKcppaaq? Kai cpooacpopuAiooaq? Tq? cdc2 Kiväaq? (Kumar et al., 2001; Ghosh et al., 

2003), av Kai o to  Künapa tou pueAoßAaaTobpaTO? öev uapaTqpq0qKav anpavriKe? 

peTaßoAe? OTqv eKcppaaq Tq? KUKÄivq? B Kai Tq? cdc2 Kiväaq? (Kumar et al., 2003). 

AuevavTia? q euiöpaaq Tq? 2-ME aTq öiaKouq tou kuttopikoü kükAou öev 

uapouaiä^ei Ta iöia xapaKTqpiaTiKä yia Ta KapKiviKä Künapa tou uayKpeaTO? Kai tou 

paaToü. I t o  Künapa tou KapKivou tou uayKpeaTO? q xopqyqaq 2-ME oönyei aTqv 

euipqKUvaq (uapäTaaq) Tq? S-cpäaq? (Schumacher et al., 1999), evob o to  Künapa 

tou KapKivou tou paaToü q 2-ME upoKaAei Tq auaaobpeuaq toov KUTTäpoov aTqv G1 

cpäaq (Schumacher and Neuhaus, 2001). H 2-ME upoKäAeae euiaq? Tq öiaKouq Tq? 

KunapiKq? aü^qaq? oaTeoaapKoopaTiKobv Kunäpoov oti?  G1/S k o i  G2/M cpäaei? tou 

KunapiKOÜ kükAou ötov xopqyqOqKe ae x a p n ^  Ka| uipqAe? ööaei?, avTiaTOixa 

(Golebiewska et al., 2002) ko0oo? euiaq? Kai ae uayKpeaTiKE? KapKiviKe? KunapiKe? 

aeipe? (Qanungo et al., 2002). Euiupoa0eToo?, exei öeix©ei öti q 2-ME npoKaAei 

avaaroXf] Tq? aü^qaq? Kai euäyei Tqv auöuTooaq avOpobuivoov KapKiviKoov 

KunapiKoov aeipoov uveüpova (Mukhopadhay and Roth, 1997) Kai upoaTäTq (Bu et
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al., 2002), x w P'S va  ETrqpEä^Ei Tqv u o p d a  to u  K u na p iK O Ü  kükAou tou«;. Ta 

TTapaTTävco a T o ixd a  papTupoüv o ti q 2-ME okoAouGei tto ik iA o u ^  p qxa v ia p o ü q  

avaaToAqq to u  TroAAaTTAaaiaapoü öiacpöpoov KapKiviKoov KUTTäpcov in v itro , 

ETräyovTa«; Tr) öiaKOTrq Tqg aü^q a q g  oti«; aTiq G1/S koi G2/M cpäaEi«; to u  K u n a p iK O Ü  

kükAou.

npöacpaTsq, öpooq peAetec; EÖEi^av o t i  q öiäaTraaq toov piKpoacoAqviaKoov to u  

/ f ^ 77a p 0 aKEAeT0 Ü o t t o  Tq 2-ME oöqyqoE aTrl peioppüOpiaq to u  e t to y ö i je v o u  

TrapäYOVTa-1 o t t o  u t to ^ io  (HIF-1; Hypoxia-inducible factor-1) k o i ETTopsvooq OTqv 

avaaToAq Tq<; EKCppaaq«; to u  ayyEiaKoü au^qTiKoü irapäYovTa, VEGF ps auoTEAEopa 

Tqv avaaToAq Tqc; ayyEioyEVEaq«; (Mabjeesh et al., 2003).

Oi ayyEioyEVEi«; avaaTaATiKoi TTapäyovTEq puopoüv va Ta^ivopqOoüv ae öüo 

EuöiäKpiTE«; opäös«;, Toug äpsaoug Kai Eppsaouq avaaTaATiKoü<; TTapäyovTE<; (Kerbel 

Kai Folkman, 2002). Ta upobTa o to x e ü o u v  t o  svöoGqAio, evoo o i ö e ü te p o i ayyEioyEVEiq 

TrapäyovTEq TrapäYO VTai o t t ö  öyKou<;. H 2-ME Ta^ivopq0qKE a p x iK ä  oog äpsao<; 

avaaTaATiKO«; TrapäyovTag Aöyoo toov  avTi-TToAAairAaaiaaTiKCjbv Kai Trpo-aTTOTnooTiKdov 

aTTOTEAEapäToov ae EVEpyä TroAAaTrAaaia^opeva EvöoGqAiaKä Künapa. Ta 

TrpöacpaTa o to ix e io  EÖ Ei^av ö t i  q 2-ME ETricpepei Eppecra <7W7-ayY£ioy£VETiKä 

aTTOTEAEapaTa pEaoo Tq<; TrapEpTTOöiaqg Tqq EKcppaaq^ to u  HIF-1 a o e  KapKiviKä Kai 

EvöoGqAiaKä Künapa (Mabjeesh et al., 2003). O HIF-1 dvai sva<; Trpo- 

aYY£ioYeveTiKo<; TrapäyovTa«; peTaYpacpq«; t t o u  aAAqAeTnöpä pe Ta aToixeia 

aTTÖKpiaqt; OTqv uTro^ia (Hypoxia response elements; HREs) Yia va yia va öieyeipei 

Tq peTaypacpq ttoA A oöv Trpo-aYY£iOY£VETiKobv TrpooTdvoöv Kai E iö iKO Tspa to u  a u^qT iK O ü  

TrapäyovTa t o u  ayyeiaKOÜ EvöoGqAiou (vascular endothelial growth factor; VEGF). 

EKTÖq o t t o  Ta Trpo-aTTOTTTOOTiKä yoviöia, Ta yoviöia-aTÖxoi to u  HIF-1 TrepiAapßävouv 

ETTiaq^ yoviöia t t o u  e p t tA e k o v to i o t o v  TroAAaTTAaaiaapö toov Kunäpoov, aTqv 

KunapiKq ETTißiooaq, OTqv öiqGqaq Kai Tqv avGeKTiKÖTqTa o e  cpäppaKa. Aöyoo to u  

pöAou to u  äs öiäcpopa ßaaiKä aTäöia Tqq Trpoööou t o u  KapKivou, o HIF-1 eivai eva<; 

e A k u o tik ö « ; popiaKÖq o to x o « ; yia Tq GepaTTeia to u  KapKivou (Semenza, 2003).

O HIF-1 e iv a i e va  e T e p o ö ip s p d ; t t o u  aTTOTEAdTai o t t o  Tig u T ro p o v ä ö s g  a  K a i ß. H 

U T T o p ovä öa  ß EKcppä^ETai auvExoog, evoo q EKcppaaq Tqq U TTopoväöa«; a  e A e y x ö p e v q . 

KäToo o t t ö  cpua ioAoyiKE i; auvQ qK E q o ^ u y ö v o u  o  HIF-1 a  aTTO iK oöopdTa i y p q y o p a  o t tö  

t o  rrpooTEÖ aoopa Kai ko tö  Tq ö iä p K e ia  UTTO^iaq q TTpooTe'i'vq aTaGepoTTOielTai. O HIF-2a 

p uG p i^eT a i o po io o q  Kai u p o K a A E i E u iaq« ; Tq pETaypacpq toov HREs a A A ä  pe 

ö iacpopsT iK q  ETnAEKTiKÖTqTa (Semenza, 2003). Ze a u y K E K p ip s v o u q  tü t to u « ; K u n ä p o o v ,
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H EKcppaaq t o u  HIF-1 ( jT ro p e i ETriaq<; va öisyspOsi o t t ö  a u ^ q n K o ü q  TTapäyovTE«; K ai 

Y £ ve tike < ; aAAayE«; (Semenza, 2 0 0 3 ) .  I e  a p K £ T o ü ^  aAAä öxi as öAoug T o u q  KopKivoug, 

H aü?;qaq t o u  HIF-1 a o u v ö e e to i  p e  t q v  aü^qaq Tq$ 0vqai|JÖTqTa (Semenza, 2 0 0 3 ) ,  

£TTiKupd)vovTa<; auTqv Tqv ßaaiKq npcoravri üog EAmöocpopo OspaTTEUTiKÖ o t ö x o .

flpöacpaTa ÖEix0qKE öti q 2-ME kotooteAAei Tqv EK(ppaaq tüov HIF-1 a Kai HIF- 

2a as KapKiviKsg KUTTapiKEg aeips^ (Mabjeesh et al., 2003). Oi ETnöpäaEiq Tqq 2-ME 

qTav öoöo-efap7U)MEVEq Kai £(j(pavi^ovTai aTa KÜTTapa ttou ektiOevtoi as 

(puaioAoYiKEq auvGqKEq Kai as auv6qKE<; uTTo^iag. KäToo o ttö  ti$ iöiec; auvOqKE^, q 2- 

ME öev pETaßäAAei Tqv EKcppaaq tou HIF-1 ß. H [JEiüoaq tüov KurrapiKoov ettitteöoov 

t o u  HIF-1 a o ttö  Tqv 2-ME oöqyoüv OTqv Trap£|JTTÖöiari Tq? (JETaTÖTTiaqg tou o tov  

TTUpqva, Tqv KaTaaToAq Tqq (JETaypacpq«; tou VEGF Kai aTq [jEiooaq Tqq EKKpiaqg tou 

VEGF. nävüo o ttö  60 yoviöia exouv TrpoaöiopioTEi üo  ̂ Yoviöia-aToxoi tou  HIF-1 

(Semenza, 2003) koi (joAovöti oi ETnöpäoEig Tq<; 2-ME aTqv EKcppaaq tou  VEGF 

EXouv £TTiß£ßaiüo0£i, q ETTiöpäaq Tqq 2-ME atov HIF-1 a ava)j£V£Tai va KaTaaTEiAsi Tq 

METaypacpq TToAuäpiGpüov äAAcov TTpo-aYYEioyEVETiKübv yoviöiüov (XxqMO 4.1). Ta 

yoviöia ttou (jttopoüv va £Trqp£aa0oüv (jTTopsi va öiacpspouv aväAoya [je tov 

KUTTapiKÖ TÜTTO (Semenza, 2003). H 2-ME öev kotooteAAei Tq (jETaypacpq tou  HIF-1 a 

q Tq OTa0£pÖTqTa Tqq TTpüOTEivqq aAAä [jäAAov Epcpav^ETai va öpa KaTaoTaÄTiKä o to  

ettitteöo (JETäcppaaq^ (Mabjeesh et al., 2003). Oi ETnöpäa£i<; Tqq 2-ME o to v  HIF-1 a 

öev TTEpiopi^ovTai aTa KÜnapa KapKivou. Kötüo aiTÖ auv0qK£^ uTTo^iaq q 2-ME 

M E io p p u B p ^ E i ETT iaq^ Ta TrpooTEi'viKä ETriTTEÖa tou HIF-1 a o e  avGpdbTTiva Evöo0qAiaKä 

KÜTTapa oycpaAiKübv cpAEßübv (human umbilical vein endothelial cells; HUVEC). Kotö 

ouvETTEia, q 2-ME öxi |JÖvo ovooteAAei äpsaa tov TroAAaTTAaaiaaiJÖ EvöoBqAiaKoov 

k o i  KapKiviKüov KUTTäpüov ttou oöqy£i aTqv aiTÖTTTüoaq Touq aAAä kotooteAAei ETriaqq 

Tq |JETaypacpiKq EVEpyoTroiqaq tüov HREs ottö  tov HIF-1 Ta orroia auvösovTai ä|j£aa 

ME Tqv ayYEioyEVEaq, tov TroAAaTTAaaiaaiJÖ, Tqv ETTißiüoaq Kai Tq pETäaTaaq.
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IxniJa 4-1- MovteAo avaTrapäCTTaan? tw v  ETTiöpäaEwv Trj? 2-ME cttou? KurrapiKoü? 
HiKpoawAr|viaKou? Kai cttov HIF-1a ae KapKiviKä KÜTTapa. O  eA eyxo? Tq? EvspYÖTqTa? 
to u  HIF-1 ö ia T q p E h a i Aöyw Tq? YP> iY °pq? a T ro iK o ö ö p q a q ?  to u  HIF-1a. Ta KUTTapixä ETriTTEÖa 
to u  HIF-1 a au^ävovTai KaTä Tq ö iäpK E ia  uT ro^ ia?  Kai as p s p irä  K ü n a p a  w ? a iT Ö K p ia q  oe  
au?;qTiKoü? T rapäY ovTeg Kai pETaAAä^Ewv. H 2-ME TrapepTToS^ei Tqv K u rra p iK q  o u a a w p E u a q  
to u  HIF-1a Kai cpuo ioA oy ike?  o u v 0 qKE? Kai o u v 0 qKE? uT ro^ iag . H KaTaaToAq t w v  e t t i t te ö w v  
to u  HIF-1 a  i je iw v e i Tq ÖuvaTOTqTa pETaTÖTTioq? to u  o to v  TTupqva Kai oöqYE i OTqv a v a a T o A q  
Tq? (JETaypacpq? y 0V |ö iw v  p£ HRE. To H 2-ME KaTaoTEÄÄEi Tq psTaYpacpq Kai Tqv E K K p iaq  to u  
VEGF Kai ö s v  E iva i aöiKaioAÖYqTO v a  u tto te B e i ö t i  k o i äAAa Y ° v iö ia  pE HREs ETTioq? 
p £ io p p u 0 p i£ovT a i. O i ETTiöpäaei? Tq? 2-ME o to v  HIF-1 a a u o x s T i^ o v ia i p s  t i?  E TT iöpäae i?  Tq? 
o to v  aTT0 TT0 AujJEpia|JÖ tw v  p iK p o a w A q v ia K w v .

IqpavTiKe? p q x a v ia T iK e ?  peAeTe? auvöeouv Tq ÖuvaTOTqTa Tq? 2-ME v a  

avaaTeiAei t o v  HIF-1 a pe t i?  eTTiöpäaei? Tq? o t o v  aTTÖTToAupepiapo t w  

piKpoawAqviaKwv (Mabjeesh et al., 2003). AuTq q aüvöeaq uapexei eva pnxctviapo, 

eireiöq oi avTi-piTWTiKe? eTTiöpäaei? qTav o t t p w t o ?  pqxaviapö? t t o u  epTTAexTqKe aTi? 

avTi-iToAAaTTAaaiaaTiKe? öpäaei? Tq? 2-ME (Seegers et al., 1989). Oi emöpdaei? Tq? 

2-ME a T q  ö iäa iraaq  t w v  piKpoawAqviaKwv Kai Tqv KaTaaToAq t o u  HIF-1 a öev eivai 

povaöiKe?. H Ta^öAq Kai q ßiVKpiarivq (vincristine) TrpoKaAoüv rrapöpo ia  

aTTOTeAeapaTa (Mabjeesh et al., 2003) K a i auTä Ta a T o ix e ia  eivai aüpcpwva pe t i?  

avacpepopeve? a vT i-a Y Y ^ io Y e v e T iK e ?  e T T iö p ä a e i?  t w v  a T a O e p o u o iq T w v  K a i t w v  

aTToaTaBepoTTOiqTwv t w v  piKpoawAqviaKwv (Miller et al., 2001). H KaTaaToAq t o u  

HIF-1 a aupTTiTTTei pe Tq ö iäa iraaq t w v  piKpoawAqviaKwv, ehe pe Tq aTa0epoiroiqaq 

q pe t o v  aTroTroAupepiapö, Kai öev eivai pövo eTraKÖAouBo Tq? piiTCjOTiKq?
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auaaobpEuaqc;. O avaaioAea^ ir\q |jiTC0TiKr|g KivEaivqg (kinesin), |_iovaaTpöAq 

(monastrol), ttou  TTpoäyEi Tq öiaKOTrq Tqg |jiTooaq<; XWP^ va aAAqAETTiöpä (je Toug 

IJiKpoaooAqviaKOu; öev KaTaaTsAAsi tov HIF-1a (Mabjeesh et al., 2003). KurrapiKsq 

QEipES p£ pETaAAä^Eiq OTiq Beoei«; ÖEO|j£uari^ tqg Ta^öAqg (paclitaxel) Eivai av0£KTiK£<; 

gti«; ETTiöpäaEiq aTa0EpoTroiqaq$ toov iJiKpoaooAqviaKOJv auö Tqv Ta^öAq aAAä 

TrapaiJEVouv aKö[ja £uaia9qT£$ aTouq TrapäyovTE«; aTroaTa0£poTroiqaqc; toov 

IJiKpoaooAqviaKoov önoog q 2-ME ttou ÖEO|JEÜTai aTq aooAqvivq (Tou|jTTouAivn; 

Tubulin) ae ///7-ETriKaAuTTTÖpEVEg ttepioxe^ ÖEapEuaqc;. H 2-ME koteoteiAe tov  HIF-1 a 

OTiq TTpoYoviKEq Kai av0EKTiK££ aTq Ta*;öAq ( paclitaxel) KunapiKE«; aEip£q, evcJo q 

Ta^öAn (paclitaxel) p£ioppü0pia£ to  TrpooTEiviKä ETmTEöa tou HIF-1 a pövo OTr|v 

TTpoyoviKq, EuaiaOqTq KurrapiKq OEipä (Mabjeesh et al., 2003). Kotö ouvetteio, q 

öuvaTÖTr|Ta Tq<; 2-ME koi äAAoov TrapaYÖVToov KaTaoTpocpn^ toov (jiKpoaooAqviaKoov 

OTqv KaTaoToAii tou HIF-1 a Epcpavi^ETai va Eivai ettoköAouOo Tq$ öiaKOTrqc; Tqg 

öuaioAoyiKqg öuvapiKqq toov piKpooooAqvioKoov (Ixq|-ia 4.1). Oi TropEiEq Kai Ta OTäöia 

(JETayooYq^ aqpaTog Y£Y0V° Ta ttou oöqyoüv auö Tqv KaTaoTpocpq toov 

[jiKpoaooAqviaKoov OTqv KaTaaToAq Tq$ jJETäcppaoqq tou HIF-1a TTapa(j£vouv 

äyvooaTa.

Oi E T T iö p ä o E iq  Tqq 2-ME O T qv K a T a a T p o cp q  to o v  (J iK poaooA qv iaK O ov K a i oi a v T i-  

pnooT iK q  ö p ä a q  Tq«; E iv a i K aA ä  T E K (jqp ioo(j£V £^. O  a T T o n o A u iJ E p ia iJ Ö ^  to o v  

p iK p o a o o A q v ia K O O v e x e i a v ix v £ u 0 d  o e  ö ia cp o p E T iK o ü q  tü t to u « ;  KUTTäpoov (Brueggemeier 

et al., 2001; Mabjeesh et al., 2003; Sattler et al., 2003; Tinley et al., 2003) k o i  2-ME 

TTap£(JTTOÖi^£i t o v  T ro A u |j£ p ia |J Ö  Tqc; aoo A q v ivq < ; (T O u iJT rouA ivq« ;) ( je c too  Tqq 

a A A q A E T T iö p a a q q  i r \ q  OTq 0 £ a q  Ö E a p E u a q q  Tqq KoAKixivqq (D'Amato et al., 1994; 

Cushman et al., 1995). E t t i t tA e o v ,  U T rä p xE i (Jia a v a c p o p ä  ö t i  q  2-ME ETTäyEi t o  

T ro A u | j£ p ia p ö  T q q  K u r ra p iK q g  a o o A q v iv q ^  (TO uiJTTO uA ivqg) (Attalla et al., 1998).

H a q p a v T iK q  EpobTqaq £ ä v  o i ETTiöpäaEiq Tq<; 2-ME a T o u q  (J iK poaooA nv iaK O uq  

t t o u  T T apaT qpoüvT a i in  v it ro  Epcpav i^ovTa i ETTiaqg in  v iv o  a £  OspaTTEUTiKEq 

ouyKEVTpobaE iq E^ETäaTqKE TrpöacpaTa. I e  Eva [ jo v te A o  K a p K ivo u  t o u  paaT O ü  

0 £paiT£UTiK£q auyKEVTpobaEiq 2-ME (30 k o i  150 m g /k g  a v ä  q p s p a )  T rp o K ä A e a a v  t o v  

aTTO TroA upEpiapö to o v  p iK poaooA qv iaK oov Kai t o  a x q p a T ia |J Ö  p q  ö u a io A o Y iK d o v  

PITOOTIKOOV aTpäKTcov o t o  K apK iv iK ä  Kai E vöoO qA iaK ä  K Ü n a p a  (Mabjeesh et al., 

2003).H T rocoT iK q  a v ä A u a q  aiTO KäAuipE p ia  ö o a o -£ ^a p T o b p £ v q  j jd o o a q  Tqq 

TToAuiJEpiaiJEvqg aoo A q v ivq q  (T0 ugTT0 uAivq<;) Kai (Jia avT iaT O ixq  a ü ^ q a q  Tqq ö ia A u iq g  

a oo A q v ivq q  (TOupTTOuAivq<;) o t o u ^  ö y K o u g  t t o u  e ixe  x ° p q Y q ö £i q 2-ME (Mabjeesh et

38



al., 2003), £üpr||ja ttou aupcpoovEi pe tov auouoAupEpiaiJÖ tcov piKpoaooAqviaKoov 

uou uapaiqpqGqKE [JiKpooKouiKä. H SuvaTÖTqTa Tqg 2-ME va EuicpspEi [jETaßoAd; 

aTOug iJiKpoacoAqviaKou«; in vivo ae Gepoueutikei;  auYK£vrpoba£i<; upoTEivEi öti auTeq

oi EuiöpäoEig [jTropoüv va öiaöpapaTiaouv Kpiaipoug pöAouq oti<; ovti- 

ayyEioyEVETiKEg Kai avTi-v£ouAaa|jaTiKEg öpäasig Tq«;.

O HIF-1 a au^äv£i Tq |j£Taypacpq öiäcpopoov yoviöfoov ttou eijuAekovtoi OTq 

öiqQqaq iotoov koi Tq |j£TäaTaaq KapKiviKoov Kunäpoov. H 2-ME ovooteAAei Tqv 

KUTTapiKq TTpoaKÖAAqaq, Tqv KivqTiKÖTqTa Kai Tq (jETaväaTEuaq toov KUTTäpoov Kai 

auT£<; oi Emöpäaeiq ouvöeovtoi jje Tq ö iäauaaq twv |jiKpoaooAqviaKoov (Sattler et al.,

2003). Aev dva i aKopa yvoooTÖ Eäv oute«; oi EuiöpäaEig Tqg 2-ME aTqv KurrapiKq 

KivqTiKÖTqTa, aTq öiqGqaq Kai OTq |j£TäaTaaq toov KapKiviKoov Kunäpoov öiE^äyovTai 

(jeooo Tqq KaTaaToAqg tou HIF-1 ct.

11.1. Attotttwtikoi prixaviaH 0 ' TrK  5päar|? Trj? 2-|j£0o^uoiCTTpaöiöAn?

H 2-ME suäyEi aTTÖTncoaq oe uoAAoüc; öiacpopETiKoüg tüuou«; kopkivikoov Kunäpoov 

MEaoo öiacpopETiKoov [JopiaKoov pqxaviapoöv (Moobery 2003a and 2003b). 'Evag auö 

auToug Touq jjqxaviapoüq |JE Touq ouoioug q 2-ME ettöyei aTTÖTTTCoar] dva i q 

iKavÖTqTa Tqg va öi£Y£ip£i Tqv uapayooyq tou uuspo^Eiöiou tou uöpoYÖvou (H20 2) 

auö  Ta |jiToxövöpia. 'Exei öeixOei öti q 2-ME EuäyEi Tqv auöuTw aq toov 

aapKoo(jaTiKcbv KUTTäpoov Ewing psaoo Tqg uapayooyqg H20 2, ir\q EVEpyouofqaqg Tqq 

JNK, ir\q Mdooaqq tou öuvapiKoü toov |jiToxovöpiaKobv (jE^ßpavcov, Tqg 

aTT£AEU0£pooaq<; tou KUTOXpoopaToq c Kai Tq^ EuaKÖAouOqg EVEpyouoiqaq«; toov 

Kaauaaoov 9 Kai 8 (Djavaheri-Mergny et al., 2003). Euioqq exei öeixOei ö ti q 2-ME 

ovooteAAei Tq öpäaq tou Ev^üpou öiapouTdaq tou oouttepo^eiöiou (SOD) j je  6ooo- 

Kai xpovo-zt,apToö(j£vo tpö tto  (Golab et al., 2003). To ev^ujjo outö  dvai auapaiTqra 

yia Tq |j£TaTpouq tou aviövToq tou aouuEpo^Eiöiou (0 2_) oe uttepo^eiöio tou 

uöpoyövou (H20 2) k o i  0 2, upoaTaTEÜovra<; jje tov tpö tto  ou tö  Ta KÜTTapa auö 

ßAäßsq uou upoKaAoüvTai auö  t\q £A£Ü0£p£g pi^Eg tou o^uyövou. H avaaToAq Tqq 

öiapouTäaqg tou aouuspo^Eiöiou auö Tq 2-ME, upOKaAsi Tqv EvöoKurräpia 

auaaobpsuaq tou 0 2" koi oöqyd OTqv KaTaaTpocpq toov |j£|jßpavd>v toov 

(jiToxovöpioov auö  eAeüGepei; pu£q, Tqv auEAEuOspooaq tou KUTOxpobyaToi; c anö  Ta 

[jiTOxövöpia p£ auoTEAEopa Tqv Euayooyq Tqc; auöuTooaqq toov kopkivikoov KUTTäpoov.
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ETTojjevoog q a T Ö xE u aq  t o u  s v ^ ü p o u  c iu to ü  a u ö  Tq 2-ME p u o p E i v a  o ö q y q a E i a i r i v  

ETTiAeKTiKn O a v ä T o o a q  to o v  K a p K iv iK o o v  K u n ä p o o v  (Huang et al., 2000; Lambert et al., 

2001; W o o d  et al., 2001). E u o p s v o o g  n u a p a y o o y q  ö p a n K o ö v  popcpoöv o ^ u y ö v o u  

o u o t e Aei e v a  aqpavTiKÖ p q x a v ia p ö  u p Ö K A q a q g  Tqg a u ö u T o o a q g  a u o  Tq 2-ME.

H Euayooyq Tqg EKcppaaqg tou aypiou-TÜuou tq«; upooTE'fvqq p53 ouoteAei svav 

aKÖpq auouToonKÖ pqxaviapö Tqg 2-ME. H upooTE'i'vq p53 dvai pia oyKOKaTaaTaATiKq 

upooTE'i'vq, q ouo ia  pu0pic£i Tqv auöuTooaq, ooq a rnkp ia q  o e  evöoyevei«; Kai 

E^ooyEvsiq uapäyovTEg uou upoKaÄoüv KaTaoTpocpEg o to  DNA. 'Exei Ö£ix0d, öti q 

Xopqyqaq 2-ME a£ K Ü TTapa tou KapKivou tou uvEÜpova £viaxü£i pETa-pETaypacpiKä 

Tqv EKcppaaq Tqg AEiToupyiKä EVEpyqq aYpiou-TÜuou p53, uapaKäpuTOVTaq t o  aqpEio 

eAeyxou G1/S Kai EuäyovTag auöuTooan (Mukhopadhay and Roth, 1997; 

Mukhopadhay and Roth, 1998). Euiaq*; n XoPHYiaq 2-ME oe av0poouiv£<; KunapiKEc; 

aEipsq op0OKoAiKoöv KapKiviKoov uou UEpisixav cpuaioAoyiKq p53 oöqynaE CTTrlv 

Euayooyq Tqg EKcppaaqg Tqg p53 p£ auoT£Ä£apa Tqv auöuTooan touc; (Carothers et 

al., 2002). AuEvavTiag peAetec; oe Künapa tou KapKivou tou upoaTäTq Eöooaav 

5iacpop£TiKä auoTEÄeapaTa. Ta LNCaP avöpoyovo-Et;apTüoiJEva Künapa tou 

KapKivou tou upoaTäTr) uou cpspouv cpuaioAoyiKq p53, £pcpäviaav pEiooaq toov 

euiueöoov EKcppaaq«; Tqg p53 Kai Trjq iKavÖTqTag upöaösaqg tqg o to  DNA pETä auö 

EUE^spyaaia p£ 2-ME (Kumar et al., 2001). AAAoi EpsuvqTEg, oi ouoioi 

Xpqoipouoiqaav Ta iöia Künapa tou KapKivou tou upoaTäTri aupuspavav ö ti q 

Euayooyq Trjq p53 psaoo Tq«; p38/JNK-sJ;apTobp£vq<; EVEpyouoiqaqg toov NFkB/AP-1 

qTav auapaiTqTq yia Tqv Euayooyq Tqq auöuTooaqg Toug auö Tq 2-ME (Shimada et 

al., 2003). H TauTouoiqaq tou pöAou Tqg p53 0-7771/ 2-ME-£uayöp£vq auöuTooaq Eyivs 

a K Ö p a  u io  uEpiuAoKq p£Tä Tqv öiauiaTOoaq öti q auöuTooaq KunapiKoöv aEipoöv 

puEAoßAaaToopaToq o to  ouoio xopqyq0qK£ 2-ME, öev upaypaTOUOiq0qKE pEaoo 

p£TaßoAobv aTqv EKcppaaq Tqg p53 (Kumar et al., 2003). EuiuAeov, upöacpaTEg 

PeAete^ EÖEi^av öti o NF/cB epuAeketoi aTqv auöuTooaq uou upoKaÄEi q xopqyqaq 

rrjg 2-ME (Shimada et al., 2003; Kumar et al., 2003). QaTöao, evoo q p38/JNK- 

E^apTOöpEvq EVEpyouoiqaq tou NF-kB qTav auapaiTqTq yia Tqv ETrayöpEvq 

auöuTooaq toov KUTTäpoov tou KapKivou tou upoaTäTq p£Tä Tq xopqyqaq 2-ME 

(Shimada et al., 2003), auoÖ£ix0qK£, öti KapKiviKä Künapa puEAoßAaaTobpaTog, aTa 
o u o ia  xopnYnönKE 2-ME Kai u u E O T q a a v  auöuTooaq, u a p o u a ia a a v  pEicoaq Tqg 

pETaypacpiKqq öpaaTqpioTqrag tou NFkB Kai Tqg iK avÖ T qT ag  upöaÖEaqc; tou  o t o  

DNA (Kumar et al., 2003). Aeöopevou öti upoqyoüpEVEg peAetei; aväcpepav pia
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aAAqAETriöpaaq p e to ^ ü  toov  pETaypacpiKtiov T rapayövTO ov p53 k o i  NF/cB o e  äAAa 

KUTTapiKä auoTqpaTa (Wu and Lozano, 1994; Kirch et al., 1999; Webster and 

Perkins, 1999; Ryan et al., 2000), o tto te A e i TrpÖKAr)ar| n pEAETq to u  pöAou toov 

a A A n A e n i6 p < j) \n w \i Tropeicuv pETayooYqg a q p a T o g  t w v  TTapayövTOOV p53 k o i  NF/cB 

a T r|v  aiTÖTTTGüCTri t t o u  ETTäyETai a u o  Tr) 2-ME.

12.1. npoypapijaTia iJEV og KunapiKÖg 0ävaTog (aTTÖTTTwari) Kai a v i i -

aTTOTTTWTiKä yoviö ia

H auöuTw oq Eivai pia popcpq upoypappaTiopEvou KunapiKOÜ 0av ö t o u  nou 

EVEpyoTTOiEiTai o to  KÜTTapa, oog auÖKpioq as cpuaioAoyiKä Kai ua0oAoyiKä 

EpE0iapaTa. H auöuTooaq ouvöeetoi jje uoiKiAa KunapiKä yEyovÖTa, öucog q 

aväuTu^q tou Kundpou, o pqxaviapög äpuvag tou opyavia[joü Kai q KaTaaToAq Tqg 

oyKoyEVEang (Ashkenazi and Dixit, 1998; Green and Reed 1998; Evan and 

Littlewood, 1998; Reed , 1999b; Reed, 2000).

H auÖTTTCoori -  ö q A a ö q  q u p o y p a p p a T io p E v q  KaTaoTpocpq e vö g  K u n ä p o u  - E iva i 

p ia  TToAÜTrAoKr) ö is p y a o ia .  H a u ö c p a o q  y |a  k u t to p ik ö  O ävaT o  e A e y x e to i k o i 

E u q p s ä ^E T a i o t t o  Tr) ö p ä o q  uoA A obv y o v iö io o v  K a0 oög e v s p y o t to ie ito i o t o  KÜ TTapo s v a  

u p ö y p a p p a  auTO K aTaaTpocpng. Ä u a J ; Kai Aqcp0 Ei q a u ö c p a o q , n aoooTq EKTsAsoq to u  

u p o y p ä p p a T o g  a u ö u T O ü o q g  a u a iT E i Tqv a u v ö u a o p s v q  E V E p y o u o iq o n  Kai e k te A e o h  

UO AAauAdbV UTTOTTpoypappäTCJÜV.

T a  T T o A u K Ü n a p a  £doa o u x v ä  x p e iö ^ e to i v a  a T ra A A a y o ü v  o t t o  K ü n a p a  r r o u  e x o u v  

OE TTEpiOOEia, n TOUg EIVOI EpUÖÖIO q TTOU EIVOI ÖUVqTIKä ETTIKlVÖUVa. T ia  auTÖ  TOV 

o k o t t ö  x P H a i lJ 0 T r0 l0 lJV s v a  EVEpyö p op ia K Ö  u p ö y p a p p a ,  acp ispoopsvo o e  a u T q  Tqv 

ö iE p y a a ia .  O  p u O p i^ö p s v o c ; (q  u p o Y p a p p a T io p E v o g )  K u n a p iK Ö g  0 ä v a T o g  Eivai t ö o o  

a q p a vT iK Ö q  ö a o  q K u n a p iK q  ö ia ip s a q  Kai p sT a v ä a T E u o q , Kai e u i t p e t t e i  o t o v  

o p y a v io p ö  v a  eA eyxe i pe a K p iß s ia  t o v  a p i0 p ö  t w v  KUTTäpoov Kai t o  p £ y £ 0 o g  t o jv  

IOTOOV, K a0 cbg Ka i v a  TTpOOTaTEÜETai OTTÖ TTapEKTpETTÖpEVa KÜTTapa TTOU OTTEIÄOÜV Tqv 

o p o iö o T a a q .

Ta cpaivoTUTTiKä x^paKTripiaTiKä toov auourooTiKoov Kunäpoov Eivai q 

auppiKvoooq tou KunapouAäopaTog, uÜKvoooq, KaTaoTpocpq tou uupqva 

(Kapuopq^ia), q auoöiäTa^q Tqg xP^PaTiviK Kai o KaTaKEppaTiapög tou DNA Kai öAa 

pa^i oxqpaTi^ouv Ta ououtootikö ooopaTiöia (Majno and Joris, 1995; Vaux and
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Strasser, 1996; Haie et al., 1996). Ta a q p a T a  ttou E T räyo uv  aiTÖTTTCoor] 

e vepY O T ro ioüv  ö ia ö o x iK ä  s v ^ u p a  ttou ö ia a T ro ü v  äAA££ ttpooteTvec;, o i TrpooTeäaeq rj 

K a a T rä a e ^  (caspases), o i o n o ie q  o ö r iy o ü v  a i r | v  e v e p y o T ro ir ia r] e v ö o v o u K A e a a c o v . O i 

e v ö o v o u k Aeckje:«; ö ia a iT o ü v  pe Tri a s ip ä  touc; to  DNA peTa^ü  vouK A soacopäT oov  Kai 

a x n p a T i^ o v T a i TroAAä T p q p a T a  DNA x a M l^ o u  p o p ia K o ü  ßäpou< ; p q K o u q  k o tö  

TTpoaeYY|CTn TToAAaiTAobv tcov 185 b p  (Green and Kroemer, 1998; Thonberry and 

Lazebnik, 1998; Shi, 2002).

BAäße^ oto DNA koi r\ evepyomroirian toov UTToöoxeoov 0aväTOU (death 

receptors) exouv avayvoopia0Ei oog Ta EvapKTipia EpsOiapaTa Tqc; aTrÖTTTüoaqq, 

£TrdyovTa<; Tq öianEpaTÖTqTa Tq$ pnoxovöpiaKqg pspßpävqg (mitochondrial 

membrane permeabilisation; MMP) koi / q Tqv äpsaq EVEpyorroiqaq toov KaaTraaoöv. 

Mia TrAqOwpa EupqpäToov öeixvei 6ti koi äAAa KurrapiKä opyaviöia, öttoo<; to 

EvöoTrAaapaTiKÖ öiktuo (ER), Ta Auaoawpcma, Kai r| auaKEuq Golgi, eivai ETTiaq<; 

Küpia arjpeia EvaoopäTooaqg toov TTpo-aTTOTTTcoTiKcov Tropeiwv pETayooyqg aqpaTO«; q 

avixvsuaqq ßAäßqq. Kä0e eva KUTTapiKÖ opyaviöio avixveüei auyKEKpipeveq 

IJETaßoAEq Kai EvspyoTToisi tottikö ttopeie^ pETayooyq«; aqpaToq Kai ekttepttei aqpaTa 

Ta oTToia öiaacpaAi^ouv Tq öiETTiKoivoovia pETa^ü tcov öiacpopETiKoov KUTTapiKoov 

opyaviöioov. Ha TrapäöEiypa, Ta AuaoaoopäTia ovixveüouv tottikö aTTOTTTooTiKä 

EpsOiapaTa, aTToaTa0EpoTroi£iTai q pspßpävq tou^ Kai otteAeuOepcjovouv KaOsqjivEq

oi ottoie^ exouv Tq öuvaTÖTr]Ta aü^qaqg Tqq MMP öiapeaou jr\q evepyoTroir|aq<; tou 

/7po-aTTOTTTCOTiKOÜ peAou«; Tqc; UTrepoiKoyeveia^ tou Bcl-2, Bid (Ferri and Kroemer, 

2001). H evepyoTroiqpevq popcpq Tqq Bid öieyeipei tov oAiyopepiapö tüov npo- 

aTTOTTTCOTiKcbv TTpcoTeivobv Bax q Bak ttou TrpoKaAoüv MMP. H MMP TrpoKaAEi ps Tq 

asipä Tqg Tqv aTT£A£u0£pooaq tüov AIF, KUToxpobpaToq c Kai tcov Trpo-KaaTTaadov aTrö 

Ta piToxövöpia ttou oönyoüv o tov KUTTapiKÖ 0ävaTO (Ferri and Kroemer, 2001).

Eivai Aoittöv cpavEpö öti n aTTÖTTTooari oöqyd OTq öuaAEiTOupyia KUTTapiKcov 

opyaviöioov ottö ti<; ottoie^ q ttio yvoooTq Eivai auTq toov piToxovöpioov (Green and 

Kroemer, 1998; Green and Reed, 1998; Kroemer and Reed, 2000). Oi a im q  ttou 

otf/yyoüv Ta KÜnapa oe aTTÖTTTooari £'va| 1 aKTivoßoAia UVB, to KEpapiöio, q 

£vaidi>pqaq Toug ae np i-O Tepeq  pE0uAoKunapivq, avTirapKiviKä cpäppara, to 

o^eiöooTiKö Kai 0eppiKÖ aTpsg, kuttokive«; koi oyKoyoviöia KaOooq ETrioqt; Kai 

TTaOoAoyiKEq aiTiEq, aAAä Kai kotö Tq cpuaioAoyiKq aväTTTU^n (Green and Reed, 1998; 

Evan and Littlewood, 1998; Vauxand Kormeyer, 1999; Reed, 1999; Reed, 2000).
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Meia^ü tcov yov|öioov ttou epuAekovtoi aTqv püOpiaq ti~|<S KunapiKqi; 

auöurooaqq eivai q uuEpoiKoyEVEia tou Bcl-2 Kai KAaoTpfvq/auoAiuoupooTEi'vq J 

(ApoJ).

13.1. H UTTEpOIKOYEVEia TOU Bcl-2 OTqv aTTÖTTTWCrn

Meto^ü toov TTpcoTEivcüv ttou pu0pi£ouv Tqv auouTooTiKq öiaöiKaaia koBlü^ Euiaqg Kai 

Tq AsiToupYia toov piToxovöpioov Eivai Ta p£Aq Tqq uu£p0 iK0Y£VEiaq tou Bcl-2. H 

uiTEpoiKOYEVEia tou Bcl-2 aTTOTEAei pia ottö Tiq aqpavTiKÖTEpE^ opäösg pu0piaTiKobv 

TTpCOTEIVLOV Tqq aUÖUTCOOq  ̂ Kai TT£piAa[jßäV£l ÖUO KÜpiEq aVTOYOaVIOTIKEq opäÖEg 

upooTEivobv: Ta avTi-aTTOTTTtOTiKä peAq öuooq Bcl-2, Bcl-XL koi Bcl-w koi to  npo- 

aTTOTTTCjOTiKä psAq öuooq Bak, Bax, Bid, Bcl-xs, Bim koi Bik. Aute<; oi upooTE'i'vEg 

evtou^ovto i aTqv KunapouAaapaTiKq uAEUpä ir\q piToxovöpiaKqs pspßpävqi;, oto 

EvÖ0TrAaa(jaTiKÖ öiktuo koi OTqv uupqviKq pspßpävq, aav auoTEAsapa Tqc; 

TrpoaKöAAqaq^ tou Kapßo^u-TsAiKOÜ äKpou Touq. Oi avTi-auourooTiKE<; upooTE'fvEi; Tqq 

opäöag I (Bcl-2 koi Bcl-XL) TTpoäYouv Tqv Euißiooaq tcov KUTTäpoov, avaaTEAAovTaq 

Tqv EVEpYoiToiqaq toov Kaauaaobv (upooTEaadov) uou epuAekovtoi OTqv auöuTooaq 

toov Kunäpoov. Oi upo-auourooTiKEg upooTE'i'vE  ̂ toov opäöoov II (Bak KOI Bax) KOI III 

(Bid, Bik), öev uapouoiä^ouv psyäAq opoAoyia ps ti<; upooTEivEq Tqq opäöac; I koi 

koBigtoüv Ta Künapa u io  EuaiaOqTa aTqv auourooTiKq öpäaq öiäcpopoov 

XqiJEioGEpaueuTiKoöv uapaYÖVT00v (ZxnMa 4.1A) (Hengartner, 2000; Corry and 

Adams, 2002). Ta psAq Tqg uuspoiKoysvEiag Bcl-2 öipspi^ovTai Kai q taoppouia

pETÔ Ü aUTOOV TOOV ÖUO AEITOUPYIKOÖV OpäöOOV UpOOTEIVOOV Tqg UUEpOIKOYEVEiaq uai^Ei 

KaQopiaTiKO pöAo aTqv KaTäAq^q toov Kunäpoov, pETä auö Käuoio o u o u t o o t ik ö  

EpsGiapa. O Aöyoq, öqAaöq, avTi-auouT00TiK0bv:upo-auouT00TiKdbv Bcl-2 upooTEfvoov 

KaGopi^Ei Tq axETiKq EuaiaOqaia q avrkrraaq toov KUTTäpoov oe Eva supü cpäapa 

auouTOOTiKOöv öiEYEpTdov (Adams and Cory, 1998; Reed, 1998; Gross et al., 1999; 

Hengartner, 2000; Cory and Adams, 2002).

Oi pu0(ji^ö|j£V£<; aAAqAsuiöpäasiq peto^ü upooTEfvoov Eivai OepeAiooöek; yia Tqv 

KOTavöqaq Tqg AEiTOupyiac; svöq ÖEÜTEpou auvöAou pu0pioToöv Tqg auöuTooaqq, Tqg 

oiKoyEVEiaq Bcl-2. f"lobq eAeyxouv tov KunapiKÖ 0ävaTO Ta psAq ir\q oiKoysvEiaq Bcl-2; 

OAa Ta psAq cpaivETai va ouotoAoüv tov uspiaooTEpo xpövo Touq Epuoöi^ovTac; to 

Eva Tqv Euöpsvq Kivqaq tou äAAou.
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rioAAä psAq Tq<; oiKoyevEiaq (jTTopoüv va o|joöiiJEpiaToüv, aAAä aKö|jq t t io  

ar||JavTiKÖ eivai t o  ö t i  TTpoaYüoyä Kai avTiTiGepeva aTqv aTTÖTTTwaq pöpia (jTTopei va 

axqpaTiaouv ETEpoöi|JEpq (IxqMa 4.1B) (Reed, 1997; Adams and Corry, 1998; Corry 

and Adams, 2002). ETTEiöq kö O e  ( je A o ^  Tqq oiKoy£V£ia<; Bcl-2 [JTTOpEi va 

aAAqAETnöpäaEi | je  TroAAä äAAa |jeAq, Eivai TTiGavoi psaa oz sva KÜTTapo t to A A o i 

ouvöuaa(joi ETEpoöipEpüöv. I e  pla TrpcJoTq TTpoaEyYiaq pTTopsi va 6Eüopqaou|j£ ö t i  o  

ET£poöi|j£pia|jö^ |jTTop£i aTTAä va AoyiaTEi oog ajjoißaia E^ouÖETEptoaq tü o v  

TTpoaÖ£Ö£|j£Vüov TrpoayüOYübv Kai avTayüovioTübv Tqq aTTÖTTTüoaqq. Apa t o  TTpößAqya 

KOTaAqyEi oz aüyKpiaq tü o v  o u v o A ik ü o v  e t t i t te ö ü o v  auTübv tü o v  ö ü o  KaTqyopioov 

[jopiüov: KÜTTapa ( je  TTEpiaaÖTEpEq TTpooTE'ivEq-TTpoaYüOYOüg t o u  GaväTOu Eivai 

EuaiaGqTa o t o v  GävaTo. Künapa ( je  TTEpiaasia TTpocTaTEUTiKüöv popiüov Eivai 

auvqGcuq avGEKTiKä. E tto p e v ü o ^  o  Aöyoq Trpo-:avr/-aTTOTTTüOTiKüöv ije A ü o v  Tqq 

uiTEOiKOYEVEiaq Bcl-2 KaQopi^Ei Kai Tqv EKßaaq Tqq aTTÖKpiaq^ tü o v  Kunäpüov o e  

aTTOTTTüOTiKoüq TTOpäyovTEq (Hengartner et al., 2000).
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A  BH4

Group I

Group II

BH3 BH1 BH2 TM

■  " T I  Bcl-2

; Bax

Group III Bid
Bik

ZxhMO 5.1. Ta jj£Är| T ris  U T T E p o iK O Y tv tia ?  t o u  Bcl-2. (A) To ö v o p a  Bel TrpoepxeTa i aiTÖ to  
yOVIÖIO TTOU £(JTTÄEK£Tai OTr|V aväTTTU^n TOU Ä£|JCpUJlJaTO^ TWV B-Ä£|JCpOKUTTäplJÜV (B-cell 
lymphoma; be i). H uTTepoiKoyeveia to u  Bcl-2 aTToeTeAeiTai o t tö  t tc iv w  a n ö  12 ijeA h t o  o t to io  
T a ^ iv o p o ü v T a i ae  rp e q  AeiToupyiKeq o p ä ö e q  I, II ko i III. MeAq Tq$ o p ä ö a q  I, ö ttw < ; to  Bcl-2 k o i  
BcI-Xl , x a p a K T ip ^ o v T a i o t t ö  4 [jiKpeq ö ia T q p q u e ve q  Bcl-2 opöAoye«; (BH) TTepioxeg (BH1 -  
BH4), Ct>£pOUV £TTianq £va  uöpöcpoßo C-TeAlKÖ ÖKpO, TO OTTOIO £VTOTTI^£l Tl^ TTpWTeiVeg GTqv 
e^w Tep iK q p e p ß p ä v q  K u p iw q  tw v  p iT O xo vö p iw v , ue to  jjeyaAÜ Tepo |J£P°£ Tqq TTpwTe'i'vqg v a  
ßp iaKETai o t o  KUTTapÖTTÄaaija. 'OAa to  (jeÄn Tqq o p ä ö a g  I e x o u v  avTi-aTTOTTTWTiKeg löiOTqTeq 
Kai TTpoaTaTEüouv Ta K ü n a p a  o t t ö  to  0ävaTO . Ee avT iO eaq, n o u ä ö a  II TTepiAaußcivei peAnq 
Tqg UTTepoiKoyeveiag Bcl-2 /je /7/?0-aTT0TTTWTiKe<; löiOTqTeg, ÖTrwq Bax k o  Bak t t o u  e x o u v  
a x e ö ö v  iö ia  ÖO|jq Ta  peAq Trl? o p ä ö a q  I eKTÖq o t tö  Tqv ajJivo-TeÄiKq BH4 TTepioxq. H o u ä ö a  
III aTTOTeÄeiTai o t t ö  | j ia  peydA q a u A o y q  ö iacpopeTiKw v TTpwTei'vwv t to u  k o iv ö  xapaK Tqp iaT iK Ö  
Touq e iva i q T ra p o u a ia  Tqq BH3 TTepioxq? |J£ —12-16 a|jivo^ea t to u  TTi0avä T rp o q A 0 a v  p e a o u  
a u y K Ä iv o u o a i; e^eAi^qq. MeAq auTqg Tqg o p ä ö a q  e iva i o i TTpo-aTTOTTTWTiKe^ TTpwTe'i'veq Bid k o i  
Bik. (B) Ta peAq Tqq UTTepoiKoyeveia? Bcl-2 ö p o u v  p e a w  Ö iacpopeTiKwv p q x a v ia u w v . 
IxqpaT^ouv TTöpoug u^ew tw v  o t to iw v  öiaTTepvä to  K U T öxpw pa  c (Cyt c) k o i äAAeg 
TTpwTei'veq to u  p iT o xo vö p ia K o U  ö ia p e p ß p a v iK o ü  x w p o u . O  e x q u a T ia p o « ; e T e p o ö ip e p w v  peTa^u 
n p o -  k o i avTi-aTTOTTTWTiKwv peA w v t to u  eTTiTuyxäveTai o to v  pia BH3 TTepioxq £vög p o p io u  
TTpoaöeveTai ae j j ia  uöpöcpoßq 0 e a q  (pocket) t to u  axquaTi^eTai o t tö  Tiq Trepioxe? BH1, BH2 
k o i B H 4 e v ö ?  äAAou peAoug. Ä p e a q  p U 0 |jia q  tw v  K aaTT aaw v p e a w  evög  T T p o aappoaT iK oü  
p o p io u  (adaptor). AAAqAeTTiöpaaq pe äAAeq | j |T0X0 v öpiaKe<; TTpwTe'i'vec;, 6 ttw < ; q VDAC k o i  o  
peTacpopeaq tw v  vouK A eoT iö iw v  a ö e v o a iv q ^  (ANT), eiTe y ia  to  a x q i- ia T ia p ö  evög  TTÖpou y ia  
Tqv e ^o ö o  to u  Cyt c rj y ia  Tq p U 0 |jia q  Tqq 0 |J 0 iö a T a a q q  tw v  [jiT O x o v ö p iw v  ( t t .x .  ä v o iy p a  to u  
PTP). O A iyo )jep ia |JÖ q  y ia  to  a x q p a T ia p ö  evög a a 0 e v ä  euiAeKTiKOÜ K avaA iou  iö v tw v .  (A ttö :  
Hergatner, 2000).
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Oi TrpcoTd'vec; Bcl-2 TTpeTrei va Kävouv köti TrepiaaÖTepo auö to  va 

«auvopiAoüv» q pia pe Tqv äAAn, av eivai va eTTqpeäaouv tov KurrapiKÖ SävaTO. Iloiö 

Eivai to  teAiko TTpo'iöv öAcov auTdüv toov aAAqAeTTiöpäaecov; I t o v  vripaTcööq 

Caenorhabditis elegans, t o  avr/-aTTOTTT(OTiKÖ pöpio Kai opöAoKo t o u  Bcl-2, t o  ced-9, 

TrpoaTaT£Ü£i Ta Künapa ottö  SävaTo Trpoaöevöpevo äpeaa o to  pöpio-Trpoaycoyo Tqg 

aTTÖTTT(jaan<; Kai opöAoyo t qq Apaf-1, t o  ced-9 (Hu et al., 1998). TEtoi, to  ced-9 

aTroaüpei to  ced-4 o ttö  Tqv KUKAocpopia. Ila p ’ öAo ttou outö dvai eva eAkuotiko 

aeväpio, öev exei aKöpq TTapaTqpqOei Trapöpoia aAAqAeTriöpaaq o to  BqAaaTiKä, faco<; 

£TT£i5q M|a TETOia TrapaTqpqoq dvai öüokoAo, av öxi a5üvaT0v, va yivei, TouAäxiaTOV 

kqtco o ttö  ti^  auvSqKeq ttou  xPnG|M0TT0i0ÜVTai (Hu et al., 1998, Hausmann et al.,

2000). A vtiBeto, q Küpia AeiTOupyia tcov peAcov Tqg oiKoyeveiag Bcl-2 cpaivETai va eivai 

H püBpiaq Tq<; aTTeAeuBepcoaqq TTpoaycoycöv Tq$ aTTÖTnrcoaqc;, löiaiTEpa tou 

KUToxpcopaTog c, otto to öiapepßpaviKO x ^P ° tcov piToxovöpicov OTO 

KurrapoöiäAupa (IxnMa 4.1 B) (Adams and Corry, 1998; Hergatner, 2000; Corry and 

Adams, 2002).

Ta [JiTOxövöpia öev eivai pövov o X^P°S TTapaycoyr^ evspysiac; tou Kurräpou, 

aAAä Kai to  OTTAoaTäaiö tou. Ta piToxövöpia aTroSqKeüouv sva iaxupö KOKTaiqA ottö  

TTpCOTd'VÊ -TTpoaYCOYOÜq TH? OTTOTTTCOOrî , OTTO Tl£ OTTOIÊ  n  TTIO OTTOUÖala El va/ T O  

KUTÖxpcopa c. Ta teAeutoio xpövia n spsuva exei aTroÖE^Ei oti to  KUTÖxpcojja c 6ev 

Eivai aTTAä Evaq aBcöo<; TrapaTqpqTqc;, TTEpav Tqg aväpEi^qq tou OTqv o^eiöcotikh 

cpooacpopuAkoaq tcov piToxovöpicov, n TrpcoTdvq auTq eivai pia o tto  i\q auviaTcoaeg, 

pa^l [je ti")V Apaf-1, ttou aTraiToüvTai yia Tqv evepyoTTolqaq Tq<; KaoTTäari^-9 o to  

KurrapoöiäAupa.

O aKpißliq TpÖTTO<; pE TOV OTTOIO TO KUTÖXPCOpa C ÖiaaX^EI Tr]V Ê COTEpIKf)

piTOxovöpiaKr) pepßpävq öev eivai yvcooTÖ^, eivai öpcoq ^eKäSapo oti q oiKoyeveia 

Bcl-2 evexETai äpsaa OTq püBpiaq auTqq Tqq öispyaolaq (Ixn P a 4.1 B). Ha 

TTapäÖEiypa, q TTpoaBqKq popkov Tqg oiKoyd/Eiaq Bcl-2 ttou Trpoäyouv Tqv 

aTroTTTCoaq ae airopovtopEva piTOXövöpia apKEi yia va eTräyei Tqv aTreAeuSepojaq tou 

KUTOxpcopaTO«; c, evco q uTrepeKcppaaq popkov Tqq löiac; oiKoyeveia«; ttou 

/7poaTaTeüouv ottö Tqv aTTÖTncoaq, TrapepTroöl^ei auTq Tqv Kivqaq tou 

KUTOxpcopaTog c.

Ilcoq Aoittöv to peAq Tqq oiKoyeveiaq Bcl-2 puBpl^ouv Tqv piToxovöpiaKq e^oöo 

tou KUToxpcopaTog c. 'Exouv TrpoTaBei TroAAeg aAAqAoauyKpouopeveq uTroSeaeig, 

Xcoplq Kappiä otto auTd; va exei airoöeixBel pe ßeßaiÖTqTa (Adams and Corry, 1998;
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Gross et. al., 1999; Antonsson and Martinou, 2000; Hengartner, 2000; Corry and 

Adams, 2002). Ta T p ia  ß a a iK ä  ijovteAo TrapaTiGsvTai kotootepu).

Ta peArj Tq<; oiKoyevciag Bcl-2 axq|-icm£ouv KaväAia ttou  TrpocoGoüv Tqv 

/yETacpopä Trpu)T£i'vu)v. Me ßäaq Tqv |j£yäAq öopiKq opoiÖTqTa Tqg Bcl-xL /ve rr/v rrpo- 

axqyaT^ouaa UTropoväöa Tqg To^ivq^ ir\q öicpQEpmöag, TrpoTäGqKE öti o i TTpundveg 

Tq<; oiKoyeveiaq Bcl-2 [jTropd va öpouv |j£ Eiaxobpqaq aTqv d;ooT£piKq (JiToxovöpiaKq 

p£|jßpävq Kai ETTaKÖAouGq aAAayq aTqv aTEpEoöiäTa^q, pe teAikö aTTOT£A£a|ja tov 

axq|JC(Tiapö KavaAioov q aKÖpq MEyäAoov ottoov. Ta |j£Aq Tqg oiKoysvEiaq Bcl-2 

IJTropoüv TTpäy[jaTi va £vöo£iaxwpqaouv oz ouvGetike^ öiTrAoaToißäÖEg A itt iö k jo v , va 

oAiyo|j£piaToüv Kai va axqpaTiaouv KaväAia j je  öiaK£Kpi|j£VE<; Tijjeg ayüjyi|JÖTqTag 

(Hengartner, 2000; Corry and Adams, 2002). Ta psAq Tqq oiKoysvEiac; Bcl-2 

aAAqAETnöpoüv | je  äAAsq ttpcjüteTve^ axqMaTi(ovTaq KaväAia (Reed, 1998). Mia 

TTiQavöTqTa Eivai öti o i Trpo-aTTOTTTCOTiKÊ  TrpooTETvE -̂iJEAq Tqq oiKoysvEiac; 

OTpctToAoyoüv äKhzq ttpooteTvec; Tqq E^WTspiKq«; piTOxovöpiaKqq |j£|jßpävqq yia tov 

axqpaTiapö zvöq psyäAou nopou (KavaAioü). Mia löianrspa EÄKuaTiKq UTTOijjqcpia 

TTpoüTETvq yia ou tö  tov oko ttö  Eivai to  TaaEo-E^apTcapevo KaväAi oviövtoov (voltage 

dependent anion channel, VDAC), /v/a Kai TroAAä ysAq Tqg oiKoyEVEiaq Bcl-2 

(JTTopoüv va TrpoaÖEGoüv oz outö Kai va puGpiaouv Tqv öpaaTiKOTqTä tou (Shimitzu 

et al., 1999). Acpoü to  qöq xaPaKTnPiaM£V0 |JEY£Goq tou Tröpou tou KavaAioü 

aviövToav Eivai ttoAü piKpö yia va to  öiaTTEpäaouv ttpooteTve^, Ga ttpe tte / va 

uttoGeoouije TTEpaiTEpco öti to  VDAC UTTÖKEiTai as (jeyäAq aAAayq Tqq 

aTspeoöiäTa^q^ tou ijetö o ttö  TrpoaÖEoq oz TrpcoTeTvEq Tqq oiKoyEVEiaq Bcl-2 

(Hengartner, 2000; Corry and Adams, 2002).

MsAq Tqg oiKoysvEia^ Bcl-2 ETräyouv pq^q Tq^ E^ooTEpiKq«; [JiToxovöpiaKq^ 

//eMßpävqq. Eivai mGavöv va eAeyxouv Tqv opoiöaTaaq tüov |jitoxovöpiüov (tt.x. 

/ovTo-avTaAAayq, o^eiöooTiKq cpooacpopuAkjoaq). lüpcpoova [je outö  to  (jovteAo, Ta 

aTTOTTTOOTiKä aquaTa aAAä^ouv Tqv cpuaioAoyia toov (jiToxovöpiüov etoi oocte to  

opyaviöio öioyKWVETai Kai TrpOKaAEiTai cpuaiKq pq^q Tqq E^ooTEpiKq^ |j£[jßpävq<;, etoi 

cjoote aTTEAEuGepcbvovTai o to  KurrapoöiäAu|ja ttpooteive^ tou öia(j£)jßpaviKoü x^p o u , 

o ttö te  q «aväyKq» yia tov axq|Jcma|JÖ svög KavaAioü psaa auö to  otto io ijtto p e i va 

öieAGei to  KUTÖxpw|ja c, uTroKaGiaTaTai aTrö to  öti [jetö o ttö  pq^q ir\q E^ooTEpiKqq 

|j£|jßpävq<; oi ttpooteTvei; tou öiap£|jßpaviKoü x^p o u  anAä ö ioxeovto i o to  

KUTTapoöiäAupa (Hengartner, 2000; Corry and Adams, 2002).
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H o(Joi6aiaar| toov (JiToxovöpioov 0a puopoüoE va EuqpEä^ETai äpsoa ottö (j£Aq 

Tqg oiKoyEVEiag Bcl-2 (yia uapäÖEiYMai MEooo Tqg upOT£ivö|j£vqg öpaoTiKÖTqTag 

KavaAioü iövtoüv ttou avacp£p0r|K£ avooTEpcu) q Ejjpeaa, (jeooo Tpououoiqoqg äAAoov 

(jiToxovöpiaKüov upoüTdvoöv. H upoüTd'vq VDAC Eivai Kai TräAi £vag Epcpavqg 

uuoiyqcpiog Yia tetoio pöAo, pia Kai dvai uuopoväöa tou MiT0X0V<5piaK0Ü ttöpou 

(jETaiTTOOTiKng öiauspaTOTqTag (permeability transition pore, PTP), Evög (j£yäAou 

KavaAioü to avoiypa tou ottoiou oöriYd o£ audoAEia Tqg öiacpopäg öuvapiKoü (jeto^ü 

twv öüo uAsupoov tqg E^ouTEpiKqg |j£|jßpävq<; Kai öiöyKoooq tou opyaviöfou. To 

avoiypa tou PTP ypqyopa oöqyEi OTqv au£A£u0Epoooq tou KUTOXpwpaTog c Kai tov 

aTTOTTTCuTiKÖ KUTTapiKö 0ävaTo. MäAioTa öe, cpap|jaKoAoYiKol avaaToAdg tou PTP 

puopoüv va AeiToupynoouv oog laxupoi avaoToAdg Tqg au£A£u0£pooor|g tou 

KUTOXpwpaTog c, Kai ouvETTcbg va uapEpuoöioouv Tqv auöuTooaq (Loeffler and 

Kroemer, 2000). 'Opoog, q £^oöog tou KUTOXpobpaTog c auö tov öiapEpßpaviKO x ^ p o  

IJTTopd va yiv£i Kai x ^p i£  va uuäp^Ei auwAEia tqg pspßpaviKqg öiacpopäg öuvapiKoü, 

yeyovöc; ttou auvqyopd oto öti to PTP öev dvai o povaöiKog OTÖxoq toov upoüTdvobv 

rrig oiKoyEVEiag Bcl-2 (Gross et al., 1999; Loeffler and Kroemer, 2000; Hengartner, 

2000; Corry and Adams, 2002).

H t^oöoq tou KUTOXpobpaTog c auö tov öiapspßpaviKo x^p o  dvai £va uspiuou 

koGoAikö xapaKTqpiaTiKÖ tou aTroTrrooTiKoü kuttopikoü 0aväTou. Opoag, oe opiopEvsg 

TTEpnTTOüOEig oupßaivEi oxetikö apyä OTqv uopsia auTqg Tqg öispyaCTiag. Ha 

uapäÖEiypa, q auöuTooaq ttou ETräyETai a-rrö Toug uuoöoxei«; KunapiKOÜ OaväTou 

ouxvä uapaKäpuTEi Tqv pnoxovöpiaKq uopsia (Lorenzo et al., 1999). 'Ouoog puopsi 

v a  a v a p s v E T a i, auö Ta povTEAa uou a u^q T q O q K a v  uio uävoj, tetoiou Eiöouq GävaToi 

E iv a i oxetikö avEuqpEaaTOi auö Tqv upooTaoia psaoa tojv upooTE'ivoäv Bcl-2, Kai n 

au£A£u0£poooq KUToxpcopcnog c GT0 KurrapoöiäAupa dvai päAAov to  auoTEAsopa 

Tqg EVEpyouoiqaqq toov Kaauaooov, uapä to amö touc; (IxnMa 4.1 B) (Lorenzo et al., 

1999; Hengartner, 2000; Corry and Adams, 2002).

H uuEpEKcppaoq to o v  Bcl-2 k o i  BcI-Xl  puopsi va upooTaT£üo£i Ta KÜTTapa auö 

uoiKiAoug uapäyovTsg uou suäyouv t o v  k u t t o p ik ö  0ävaTO, öuoog dvai q 

aKTivoßoAia-UV koi -y, ra KurrapoTofiKä cpäppaKa, Fas, o TNFa, t o  pETcnpsuov 

sv^upo Tqq ivT£pÄ£UKivqg 1ß (ICE), oi uuEpo^siöäosg, Ta avöpoyöva, q vsupoTpocpivq, 

t o  avTi-CD3 K a i t o  Kspapiöio, aAAä K a i K a i uuEpEKcppaoq t o u  p53 Kai t o u  c-myc. Ta 

Bcl-2 k o i  B c I-Xl avaoTsAAouv Tig piToxovöpiaKsg aAAä K a i tic ; uupqviKEg E K Ö riA oboE ig  

Tqg auöuTooaq«; (Reed, 1998; Green and Reed, 1998; Adams and Cory, 1998; Evan
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and Littlewwod, 1998; Gross et al., 1999). O aKpißqc; pqxaviapög öpäaqq tcov Bcl-2 

k o i  BcI-Xl öev eivai KaTavoqTÖc;, öpco^ q avTi-aTTOTTTCOTiKq Touq öpäaq aTTOÖiöeiai OTq 

p d c o a q  tüüv ETTiTTeöojv toüv öpaaTiKübv popcpcov o^uyövou, aTqv peTaßoAq tüov TTÖpcov 

Tqg |jiToxovöpiaKq<; pepßpävqg, aTqv avaaioAq Tq<; aueAeuGepcoaqq tou  

KUToxpcJüijaToq c ottö  Ta jjiToxövöpia npoq to  KunapÖTTAaa|ja Kai aKÖAouGa OTqv 

avaaTOÄq Tqs evepyoTToiqaqg tüüv KaaTTaacov o to  KUTTapÖTTÄaa|ja (Reed, 1998; 

Green and Reed, 1998; Adams and Cory, 1998; Gross et al., 1999; Thornberry and 

Lazebnik, 1998; Shi, 2002).

'E x e i ö e ix ö e l öti q ye v iO T ev ivq  K aS uoT epe l Tqv T rp ö o ö o  to u  K u rra p iK O ü  k ü k Aou  

tüüv K apK iv iK übv KUTTäpcov | ja a T o ü  MCF-7 orn G2/M (Constantinou et al., 1998), 

eTTqpeä^ei Tqv eK cppaoq  Kai Tqv K a T ä a T a a q  cpcoacpopuAicoaqc; Tq<; avTl-aTTOTTTCOTiKqg 

T rpcoTeivqg Bcl-2 (Constantinou et al., 1998; Leung et al., 2000), p ia q  n p c o T ä v q q  ttou 

OTTOKp ive T a i OTq ö p ä o q  tüüv o ia T p o y ö v c o v , acpoü o TTpoayoüyeaq to u  y o v iö io u  Bcl-2 

T rep iexe i a T O ixe la  ttou ö e a p e ü o u v  Ta o ia T p o y ö v a  (ERE; estroGen response elements) 

(Perillo et al., 2000). H ye v iO T e v ivq  e irä y e i Tq cpcoocpopuAkoaq Tq^ Bcl-2 tto u  o ö q y e i 

a T q v  a T re ve p yo T T o iq a q  Tqq Kai a T q v  e u a y c o y q  Tqg aTTÖTrrcoaqg tcov K u n ä p o o v  MCF-7 

(Constantinou et al., 1998).

H avaaTOÄq t o u  KurrapiKOü TToAAaTrAaaiaaiJoü t t o u  eTTäyeTai arrö Tq 2-ME 

cpaiveTai ö t i  ocpeiAeTai OTq öiaKOTrq t o u  KurrapiKOü k ü k A o u  k o i aTqv aTroTTTcoaq. 

ripoacpaTeq peA eTeq eöei^av ö t i  t o  avTi-auoTTTCOTiKä peAq Tqq UTTepoiKoyeveiag t o u  

Bcl-2 ejJTrAeKO VTai OTqv aTTÖTTTcoaq t t o u  eudyeTai o t t ö  Tq 2-ME (Attala et al., 1998; 

Bu et al., 2002; Shimada et al., 2003; Basu and Haldar, 2003). Oi avTi-aTTOTTTCOTiKê  

TTpcoTeiveg Bcl-2 (Haldar et al., 1998; Attala et al., 1998; Bu et al., 2002; Shimada et 

al., 2003) k o i  BcI-Xl (Basu and Haldar, 2003) pTropoüv va 0TTevepy0TT0ir)G0Üv pe 

cpcoacpopuAicoaq o t o  KaTdAoma aepivcov Ser70 koi Ser62, a v T ia T o ix a .  H 

cpcoacpopuAicopevq Bcl-2 öev exei TTAeov Tqv iKavÖTqTa va epuoSl^ei Tqv 

UTrepo^eiöcoaq tc o v  A it t iö io ü v , TTpäypa aTraparrqTo yia Tqv TrpooTaaia tc o v  KUTTäpcov 

auö Tqv aTTÖTTTcoaq. H cpcoacpopuAicoaq Tqg  Bcl-2 ( jT ro p e l va euaxGel o t t ö  cpäppaKa 

t t o u  eiTiöpoüv aTqv aK E p a iÖ T q T a /o T a O e p Ö T q T a  tc o v  piKpoacoAqviaKcov, ö t tc o ^  q T a ^ ö A q  

(taxol) q 2-ME (Haldar et al., 1997; Haldar et al., 1998; Attalla et al., 1998; Bu et al., 

2002; Shimada et al., 2003) Kai TTapepTToö^ei Tqv TTpöaöeaq Tqg Bcl-2 arrj Bax cooTe 

va Tqv aTrevepyoTTOiei, pe aiTOTeAeapa va oöqyoüvTai Ta KÜTTapa TTpo  ̂ arrÖTrTcoaq 

(Haldar et al., 1995; Haldar et al., 1996). H cpcoacpopuAicoaq k o i aKÖAouGa q 

aTrevepyoTToiqaq Tqq Bcl-2 peTä Tq xopqyqaq 2-ME cpaiveTai ö t i  öie^äyeTai o t t ö  Tq
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öpäaq Tq? JNK/SAPK (c-Jun N-terminal Kinase/stress-activated protein kinase) k o i  

ouaxsT^ETai pe Tqv aTTÖTTTooaq AeuxaipiKoov epuGpopueAiKoov Kunäpoov (Attalla et al., 

1998) k o i TrpooTaTiKUJV KapKiviKwv Kunäpoov (Bu et al., 2002; Shimada et al., 2003).

H xopqyqoq Tq? 2-ME o t o  KÜTTapa auTä, oöqYei aTq cpooacpopuAiooaq Tq? Bcl-2 /ca/ 

7775- JNK/SAPK, q xpoviKq aTiypq öpoo? Tqc; TpoTroTToiqaq? auTq? eivai öiacpopeTiKq 

yia t i?  5uo TrpooTe'i've?, yzs/ovöq t to u  öqAdövei ö t i  q JKN/SAPK öev eivai äpeaa 

uneüGuvq yia Tqv cpooacpopuAiooaq Tq? Bcl-2 (Attala et al., 1998). ATTevavTia?, q 

XopqYqaq 2-ME ae KÜTTapa to u  KapKivou to u  npocTäTq TTpoKäAeae evepYOTroiqaq 

r r JNK q OTTOia cpooacpopuAiooae Tqv Bcl-2 pe anoTeAeapa Tqv aTTÖTTTooaq toov  

Kunäpoov (Bu et al., 2002; Shimada et al., 2003).

14.1. KAaCTTpivn/ATroAiTTOTrpooTeTvri J (ApoJ): Eva öuvqTiKä avTi-aTTOTTTWTiKÖ
yoviöio

H KAaaTpivq (ApoJ, TRPM-2, SGP-2, SP40, gp80, T64, CLI, YAuKoiTpooTeTvq III q 

avaaToAea? Tq? Aüaq? t o u  aupTrAqpobpaTO?) eivai pia eTepoöipepq? YAuKOTTpooTsTvq 

t to u  TrapäYeTai o t t ö  ttoAAoü? iotoü? k o i ßpiaKeTai o t o  TTepiaaÖTepa ßioAoYiKä uypä.

'Eva? apiGpö? cpuaioAoYiKoov AeiToupyioov exei anoöoGei aTqv 

KÄaaTpivq/aTroAiTTOTrpooTeivq J (ApoJ) Aöyoo Tq? KaTavopq? Tq? Kai t i?  löiöiqTe? Tq?. 

H ApoJ cpaiveTai va epirAeKeTai ae pia aeipä cpuaioAoYiKoov AeiToupYiobv ö tto o ? : aTq 

püGpiaq to u  aupTrAqpdbpaTO?, OTqv oopipavaq to u  aTreppaTO?, aTqv evöoKpivq 

eKKpiaq, OTqv TrpoaYOOYq KurrapiKdov aAAqAeTTiöpäaeoov, aTqv püGpiaq Tq? 

aTTÖTTTooaq? OTqv TrpoaTaaia toov pepßpavoöv Kai o t o v  peiaßoAiapö toov A itt iö io o v . 

'Eva ßaaiKÖ xa PaKTqPlcrriKö Tq$ ApoJ eivai q eTTaYOoyq Tq? ae TraGoAoYiKe? 

KaTaaTäaei?, ö tto o ?  aTqv OTreipapaTOvecppiTiöa, TroAuKuaTiKq vöao? toov vecppobv, 

ßAäßq to ov  vecppiKdov aooAqvapioov Kai o t i?  veupoeKcpuAiaTiKe? aaGeveie? ö tto o ?  aTq 

vöao to u  Alzheimer).

H KAaaTpivq/aiToAiTTOTTpooTeTvq J (ApoJ) ßpiaKeTai auvöeöepevq pe Tqv 

aTToAiTTOTrpooTeivq A-1 Kai KUKAocpopei oo? pepo? Tq? HDL q VHDL Kai t o  oüpttAoko 

eiöiKä auaxeTi^eTai pe Tqv TTapo^oväaq (paroxonase), yia  44 kDa eaiepäaq to u  

opoü. E-rropevoo? pia löioTqTa t to u  exei aTToöoOei aTqv ApoJ eivai q peTacpopä toov  

A itt iö io o v  o t t ö  to u ?  TTepicpepiKOÜ? io to ü ?  o t o  q-rrap. O  pövo? u t to ö o x £ o ?  t to u  

Yvoopi^oupe y\a Tqv ApoJ eivai o gp330 t to u  exei peyäAq auYY^veia pe auTqv (Jenne
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and Tschopp, 1992; Rosenberg and Silkensen, 1995; Jones and Jomary, 2002). H 

eüpeaq cpuaioAoyiKdov auyKevTpobaeoov Trjq ApoJ ae aaGeveieq pe aveTräpKeia Apo 

A1, Apo A11 k o i  HDL (aüvöpopo Tangier) uuoöqAdbvei uoog q Apo A1 öev eivai 

auapaiTqTq yia Tqv KUKÄocpopia o t o v  opö Tq  ̂ ApoJ (Choi-Miura et al., 1993). Oi 

auYKevTpdüaEiq Tq^ ApoJ o t o v  opö exouv avaKoivooGei va eivai peia^ü 50 Kai 340 

mg/ml (Rosenberg and Silkensen, 1995).

H ApoJ AeiToupyei Kai avaaioAeaq to u  aupuAqpüb|jaTO<;, Kai avaaTeAAei in 

vitro rqv KUTTÖAuaivq (cytolysin) ttou euäyeTai auö to aupuAqpoopa (je öoao- 

e^apTwjjevo Tpöuo (Jenne and Tschopp, 1992).

H ApoJ auvOeTeTai o to  peyaKapuoKÜnapa Kai outö e^qyei Tqv acpQovia Tq^ o to  

aipoueTäAia (2,5 mg/109 aijjoueTaAiwv) (Tschopp et al., 1993). H ApoJ eivai 

uapoüaa  Kupiooq o to  euiGqAiaKä Künapa to jv öpxeoov, Tqg euiöiöupiöac;, tou 

quaToq, tou aTopäxou Kai tou eyKecpäAou (Aronow et al., 1993), öpooc; öev 

eKcppci^eTai au ö  öAa Ta Künapa ae eva öeöopevo öpyavo. I to v  KapöiaKO pü to 

mRNA 7775- ApoJ avixveüeTai aTa puoKÜnapa toov köAuoov koi öx« toov koiAioov Kai 

o to  aTÖpaxo auvGeTeTai auö  Ta KÜpia q GepeAia Künapa (chief) Kai öxi auö Ta 

KaAuuTqpia q o^uvtikö (parietal) Künapa. I to v  eyKecpaAo to  mRNA rns ApoJ 

avixveüeTai o to  aaTpOKÜnapa, pe uoAü eiöiKq KaTavopq ae opiapevou^ veupobveq. 

(Danik et al., 1993; O' Bryan et al., 1993; Pasinetti et al., 1994). le  uoAAä öpyava q 

ApoJ eKtppa^eTai aTiq euicpäveieq iotoov Kai ae ßioAoyiKä uypä, uuoöqAoövovTag 

uiQavö upoaTaTeuTiKÖ Tqq pöAo aTiq KunapiKeq pepßpäveg auö  Tq öpäaq  tou 

yaaTpiKoü uypoü, Tqq xo^qq, toov oüpoov Kai tou uayKpeaTiKoü uypoü (Aronow et al., 

1993). iTouq euipueg to  mRNA t i j g  ApoJ avixveüeTai aTa Künapa tou cpQapTOü 

upeva Tqq pqTpaq 7,5 qpepe«; peTä Tqv evap^q Tqq eyKupoaüvqq Kai o to  emGqAiaKä 

Künapa tou AeKiGiKoü aäKou tou oopipou uAokoüvto (Aronow et al., 1993). EuiuAeov 

n ApoJ aveupiaKeTai ae nuoKÜnapa toov köAuoov koi toov koiAioov, aTqv Kapöiä tou 

eußpüou uovtikoü , ö|J0J<; pövo aTa puoKÜnapa toov köAuoov aTqv Kapöiä evqAiKOu 

uovtikoü . Itou<; vecppoüq q ApoJ avixveÜTqKe a T a  euiGqAiaKä Künapa tou o u p q T q p a , 

aAAä öxi aTa peaeyxupaTiKä (French et al., 1993), öuoo<; Kai o to  veoaxqpcm^öpeva 

oupocpöpa aooAqväpia, ev avriGeaei pe Ta vecppiKä aueipä[jaTa, öuou öev aveupeOqKS 

uote.

I t o v  evqAiKa uovtikö  q eKcppaaq Tqg ApoJ o to  oupocpöpa aooAqväpia eivai 

iaxvq ev avTiGeaei [je Tqv uuepeKcppaaq Tqq aTa oupocpöpa aooAqväpia toov 

v'eoy'evvqToov. I to v  avauTuaaöpevo epßpuiKÖ uveüpova uovtikoü q ApoJ avixveüeTai
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o t o  ßpoyxiKÖ öevTpo, e v w  ö e v  avEupioKETai g t o v  Trv£Ü|jova EvqAiKou t t o v t ik o ü  (O1 

Bryan et al., 1993).

H EKcppaaq Tqg ApoJ oe ouyKEKpipEVEg (päaeig aväTrru^qc; toov opyävwv Kai toov 

oucrrqpäTwv tou owpaTog pnopd va uTroöqAwvEi to oqpavTiKÖ pöAo Tqc; OTqv 

opYavoYEVEon, iawg öiapEaou Tqg KaTaAuTiKqg ETTiöpaoqg Tqg oTiq KUTTapiKEg 

aAAr|A£iTiöpäa£ig. O cpuoioAoYiKÖg pöAog Tqg ApoJ öev dvai EuapKtbg yvwotö<;. 

©EwpdTai TTCog dvai KUTTapoTrpooTaTEUTiKq oto öpia xupwv-KurrapiKqg pEpßpävqq, 

öieukoAüvei to pETaßoAiopö ouYKpippäTwv iotwv oe ttepioxe«; Evspyoug avaööpqoqg 

(remodeling) koto Tq ÖiäpKEia Tqg avaY£vvqoq<; ETnGqAiwv oe avTaiTÖKpioq 

TpaüpaTog (French et al., 1993). 'Exei ETrioqg TrpoTaGd q EpuAoKq Tqc; OTq 

v/et/yOOEKcpuAiaTiKEq ao0EVEi£q, oti-| püGpioq tq<; KUTTapiKqg aiTÖTTTOjarig, OTqv 

TTpoaTaoia twv KUTTapiKcbv p£pßpavwv Kai OTqv TrpoaYWYq kuttopikwv 

aAAqAETTiöpäoEwv. H TTpwTdvq Tqq ApoJ acpGovd OTq aQqpwpaTiKEg aAAoiwaEig twv 

ayYEiwv Kai y1' auT°  auvösGqKE p£ Tqv aQqpwpäTwcr/7 (Witte et al., 1993). 

EvoxorroisiTai yia Tq öiacpopoTToiqoq Kai tov TroAAaTTAaoiaopö twv ETTiGqAiaKwv Kai 

twv Kunäpwv twv Asiwv pu'i'Kwv ivwv Kai öttw«; TrpoavacpEpGqKE UTTEpEKCppä̂ ETai 

KaTä Tqv öiäpKEia Tqg popcpoYEVEoqg, UTTOöqAwvovTag tov pöAo th<; OTqv 

opYavoYEVEoq (Witte et al., 1994).

H aüvÖEoq EKcppaaqg q UTTEpEKcppaoqg Tqq ApoJ Kai Tqq airöiTTwaqq 

ETTiTEÜxGqKE Yia TrpwTq cpopä otov o TTapäYOVTag TRPM-2 avayvwpiaTqKE Kai 

KÄwvoTTOiqGqKE wc; o Küpioc; TrapäYOVTag ttou UTrspEKcppäaTqKE kotö Tqv öiäpKEia 

Tqg TTaAivöpöpqoqq tou TTpooTäTq apoupaiou pETä tov Euvouxiopö. A ttö  tö te  q ApoJ 

ouvöeQqKE Kai ps äAAouq iotoü^ ttou ucpioTavTai anÖTTTwoq (Jenne and Tschopp, 

1992). 'Eva ßaaiKÖ xapaKTqpioTiKÖ Tqq ApoJ sivai q ETraYWYq Tqc; oe TTaGoAoYiKEg 

KaTaaTäoEiq, ö ttw ^  aTqv OTTEipapaTOVEcppiTiöa, OTqv uoAuKuoTiKq vöoo tw v  vscppwv 

Kai OTiq VEupoEKcpuAiaTiKEg ooBeveie^ (Alzheimer). H EKcppaoq Tqq aTToAiTroTTpwTdvqq 

oe ttoikiAec; TTaBqasig, öTrwg q aGqpwpäTwoq (iKavÖTqTa ÖEopEuoqg Annöiwv), Ta 

(juoKapöiaKä spcppaKTa (uTrepEKcppaoq o to  KaTEOTpappsva puoKÜrrapa tou 

e/jcppay/Jahkoü puoKapöiou Kai aTTOuaia o to  uyiq), oi VEupoEKcpuAioTiKEq ooGeveie«; 

(Scrapie, Alzheimer), öttou avEupioKETai otou<; öuoTpo(piKoü<; VEUpwveq, OTiq 

a|JuAo£iÖ£i<; TrAäKEg, o to  EyKEcpaAovwTiaio uypö Kai o to  EVEpyä aoTpoKÜTTapa, o 

KapKivog (UTT£p£KCppaoq OE TTOIKIAO apiGpÖ KOpKIVIKWV KUTTaplKWV OEipWV, OE 

aÖEvoKapKivwpaTa tou paaToü Kai Tqg pqTpag °e  VEcppiKOü«; öykou«; Kai oe 

Y Ä o iw p a T a , (glionmas) vsupoßAaoTwpaTa), q vscppiKq vöoog (oTTEipapaTovecppmöa,
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kuotikh  vö ao? , xp ö v ia  svö iä psa q  vscppmöa (tu bo lo n in te rs titia l d ise ase ) aTTOTEAsi sva 

p uzz le  yia tou? EpsuvqTE?.

H KÄaaTpivr|/ApoJ Eivai (jia N-yAuKOTrpooTE'i'vq, npoTöv e vö ?  ( jö v o  yoviöiou t to u  

avsupiaKETai o t o  avOpumivo xP^pöauopa 8 (8p21), k o v tö  o t o  yoviöio Tq?

AiTroTTptoTE'iviKri? Kiväaq?. H TrpooTE'i'vq pETacppä^ETai o t t ö  sva mRNA 1674 

i / o ^ e o t iö i c jo v  oo? TTpo-TTpajTE'ivri 449 apivo^Eoav pE 10 KaTäAoiTTa kuoteTv i"!? , 6 

TTi0avE? 0EOEI? yAuKoauAiooaq? Kai pE sva apivo-TEAiKÖ äKpo 20-21 apivo^Etov, 

XapaKTripiaTiKÖ e v ö ?  aqpaT0Ö0TiK0Ü EKKpivöpEvou t t e t t t iö io u .

H TTpo-TTpu)T£ivr| oopipä^Ei p£ TTEpiopiapEvr] TrpwTEÖAuari axqpaTi^ovTa? pia 

ETEpoöipEpii yAuKOTTpcjüTEivri 80 kDa t t o u  aTroTEAEnai o t t ö  ö ü o  aAuaiös?, a Kai ß, 

popiaKoü ßäpou? 36-40kDa q KaOspia, auvöEÖEpsvs? pETa^ü t o u ?  ps 5

öiaouAcpiöiKoü? ösapoü? (IxHPa 6.1) (Jenne and Tschopp, 1992; Rosenberg and 

Silkensen, 1995; Wilson and Easterbrook-Smith, 2000; Jones and Jomary, 2002; 

Trougakos and Gonos, 2003). Ie  av0poöTTiva Künapa unäpxouv TToAAarrAE? popcps? 

tos ApoJ Trougakos and Gonos, 2003): H ETEpoöipspq? EKKpivöpsvq yAuKOTTpooTEivri 

80 kDa, q EvöoKunapia popcpq 60 kDa (AiyÖTspo yAuKoauAioopsvq popcpq)

(Petropoulou et al., 2001) k o i  pia TrupqviKq popcpq 45-50 kDa t to u  cpaivETai ö t i

upoaÖEVEi aTqv K470/K480 DNA ösapEUTiKq UTropoväöa ETnöiopOooTiKq? TrpooTEi'vq? 

(Yang et al., 2000). nspaiTEpoo aväAuar) to u  avOpoöTTivou yoviöiou e ö e i^ e  ö t i  r) 

TTpooTE'i'vri TTEpiEXEi TEaaEpi? aAAr|Aouxi£? TrupnviKoü EVToiTiapoü (nuclear localisation 

signals n nls) KaTäppou? t o u  aqpaT0Ö0TiK0Ü t t e t t t iö io u  t to u  EVTOTrî ETai pETa^ü öüo 

GsaEwv Evap^q? ATG (Yang et al., 2000). H ETrayooyq Tq? EKcppaaq? Tq? ApoJ o t tö  

t o  ÖEÜTEpo ATG pETä o t t ö  iovi£ouaa aKTivoßoAia oöqyEi aTqv EVEpyoiToiqaq Tq? Kai 

TOV EVTOTTiapÖ Tq? TTpCJÜTEIVq? OTOV TTUpqva TOOV KUTTäpoov.



Signal

O -ä Ä U C T O ^

0-äAu(Jos

ZXHMa 6 .1 . H ö o p n  th ?  a v0 p w T T iv ri?  KÄaaTpivr|?/aTT0AiTT0TTpujT£Tvn? J. T o  Trpööpo|Jo 
pöpio (e-nävtjü) SiaaTTÖTai TTpuTeoAuTiKä y |Q v a  acpaipeO d to 2 2 -n e p e q  £Kpivö|jevo 
ar||jaT0Ö 0TiKÖ  ttetttiöio (ö a p a a K r iv i)  koi aKÖAouGa (JETa^ü toüv KaTäÄoiTToov 2 2 7 /2 2 8  y ia  v a  
ö rp o u p Y n O o ü v  o i a - (ttoptokoAi) koi ß- (avo ixTÖ  pttAe) aAuaiöeq. Autei; oi aAua iöe^ 
auY K poToüvTa i avTi-TTapäAAr|Aa Y 'a v a  o x n i- ic m a o u v  eva  £T epoö i|jepeq  j jö p io  (kötco) oto 
ottoio to KEVTpa KaTäÄoiTToov KuaTe'ivqq (kökkivoi KÜ Aivöpoi) a u vö e o vT a i |j£  öiaouAcpiöiKoOq 
S e a ijo iiq  (a K o ü p e q  kökkive«; eAAeiijJoeiödq ö o p e ^ ) Kai a u v o p e ü o u v  |je  ö ü o  TTpoßAeTTÖ|jeva 
OTT£ipüJ[jeva O Tre ipäpaTa (co iled -co il)  a-eA koov (T rp ä a iv o ) Kai Tpeiq TrpoßAeTTÖpevouq 
apcpiTTaSeiq a-eAiKeq (a K o ü p o  httAe). Oi Beasiq  th? N -yAuKo^uA icjoariq aT re iKovi^ovTa i (je 
KiTpive<; p iKpeq ki-|Aiö£<; (Jon es  and  J o m a ry , 2 0 0 2 ).

H püGpiar) Triq eKcppaariq Tqg aTToAiTTOTTpooTeivriq J o ttö  k u ttq Pikoli^ au^r|TiKoüq 

TTapäyovTeq exei eTTianq peAeTr|0ei. O peTaaxnMaT^oov au£r|TiKöq TrapäYOVTag ß 

(TGFß) ttou  ETTEvepyd ae peyäAo api0pö öiacpopeTiKoov eiöoov KUTTäpoov pu0pi£ovTa<; 

to v  TToAAaTTAaaiaapö Touq, Trjv öiacpopoTroirian Touq koi tq v  aTTÖTTTooor) KaTaaTeAAei 

Tr|V EKcppaari to u  mRNA rq<; ApoJ ae KÜTTapa xoipou Aeioov puiKoov ivobv (Thomas- 

Salgar and Millis, 1994). rieipapaTiKä aTTOTeAeapaTa eöei^av ernar^ öti o  TGFß ehe 

eTTäyei, £it£ avaaTeAAei tq v  ApoJ ae aaTpoKÜTTapa apoupaiou, KäTi ttou e^apTäTai 

auö to  aüvoAo to u  k u ttopik oü tü tto u  toov KaAAiepyoüpevoov KUTTäpoov (Morgan et
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al., 1995). 'Otov to  aoTpoKürrapa auYKaAAiEpyoüvTai TTapouaia oAiyoöevöpitikoov Kai 

/jiKpoyAoiaKÜv KUTTäpoov, au^ävouv ti? auYKEVTpobaEiq mRNA rrjg ApoJ cug 

aTTÖKpiari o tov TGFß. 'Otov to  aoTpoKürrapa KaAAiEpyoüvTai pöva tou?, tö te  q 

TTapouaia tou TGFß kotooteAAei tqv EKcppaaq Tqq ApoJ.

Oi popiaKoi pqxaviapoi öpäaqq Tqq ApoJ TTapapEvouv äyvooaToi TrapöAr) Tq 

cr/7pavTiKn epttAokh Tq^ oe cpuaioAoYiKä Kai TTaGocpuaioAoYiKä cpaivopsva tou 

opYaviapoü. ETTiTrpöoGETa aöiEUKpivr|aTo TrapapEVEi Eäv q Apo J Eivai TTpaYpaTiKä 

pia TToAuAEiToupYiKq TTpooTE'ivq q Eva<; KOivöq pqxaviapöq UTTOKpiTTTETai Kai TTpoäYEi 

öAa Ta cpuaioAoYiKä Kai TTaGocpuoioAoYiKä cpaivopsva ttou epttAeketoi.

'Exei TTpoTaGEi öti q ApoJ ETTäYETai o ttö  Künapa ttou ucpioTavTai OTpsq k o tö  Tq 

öiäpKEia TpaupaTiapoü to u  iotoü q Tqq avaööpqaqq to u, ooote va TrpoäYOuv 

KUTTapiKEq aAAqAoaTTOKpiOEi^, oi ottoie^ öiaTapäaaovTai Aöyoo toov ettiöpoovtoov 

arpEaaoYÖvoov TrapaYÖVT00v. H UTTÖGsaq toov EpsuvqToöv ßaai^ETai aTiq ev öuväpsi 

löiöTqTEq Tq^ ApoJ va TTpoäYEi KurrapiKEg aAAqAoETTlöpäaEic; löiaiTEpa oe TTEpiööouq 

ÖTTooq Tq^ opYavoYEVEaq^, ttou  q EiaayooYq toov opGobv KurrapiKwv 

aAAqAoaTTOKpiaEoov Eivai KpiTiKqg aqpaaiaq Yia T1v TEAiKq EKßaaq Tqq avaTopiKqq Kai 

cpuaioAoYiKqg öopq<; to u  ioto ü  (Rosenberg and Silkensen, 1995).

Ilapopoiooq q ÖiaTqpqaq toov KunapiKoov aAAqAoaTTOKpiaEoov oe TTEpiööou«; 

aaGEVEiwv Eivai ßaaiKq TTpoüTTÖGEoq Yia Tq öiaTqpqaq Tqq aKEpaiÖTqTag tou 

opYävou. H enctYwyf] Tqg ApoJ pETä o ttö  ooTiKq ßAäßq pE aTTOTEAsapa Tqv 

ETTaü^qoq toov KunapiKoov aAAqAoaTTOKpiaEoov Ga pTTopoüoE GsoopqTiKä va Eivai 

Trpoq ÖCpEAô  IOTOOV TTOU UTTÖKEIVTOI TTaGocpUOIOAOYlKEq pETaßoAEC; (aTTÖTTTooaq TOOV 

KUTTäpoov TOU TTpOOTäTq OÖEVO ETTOYOpEVq OTTO EUVOUXIOpÖ q EpcppaKTO puoKapöiou) 

ps Tqv TrpöAqijjq toov öiaTapaxoov ttou ettepxovtoi OTqv apxiTEKTOviKq toov 

TTpoaßEßAqpEvoov iotoov.

Eivai Ao itt ö v  cpavspö ö ti o  pöAoq Tqq ApoJ o t o v  TToAAaTTAaaiaapö Kai Tqv 

aTTÖTTTooaq KUTTäpoov ö e v  e x e i aKÖpq ö ie u k p iv io t e i, aAAä cpaivETai ö ti E^apTäTai o t t ö  

Tqv popcpq Tqq, t o v  KurrapiKÖ t ü t t o  ko i t o  Eiöoq t o u  TTapäYOVTa OTpsq.

H KaTavöqaq to u  pöAou Tqq ApoJ as TTEpiTnobasiq öiaTapaypEvoov KurrapiKoov 

aTTOKpiaEoov (xpövisg TraGqoEiq q ßAäßs^ iotoov) Ga pTTopoüoE va uttoöei^ei öuvqTiKä 

GspaTTEUTiKä povTEAa ttou va tpo tto tto io ü v  ti$ aTTOKpiaEi^ toov opyävoov OE 

TT£piTTT00aq ßAäßqq, aKÖpa Kai q xopqY1arl T1^ ApoJ Ga pTTopoüoE va EmcpepEi 

spcpavq ocpsAq.
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H EKcppaaq Tqg ApoJ ETräyETai ETrioqg ottö uoAAoüq OTpEooyövoug TrapäyovTEg 

ÖTTCog to  Be p ij ik o  Kai o ^ eiöootikö  OTpsq (Schwochau et al., 1998; Viard et al., 1999; 

Petropoulou et al., 2001), crrTÖ k u t o k iv e ^  k o i au^qTiKoüg rrapäyovTEt;, öttco^  o TGFß 

(Wegrowski et al., 1999; Jin and Howe, 1999), TNFa (Sensibar et. al., 1995), EGF 

Kai NGF (Gutacker et al., 1999), e k Ge o h  oe u v  k o i lovi^ouoa aKTivoßoAia (Viard et al., 

1999; Yang et al., 1999; Yang et al., 2000) k o i xnM£|o0£paTTEUTiKoüc; TrapäyovTEq 

(Miyake et al., 2000a,b; Muenchen et al., 2001).

H ETTayooyq Ttl£ KAaoTpivqq/ApoJ Kai r| löiOTqTa Tqg ooq ouvoöoü-TrpooTE'ivqg 

cpavEpdavEi Tqv Ep-rrAoKq Tqq OTqv TrpooTaoia toov KUTTäpwv ottö OTpEooyövouq 

TrapäyovTEq Kai cpaivETai va TrapäyETai Kai auo Ta y e it o v ik ö  KÜTTapa ttou Euißioovouv 

pETä ottö  £K0£ori Touq o£ auToüg Toug TrapäyovTE«; (French et al., 1993; Schwochau 

et al., 1998; Humphreys et al., 1999; Wilson and Easterbrook-Smith, 2000; Poon et 

al., 2000; Lakins et al., 2002; Poon et al., 2002).

Eivai aöiEUKpivioTo Eäv q ApoJ epttAeketoi äpsoa OTq öiaöiKaaia Tqc; 

aTTÖTTTüooqq q q Eiaayüoyq Tqq Eivai ösuTEpEÜouaa OTq öiaöiKaaia Tqq airöTrrooaqg 

Kai sppsaq oo<; TrpooTaTEUTiKÖg Kai apuvTiKÖg pqxaviopöq tou kuttcipou. Etto|J£voo<; o 

pöAog Tqq ApoJ otov £V£pyö KunapiKÖ 0ävaTO Eivai aKÖpa öicpopoüpEVOc;. 

ripoacpäTuaq exouv öiaTuuuoGEi £TTix£ipqpaTa Ta orroia upoTEivouv Tqv KAaoTpi^ 

(ApoJ) ooq pia popcpq ir\q EKKpivöpEvqq TrpojTEivqg tou OsppiKoü OTpEq, q auvoöoü 

popiou, ev oijJEi Tqc; ETrayöpEvqq Tqq EKcppaoqg ottö GsppiKÖ, o^eiöootikö q pqxaviKÖ 

OTpsg, Tqv TTOiKiAia toov TrpoaÖETdov Tqc;, Tqv iKavöTqTä Tqg va ovooteAAei Tqv 

ETrayopEvq ottö OTpsq KaOi^qaq ttpooteTvoov, Kai Tiq avacpEpöpsvEq öpäoEiq th s  oe in 

vivo ouoTqpaTa ux; TrpoaTaTEUTiKoü popiou kotö KurrapoTo^iKoov TrapayövToov 

(Schwochau et al., 1998). I t o  nAaioia tou Evspyoü KunapiKOÜ GaväTou, auTä T a 

TEKpqpia öev ouvqyopoüv uttep tou pöAou Tqq ApoJ uig TTpoaTTOTTTooTiKOÜ popiou, 

TTOU EVIOXÜOVTai TTEpaiTEpOO OTTÖ Tqv aTTOTUXia Tqq OTOXEUÖpEVqq UTTEpEKCppaaq  ̂TOU 

yoviöiou va TrpOKaAEOEi au^qpsvo TroaoaTÖ GaväTou KUTTäpoov cpooToüTroöoxeoov oe 

Eva öiayoviöiKO TrpÖTUTTO (Jomary et al., 1999).

H UTTEpEKcppaoq Tqq EKKpivöpsvqq popcpq«; Tqq ApoJ o e  avGpdöTriva Künapa 

TrapEixE apcpißoAa aiTOTEAEapaTa (Viard et al., 1999; Dumont et al., 2000; 

Petropoulou et al., 2001; Dumont et al., 2002). H xopqyqaq q uTTEpEKcppaaq Tqg 

EKKpivöpsvq^ KAaoTpivqg o e  avGpobTnva avöpoyovoE^apTobpEva TrpocnaTiKä 

KapKN\m  K ü n a p a  LNCaP ETTEcpEps avGEKTiKÖTqTa OTqv ETrayopEvq aiTÖTTTOoaq o t t ö  

t o v  TNFa (Sensibar et al., 1995; Sintich et al., 1999) Kai Ta KaTEaTqoE pq
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avöpoyovoe^apTcopeva in vivo (Miyake et al, 2000a,b). le  KapKiviKä euiöeppiKä 

Künapa A341 q ApoJ öev peTeßaAe tic; auoKpiaeiq tcov KUTTäpcov ae GeppiKÖ Kai 

o^eiöcoTiKÖ aTpe<;, öpco<; q eiaaycoYq tou yoviöiou ae avTivoqpaTiKq KaTeüGuvaq 

euaiaQqTouoiqae Ta Künapa aToug öüo upoavacpepöpevou^ uapäyovTeg CTpeg Kai 

oöqyqae aTqv auöuTcoaq Touq (Viard et al, 1999). H uuepeKcppaaq Tqq eKKpivöpevqq 

ApoJ euecpepe av0eKTiKÖTr)Ta ae aiBavöAq Kai TeTpßouTuAuöpoTTepo^eiöio, aAAä öxi 

ae uuepo^eiöio tou uöpoyövou (Petropoulou et al., 2001; Dumont et al., 2002). 

ripöacpaTeq peAeTeq eöei^av euiaqg öti q eKKpivöpevq Apo J peicovei to  pu0pö 

noAAanÄaaiao\io(i upoaTaTiKcov euiOqAiaKCov KUTTäpcov aOavaTouoiqpevcov pe 

SV40 (Bettuzi et al, 2002). Me TexviKeg avoaocp0opia(joü ae Künapa MCF-7 

KaAAiepyoüpevcov pe ßiTapivq D3, q xopnY1arl TrIS ouoiag euicpepei aTTÖTTTCoan, 

auoöeixBqKe n avTi-aTrouTcoTiKii öpäaq Tq<; ApoJ aTqv e/rayöpevq auöurcoaq tcov 

Kunäpcov MCF-7 auö Tq ßiTapivq D3 (Wilson et al., 1995). Eivai Aoittöv cpavepö öti 0 

pöAoq Tq<; KAaaTpivqg/auoAiuoupcoTeTvqqJ otov uoAAauAaaiaapö Kai Tqv 

aTTÖTTTcoaq Kunäpcov öev exei aKÖpq öieuKpiviaBei, aAAä cpaiveTai öti e^apTäTai auö 

Tqv/jopq)f\ Tqg, tov KunapiKÖ tü tto  koi to eiöo^ tou OTpeq.

'Opcoq öev eivai öAeq oi popcpec; Tqq ApoJ ttou eTTiöeiKvüouv auTeq Tig avri- 

a u 0TTTC0TiKe<̂  löiOTqTeq. flpöacpaTa, pia uupqviKq popcpq 55 kDa rrjg ApoJ, 

euayöpevq ottö aKTivoßoAia in vitro exei aveupeGei va aToxeüei otov uupqva, öttou 

cpaiveTai va öpä cog aqpa GaväTOU (Yang et al., 2000). YuspeKcppaaq Tqq uupqviKq«; 

popcprfc Tqq ae aöevoKapKiviKä Künapa paauov MCF -7 eiräYei Tqv aTTÖTTTcoaq Touq 

(Yang et al, 1999, Yang et al, 2000). Eivai euiaqg a{;i0aqpek0T0 öti oi epeuveq as 

n o v riKia, öttou to yoviöio jr\q ApoJ eKpqöevkrrqKe (Knockout) (Clu1) exouv 

KaTaöei^ei Tiq öüo öiyeig tcov öpäaecov Tqq KAaaTpivqg. ZuYKeKpipeva, auö  Tqv pia 

uAeupä q auouaia Tq^ peicovei to uooootö veKpcov KUTTäpcov ae eyKecpaAiKti ßAäßq 

uou euäyeTai auö uuo^eia-iaxaipia, upäypa uou uuoöqAcövei öti to pöpio ÄeiToupYei 

cpuaioAoyiKä yia va euiTeivei Tq ßAäßq veupcövcov uuö TeToie  ̂ auvGqKeq (Han et al.,

2001). Auö Tqv äAAq, o to  iöia ueipapaTÖ^coa pe EKpqöeviapevo to y ° v iöio, q 

auToävoaq ßAäßq oto puoKäpöio au^äveTai, uuoöqAcbvovTaq eva cpuaioAoyiKä 

upoaTaTeuTiKÖ pöAo (McLaughlin et al., 2000).

Eivai uiOavöv, kotöuiv öAcov outcov öti öuco$ aupßaivei Kai pe opiapeva aAAä 

euiAeKTa pöpia, öuco<; q p53, n Bcl-XL, n ApoJ va puopei va öpä erre cog 

upoaYcoyeag, eiTe coq avaaToAeag tou kuttopikoü GaväTou, aväAoya pe to siöoq tou 

Kunäpou q Tiq auyKeKpipeveq popiaKeq ovTÖTqieq.
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15.1. O  pöAoq Tr|S p21Waf1/c,p1 cttov eAeyxo tou KUTTapiKOÜ kükAou Kai rr\q 

aTTÖTTTUJCTri?

H p21Waf1/Cip1, ttou aTTOpOVOÖGqKE apXIKÖ 00$ TTpOOTEIVq TTOU ETTäYETai aTTÖ Tqv 

0YK0KaTacna\j\Kr] TrpooTEi'vq p53 (Xiong et al., 1993), exei ö ittö  pöAo OTqv Trpöoöo 

tou KunapiKoü kükAou, puGpi^ovTag Tq aüv0£or| tou DNA aAAä Kai Tqv EVEpyÖTqTa 

t ü j v  /aw/Wo-E^apTdopEvoov Kivaocov (CDKs; Cyclin-dependent kinases). H p21 

aAAqAETTiöpä, psaoo piaq apivoTEAiKqq Gsaqg TrpöaöEaq«;, [je Ta aüpTTAoKa öiacpöpwv 

kukAivoov-CDKs, Ta ottoio TrpoooQoüv to KÜTTapo OTq cpäaq S, Kai ovooteAAei Tqv 

EVEpyÖTqTa Touq [je ouvETTEia Tq öiaKOTrq Tqq TTpoööou tou KurrapiKoü kükAou (Sherr 

and Roberts, 1999). ÜEpaiTEpoo ijeAete^ eöei^ov 6ti q p21 /rpooÖEVETai [je Tq PCNA, 

Evav auvEpYOTTOiqTq toov DNA ttoAupEpaocJöv 5 koi e, |je OTTOTEAEapa va ovogteAAei 

Tq öpäaq outoov toov sv^üpoov Kai ETropEvooq Tqc; aüvOEaqq tou DNA (Waga et al., 

1994; Kelman and O’Donnell, 1995; Gulbis et al., 1996). Av Kai oi TTapanävu) 

uKrjpo(pop\zq aupcpoovoüv (je to aupiTEpaapa, öti q p21 öpa ooq avaaToAsaq Tqc; 

TTpoööou TOU KUTTapiKOÜ KÜKAOU, apKETE^ TTpÖGCpOT£(̂  psAsTEC; EXOUV ÖEÎ EI ÖTI q p21 

Aeitoupyei ETTioqq ujq Qetikö^ puQpiaTqq tou kuttopikoü kükAou. MoAovöti exei öeixGei 

ö t i q p21 ovooteAAei |jev t o  oü^ttAoko KUKAivq E-CDK2, auppETEXEi öe OTq 

ouyKpÖTqoq Kai Tqv EVEpYOTroiqaq toov oupttAökoov KUKAfvqq D1-CDK4/6, Ta otto io 

öpouv ujq aia0qTqp£<; au^qTiKÜv TrapaYÖVT00v OTq G1/S cpäaq tou ku ttop ikoü  

kükAou (LaBaer et al., 1997; Cheng et al., 1999; Weiss et al., 2000).

ETTnTpoa0ETU)<; toov Aeitoupyioöv Tqq aTqv rrpöoöo to u  K u n a p iK o ü  kükAou, q 

p21 Traf^Ei ETTiaqq aqp avT iK Ö  pöAo OTqv a ü ^ q a q  Tqc; KurrapiKqq ETTißiooaq<; (Gorospe 

et al., 1999). Ha TrapäÖEiYlJa, teAikö öiacpopoTroiqpEva KÜTTapa, öttoo«; Ta pui'Kä 

(Lawlor et al., 2000), a p X E y o v a  aipoTTOiqTiKä KÜTTapa (Cheng et al., 2000) k o i  

paKpocpäya (Asada et al., 1999) SKcppä^avE au^qysva ETrrrrEÖa p21 Kai q avaaToAq 

Tqq EKCppaaqq auTqq Tqq TrpcoTETvqq eixe ooq o u v e t te io  t o v  o t to t t to o t ik ö  GävaTO t o jv  

K u n ä p o o v . H p21 TTpocpavoöq öpa ooq auvTOViaTqg Tqq aüvÖEcr^ t o u  DNA K a i  rrjg 

ÖiaKOTrq^ tou KUTTapiKOÜ kükAou, koGux; KÜTTapa o t o  o t to io  exei OTraAeicpGEi to  

Y o v iö io  Tqq p21 p -rro p o ü v  va spcpaviaouv avTiypacpq KaTEOTpappsvou DNA, /je 

OTTOTEAEapa t o v  EaooTEpiKÖ avaöiTTAaaiaapö Kai Tqv ETTaKÖAouGq aTTÖTTTooaq 

(Waldman et al., 1996; Stewart et al., 1999a; Stewart et al., 1999b). E t t i t tA e o v ,  q p21

pTTOpEI v a  TTpOOTaTEljlEI OTTÖ GävaTO Ö läcpopouq TÜTTOUq KUTTÖpOOV, TTOU OKOÄOUGOÜV

avTiKapKiviKEq GspaTTEiEq (Gorospe et al., 1996; Gorospe et al, 1997; Stewart et al.,
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1999a; Zhang et al., 1999a). H psiooaq q q auouaia Tr]<5 EKcppaaqq Trj^ p21 

£uaia0r|TOiToi£l Ta KÜTTapa ae xnM^oöepcnrreuTiKoüs uapäyovTEq öuoog avöpiapuKivq, 

£Touoaiöio, Ta^öAq (paclitaxel), ßivKpiGTivq (vincristine), cis-uAaTiva (cisplatin) q y- 

aKTivoßoAfa (Waldman et al., 1996; Polyak et al., 1996; Waldman et al., 1997; 

Stewart et al., 1999b; Zhang et al., 1999a; Zhang et al., 1999b; Tian et al., 2000). 

nepiAqTTTiKä, q p21 öie^ayei aqpavTiKE«; AeiToupylsq töcto GTqv Trpöoöo tou 

KunapiKOÜ kükAou öoo Kai GTqv KUTTapiKq suißiooaq. H p21 Euqpsä^Ei tov  KurrapiKÖ 

kükAo apvqTiKä aAAä Kai Betikö Kai 5pa oo<; 0ETiKÖq uapäyovTai; Tq<; KurrapiKq«; 

Euißiooaq«; KaTä Tqv teAikpi öiacpopouoiqaq Kunäpoov q kotö  Tqv ecpappoyq 

Yoviöioto^ikoü GTpeq.

H p21 puopsi va cpooocpopuAiooOd ottö Tqv AKT/PKB Kiväoq (Scott et al., 2000; 

Zhou et al., 2001; Rossig et al, 2001; Ying Li et al, 2002). H AKT/PKB dvai pia 

Kiväaq ttou KaTaaTsAAsi Tqv KurrapiKq aTTÖTTTCoaq Kai au^ävei Tqv suißiooaq toov 

KUTTäpoov Kai dvai uuEpsvspyouoiqpEvq ge uoAAoüq öyKOug teAikoü gtoöiou (Wu et 

al., 1998). H p21 0wcr0opt/Aioöv£Tai oto Kapßo^uTsAiKÖ Tq$ äKpo, GTiq 0£oeiq Thr145 

/ca/ Ser146, auo Tqv AKT/PKB Kiväaq in vitro koi in vivo. H (pooocpopuAioooq Tq<; Thr145 

ovooteAAei Tqv upÖGÖEoq Tqq p21 o t o v  PCNA, evü) q (pooacpopuAiooaq Tqq Ser146 

evigxüei oqpavTiKä Tq OTaSspÖTqTa Tqq upooTdV/^ p21. KunapiKEq aeipeq 

YAoioßAaaTtjöpaTog ps svspyq AKT/PKB sösi^av au^qpsvq GTa0£pÖTqTa Tqg p21 /ca/ 

Epcpävioav pEyaAÜTEpq avTiGTaoq OTiq TO îKsg löioTqTsg Tqq Ta^öAqs (taxol). H 

Tpououoiqpsvq p21 auö Tqv EVEpyq AKT/PKB öev ovooteAAei Tqv KUKAivq E-CDK2, 

aAAä upoaÖEVETai oto aüpuA0K0 KUKAivq D1-CDK4 Kai to svEpyouoisi (Li et al.,

2002). Ta uapauävoo otoixeio ösixvouv uoo<; Ta au^qpsva Euiueöa Tqq p21 o t o u \ ;  

öyKouq ocpsiAovTai, kotö Eva pspoq, OTqv (pooocpopuAioooq Tqq auö Tqv svspyq 

AKT/PKB Kiväaq. EuiuAsov, q cpooacpopuAiooaq Kai q uuspsKcppaaq Tq<; p21 

ouoteAoüv, upocpavdög, svav veo pqxaviapö püBpiaqq tou KurrapiKoü 

uoAAauAaaiaapoü auö Tqv AKT/PKB.

59



EIAIKO MEPOE 

KEOAAAIO AEYTEPO

YAIKA KAI ME0OAOI

YAIKA

FlapaTiGeiai TrapaKäTU) p ia  A io to  pe Ta aqpavTiKÖTepa avaA tba ipa  uA iko tto u  

XpqaipoTroiqO qKav kotoi Tq öiäpKeia tq g  eKuövqaqc; ir\q T rapoüaaq peAerqq.

YAiko Eiaipda

RPMI-1640 Biochrom KG, Germany

DMEM Biochrom KG, Germany

Opög epßpüou poaxou (FCS) Biochrom KG (Seromed), Germany

lleKiKiAAivq/lTpeTTTopuKivq 

(10000 lU/ml /10000 //g/ml)

Biochrom KG, Germany

L-yAouTapivq (200 mM) Biochrom KG, Germany

Opuipivq - EDTA Biochrom KG, Germany

PBS Sigma Chemical Co.

OpuTTTÖvq (Bacto-tryptone) Lab M, U.K.

EKXüAiapa ^üpq«; (Bacto-yeast extract) Lab M, U.K.

Äyap Lab M, U.K.

AipeGuAo-aouAcpo^eiöio (DMSO) Sigma Chemical Co.

lloAußpivq (Polybrene) Aldrich Chemical Co.

1 kb DNA ladder Life Techologies Inc.

Lambda DNA-Hind III digest Life Techologies Inc.

Lambda DNA-BstEII Digest Life Techologies Inc.

'Ev^upa TTepiopiapoü DNA New England Biolabs

Ayapö^q Life Techologies Inc.

llpÖTUTTOI päpTUpe^ TTpOüTe'lVüJV BioRad Laboratories, USA
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(Kaleidoscope Prestained Standards)

QiaGen kit aTTc>|Jövijoar|<; 

TTÄaapiöiaKOÜ DNA

QiaGen, Germany

Nucleobond kit aTTO|jöv<jüar|<; 

nÄaaiJiöiaKoü DNA

Nucleobond

Meijßpäveq Genescreen (RNA) NEN, DuPont, USA

Mepßpäveg viTpoKurrapivri«; Schleicher & Schuell, Optitran BA- 

S-85

SuperSignal West Pico Chemiluminescent 

kit

Pierce, USA

ECL kit Amersham International

Random Primer Labeiling kit Pharmacia LKB

AvTiacopaia SantaCruz Biotech, USA 

BD Pharmigen/Transduction 

Laboratories, USA 

Dako

Aiäcpopa aTepeä XHM'Ka 

(MOPS, SDS, EDTA, NaCI, NaOH,

Tris, ßopiKÖ o£ü, LiCI, oupia, 

ßpcopocpaivöAn, KpuGTaAAiKO loööeg, o^ikö 

väipio, yAuKivq, ßpoopioüxo aiGiöio, 

cpaivöArj, aKpuAapiöio, öiq-a/cptz/icrpiöio)

Riedel, Germany

n
Sigma Chemical Co.

Aiäcpopa uypä xiM'Kä 
(AiGavöAri, xAtopocpöppio, laoapuAiKii 

aÄKÖAri, laoTrpoTravoAri, o^ikö o^ü, 

cpoppaAöeüön, yAuKspöAri, DEPC, 

yS-p£pKaTTToai9avöAr|, TEMED)

Riedel, Germany

n
Sigma Chemical Co.

n
BDH-Merck (Analar)

nAaaTiKä uAikö KurrapoKaAAiepysiag 

(TpußAia, TTITTETTeq)

CellTek

flAaaiiKoi acoAriveq (15 ml, 50 ml) Falcon

MiKpoacoAqveq Eppendorff, Germany
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MEGOAOI

ENOTHTA A : BAKTHPIAKEZ TEXNIKEI

1.2. napacrK£un L-broth (Luria-Bertani; LB) Kai TpißAiuiv/ye L-äyap (L- agar)

H TrapaaKEuq tw v TpißAiwv outwv eyive TTapäAAr|Aa pe Tqv rrapaaKeuq 

öiaAüpaTog L- Broth. 10g 0puTTTÖvq<̂  (Bacto-tryptone), 5g eK/uAiapaioq £üpq<; 

(Bacto-yeast extract) ko i 10g x^wP|C,uxou vaTpiou (Riedel, Germany), 

5iaAü0r]Kav pe aväöeuaq Kai aü$;qaq Tq<; ©eppoKpaaiaq ae 1000 ml öiq 

aireaTaypevou vepoü Kai to  öiäAupa peTaßißäaTriKe ae 2 cpiäAeq toov 500 mi. I th  

pia cpiäAq TrpoaTe0qKav 7.5g äyap Kai acpoü eyive auoaieipcjoari ae auTÖKauaTO, n 

L-äyap acpeOqKe ae OeppoKpaaia öwpaTiou yia va KaTeßei n ©eppoKpaaia aroug 

55°C Kai OTq auvexeia TrpoaTe0qKe aTq cpiäAq apTTiKiAAivq ae TeAiKq auyKevTpwaq 

100 pg/ml. TeAoq TOTTO0eTq0qKav 25 ml L-äyap ae Ka0eva otto 20 TpußAia, Kai n 

L-äyap a(pe0qKe va uoAupepiaTei ae OeppoKpaaia ÖwpaTiou Kai va acpuöaTwOei 

az eTTwaaTiKÖ KAißavo oioug 37°C. 'Otov eTOipäaTrjKav Ta TpußAia (je Tq 

TToAupepiapevr) L-äyap TrepiTuAixOqKav pe cpiAp Trapacpivq«; (parafilm) koi 

TOTTO0eTn0r|Kav otov ijjuxpö 0äAapo. Ta TpußAia L-äyap pe Tqv apnrKiAAivq 

öiaTqpoüvTai yia uepiTTOu eva pqva otou^ 4°C.

25 ma/ml AuTriKiAAivnc: ÄiäAupa to u  äAanx; vaTpiou Tqc; ap-rriKiAAivqq (Sigma 
chemical Co.) ae auyKevpwaq 25 mg/ml ae airoaTeipwpevo ddH20  cpiATpapfaTqKe 
peaw evo<; aTToaTeipwpevou piKpocpiATpou 0.45 pm KaiöiaTqpqOqKe aToug —20°C 
az piKpeg TToaÖTqTeq (aliquots).

2.2. napaCTKeun ßaKTrjpi'wv ettiöektikwv TTpoq pETaaxnMOT'crMÖ (competent 
celis)

Ha va öqpioupyqOoüv euiöeKTiKä Trpög peTaaxqpaTiapö ßaKTqpia, aTTaiTerrai q 

KaTepyaaia Touq pe TrapäyovTe^ tto u  euvooüv to  axqpaTiapö oTTWv/KavaAi dov o to  

KUTTapiKÖ Touq Toixwpa, t to u  0a eTTiTpeipouv Tqv eiaaywyq pe Tra0qTiKq öiäxuaq, 

eJ;wyevwc; TrpoaTi0epevou DNA. H KaTepyaaia auTq TTpeuei va yiveTai aTqv 

8K0eTiKq cpäaq aväTrru^qc; tw v  ßaKTqpiwv.
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Ta ouvqOiapsva ßaKTqpiaKÖ OTsAsxq yia t t | v  uapaoKEuq ßaKTqpiwv 

e u iö e k t ik w v  upog pEraoxqpaTiopö P£ uAaopiöia dvai Ta oTEAsxq E. Coli HB101, 

DH5a, JM109 Kai MC1061. Aura ra ßaKTqpiaKä OTEAsxq XPnaiM0 Tr0 |nönKav acpoü 
uueaTqaav EUE^spyaofa w o t e  va yivouv ‘iKavä KÜTTapa’ (competent cells), 

öqAaöq Künapa iKavä va pEraaxqpaTioraüv (va ö e x to ü v  uAaopiöia).

ApxiKä, pn 'Kava ßaKTqpia Touo0ETq0qKav oe 5 ml L-Broth Kai EuwäaTqKav 

a£ 0EppaivöpEvo TpoxiaKÖ avaÖEUTqpa arauq 37°C yia 24 <Jape<̂ wcjte va 

avaTTTUx©oüv. Tqv Euopsvq qpspa, 0.5 ml Trj«; oAovüxtio«; uypq<; ßaKTqpiaKq«; 

KaAAi£py£ia$ xPno'MoiToinölKav Y'a T0V epßoAiaopö 20 ml L-broth ae fjia 
CT/7oa-7£ipco|j£vr| KwviKq cpiäAq Kai Ta ßaKTqpia EuwäaTqKav yia 2 uspiuou wpe<; 

a£ 0£ppaivö|j£vo TpoxiaKÖ avaÖEUTqpa orauq 37°C yia va avauTux©oüv psxpi^ 

ötou rj OD6oo qrav 0.3. KaTä Tq öiäpKEia Tq<; Euwaaq«; toov ßaKTqpiwv 

TTapaoKEuäoTqKav ra öiaAüpara A Kai B, ra ouoia Touo0£Tq0qKav otov uäyo. H 

uypq KaAAi£py£ia tw v ßaKTqpiwv cpuyoKSVTpqBqKE yia 5 Aeutö o ti^ 5000 aTpocpEc;, 

o t o u s  4°C Kai acpoü avappocpqOqKE to uuspKEipsvo, to ßaKTqpiaKÖ i^qpa 

£vaiwpq0qK£ oe 1 ml öiaAüparaq A. iTq ouvexeio upooTE0qKav äAAa 9 ml 

öiaAüpaTO^ A Kai p£Tä Tqv aväpi^q ra ßaKTqpia cpuyoKEvrpqOqKav Kai uäAi yia 5 

Aeutö, oti«; 5000 OTpocpsq Kai otou<; 4°C. To uuEpKEipsvo avappocpq0qKE 

upooEKTiKä Kai to  ßaKTqpiaKÖ i^qpa EvaiwpqSqKE ps 1 ml öiaAüparag B. Acpoü 

upoaT£0qK£ äAAa 9 ml öiaAüpara«; B, to svaiwpqpa acp£0qKE otov uäyo yia 30 

Aeutö Kai OTq ouvexeio cpuyoKEVTpqOqKE yia 5 Aeutö otic; 5000 aTpocpE«; Kai arau<; 

4°C. To ßaKTqpiaKÖ i^qpa EvaiwpqSqKE oe 1 ml öiaAüpara«; B uou uspiEixE 10% 

yAuKEpöAq (Riedel, Germany) Kai öEiypara tw v 50-100 pl ßaKTqpiwv 

Touo0£Tq0qKav oe auooTEipwpsvou«; owAqvs«; eppendorff Kai auoBqKEÜTqKav 

cjroug -70°C yia pEAAovTiKq XPH^q.

Ta ‘iKavä K ü n a p a ’ öiaTqpqBqKav oe x ^w p io ü x o  aoßEaTio (CaCI2) k o i  

X A w pioüxo  pou ß iö io  (RbCI2) öiöti ra  lö v ra  Ca2+ ö qp io u pyo ü v  aüpuÄOKa ps to 

cpwocpopo to u  DNA Kai k o t’ o u tö v  to v  T pöuo KaSi^ävouv w«; i^qpa. M ec jw  tou 

ßaKTqpiaKoü pE raoxqpaT iopoü  a u^ä vs ra i q ö iauE paräT qra  Tq«; pspßpävq«; Kai ra  

K ü n a p a  a p x i^o u v  va  EKKpivouv svav u a p ä y o v ra  u o u  ovop ä ^s ra i ‘u a p ä y o v ra « ; 

p E ra o xq p a T io p o ü ’ (co m p e te n t facto r).

AiäAuua A : 10 mM MOPS PH 7.0, 10 mM RbCI2
AiäAuua B: 10 mM MOPS PH 6.5, 10 mM RbCI2, k o i  50 mM CaCI2
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AiäAuua aTroGriKeuanc ßaKTnokov: 10 mM MOPS PH 6.5, 10 mM RbCI2, 50 mM 
CaCb <ai 10% yAuKepöAq

3.2. MeTaaxnMaT|orMÖ? ßaKTrjpiwv pe TrAaapiöiaKO DNA

50-100 [jl iKavdov ßaKTripiaKoov OTeAexwv E. Coli avapixGqKav (je TiepiTTOü 20 (jl 

TrAaapiöiaKoü DNA (100-500 ng DNA) ae aooAqveq eppendorff koi acpeQqKav gtov 

TTäyo yia 30 Aemä. XTq auvexeia eKTeGqKav ae OeppoKpaaia 42°C yia öüo Aemä 

eiai (joaie va unoaToüv GeppiKÖ aTpeq (heat shock) Kai va yivei eiaaytoyq tou 

■nAaa(jiöiou aTa ßaKTqpiaKä Künapa. ripoaTeGqKe 1 ml L-Broth otou<; aooAqveg 

eppendorff Kai eTrooäaiqKav otou^ 37°C yia pia wpa. Ta ßaKTqpia 

cpuyoKevTpqGqKav yia 5 AeTnä ang 6500 aTpocpeq Kai otouc; 4°C, acpaipeGqKe to 

TrepiaaÖTepo uTTepKeipevo Kai to  ßaKTqpiaKÖ i^qpa evaioopqGqKe ae 300 pl 

UTTepKeipevou. TeAoq pe Tqv uypq auTq KaAAiepyeia epßoAiäaQqKav TpußAia L- 

äyap aüv 100 pg/ml apniKiAAh/qg pe Tq ßoqGeia piaq päßöou ttou öiaTqpqBqKav 

yia 10 Aemä ae QeppoKpaaia öoopaTiou yia va aTToppocpqGei to epßoAiaapa. iTq 

ouviyz la Ta TpußAia TOTroGeTqGqKav ae enojaoTiKÖ KAißavo otou^ 37°C yia oAq Tq 

vüxto (jüote va axqpaTiaTOüv anoiKie«; ßaKTqpiwv. Na aqpeiwOei öti peTä Tqv 

oAovüxTia eTTwaaq avaTTTÜaaovTai pe Tq popcpq aiToiKitiov pövov Ta ßaKTqpia aTa 

ottoio exei eiaeAGei o nAaapiöiaKöq cpopeaq, o ottoio^ cpepei to yovlöio 

avGeKTiKÖTqTaq oto auyKeKpipevo avTißioTiKÖ (tt.x. apiTiKiAAivq).

4.2. Avämu^n uypwv KaAAiEpyeiwv ßaKTrjpiwv

Ha aTTopövcoaq TTAaapiöiaKoü DNA ae piKpoüg öyKouq (mini prep) rpav auapaiTqTq 

q aväTTTU^q uypoov KaAAiepyeiwv ßaKTqpiwv. 5 ml L-Broth Kai 100 pg/ml apuiKiAAivqq 

e(jßoAiäaGqKav pe aiToiKiec; q aTroGepaTa yAuKepöAqq ßaKTqpioov, pe Tiq XPH^q 

KplKoepöpou aTuAeoü Kai eTroüäaTqKav ae Geppaivöpevo TpoxiaKÖ avaöeuTqpa (orbital 

shaker) orouq 37°C yia öAq Tq vüxto (>16 cupeq).

T ia  a iT o p ö vc jo a q  T rA aap iö iaK O Ü  DNA a e  p e y ä A o u q  ö y K o u q  (m a x i p re p ) ,  q 

aväTTTU^q u y p tb v  K a A A ie p ye iw v  ßaKTqpioav y ivÖ T av pe  a v ä p i^ q  0.5 m l a v e T r ru y p e v q g  

K aA A iepye iaq  ßaKTqpioav a e  5 m l L -B ro th  Kai 100 p g /m l a p u iK iA A iv q g  ae oe 

G e p p a iv ö p e v o  Tpox iaK Ö  a v a ö e u T q p a  aroug 37°C y ia  ÖAq Tq v ü x to  (>16 obpeg) Kai aT q
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o u v e x e io  pe to v  EpßoAiaa|JÖ 100 ml L-Broth Kai 100 pg/ml apTTiKiAAivriq M£ 5 ml Tr|q 

oAovüxTiaq avamuyiJEvrig ßaKTripiaKns KaAAiEpyeiaq Kai mdbaoTi ae ©Eppaivopsvo 

TpoxiaKÖ avaöeuTfipa o t o u £ 37°C yia 6Ar| Tr] v l ix t o .

5.2. riapaaKEuri ßaKTripiaiabv aTTO0E|jäTU>v yAuKEpöAri?

Ta airo0£paTa yAuKEpöAri? TrapaoKEuc^ovTav avapiyvüovTag 1.2 ml 

avaTTTuyijevrig uypnq KaAAiepyeiag ßaKTrpoov Kai 300 jjI yAuKEpöAng (10% teAikh 

auyK £V T poaar| yAuKepöAriq) (Riedel, Germany). Ta aTroOspaTa öiaiqpoüvTav 

aroug -70°C yia TTEpaiTEpoo XPHarl-

6.2. ATro|j6vu>ar| TTÄaaniöiaKoü DNA cte piKpoüg oyKouq (mini prep)

1.5 ml uypnq KaAAiepyEiaq ßaKTrpitjov, TTpospxöpEVEq aiTÖ auoiKiEq (Trap. 2.4), 

TOTTo0£Tr]Kav o e  Evav aTTooTEipoopEvo aooAnva eppendorff Kai cpuyoKevTpn0r|Kav 

aTig 6500 oTpocpsq yia 2 Anna otou«; 4°C. Zirj auvexeia to  ßaKTqpiaKÖ i^nM0 

Evaiü)pn0r|K£ |J£ öivq (vortexing) oe 200 pl öiaAüpaTog Aüor|<; ßaKTripkuv. Meto 

o ttö  5 A e tttö  ETTwaonq o e  O sppoKpaoia  öwpaTiou, TrpoaieGriKav 400 (jl aAKaAiKoü 

öiaAüpanx; Kai t o  piypa acp£0r)K£ o to v  Träyo yia 5 A£Tnä. I t h  o uve xe io  

TrpoaT£0nKav 300 pl öiaAüpaToq o^ikoü  vaTpiou pH 5.2, syivs sAacppiä aväEi^n Kai 

to  evaiwpripa acpE0r|KE o to v  Träyo yia 10 Aetttöi (q xPHa n o^ikoü  vaTpiou pH5.2 

UTToßonOei oth KaOi^non TTpoüTEi'vtbv, RNA Kai xPnMaT° GWPIKoü DNA). 

AKoAoLi0qa£ cpuyoKEVTpnon yia 15 A etttö , anq 13000 OTpocpsq otouc; 4°C, t o  

uTT£pK£ip£vo pETacpEpOqKE OE ev av KaOapö aTrooT£ipcjü[j£vo aooAqva eppendorff 

Kai TTpooT£0r|Kav 0.6 öyKoi looTTpoiravöAriq (Riedel, Germany). To TrAaapiöiaKO 

DNA acp£0r|K£ va KaTaKpnpviOTEi yia 10 Aetttöi oe 0EppoKpaaia ö w p a T io u  Ka\ 

auXX£XÖr\K£ ye (puyoK£VTpr\ar\ y»a 20 K etttö  c jtk ; 13000 OTpocpeq gtou«; 4°C. T o  

i^qya DNA £KTrAü9r|K£ pe 70% ai0avöAr| Kai ^r|päv0r|KE o e  cpuyoKEVTpiKÖ 

aupiTUKVWTn kevoü. To TrAaapiöiaKO DNA Evaiwpn0r|KE o e  50 pl 1xTE pH 8.0 Kai 

a ir0 0 r^KEÜTr\K£ OTOuq -20°C yia TTEpatT&pw XPHarl-

O  e A e y x o ^  to u  T ra p a o K E u ä a p a T o q  y ivsT a i pETä o t t ö  Treipn to u  DNA pe 

TTEpiopioT iKd s v ^ u p a  (Trap. 2.22) Kai qAEKTpocpöpnari o e  Trr|KTn a y a p ö ^ n q  (Trap. 

2.20).
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AiäAuua Aüonc ßaK Tno ioov (Bacterial lysis buffer): 50 mM rAuKÖ^q, 25 mM Tris 
pH8.0, 10 mM ml EDTA pH 8.0 k o i  4 mg/ml Auao<;üpq

AAkqAikö öidAuua: 0.2 NaOH, 1%SDS
1xTE pH 8.0: 10 mM Tris pH8.0, 1 mM EDTA pH8.0

7.2. ATTOMÖvwcrri TTÄacr|jiöiaKoü DNA cte pEydAou«; öyKOug (maxi prep)

H auopövoaoq to u  uAaopiöiaKoü DNA syivs eite ps Tq xPnari QiaGen kit q ME Tq 

Xpnari Nucleobond kit.
Oi KaAAiepY£i£<; tojv ßaKTqpioov ttou avaurüxGqKav a£ öyKO 50-100 ml L- 

Broth ps 100 pg/ml apuiKiAAh/qg cpuyoKEVTpqQqKav yia 25 Aeuto, OTig 5200 

aTpocpeq Kai OTOuq 4°C. To ßaKTripiaKö i^ipa EvaioapqGqKE oe 4 ml puBpioriKoCi 

5iaAüpaTO<; Evaiwpqoqq (resuspension buffer) uou uspisixE RNAoq Kai qTav 

öiaTqpqpsvo otous 4°C, |j£ öivr] (vortexing). I th  ouvexeio upooTE0qKav 4 ml 

oAkoAikoü öiaAüpaToq, syivs sAacppiä aväpi{;q Kai to svaioopqpa acpsOqKE Y|a 5 

Aeutci oe 0£ppoKpaoia öoopaTiou. TsAog upooTE0qKav 4 ml ‘pu0piaTiKoü 

öiaAüpaTO«; E^ouÖETEpoooqg’ (neutralization buffer), Eyivs EÄacppiä aväpi^q Kai T0 

£vaioi>pqpa acp£0qKE otov uäyo. Meto auo 20 Aeutö syivs cpuyoKEVTpqon OTiq 

6000 aTpocpsq, yia 30 Aeutö koi otou«; 4°C. I t o  (jeto^ü oi eiöike<; OTqAs«; 

‘QIAGEN tip-100 q Nucleobond tip-100’ EKUÄüOqKav |je 4 ml ‘puOpicrnKoü 

öiaAüpaToq E^iooppöuioqq’ (equilibration buffer). ITq ouvexeio to  uuspKEipsvo 

uou upoEKuips auö Tq cpuyoKEVTpqoq pETaßißäoTqKE oti<; OTqAEq koi acpsGqKE va 

uEpäosi öiapsoou toov GTqAobv, oto ouoia KOTOKpaTqGqKE to uAaapiöiaKO DNA. 

Metöi oi OTqAsq SKuAüGqKav 2 cpopsg ps 10 ml ’puGpiOTiKOÜ öiaAüpaToq EKuAuoq^’ 

(wash buffer) koi to  uAaapiöiaKO DNA SKXuAiaTqKE auö Tiq OTqAsq ps 5 ml 

‘puGpioTiKoü öiaAupaux; EKxüAioqi;’ (elution buffer). ITq auvsxsia upooTsBqKav

3.5 ml looupouavöAqq (Riedel, Germany), syivs aväpi^q (vortexing) Kai to 

uAaapiöiaKo DNA acpsQqKE va KaTaKpqpviOTsi yia 10 Aeutci oe GEppoKpaoia 

öoopaTiou. ITq ouvexeio syivs cpuyoKEVTpqoq OTiq 6000 aTpocp£<; yia 30 Aeutö 

oroug 4°C yia Tq ouAAoyq tou uAaapiöiaKOÜ DNA. AKoAoüGqoE EKuAuoq pe 70% 

a/0avöAq koi ^qpavoq oe cpuyoKEVTpiKÖ aupuuKvooTq kevoü. To uAaapiöiaKO DNA 

EvaioopqGqKE oe 100-200 pl 1xTE pH8.0, pETacpspQqKE oe evov auoaTEipCjüpEVO 

oooAqva eppendorff Kai auoGqKEÜTqKE otou^ -20°C yia uspaiTspco xpqaq.
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H TToaÖTr|Ta tou aTTopovcopevou DNA UTroAoY^ETai cpa)TO|j£TpiKd:, (j£ 

M£Tpnar| o to  260 nm Kai pe ßäar) tov tü tto : O tttikh  TTUKvoTriTa (O.D.) =1 

avTioToixsi oz 50 pg DNA. EA£yx°uM£ to  DNA [jeto o ttö  ueipq jje EvöovouAeäaeq 

Trepiopiaijoü (Trap. 22.2) Kai nAmpocpopriari uz TTrjKTn aYapö^qq (Trap. 20.2).
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ENOTHTA B: KYTTAPIKH KAAAlEPrEIA

8.2. KuTTapiKe? (7£ip££ Kai KaAAispYeia Kurräpwv

O i KU TTap iKÖ  cr£ipec; t t o u  x p q o ip o T ro iq O q K a v  o r i v  Trapoüaa peAeTq qTav (FlivaKa«;

1):

rKvaicas 1. nepiYpatpn KuuapiKdav aeipwv

KurrapiKri

aeipä

n£piYpa<pn BißAiOYpatpiKrj

avatpopä

Jurkat kAoüvoi; Av0poaTrivq T-AepcpoKurrapiKq (ATCC No: TIB-152,

E6-1 KapKiviKq aeipä American Tissue Culture
— - Collection)

qj2 OiKOTparriKq KurrapiKq ae ipä  

TraKeTapiapaToq peTpoioav

Mann et al., (1983)

PA317 ApcpoTparriKq KunapiKq aeipä 

TTaKeTapiapaToq peTpoioöv

Millerand Buttimore, (1986)

Jurkat kAoovo  ̂ E6-1 (ATCC No: TIB-152, American Tissue Culture Collection) eivai 

(jia avGpwTrivri T-AepcpoKurrapiKq KapKiviKq aeipä, r) OTTOia KaAAiepYqOqKe ae 

BpeiTTiKÖ uAiko RPMI-1640 (Life Technologies, Inc) epTrAouTiapevo jje 10% 

OeppoaöpavoTroiqpei'o (heat-inactivated) opö epßpüou ßoöq (foetal calf serum; 

FCS), 2 mM L-YAouTapivq, 100 units/ml TTeviKiAivq koi 100 pg/ml aTpemTopuKivq 

arou<; 37°C, 5 %C0 2 . H avaKaAAiepyeia tüov KUTTäpoov Jurkat öie^ayoTav Kä0e 3-4 

qpepeg.

H oiKOTpOTriKi] MJ2 (Mann et al., 1983) koi q apcpoTponiKq KurrapiKq a£ipä 

TraKETapiapaToq peTpoiwv PA317 (Miller and Buttimore, 1986), dvai a u 0 ö p p q T a  

a0avaTOTTOiqp£VOi ivoßAäaTeq tpooktikoüv NIH3T3, KaTäAAqAa KaTaaKeuaapevoi ooaTe 

va exouv Tq öuvaTOTqTa TTaK£TapiapaToq peTpoiwv. Oi KurrapiKeq aeipef MJ2 koi 

PA317 KaAAiepYqOqKav ae ©petttiko uäikö Dulbecco’s Modified Eagles Medium 

(DMEM) £[jttAoutic|J£vo pe 10% opö epßpüou ßoöq (foetal calf serum; FCS), 2 mM 

L-YAouTapivq, 100 lU/ml TTeviKiAivq Kai 100 pg/ml cTpeTrropuKivq o to u < ; 37°C, 

5%C02. Ta uAikö KurrapoKaAAiepYeiaq qTav o ttö  Tq Biochrom KG, Germany.
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H avaKah\\ipyeia t o j v  Kimäpojv Jurkat öiE^ayörav orqv soria 
KUTTapOKaAAiepYEiag KädErqg vqijariKqg poqg (Tissue culture hood) k ö 9 e  3-4 qpepeg 

az avaAoyfa 1:4, 1:8 q 1:16 (Trap. 2.9). H avaKaAAiepyeia t o j v  k u t t ö p o j v  V2 kg/ 
PA317 oe nÄqpEg TanrjTio öiE^aydrav pera and rqv ekttAuoq toug öüo cpopsg pe PBS 

(Phosphate Buffered Saline) (Sigma Chemical Co.) koi eTre^epYaaia pe 1.0-1.5 ml 

0pui|jivqq-EDTA (Biochrmom KG, Germany).

H avdTTTu^n 0TT0iaa5 r|TT0Te KuuapiKqq KaAAiepyeiag exei cruvqOojq auaiTqaq 

£PttAoutict|joü tou ßaaiKoü KaAAiEpyqTiKOü uAikoü \je opö. Mq TauTOTTOirujeva aKÖ|jri 

auaTöTiKä tou opoü, Kupiooq au^nTiKoi TrapäYovTEq (growth factors), eivai avaYKaioi 

yia tov  TroAAaTTAaoiaapö tw v  KUTräpojv. E^aiperiKq TrqYq tu jv  TTapaYövTüüv auToov 

OeoopeiTai o opög ottö  epßpuo pöoxou o OTToiog Kai xpqcn|JOTroiq0qK£.

flA noec 0O £tttik6 uAiko kuttoipcjov RPMI-1640: Ie440  ml RPMI-1640 tto u  uep ie ixe  
3.7g/l NaHCOs k o i  1.0g/l D-yAuKÖ^qg TTpooT£0qKav 50 ml 0£ppoaöpavoTroiq|j£vou 
opoü  o t t ö  e jjß p u o  p öa xo u , 5.0 ml 10000IU/ml -neviKiAAivqq Kai 10000|jg/ml 
aTperrropuK ivqq  Kai 5 ml 200 mM L- yAouTaph/qq. O i TeAiKeq auyKevTpw aeiq ttou  
TTpoeKeii|jav qTav: 10% opöq  o ttö  epßpuo |j6 a x o u , 100 pg/ml aTpeTTTopuKivqq, 
100 U/ml TTeviKiAAfvriq Kai 2 mM L- yAouTapivqq.

flAnpec QoeTTTiKQ uAiko kuttopoov DMEM: Xe 440 ml D u lb ecco ’s MEM (DMEM) 
tto u  Trepieixe 3.7g/l NaHC03 k o i  1.0g/l D-yAuKÖ^qq TrpoaTeOqKav 50 ml o p o ü  a u ö  
epßpuo p ö a xo u , 5.0 ml 10000IU/ml TTeviKiAAivqq Kai 10000pg/ml aTpeTrTopuKivqq 
k o i  5 ml 200 mM L- yAouTapivqq. Oi TeAiKeq auyKevTpooaeiq tto u  upoeK e iipav qTav: 
10% opöq o ttö  epßpuo pöaxou , 100 pg/ml aTp£TTTopuKivqq, 100 U/ml 
ueviKiAAivqg Kai 2 mM L- yAouTapivqq.

P u O u io tik ö  öiäAuua (puqioAovikoü opoü - (pu)Q(popikoü äAaToc (Phosphate 
Buffered Saline; PBS): Mia Tap-rcAeTa PBS (Sigma chemical Co.) 5iaAü0r|K£ jje 
avööeuaq G£ 200 ml öfq-aTreaTaypevou v£poü Kai TrpoeKuijjav oi e^qg 
auyKevTpwaeig: 0.01 M pu0piaTiKoü cpoxKpopiKoü äAaToq, 0.0027 M xAoopioüxou 
KaAiou Kai x^w PiC|üxou vaTpiou o e  pH 7.4. H PBS aTToaT£ipdi)0qKe ctto 
auTÖKauQTO.

Qepuoa5pavoTToinuevoc opöc eußpüou ßoöc: Op6q epßpüou ßooq
erre^epyaapevoc; yia 1 wpa aToug 56°C.
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9.2. AvaicaAAi£pYEia KUTTäpwv

H avaKaAAiepYeia Kurräpwv Eyive: 1) Ha va öiaTqpqOoüv xa KaAAi£pYOÜ|j£va 

Künapa (wvTavä, Kai 2) l~la va Trpo£Toi|jaaToüv Ta KaAAiEpyoüpEva KÜTTapa yia 

£K0£ar| a£ TrapäyovTE«;, kotö Tr) ÖiäpKEia tw v  öiacpöpwv TT£ipa|jäTwv. H 

avaKaAAi£py£ia t w v  KUTTäpwv öiE^äyovrav a Tq v  eotio  KunapoKaAAiepyEia«; 

Kä0ETq<; vqpaTiKq«; poq«; (Tissue culture hood).

H avaKaAAi£pY£ia t w v  KUTTäpwv Jurkat öis^äyovTav oe TTAaoTiKä TpußAia 

KaAAi£pY£iag ßaKTqpiwv 10 cm. Ha Tqv avaKaAAiEpyEia t w v  Kurräpwv Jurkat, 

£TTiA£x0riKav TpußAia tw v  100 cm, ps Künapa oe ui+irjAn uuKvÖTr|Ta (confluent). 

2.0, 1.0 q 0-5 ml E va iw pru jaTo q  KUTTäpwv TOTTO0ETq0qKav oe Ka0apä 

aTroaT£ipwiJ£va TpußAia Kai TTpooTE0qKE TTAqpE«; ©petttikö uAikö RPMI-1640 ae 

teAikö ö yko 10 ml w o te  va öw oei jjia avaAoyia OTTopäg tw v  Kunäpwv 1:5, 1:10 q 

1:20, avTiOTOixa. I t h  ouvexeio to  TpußAia TOTro0ETq0qKav o to v  e ttw o o tik ö  

KAißavo OTouq 37°C, 5%C02, w o te  va avamuxOoüv to  KÜTTapa ek veou.

Ha Tqv avaKaAAiEpYEia t w v  Kunäpwv ^ 2  Kai PA317, apxiKä ETTiAExOqKav 

TpußAia t w v  10 cm, jje KÜTTapa oe TTAnpe<; to tth tio  (confluent) koi to  © petttikö 

uAikö DMEM avappocpr)0r|KE |J£ TH ßoq0Eia aTrooTEipwpEvwv ttitte tw v  Pasteur. 

h r \  ouvEXEia Ta TpußAia £KTTAü0r)Kav öüo cpopsq pe 10 ml PBS Kai ücTEpa 

/rpooTE0riK£ 1 ml öiäAupa Spuijjivq«; -  EDTA (Biochrom KG, Germany) oe o u tö . 

To öiäAupa ttepieixe 0.05% Qpuipivq / 0.02% EDTA (w/v) oe PBS x^p ig  iö v to  

aaßeoTiou (Ca2+) koi payvqoiou (Mg2+). Ta Künapa acp£0qKav o to v  e ttw o o tik ö  

KAißavo o to u «; 37°C, 5%C02 yia ttepittou 2-5 Aetttö, w o te  va OTroKoAAr]0oüv o ttö  

to  TpußAio. Metö TTpooTE0riKE o KaTäAAqAo«; öyko«; PBS o to  TpußAia, w o t e  va 

yivouv oi £TTi0u[jr|T£$ öiaipEOEi«;, ouvq0w<; oe avaAoyiE«; 1:4, 1:8 q 1:16. TeAo«; 

acpoü TTpooT£0qK£ o KaTäAAqAo«; öyKoq EvaiwpqpaTo«; Kunäpwv o to  vsa TpußAia, 

aväAoya jje Tq öiaipsaq, upooT£0qKav koi 10 ml TrAqpou«; DMEM koi to  TpußAia 

TOTTO0£Tq0qKav o to v  ETTwaoTiKÖ KAißavo o to u«; 37°C, 5%C02, w o t e  va 

OVOTTTUX0OÜV TO KÜTTapa £K VEOU.
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Avamufq, öiarqpriori k o i anodriKEucrri K unapiKdjv asipujv

10.2. Aicrrnpncrri T0JV Kunäpwv oz uypö ä^wTO (KaTäqju^n Kunäpwv)

H (jaKpoxpovia öiaTqpqaq toov KunapiKoov asipobv Eivai öuvaTq Me T1v 

TonoOETqaq tou«; ae ttoAü xaMn^S 0£p|JOKpaai£<;. Ta Künapa aTro0qK£üovTai as 

uypö ä̂ üOTO (-192°C) oz uäikö ttou auoTEAErrai otto 90% FCS Kai 10% öi|j£0uAo- 

aouAcpo^döio (DMSO) (Tissue culture grade, Sigma Chemical Co.).

Tia Tq öiaTqpqaq Kai Tri ßaO'ä KaTäijJU^q toov Kunäpoov Jurkat, £TriA£X0qKav 

TpußAia |j£ KÜTTapa a£ 70-80% TTUKvÖTr]Ta. Ta KÜTTapa auAA£x9qKav oz £va 

aooAqva Falcon 15 ml koi cpuyoKEVTpqOqKav oto ipuxpö 0äAa[Jo yia 5-10 Aetttö 

o r/f 1500-2000 rpm, Kai acpoü oi aooAqvE«; pETacpEpOqKav OTr|v eotio 

KunapoKaAAiEpyEiag Kä0£Tqq voqpaTiKqg poqq, to UTTEpKEipsvo avappocpq0qKE 

TTpOOEKTIKä OOOTE va JjqV UTTOOTEI ^H|Jlä TO KUTTapiKÖ l£q|Ja. I th  OUVEXEia, TO 

KunapiKÖ i^qpa £KTrAü8riK£ |je 10 ml PBS Kai ETTavacpuyoKEVTpqOqKE. Ie  k60e 

aooAqva Falcon TrpoaT£0qKav 2 ml opoü (FCS) ttou ttepieixe öi|j£0uAo- 

aouAcpo^siöio (DMSO) (Sigma Chemical Co., Germany) Kai Ta Künapa 

EvaicopqOqKav Me Trl ßoq0£ia piaq arroaTEipoopEvriq TrAaaTiKqq TriTrEnaq. Na 

or)/jeiou6e\ öti to öi|j£0uAo-aouA<po{;£iöio kövei i\q [j£|jßpäv£<; qpiöiaiTEpaTEq, evoo 

TauTÖxpova EAaxioToiToiEi tov (jETaßoAiajjö toov KUTTäpoov. ETriaqq Trap£|JTro5i^£i 

to axqpaTiaiJÖ KpuoTäAAoov TrpoaTaTEüovTaq etoi tqv aKEpaiÖTriTa toov 

KunapiKtov [j£ßpavu)v. To Evaiobpnija toov KUTTäpoov |JETa(p£p0qK£ oz 2 eiöike^ 

a[jTT0ÜA£q (cryovials) toov 2 ml, yia kö0e Falcon (1 ml EvaiooprujaTog avä Falcon). 

Oi apiToüAEc; TOTTO0£Tq0qKav oe eiöikö iooOepijikö öoxeio (‘Mister Frosty’, 

NalGene) ttou ttepieixe laoTrpoTravöAri Kai [JETacpEpOqKav aTouq -70°C yia ÖAq Tq 

vüxTa ooote va Trayoöoouv oTaöiaKä (1°C/Aetttö). Tqv ETropEvr) qpEpa 

jjETacpEpOrjKav oto uypö ä^ooTo yia paKpuTTpö0EO|jq öiaTqpqaq.

Tia Tq öiaTqpqaq Kai Tq ßa0iä KaTäipu^q toov KUTTäpoov <-P2 Kai PA317, 

£TriA£x0riKav TpußAia (je Künapa as q|_ii-TrAqp£<; TaTrqTio (semi-confluent) Kai 
aTroKoAAqOqKav |je 0puijjivq-EDTA önoog TTEpiypäcpETai OTqv TTapäypacpo 

‘avaKaAAiEpyEia Kunäpoov’ (TTap. 2.9). iTq guvexeio TTpooT£0qKav 9 ml PBS aTa 

TpußAia [je Ta aTT0K0AAq|j£va Künapa Kai Tq 0pui)jivq-EDTA Kai Ta EvaioopqiJaTa 

tojv KUTTäpoov [JETaßißäoTqKav as aTroaT£ipoo[j£vouc; oooAqv£<; Falcon toov 15 ml. 

'Eyivs cpuyoKEVTpqoq oto ipuxpö OäAapo yia 5-10 Aetttö OTiq 1500-2000 rpm, Kai
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acpoü oi aooAqvEq METacpspGnKav OTqv eoTia KunapoKaAAiEpyEiaq Kä6£Tr|<;

VOHMdTIKn  ̂ ponq, TO UTT£pK£l|J£VO OVOppOCpr|0r|K£ TTpOO£KTIKä 0)0 T£ VO |jr|V 

uttootei ^nM 1«  to KUTTapiKÖ I Trl ouvexeio, o e  k ö Ge oooAqva Falcon

TTpooT£0r]Kav 2 ml opoü (FCS) ttou ttepieixe 5ifj£0uAo-oouAcpo^döio (DMSO) 

(Sigma Chemical Co.), to  KÜTTapa E va ioopnG r|K av koi 1 ml tou E va itop ru jaTO «; toov 

Kunäpoov |j£Tacp£p0r|K£ o£ Kä0£|jia ottö 2 £iöik££ apuoüAEq (cryovials) t o j v  2 ml.

Oi o(jttoüAe<; TOTTo0£Tn0nKav o£ £iöikö ioo0£p|jiKÖ 5ox£io (‘Mister Frosty’,

NalGene) ttou iT £p i£ ix£  lo o T rp o T ro v ö A n  k o i psTacpEpGriKav o T o u q  -70°C yia oA r| Tq 

vüxto üoot£ va TTayobaouv OTaöiaKä (1°C/Aettt6). Tr|v ETro|Jsvr| r|MEpa

(j£Tacp£p0riKav oto uypö ä̂ ooTO yia |jaKpuTTp60EoiJrj öiaTnpr|ar|.

Msao SiaTnononc K u n ä p o o v : 1.8 ml FCS k o i  0.2 ml DMSO (FCS -10% DMSO)

11.2. ATröijJu^n koi avaaucrraan KUTTäpwv

Oi a|jTTOüA£g o t t ö  t o  uypö ä^ooTo TOTro0£Tr]0riKav yia t te p i t to u  1-2 A e t t tö  o e  

uöaToAouTpo OTOuq 37°C ooo te  va ^ETrayobaouv Ta KÜTTapa Kai t o  t te p ie x ö i je v o  

[JETaßlßäaTnKE OE CpAÖOKÊ  KUTTOpOKOAAlEpyEia«; TOOV 25cm2 OTTOU TrpOOT£0riKaV 

oiyä oiyä 8 ml TTAqpoug G p e tt t ik o ü  u A iko ü  DMEM yia '+'2 Kai PA317 q RPMI-1640 

yia KÜTTapa Jurkat. Ta KÜTTapa avaKivrjOqKav sAacppä Kai TOTroGsTr|6r|Kav o t o v  

enuaariKÖ  KAißavo o to u « ; 37°C, 5 %C0 2 .

Tqv £ttö(J£vi-| npEpa, acpoü Ta Künapa l4J2 Kai PA317 TrpoaKoAAr)6r|Kav o tov  

TräTO toov cpAaoKdov, to  0p£TTTiKÖ uAikö avappocpnGr|KE Kai upooT£0r|Kav 6 ml 

cppEaKou TrAnpou^ DMEM koi oi cpAäoK£<; ETTQvaT0TT06£Tr|6r)Kav o tov ettoooütikö 

KAißavo, ooottou Ta Künapa va oxnMcmoouv uAnpEq TauriTio. O töv ou tö  

avaTTTÜxOriKav oe TTAnpEq to tth tio  OpuiyivoiToiriOnKav Kai avaKaAAiEpynÖriKav 

6ttoo<; TTEpiypäcpriKE TrapaTrävoo (Trap. 2.9). AvtiBeto, to  KÜTTapa Jurkat 

ETrooäoTriKav yia 2 oöp££ o t o u $  37°C, 5 %C0 2 , pETä Tqv auöcyu^n tou<; Y i a  v a  

/rpooappooToüv OTqv KaAAiEpysia koi o t ii ouvexeio ouAAExOriKav oe au)Aqva 

Falcon 15 ml koi cpuyoK£VTpr|6r|Kav oe 0EppoKpaoia öoopaTiou oti<; 1500 rpm  yia 

10 ÄETTTä. To K u n a p iK Ö  i^npa EvaioopnOr|K£ oe 2 ml uAnpouq Gpetttikoü uAikoü 

RPMI-1640 koi (JETacpspGriKE oe TpußAia 10 cm öttou TTpooTEQr|Kav äAAa 8  ml 

TTAnpOUq QpETTTIKOÜ uAlKOÜ RPMI-1640 KOI TOTTOGETnGqKaV OTOV ETTOOQOTIKÖ 

KAißavo aToug 37°C, 5%C02 yia va ovotttuxGoüv. H öiaöiKaoia auTQ toov
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KUTTäpoov Jurkat |j£Tä Tr)v auöijju^q Toug 0£oopq0qK£ auapafrqTq KaOoöq 

0£oopoiivTai rno EuaiaBqTa Künapa oir\ uapouaia DMSO ottö oti oi ivoßAäcnxc; 

TpOOKTIKCOV l4J2 KOI PA317.

12.2. ETTE^epYaaia KUTTäpoov Jurkat (j£ y£viCTT£vivr| (Gen) n öa'^Eivr) (Dz)

H y£viGT£vivq (GEN; Genistein) q 4',5,7-Tpiüöpo?;u-iai(pAaßövq Kai q öaT^efvn q 4',7- 

J/^poflHüocpAaßövq (Dz; daizein) (Sigma Chemical Co., Germany) öiaAüBqrav ct£ 

ipuxpq 100% aiBavöAq. 'Eyiv£ aTTOpä 1.5 x 106 Kunäpoov Jurkat a£ TpußAia 10 cm 

Kai aKoAoü0qa£ Eudbaaq tou< ; yia 2 oopEq a£ uAqp£<; © p e t t t ik ö  u A ik ö  RPMI-1640 roug 

37°C, 5%C02. Metö t o  u£pac; toov 2 oopoov xopqyq0qK£ y £ v iü T £ v iv q  q ö a i^ E iv q  g e  

auyK£VTpoba£iq 0, 10, 20, 30, 40 Kai 50 |jM q aiBavöAq (0.05%.) Kai Ta Künapa 

£TTU)äaTqKav 24 obp£q GTOuq 37°C, 5%C02. Künapa p£ q x^p i?  aiBavöAq q 

y£viGT£vivq q öa'^dvq auAAExBqKav, auo|Jovcö8qKav auö auTä xa|jqAoü (JOpiaKOÜ 

ßäpoug Y £ v o o ijikö  DNA (T ra p . 17.2) Kai upooravEg (uap. 20.2) Kai avaAüBqKav 

aü|j(poova ps t i c; (j£0ööoug t t o u  u£piypäcpovTai TTapaKäToo ( r ra p .  18.2 Kai irap . 21.2, 
avTiaTOixa).

13.2. Xopnynan 2-jj£0o^ucrTpa5i6Ariq (2-ME) cte Künapa Jurkat

H 2-p£0o^uoiGTpaöiöAq (2-ME) (Sigma Chemical Co., Germany) 5iaAü9qK£ ge 

qjuxpn 100% aiBavöAq. 'EyivE ouopä 1.5 x 106 Kunäpoov Jurkat ge TpußAia 10 cm 

Kai aKoAoü0qü£ ETTdöaaq Touq yia 2 obpEq ge uAqpsq 0p£TTTiKÖ uAiko RPMI-1640 roug 

37°C, 5%C02. Metö to UEpaq toov 2 oopoov xopqyqBqKE 2-ME ge auyK£VTpdüG£i<; 0, 

0.5, 1.0, 2.0, 5.0 Kai 10 pM q aiSavöAq (0.05%.) Kai Ta Künapa EfTooäoTqKav 12, 24 

Kai 48 tbpE^. Künapa |je q xwpiq aiOavoAq q 2-|_i£8o$uoiGTpaöiöAq GuAÄ£x8qKav, 

aTTO[Jovoö0qKav ottö auTä xa|jqAoü |JopiaKoü ßäpouq ymopiKÖ DNA (uap. 2.16) Kai 

upooTdvEq (uap. 2.19) Kai avaAü0qKav aüpcpoova |j£ Tiq |j£06öouq uou 

UEpiypäcpovTai uapaKäTOO (uap. 17.2 Kai uap. 20.2, avTkrroixa).
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14.2. KaTa|j£Tpr|CTn Kurrdpcov [je ai|JOKUTTapö|j£Tpo (Neubauer Chamber)

10 |jl EvaitopqpaTO«; KUTTäpoov Jurkat TOTro0£Tn0r|Kav ctto aipoKunapöpETpo 

(Neubauer Chamber) öttou koi syivs r) |j£Tpr)crr| toov Kunäpoov ae öüo öiayoovia 

TETpäyoova auö to  OTaupö (to otto io eivai öiaipspsva as 16 ETripEpou«; TETpayooväKia, 

öqAaön 2 x 16). H p£Tpr)aq £TravaAr|(p0r|K£ Tp£ig cpopeq, UTroAoYia0r|K£ o pEooq öpog 

toov Kunäpoov toov pETpnaEoov, öiaip£0r|K£ öia 100 Kai TroAAaTrAaaiäaTr)K£ x 106 

öivovTag etoi to  ouvoAikö api0|jö tüov Kunäpoov x 106 avä ml tou apxiKoü 

EvaicopqpaToq Kunäpoov.

15.2. KapTrüÄEq au^r^nS  twv Kunäpoov Jurkat

'Eyiv£ ottopä 2,5 x 104 Kunäpoov Jurkat (JurkatPuro koi JurkatBcl-2) ae /ro^t/TpußAia 

24-0£oeoov (TTriYaöäKia) Kai öiapETpou 18mm a£ TrAiipE«; ©petttikö uAikö RPMI-1640 

Kai aKoAoü0r)a£ Enobaari otou<; 37°C, 5%C02. Metö ottö 24 h ottö Tr) a iropä Touq 
(j£Tpr)0r)Kav Künapa ottö öüo TTriYaöäKia Yia kö0e KunapiKr) aEipä |j£ Tq ßor)0£ia 

aipoKunapopETpou. H aväTnu^n toov Kunäpoov aKoAou0q0r)K£ yia öiäoTr)(ja 10-12 

r)[j£pibv, )J£ n{j£pr)cjia p£Tpr)ar) Kunäpoov öüo TrriYaöioov avä KunapiKn aEipä ae 

aipoKUTTapö|j£Tpo cöot£ va KaTaoK£uaa0oüv KapTrüAEg aü^rjoriq Kai va UTroAoyioOd

o puOpöc; aü^r)ar|q toov Kunäpoov.

16.2. AvaAuarj tw v  Kurräpwv Jurkat |je KurrapopETpia pon?

npaY|JaTOTTOir|0r)K£ a iropä EVEpyooq TroAAaTrAaaia^öpEvoov KUTTäpoov Jurkat, 

JurkatPuro, JurkatBcl-2 oe TTUKvÖTr)Ta 1 x 106 Künapa avä TpußAio 10 cm Kai Ta 

Künapa £TT00äaTr|Kav yia 2 obpEq oe TrAnpE«; ©petttikö uAikö RPMI-1640. I r /7 

auv£X£ia, xopr|Yn0r)K£ oto Künapa 0.5 (jM Kai 1.0 |jM 2-ME f\ ai0avöAr) (0.05%) Kai 

aKoAoü0r)G£ ETTobaor) 12 Kai 24 oopoov. Ta Künapa ouAAEX0r)Kav p£ cpuYOK£VTpr)ar|, 

^ETrAü0r)Kav öüo cpopEq p£ TrayoopEvo PBS Kai OTa0EpoTTOin0r]Kav oe TraYoopEvr) 

aiOavöAr) 70% ÖAq Tr) vüxto aTouq 4°C. AKoAoüOqoE cpuyoKEVTpriaq tcov Kunäpoov, 

^ETTAupa |j£ PBS, £TTavaicopr)or| touc; oe 0.5 ml PBS Kai oe 1 ml puOpiaTiKÖ öiäAupa 

EKXüAiaqq DNA (192 mM Na2HP04, 8 mM kitpikö o^ü, pH7.8) Kai ETTCoäoTrjKav yia 5 

Aetttö oe ©EppoKpaoia öoopaTiou. Ta Künapa (puYOK£VTpq0r)Kav aTiq 2000 rpm ae 

0EppoKpaaia öoopaTiou, £vaioopn0r)Kav oe 0.3 ml öiaAüpaToq xpwor)<; (1 pg/ml
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iw ö io ü x o  TTponiöio Kai 100 |jg/ml RNäaq A ae PBS) Kai £TTU)äaTr|Kav 35 Aeina ae 

g k o te ivo  xwpo. Ta xpW M aTiajjeva  Künapa TTAü0r]Kav pia cpopä |je PBS, 

eTravaia3pner|Kav ae 0.2 ml PBS Kai avaAü6r|Kav ae eva FACScan Becton Dickinson 
KunapopeTpo ponq (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA).
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ENOTHTA f : AnOMONÜIH KAI ANAAYIH NOYKAEIKQN 

OEEDN

17.2. ATTOHÖvwcrri xapn^oü popiaicoü ßäpouq y£vw Mik° ü DNA

Xapr|Aoü (JopiaKoü ßäpou«; yevwpiKÖ DNA auopovobOriKe o ttö  Künapa Jurkat koi 

KÜTTapa Jurkat ttou ecpepav öiacpopeTiKä yoviöia (JurkatPuro, JurkatBcl-2 k o i  

JurkatApoJ) öttüo^ Trepiypä(pr|Ke Trponyoupevooq (Sugiki et al., 2000). Xe eva 1.5 x 

106 Künapa Ta ouoia avaTTTÜxönKav ae TrAnpeg GpeirriKö uAikö RPMI-1640, 

XopriynGriKav ae auJ;av6peveq ööaeig 2-ME f\ aiGavöAr], yia öiacpopeTiKeq XP°VIK£S 

TTepiööouq, ÖTrcoq Trepiypä(pr|Ke Trponyoupevoa«;. Ta Künapa Jurkat pe q x ^p iq  2- 

ME auAAexGqKav ae aoaAiiveq Falkon 15 ml koi cpuyoKevTpr|GnKav OTig 2000 rpm 

aroug 4°C. To KunapiKÖ i^nMO evaiüüpnGr|Ke ae 1 ml PBS ttou uepieixe 1 mM 

EDTA pH8.0, peTacpepGr)Ke ae awAnveq eppendorf Kai eTravacpuyoKevTpnGriKe ae 

MiKpocpuyÖKevTpo OTiq 6500 rpm aTouq 4°C. To KunapiKÖ i^npa euavaicopriGriKe 

ae 100 pl lyuxpoü puGpiaTiKoü öiaAüpaToq eKxüAiarjg DNA (DNA lysis buffer), 

eTTooäaTr|Ke 5 AeTTTä o to v  Träyo Kai cpuyoKevTpiiGriKe yia 20 Ae-rrrä ai\q 13000 rpm 

o t o u s  4°C. To uTrepKeipevo peTacpepGqKe ae KaGapö acoAriva eppendorf Kai 

eTTüoäaTr)Ke öiaöoxiKä pe 400 pg/ml DNase free RNase A (4 pl o ttö  10 mg/ml) yia

2 wpeg a To u g  37°C k o i  /je 400 pg/ml TrpooTeiVäari K (2 pl o ttö  20 mg/ml) yia 2 

wpeg o to u «; 37°C. MeTä Tig eTrwäaeic;, TrpoaTeGr)Kav 20 pl 5 M NaCI Kai 120 pl 

laoTrpoTravöAriq Kai Ta öeiypaTa öiaTipnGriKav o to u «; -20°C öAri Tq v ü x to  cbcrre va 

KaTaKpripviaTei to  DNA. Mctö o ttö  cpuyoKevTpnar) oti<; 13000 rpm aroug 4°C yia 

20 AeiTTä, to  DNA eKnAüGqKe pe 70% aiGavöAr] Kai to  i^qpa tou DNA acpeGqKe ae 

GeppoKpaaia ÖwpaTiou yia 20 AeTTTä yia va aTeyvobaei. hr\ auvexeia evaioopr]Qr|Ke 

ae 20 pl puGpiaTiKÖ öiäAupa 1XTE pH7.4.

Ta öeiypaTa tou DNA avaAüGqKav ae 1.6% TTriXTri a y o p ö ^ , ttou Trepieixe

0.5 pg/ml ßpwpioüxo eGiöio ae 0.5 x puGpiaTiKÖ öiäAupa nAeKTpocpöpnanq DNA 
(TBE) ae Täaq 70 V yia 3 copeq. To DNA avixveüGriKe kötü) auö AäpTTa uv Kai 

cpwToypacpnQnKe (iTap. 20.2).

P uQ u io tikö  öiäAuua eKyüAianc DNA (DNA lysis buffer): 10 mM Tris-Cl pH7.4, 10 mM 
EDTA pH8.0, 0.5% Triton X-100
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Pu6uic7tik6 öiäAuua nAsKToocpöonanc DNA (1X TBE, Tris-BopiKÖ o§ü- EDTA): 89 mM 
Tris, 9 mM BopiKÖ o^ü, 20 mM EDTA pH 8.0

1XTE PH7.4: 10 mM Tris pH7.4, 1 mM EDTA pH8.0

18.2. HAeKTpocpopnari DNA cte TTrjKTî  aYapö^n?

H qAEKTpocpöpqoq tou TrAaa|ji5iaKoü DNA ge TrqKTq ayapö^qq syivs Y*C( tou<; E^qq 

Aöyou<;:

1. Ha va y'V£i eAeyx°£ T(jüv TrAaapiöiaKoöv koi toov pETpoiiKobv cpopsoov EKcppaoqt; 

(Trap. 2.34, 2.35) oogte va ETnß£ßaioo0Ei öti Eivai oi op0£q KOTaaKEUEg koi öti 

TT£piAa|jßävouv to  £TTi0u[jr|Tä yoviöia pETä Tqv aTTopövoooq tou<; o ttö  

ßaKTqpiaKE^ koAAiepyeie«;.

2. Ha Tqv aTTopövoooq svöq ETTi0upqToü yoviöiou q T|jqpaTO<; yoviöiou pE 

TTpoopiopo Tqv TrapaoKEuq KaTäAAqAou ixvq0£Tq (Trap. 2.28) Yia T0V 

ußpiöiapö voukAe'ikoov o^eoov (uap. 2.29).

H qAEKTpocpöpqaq xaMn^oü (JOpiaKOÜ ßäpouq Y^vcopiKOu DNA 
TrpaYpaTOTTOiq0qK£ yia va ektijjq0£i o ßaOpög Tqq aTrÖTrrooaqg toov KUTTäpoov 

IJETä airrö £K0£aq oe öiäcpopouq TrapäYOVTEt; oe ouyKEKpipEvsg rroaÖTqTE«; koi yia 

opiapeva xpoviKä öiaaTqpaTa.

H qAEKTpocpöpqoq tou DNA Y'VEtoi oe TrqKTq ayapö^qq oe pu0 |jig tikö  

öiäAupa 0.5XTBE (0.0445 M Tris, 0.0445 M ßopiKÖ o^ü, 0.001 M EDTA). To 

popiaKÖ ßäpog toov TpqpäTtuv tou DNA Trpoaöiopi^ETai ps Tq xpqoq ßpoopioüxou 

ai0IÖIOU, TO OTTOIO Trapouoia UTTEpiOÖÖOÛ  OKTIVOßOÄiaq ETTITPETTEI TOV EVTOTTIOpÖ 

t o j v  7///7/yäToov tou DNA OTqv TrqKTq ayapö^qq. H KivqTiKÖTqTa popioov DNA ge 
TTqKTq ayapö^qq E^apTäTai o ttö  nq E^q$ TTapa|j£Tpouq: a) o ttö  to  p£y£0öq Touq ß)

Tq popcpq Touq (EU0ÜYpappa, kukAikö uTTEpsAiKoopEva, kukAikö p£ EyKOTTEq) koi y) 

ottö Tqv TTEpiEKTiKÖTqTa ir\<; TrqKTqi; oe ayapö^q.

ZTqv TTopoÜGa psÄETq xpqGipoTTOiq0qKav opi^övTiEq uqKTE^ ayapö^qq 1 % ge 

0.5XTBE yia Tqv qAEKTpocpöpqoq TTAoopiöiaKoO q pETpoi'iKOÜ DNA koi TTqKTE  ̂

ayapö^q«; 1.6% ge 0.5XTBE yia Tqv qAEKTpocpöpqoq xa|jqAoü popiaKoü ßäpouq
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Y £ v c ü [jik o lj DNA. H aT e pe ä  ayapö^q oe 0.5XTBE 0Eppäv0qK£ d e  cpoüpvo 

j jiK p o K u p ä T o o v  |J£XPi ßpaajjoü Kai aq>£0qK£ va ijjux0£i o e  ©EppoKpacria 50-56°C 

upiv Triv TTpoaOqKq ßpu)pioüxou ai0iö(ou oz TEAiKq auyKEVTpooaq 0.5 (jg/ml. To 

öiäAupa ayapö^qg TOTTO0£Tq0qK£ oz opi^övna auaKEuq qAEKTpocpöpqaqq Kai 

eianx0nKe aT0 öiäAuya £va KaräAAqAo x te v c ik i yia Tq öqpioupyia ETriiTEÖqq TrqKTqq 

|j£  u t t o ö o x ^  (‘TrqyaöciKia’). M£Tä t o  TToAupEpiapö Tq«; ayapö^qq Kai t o  

ctxhMOiticjijö Trj^ TTqKTqq (gel), TTpoaTE0qKE o aTrapaiTqToq oyKoq pu0|jiaTiKoü 

öiaAupaToq 0.5XTBE w o te  va KaAucpOd q TTqKTq ayapö^qq Kai Ta öEiypaTa 

TOTTo0£Tr|0qKav aT iq  u tto ö o x e c ; ('TrqyaöäKia’) Tq«; TrqKTqg acpoü avapdxOqKav a£ 

avaAoyia 1:10 |j£ öiäAupa cpopToaaqq öEiypäTiJüv (sample loading buffer) yia Tqv 

KO TO KpqiJviaq to u  DNA Kai Tqv TrapaKoAoüOqaq Tqq rrpoööou ir\<; 

qAEKTpocpöpqaqg (oA ikcx ; ö yK oq  SEiypctTcav 25 pl). Ma^i p s  Ta ÖEiypaTa 

nAEKTpocpopqOqKav Kai päpTup£<; DNA ps yvoooTci, KAipaKOÜpEva popiaKä ßäpq 

o t to x ;  1 kb DNA ladder, Lambda DNA-Hind III digest Kai Lambda DNA-BstEII 

Digest (Gibco BRL Life Techologies Inc.). Mnopouv e to i  va UTroAoyiaToüv 

npoaey\\OT\Kä Ta popiaKä ßäpq toov Trpog eA eyxo  Tpqpcrrwv to u  DNA.

H qAEKTpocpöpqaq öiE^qxÖqKE oz 0EppoKpaoia öcopaTiou a£ opi^övTia 

auaKEuq qAEKTpocpöpqaqq Kai aüvÖEaqq Tqq auoKEuqg ps tpocpoöotikö OTa0£pq<; 

Täaqg 70-120 volt (tpocpoöotikö Consort) yia 2-3 (Jop££.

H TrqKTq ayapö^qq TTapaTqpq0qK£ a£ auaKEuq UTTEpicoöout; aKTivoßoAiac; 

yia Tqv nrpöoöo Tq«; qAEKTpocpöpqcrqc; Kai tov UTroAoyia|j6 tou p£y£0ou<; toov 

TpqpäTWV tou DNA KaOcbq ETriaqg Kai yia cpoüToypäcpqaq. Na aqp£iüü0£i 6ti ETTEiöq 

to ßpoopiouxo aiGiöio aTTOTEAsi pETaAAa^iyovo TrapdyovTa q XPHarl T°u Y>v£Tai 
aüpcpwva p£ tou<; 0£apo0£Tqp£vou<; KavövEq aacpaAEiaq Kai o x^ipicrpöq Tqc; 

TTqKTqq ayapö^qq p£ yävTia.

10XTBE (Tris -Borate/EDTA buffer): 890 mM Tris, 890 mM BopiKÖ o^ü, 20 mM 
EDTA

IQXAiäAuua (pöpTooanc ÖEivudToov (Sample loading buffer): 50% yAuKEpöAq, 
(auoaTEipojpEvq oe öig-aTTEOTayiJEVo vspö), 1 mM EDTA pH 8.0, 0.4% Kuavouv 
Tqg ßpcopocpaivöAq«; (Bromophenol blue), 0.4% xylene cyanol FF

Bpüüuioüyo aiOiöio: 10 mg/ml Bpoopiouxo ai0iöio a£ aTToaT£ipüop£vo öiq- 
OTTECTTaypEVO v£pö
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1 9 .2 . K o tth  ttA c(CT|j iö iu >v  | je  T re p io p ia T iK d  s v ^ u p a

Karrr) TTAaapiöiaKoü DNA ps TrepiopiaTiKeq evöoKouKAeäae^ yiveTai acpevöt; pev, 

ae piKpoü^ öyKOuq, yia va yivei £Aeyxo<; £äv aTTopovoopeva TrAaapiöia 

TrepiAapßävouv auyKeKpipeva yoviöia (je r|A£KTpo(pöpr|ar] DNA, Kai acpeTepou 5e, 

ae peyäAouq öyKouq, yia va aTTopovu)0oüv auyKeKpipeva yoviöia o ttö  TrAaapiöia 

pe r)A£KTpocpöpr]ar] DNA Kai pe r|AeKTpoöin0r|ar| DNA.

Oi TT£piopionK££ evöovouKAeäaeg ttou xPna iM°'n'o|n0rlKC(v, BamHI, EcoRI, 

Xhol Kai Xba! htov ottö Tqv New England Biolabs rj tqv Gibco BRL Life 

Technologies, Inc. H TT£i|jq tou TTAaapiöiaKoü cpopea koi tou Trpog evacopäTwar] 

TpnpaTOc; tou DNA öie^äyeTai pe Tiq iöieg evöovouKAeäaeg Trepiopiapoü. H ueipn 

TTpaYpaTOTTOieiTai ae oyKo 20 pl, otou«; 37°C, yia 1-5-2 oopeq, oto TrpoTeivöpevo 

(aväAoya pe to  ev^upo) pu0pioTiKÖ öiäAupa. H Treqjri tou DNA TTpaypaTOTTOin0nKe 

oüpcpoova pe TrpöTUTTeq pe0ööou$ (Sambrook et al., 1989).
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ENOTHTA A: AnOM O NÜIH KAI ANAAYIH nPÜTElNQN

20.2. A iTO|jövwan KurrapiKwv eicxuAiapäTcov y ia  Tqv avaAuarj ttpujteYvüjv

Künapa Jurkat, JurkatPuro koi JurkatBcl-2 o to  ottoio  x°PnYn0nK£ 2- 

peOoxuaTpaöiöAq öttgo^ aKpißux; TTepiypäcpqKe TrapaTravoa (uap. 13.2) 

XpqaipoTroiqBqKav y ia  Tqv aTTopövijüaq KunapiKoov eKxuAiapäToav, aüpcpoova pe 

TrpoqYoüpevec; peBööous ttou exouv TTepiypacpei (Lane and Harlow, 1989; 

Sambook et al., 1989).

nepiAqTTTiKä, Künapa KaAAiepyqpeva oe TpußAia tüüv 10 cm auAAex©qKav 

pe cpuyoKevTpqaq anq 1500-2000 rpm yia 10 AeTTTä aTouq 4°C eKTrAü0r)Kav öüo 

cpopeg pe 5 ml lyuxpnq PBS-1mM EDTA pH8.0 Kai aTq auvexeia evaitüpqGqKav ae

1.0 ml ipuxpn^ PBS-1mM EDTA pH 8.0 Kai peTacpepGqKav ae aooAqva eppendorff. 

To evaiwpqpa cpuyoKevTpqGqKe aTiq 6500 rpm yia 2 AeTTTä oto qjuxpö GäAapo 

(cold room) Kai to uTrepKeipevo acpaipeGqKe. Kotottiv TrpoaTeGqKav 100 -  150 //I 

SiaAüpaToq RIPA to ottoio Trepieixe avaaToAeiq TTpujTeaaojv, opoyevoTToiqGqKav 

pe öivq (vortex) Kai to piypa Trapepeve otov Träyo Yia 30 AeTnä. AKoAoüOqae 

aväöeuaq pe öivq (vortex) yia TTepirrou 1 Aemö Kai cpuyoKevTpqaq anq 13000 rpm 

yia 30 Aemä aToug 4°C. To UTrepKeipevo peTacpepGqKe ae KaGapö, 

aTroaTeipoopevo aooAqva eppendorff Kai piKpq TToaÖTqTa toov SeiypäToav 

/p /7a//voTroiq0qKe y|a Tov UTroAoyiapö Tqg auyKevTpooaqg TrpooTeTvq«; (je Ta 

avTiöpaaTqpia Tq^ Biorad. Ta ÖeiypaTa xwpknqKav ae piKpÖTepa (aliquots) toov 

25 pl Kai TrpoaTeOqKe % tou öykou 4X öiäAupa TTponei'viKoü öeiypaTO^ (Protein 

Loading buffer) Kai Ta eKxuAiapaTa öiaTqpq0/7Kw aroug -40°C pexpi Tqv 

TTepaiTepw XPH^q Toug.

RIPA: 150 mM NaCI, 50 mM Tris-C l, pH 7.5, 1% NP-40, 1% SDS, 1 mM EDTA 
pH8.0 Kai 0.5% öeo^uxoAiKÖ äAa^ tou vaTpiou (Na D eoxycho la te ) to  o tto io  
Trepieixe 1mM D ith io th re ito l (DTT) Kai avaa ioA e ig  TTpaneaacbv - 1 //g/ml 
TTeipiaTaTivq (pepsta tin ), 1 pg/ml AeuTTetjjivq (leupeptin ), 1 mM PMSF koi 1 mM 
opÖ oßavaöiKo äAag to u  vaTpiou.

4XAiäAuua TrpooTeiviKoü öeivuaToc (Protein Loading buffer): 250 mM Tris-Cl 
pH6.8, 40% yAuKepoAq, 8% SDS, 2.8 M /?-pepKamoai0av6Aq Kai 0.2% Kuavoüv 
Tr|q ßpwpocpaivöAqq
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21.2. HÄ£KTpo<pöpr|crn TrpumTvcbv

Me Tr)v qAsKTpocpopqaq TrqKTq<; SDS-TToAuaKpuAapiöiou emTUYXäveTai o 

öiaxoopiapöq tq jv  Trpunsi'vtbv jje ßäaq to  popiaKÖ Touq ßäpo^. To aKpuAapiöio 

TToAu|jep^eTai pe pqxaviapö eAsuOspoov pî cJav p£Tä o tto  Trpoo0qKq uttepOeiikoü 

appcoviou köi TEMED Kai öqpioupyEi TpiaöiäaiaTO öiktuo. O aüvöeapo^ toov 

aAuaiöwv to u  aKpuAapiöiou yia Tq öqpioupyia tou  ö ik tlio u  dvai to  N,N-//<:0cMe\/- 

J/f-aKpuAapiöio. H TrpoaOqKq tou  oviovikou aTToppuiravTiKoü SDS (0£iikö 

öüaöeKaKuAiKO väTpio) £xe| aTTOTeAeapa ti-| öeapsuaq SüS-TrpuneTvibv Kai 

Trpoaöiöei oto pöpia Ka0apö apvqTiKÖ cpopTio aväAoyo ps Tq pä^a Touq. Etoi q 

KivriTiKÖTriTa tu jv  ttpcjoteivoov ttöivoj OTqv uriKTn eivai avTiaTpöcpwg aväAoYn tou  

popiaKOÜ tou<; ßäpoug.

H qAEKTpocpöpqoq eyive pe th  peGoöo tou Laemmli (1970) oe oÜGTqpa 

Kä0£TU)v yuöAivwv TTAaKdbv (Lane and Harlow, 1989; Sambook et al., 1989). H 

TrqKTq aiTOTEAeiTai auö öüo pepq: Attö Tqv TrqKTq STnoToißa^qq pe 

p£Y£0o<; Tropüjv Kai Tqv TrqKTq öiaxwpiopoü pe piKpÖTEpo peY£0og Tröpoov. Ta 

TTpajTEi'viKä pöpia öiaTrepvoüv YPqY°Pa THV TTpunq auacopeüovTai oe pia AeTTTq 

außäöa Kai z\a ipyp\im \ TauTÖxpova aTq öeÜTEpq TrqKTq öttou Kai y 've to i o 

öiaxwpiapöq. H avaAoYia öykoov TrqKTqq öiaxoopiopoü: TrqKTq ETnoToißa^qq dvai 

-5:1.

Tia to  öiaxwpiopö tw v ttpcjüteTvoov pe qA£KTpoq>6pqaq ae TrqKTq SDS- 

TToAuaKpuAayiöiou (SDS-PAGE) TrapaoKeuäaBqKav Kai xPHa 'lJOTTOinQnKav 01 

aKoAouGsq TrqKT£<̂  SDS-PAGE: 15% yia Tqv aväAuaq Tqq Bcl-2, p2 l Waf1/Cip'' Kai 

p27Kip1, 10% yia Tqv Bak Kai 8% yia Tqv TroAupepäaq Tqq ttoAü-ADP pißö^qq 

(Poly-ADP ribose polymerase; PARP), aüpcpwva p t TrpoqyoüpevD; pE0ööouq ttou 

txouv Tr£piYpacp£i (Lane and Harlow, 1989; Sambook et al., 1989).

H qA£KTpocpopqoq a£ TrqKTq SDS-TToAuaKpuAapiöiou (SDS-PAGE) 

TrpaYpaTOTTOiq0qK£ a£ piKpq önrAq auoKEuq (Mini-Protean gel electrophoresis 

tank; Bio-Rad Laboratories, USA)
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P y K O i TTHKinq gTTigTißg^n  ̂(Y<a 5üo TtriKTÊ : 10 ml)
AiäAujja Oyko?

(ml)
TeAikh

cruYK£VTpu>ar|
ATToaT£ipu)[j£vo ddH20 6.84
30% jjiymq aKpuAapiöiou 1.7 5% w/v
(29.2% aKpuAapiöio, 0.8% Ai$-
aKpAuAapiöio)
1.0 M Tris pH6.8 1.25 0.125 M
10% SDS 0.1 0.1%
10% uuepGsii'KÖ appwvio 0.1 0.1%
TEMED 0.01
TeAikö«; öyko? (ml) 10

'Oykoi T rr|K TU )v öiaxwpiCT|JO'J (Y'a öüo Trr|K T£s: 20 ml)
nriKTn AiäAupa -  'Oyko^ 

(ml)
TeAikh

c ru Y K £ V T p w c rr|

8% AuoaTeipüoiJEVo ddH20 9.3
30% piypa aKpuAapiöiou 
(29.2% aKpuAapiöio, 
0.8% Aiq-aKpAuAapiöio)

5.3 8% w/v

1.5 M Tris pH8.8 5.0 0.375 M
10% SDS 0.2 0.1%
10% uTrepOeiiKO appoovio 
TEMED
TeAiko? ö\Koq (ml)

0.2
0.012

20

0.1%

10% ATToarapoopEvo ddH20 7.9
30% piypa aKpuAapiöiou 
(29.2% aKpuAapiöio, 
0.8% Aiq-aicpAuAapiöio)

6.7 10% w/v

1.5 MTris pH8.8 5.0 0.375 M
10% SDS 0.2 0.1%
10% UTT£p0£fiKÖ appCOVIO 
TEMED
TeAikö? ö y k o ? (ml)

0.2
0.008

20

0.1%

15% ATTOGTEipajpEVO ddH20 4.6
30% piypa aKpuAapiöiou 
(29.2% aKpuAapiöio, 
0.8% Aig-aKpAuAapiöio)

10 10% w/v

1.0 MTris pH 6.8 5.0 0.375 M
10% SDS 0.2 0.1%
10% UTT£p0£IIKÖ appCOVIO 
TEMED
TeAikö? ö y k o ^  (ml)

0.2
0.008

20

0.1%

82



To piypa acp£0r|KE va TroAupEpioOd \iz Tr]v TTpoa0riKr| TEMED ae ©EppoKpaaia 

ötopaTiou Y'Cf 20-30 Aemä. Ta TTpGüTEiviKd ödYMaia (-100 pg TTpooTE'fvriq) 

0£ppdv0r|Kav yia 10 Aemä ü to u < ; 100°C, cpopTU)0r]Kav a iriv  TTriKTri Kai r\ 

nAEKTpocpopnari TTpaYpaTOTTOif]0r|K£ oe 100V oe öidAupa nAeKTpocpopnar)^ Y'a ~2 

cbpeq. Clq ösiKTeq toov popiaKibv ßapcJov tojv upu)T£Tvti)v xpnCTIMOTroin0r|KE ^va 

TTpÖTUTTO EYXP^po piypa TrpoüTEi'voüv (Kaleidoscope prestained Standards; Bio- 

Rad Laboratories, USA) t t o u  t te p ie ix e : puoaivri 199 kDa (mttAe), ß-YaAaKTooiödan 

133 kDa (TTopcpupö), ÄEUKwpaTivri opoü |j6axou 87 kDa (updaivo), avOpaKiKq 

avuöpdari 40.1 kDa (ßioAeii), avaaiAsaq ©puipivnq auö oöyia 31.6 kDa 

(TTopTOKaAi), Auao^ü(jri 18.5 kDa ( k ö k k iv o )  k o i aupoTivivri 7.1 kDa (puAe).

ÄidAuua nA£KTPQ(p6onanc ttpoüteivujv (1X Tris -  vAuKivn/SDS): 25 mM Tris, 250 
mM yAuKfvn, 0.1% SDS

22.2. X pw ari Tq? TTr|KTr)s SDS-TroAuaKpuAa|ji5iou

H xP ^ari Tqg TTrjKTrj  ̂ TTpaYMaTOTTOin0r|KE yia 2 tiüp£q uttö avdö£uor| ae öiaAupa 

XpwanKnq. O airoxpoopanopö«; Yiv£Tai cnraöiaKd uttö avaÖEuari oe öiaAüpaia 

aTToxpoopanapoLi.

AiäAuua ypcoCTUKnc: 0.125% w/v Coomasie Brilliant Blue R oe 100% aiOavoAr),

5% v/v o^ikö o£ü ae avaAoYia 1:1

AiaAüuaTa aTroYP(jouaTiauoü: Avapi^n 95% ai0avöAr|<; Kai 5% o^ikoü o^eo<; a£

avaAoYia:

(a) 2:3 yia 60-120 Aetttö

(ß) 1.5:3.5 yio 60-120 Aetttö

(Y) 1:4 Yia 120 AEmd

(5) 350 ml 5% o^ikoü o^eo«; koi 150 ml

aTTOOTEipOOjJEVOU ÖÎ -aTTEOTaYPEVOU VEpOÜ Yia 

60 AETTTd -  öAq ir\ vüxia
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23.2. AvaAuarj TrpwT£'i'vd>v |je avoCTO-cwoTÜTTüüpa Kcrrä Western

H TrpoCTTTä0£ia öiaxwpiayoü Kai avixvEuaq«; auyK£Kpi|j£V(jüv TrpooTEi'voüv EyivE M£ 

nAEKTpocpöpqaq ö£ SDS-nqKTq TToAuaKpiAaiJiSiou, pETacpopä ge jje p ß pa vn  

viTpoKurrapivqg (Schleicher & Schell) Kai avixvEuaq |je Tq XPnarl avTiacja(jdTO)v 

(Avoao-aTroTÜTrco|ja q Western blot).

M£Tä Tqv riA£KTpocpöpnar| ge 1X puOpiGTiKÖ öiäAupa Tris-yAuKivq^ t to u  

TTEpisixE SDS, 01 TTpoaTdvEq |j£Ta(p£p0qKav ge |j£|jßpdvri viTpoKunapivrn; ge  1X 

pu0(jiGTiKö öidAupa pETacpopdg TrpcoTEivoov yia öAq Tq v ü x to  (>16 wpEg) g touc; 

4°C Kai Täaq 35V GÜ^cpoova ps Trpoqyoü|j£V£<; |j£0ööouq t to u  exouv rrEpiypacpd 

(Lane and Harlow, 1989; Sambooketal., 1989).

Meto Tr)v [JETacpopa twv TrpcoTEivcov, oi |j£|jßpäv£q ErrcüdaTqKav yia 3 wp£<;- 

oAq Tq vüxto ge 5% duaxo yäAa GKÖvr) eAeu0epo Amiöicov öiaAupEvo ge PBS to 

OTroio TTEpi£ix£ 0.05% Tween-20 (5% blocking solution). iTqv guvexeio oi [j£|jßpdv£<; 

ETTCOÖGTqKav [je to "upcuTO avTiooü[ja avTiowpa ge 5% blocking solution. Ta 

avTiGtbuaia ttou xpqai|JOTTOiq0qKav qTav: yia Tqv Bcl-2 - 1:1000 mouse monoclonal 

anti-human Bcl-2, (sc-509, SantaCruz Biotechnology, CA, USA), yia rr/vBak  - 1:500 

mouse monoclonal anti-Bak (Novacastra Laboratories Ltd, UK), y/a rqv PARP - 

1:500 mouse monoclonal anti-PARP (CII-10) (BD PharminGen, 556362), jna rrjv 

p21Waf1/Cipi - 1:1000 mouse monoclonal anti-p21 (sc-817, SantaCruz Biotechnology, 

CA, USA), Kai yia rr/v p27Kip1 - 1:500 mouse monoclonal anti-p27 (Novacastra 

Laboratories Ltd, UK) yia 2 wp££ ge 0£ppoKpaaia ScopaTiou. Oi [j£|jßpdv£<; 

£KTrAü0riKav 3 cpopEq ottö 10 Aetttö p£ PBS ttou rrspiEixE 0.05% Tween-20 k c t i  

£KT£0qKav gto  ÖEÜTEpo avTiacoija ge avaAoyia 1:1500 (goat-anti mouse IgG-HRP) oe 

5% blocking solution yia 1 . 5 - 2  oapEg. Oi p£pßpdv£g £KTrAü0qKav 3 cpopsg auö 10 

Aetttö | je  PBS ttou u£pidx£ 0.05% Tween-20 Kai GTq guvexeio avaiTTÜx0nKav ae 

gkoteivö 0aAapo xPR^MOTTOioavTa  ̂ to Pierce Super Signal W est Pico 

Chemiliminescence kit (Pierce, USA), oüijcpujva ps Tiq oöqyiEq tou KaTaaKEuaoTq, 

Kai EKT£0qrav ge cpiAp Kodak-XOMAT AR.

I X P u Qu iq t ik o  SidAuua UETacpopdc Troa)T£ivübv ( T ra n s fe r  b lo tt in q  b u f fe r ) :
0.0025 M Tris, 0.192 M yAuKivq, 20% (JE0avöAq
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ENOTHTA E: E lIA m rH  TO NI AI CIN IE  KYTTAPA QHAAZTIKDN
24.2. PETpoViKof cpopdg (Retroviral vectors)

Oi psTpofiKoi cpopd<; Babe-Puro (MorGenstern and Land, 1990), Babe-Puro/Bcl-2 

(BabeP-Bcl-2) (Tang et al., 2001) k o i  Babe-Puro/ApoJ (BabeP-ApoJ) 

(Petropoulou et al., 2001) exouv TTEpiYpacpd TTponYOupEVüjq. O pETpoiiKÖg cpopea^ 

Babe-Puro cpepei to  yoviöio Tqg TroupopuKivrig (Puro) ox; pdpTupa ETTiAoYn  ̂

KUTTäpoov GnAaaTiKoav kotoo o tto  to  peiaYpacpiKÖ eAeyxo tou TrpoaYOOYEa ir\q 

TTpcJoTyn̂  Tr^pioxn^ T0U IQü T0U SV40 (MorGenstern and Land, 1990), evü) o 
BabeP-Bcl-2 (Tang et al., 2001) k o i  o BabeP-ApoJ (Petropoulou et al., 2001) 

cpspouv ettittAeov tou yoviöiou -rr\q  uoupopuKivrig, to  avOpumivo Bcl-2 cDNA k o i  

to avOpwTTivo cDNA Tq^ KAaaTplvr]g/aTroAiTTOTrpwT£7vr|<; J (ApoJ) (IXHMd 1-2). To 
avOpcjüTTivo Bcl-2 cDNA (0.8 kb) eivai KAoovonoiripevo aTq 0eoi-| EcoRI tou Babe- 

Puro, £vd) to  av0pü)Tnvo ApoJ cDNA (1.65 kb) Eivai KAoovoTTOinpEVO OTq 0Eor| 

BamHI t o u  Babe-Puro. Kai Ta öüo yoviöia ßpiaKovTai kötoj ottö to  p£Taypa(piKÖ 

eAeyxo tou TrpoaYWYEO tou pETpo'i'oü (5’ LTR). To BabeP-hApoJ K a i  t o  BabeP- 

hBcl-2 rjTav EuyEvdq Trpoacpopd; tojv Ap. EuotoOiou Tkövou, E0viko 'löpupa 

EpEuvobv, A0qva Kai Dr. Damu Tang, University of Montreal, Canada, avmTOixa.



Babe-Puro

BabeP-ApoJ

BabeP-Bcl-2

£XHMa 1-2. PsTpoYiKOi (popsiq EKtppaaqs Tq? KAaaTpivri^/anoAiTTOTrpwTETvri? J (hApoJ) 
Kai t o u  hBcl-2. I t o v  p e ip o id  £Ä£YXou Babe-Puro KÄwvoTToiqOqKE OTq 0 £ a q  BamHI t o  

av8pcomvo cDNA Tq<S K A a a T p iv q s /a T ro A iT T O T r p w T E 'fv q q  J (hApoJ) y ia  T q v  K c n a o K E u r i  t o u  

pETpoiiKoü cpopea BabeP-ApoJ (Petropoulou et al., 2001) K a i OTq 9 e a q  EcoRI t o  a v B p o b iw o  
cDNA t o u  Bcl-2 yia T q v  K d T a o K E u q  t o u  pETpONKOÜ cpopea BabeP-Bcl-2 (Tang et al., 2001). [h 
(human), a v O p u rm v o ].

25.2. napaywYn pETpoiwv |je öiapöAuvorri DNA

Ha Tqv uapaYooyq pETpoicov xpqaiMOTroiqBqKE q a|j(poTpoiTiKq KUTTapiKq asipä 

TraKETapianaTO«; pETpoioov Phoenix (ONX) q onoia 5ia|joAüv8qKE pe tou« ; 

ETTi0uijqToü<; pETpoiiKoü«; cpopsiq (Babe-Puro, BabeP-Bcl-2 q BabeP-ApoJ,) /je rq 

|j£0oöo t o u  cpcoocpopiKoü aaßsoTiou (Gorman et al., 1983; Gorman et al., 1985; 

Gonos et al., 1994). Ta psTpoiiKä a o o p a T iö ia  t to u  iTpoEKUHjav i je tö  Tq öiapöAuvaq

ATG
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tgov Kunäpoov ONX xpqcripoTTOiq0qKav yia Tqv ETTipöAuvaq toov Kunäpoov Jurkat 

(Kolettas et al., 1994; Kolettas and Rosenberger, 1998).

AiaiJÖAuvori tüüv Kunäpojv Phoenix /j£ rq fjedoöo tou cpujocpopiKou aaßeoriou

H öiapöAuvaq t u w  Kurräpoov ONX ps Tq psOoöo to u  cpwacpopiKOÜ aaßEcrriou 

arqpi^ETai OTqv iKavÖTqTa toov KUTräpoov va svacopaToovouv, Tn0avä psaoo 

evöoKÜTTCJüaqq, aup-rrAEypaTa cpooacpopiKOÜ aaßsaTiou-DNA ÖTav auTä 

TrpoaTiGEVTai E^ooyEvobq. 'OAa Ta öiaAüpaTa t to u  xPn^MOTTO'OÜviai yia  Tqv 

ETTipöAuvaq tüov  Kunäpoov TTapaaKsuä^ovTai Aiyo Trp iv  Tq xPHGrl T0U£ Kai 

aTToaTEipoavovTai oe cpIÄTpa 0.2 pm Sartorius. H öiapöAuvaq yivETai ps Tqv 

pEyaAÜTEpq öuvaTq TaxÜTqTa, oog te  t o  pH Tqq KaAAiEpysia^ va pqv psTaßAqGEi.

llEpiAqiTTiKä, syivs OTTopä 3x106 KÜTTapa <t>NX avä 6cm TpißAüo K a i Ta 

KÜTTapa ETTCüäo'TqKav yia 24 oopsc; a T o u g  37°C, 5%C02. M e tc i Tqv ETrcbaaq, syivs 

aAAayq to u  O p e t t t ik o ü  u A iko ü  ps 3 ml cppsGKOu TTAqpouq G p e tt t ik o ü  u A ik o li DMEM 

to u A ö x io to v  2  oopsg Trpiv Tq öiapöAuavq toov Kunäpoov p s  Touq pETpol'iKoüq 

cpopsig. ZTq ouvEXEia avapixGqKav p£ öivq (vortex) 15 pg pETpoiiKoü DNA oe 

1XTE pH8.0 fj€ 31//I 2 M  CaCI2 Kai airooTEipoopEvo öi^-aTTEGTaypEvo vspö o e  

te A ik ö  öyKO 250 pl. To piypa TrpoaTE0qK£ aräyöqv Kai u t tö  xa Mn^n auvsxq 

aväÖEuaq, g e  250 pl aTroGTEipoopsvou öiaAüparog 2XHBS pH7.12. To Ka0apö 

(öiacpoöTiGTo; translucent) i^qpa aupTrAEypäTOov DNA-CaP04 t to u  axqpaTiaGqKE 

(ö y K o q  500 pl) TrpoaTEGqKE a p sa o o g  GTdyöqv g t o  KÜTTapa t to u  TOTroGsTqGqKav 

apsaoog o t o v  £TT00aaTiKÖ KAißavo g to u c ; 37°C, 5%C02, yia va pqv pETaßAiqGEi t o  

pH Tqq KaAAispyEiaq, Kai aKoAoüGqoE ETTobaaq yia öAq Tq vüxto (>18 obp£<;).

M e to  o t t o  TOuAäxiOTOv 18 oopsc; ETrobaaqg, t o  Q p e tt t ik ö  u A ikö  t to u  t te p ie ix e  

to  DNA avappocpqG qK E  Kai Ta öiapoAuapsva KÜTTapa EKTrAüGqKav 5üo cpope^ ps 3 

ml RPMI-1640 t t o u  t te p ie ix e  avTißioTiKä Kai L-yAouTapivq xw P>̂  °PÖ- M e to  Tq 

TTpoaQqKq 4ml cppsüKou TrAqpouq G p e tt t ik o ü  u A ikoü  RPMI-1640, Ta öiapoAuopsva 

KÜTTapa ONX ETrooäGTqKav aTouq 37°C, 5%C02 y/a 24 -  48 oöpsq T rp iv  Tq 

auAAoyq toov pETpoikobv aoopaTiöioov yia Tqv ETTipöAuvaq toov Kunäpoov Jurkat.

2XHBS. PH7.12: 50mM Hepes, 280mM NaCI, 15mM Na2HP04, pH 7.12 

10 mg/ml noAußpivq de anoaTEipoopEvo öi^-aTrEOTaypEvo vspö
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Ta öiaAüpaTa aTroaT£ipd)0qKav (je (piAipäpiapa öiapEaou evöc; (jiKpocpiAipou 0.2 

|jm (Sartorius) koi öiaiqpqOqKav oTouq 4°C.

26.2. EiTi|JÖAuvCTrj t w v  Kurräpwv Jurkat jje tou? pETpo'i'oü?

Oi avaauvöuaapEvoi peipoiioi EAano)|jaTiKqq avTiypacpq? (replication-defective 

recombinant retroviruses) ttou TrapdxOqKav [je Trj öiapöAuvoq tojv kuttöpojv ONX 

|je Touq peTpOHKOüq cpopd? xPHCNMOTroiqOqKav yia Tr|v empoAuavri twv Kurräpoov 

Jurkat öuooq TTEpiypäcpqKE npoqyou (jevox; (Kolettas et al., 1994; Kolettas and 

Rosenberger, 1998).

ri£piAr|TrnKä q öiaöiKaoia Trpay|jaTOTTOi£rrai o£ 5üo ßaaiKä OTäöia:

(i) T o  0p£TrriKÖ uAiko tojv öiapoAuopEvojv Kurräpoov ONX t to u  ttep ie ixe  to 

p£TpoiiKä ooapaTiöia ouAA£x0qK£ |j£Tä anö 24 dopE? Kai cpiATpapfaOqKE 

öia[j£aou £vöq (jiKpocpiATpou 0.45|jm (Sartorius). I t o  4 ml tou  

öiq0q|jaToq TTpoaT£0r|K£ TToAußpivr) oe teAikh ouyKEVTpojoq 8 pg/ml, Ta 

oiToia OTq ouvexeio TTpooTE0qKav aTa KÜTTapa Jurkat (ßAETTE ii).

(ii) 'Eyiv£ QTTOpä 5x105 KUTTäpcov Jurkat oe TpußAia 6 cm Kai Ta KÜTTapa 

£TTOjdoTr)Kav yia 2 ö)p£<; aroug 37°C, 5%C02. Meto Tqv ETTübaaq Ta 

Künapa ouAAsxOqKav, cpuyoKEVTpqOqKav OTiq 1500 rpm yia 10 Aetttci 

oe 0£ppoKpaaia öojpaTiou Kai EvaiojpqGqrav oe 4 ml öiqOqpaTo? ottö 

to  öiajJoAuajJEva KÜrrapa ONX (ßAETTE i) Kai q ETrwaoq c f to u s  37°C, 

5% C 02 ouvexiothke yia öAq Tq vüxTa. Metc: Tqv ETTtbaaq Ta KÜrrapa 

auAAExOqKav, (puyoKEVTpqGqKav oti? 1500 rpm yia 10 Aetttö oe 

0Ep(jOKpaaia öoanaTiou, svaiojpqGqKav oe 10 ml TrAqpoui; Qpetttikoü 

uAikoü RPMI-1640, pETacpEpQqKav oe TpußAia 10 cm Kai q £TTO)aar| 

ouvExiOTriKE aTouq 37°C, 5%C02 oyta 24-48 d)p£g upiv Tqv EiriAoyn 

TOJV £TTI[JOAua[JEVOJV KUTTÖpOJV OE TTOUpO[JUKivr|.

Meto Tqv ETrdjaaq to Gpetttikö uAiko tojv £m(joAuQ(j£va)v KUTTäpoav Jurkat 

avav£d)0qK£ ttoAi (je 10 ml cppEOKOu TrAqpouq Gpetttikoü uAikoü RPMI-1640 t t o u  

TTEpisixE 1 pg/ml TTOupojJUKivq Kai q ETrooaaq auvsxioTqKE otou<; 37°C, 5% C 02 yia  

14 q|je:peq yia Tqv ETTiAoyq OTaGEpcbv KurrapiKüov TTAu0qo|j(Jüv. To Gpetttikö uAikö
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[iE TO avTißiOTiKÖ £TTiÄOYn<; a va vE d ü vo vT a v  KÖ0£ 3-4 nM£P£<; Ka06Arj Tr] ö iä p K E ia  t r\q 

ETTlÄOYn^ TOOV £TTI|JOAua(J£V(jOV KUTTäpoaV.



KEOAAAIO TPITO

AnOTEAEIMATA

ENOTHTA A
Oi £TTiöpäCT£i  ̂ir\<; 2-p£0o^uoiCTTpaöiöAr|q air|v  aTTÖTTTtücrr) Kai arov 

TToAAaTTÄaCTiaCT|JÖ t w v  K u u ä p a jv  Jurkat: O pöAo^ Ti\q Bcl-2

1.3. H 2-|j£0o^uoiaTpaSiöAr| ETTayei gttötttujoti a ia  KÜuapa Jurkat

l£  evepYÖi TToAAaTTÄaaia^ö|jeva K ü r r a p a  Jurkat x o p n Y n 0 n K a v  2 - p £ 0 o ö u o ia T p a ö i6 A r |  

(2-ME), ge auYK£VTpoba£iq TTOu K u p a iv o v T a v  otto 0,5 pM eooq 10|jM n a i0 a v ö A r |  y ia  

2 4  K a i 4 8  w p e i; .  Attö Ta K ü n a p a  a u T ä  a T ro p o v o b 0 r|K £  x a p r ^ o ü  p o p ia K o O  ß ä p o u g  

DNA K a i a v a A ü 0 r |K £  | j£  nAEKTpocpöpqan a £  Trr|KTn a Y a p ö ^ n ?  (^X H M a  1 -3 ). E vob  oto 

K Ü T T apa  x ^ p i q  a iO a v ö A r)  rj £ T T £ ^ £ p y a a p £ v a  p £  a iO a v ö A r)  Ö £v T T a p a T r|p n 0 r|K £  

aTTÖ TTTwan, Ta K ü r r a p a ,  ctto ottoio x o p r |Y n 0 n K£ 2-ME a £  6A £q  Tiq a u yK £ V T p o b o £ ig , 

Trapouaiaaav £ v ö o v o u K A £ o a u )p iK ii  0 p a u a p a T O T T O ir |a r | tou DNA, K ü p io  

XapaKTripiOTiKÖ K u n ä p o o v  ttou u<p ioT avTa i anÖTTTOjari. O  ß a 0 p ö q  Tpq aTTÖTnrooariq 

tcüv KUTTäpoüv OTO ottoio x o p r |Y n 0 n K£ 2-ME cpa iv£Ta i v a  r jT a v  u ijjr |A Ö T £ p o q  a £  ekeivo 

Ta K ü n a p a  Jurkat o to  ottoio x o p n Y n ö n K£ 2-ME a £  o u Y K £ V T p u )a £ iq  ioec ; n 

p£yaA Ü T£p£< ; ottö 1,0 |jM 2-ME, yeyovöq ttou öiaTTioTÜQqKE ottö ti"|v - r r a p o u a ia  Kai 

T q v  £ V T a a r| O p a u o p ä T c o v  DNA, x a M n ^ ° ü  popiaKOÜ ß ä p o u q .  E TT iTTpöa0£Ta, r| 

X o p n Y n a n  2-ME a £  auyK E V T pobaE ig  0 , 5 - 1 0  pM y ia  4 8  w p £ q  t t p o k o Ae o e  aTTÖTTTcoari 

a £  a p K £ T ä  p£YaAÜT£po ß a 0 | jö  K a i outö r p a v  ep cp a ve q  ottö Tpv TTUKVöTr|Ta twv 

T T a p a y o p e v o o v  O p a u o p ä T o o v  DNA ( I x n M a  1 -3 ) .

npoK£ifj£vou va jj£A£Tri0£i r| xP0v0-£^apTüüp£vri aTTÖTTTtoar) twv Kurräpwv 

J u rk a t x o p n Y n ö n K£ a£ auTä  °>5 Kcc 1-0 pM  2 -M E  n a i0avöA r| y ia  öiacpopeTiKeq 

XPOVIKEq TTEpiÖÖOU«;, TTOU KUpaiVOVTOV OTTÖ 0 £(jüg 24  tbpeq, aTTOpOVdj0r)K£ DNA 

x a p q A o ü  popiaKoO  ß ä p o u ^  Kai avaA ü0riK £ pe r)A£KTpo(pöpr]ar| a£ TTr|KTr| ayapö^ng 

(IXHMC( 2.3). H ETTaytJüYn Tr|  ̂aTTÖTTTwariq TTapaTr|pr|0r|K£ OTiq 8 wp£<; Kai £KÖr|A(jb0r|K£ 

/n o  £VTova QTiq 12 Kai 2 4  obpsc; Kai OTiq ö ü o  auyK£VTptiüa£ig ttou xprp'POTTOinOriKav.
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yuM Jurkat (24h) Jurkat (48h)
2-ME: 0 0.5 1 2 5 10 0 0.5 1 2 5 10

ZxhMO 1.3. Aoao-E$apTtiü|JEvr| ETraYWYn TrIS aTTÖTTTioan? KUTTäpwv Jurkat crnö Trj 2-
ME. Ira Jurkat x o p r|Y n 0 r|K a v  a u ^a v ö ( je v e q  auYKevipoüaeiq 2-ME ttou KU|jaivovTav o t t ö  0 ,5  
/j M  ujs 10  /j M  ri a i0 a v ö A r| (Et) Y 'a  2 4  h k o i  4 8  h Kai xa^H^oü popiaKoCi ßäpou«; DNA 
aTTO |jovw 0r|Ke Kai avaÄ ü0r|KE  ae  1 .6 %  TTr)ktp) a v a p o ^ n q .

f_____________________ Jurkat_____________________
Control-EtOH 0.5//M ME 1.0 /jM  ME

Time (h): 0 2 4 8 12 24 0 2 4 8 12 24 0 2 4 8 12 24

ZxniJa 2.3. Xpovo-E^apTWiJevri EnaYWYn TrIS GTTÖTTTU)OT|£ Kimäpu>v Jurkat c x t t ö  th 2-
ME. Ira Jurkat xopr)Yn0r|Kav a u ^a v ö jje v E q  auYK£VTpcoaei<; 2-ME t to u  K u p a iv o v T a v  o t t ö  0,5 
//M w f 10 /yM ii ai0avöAr| yia öiacpopeTiKeq XP0V|K̂  TTepiöSoû  (0 - 24 h) Kai xaMn^oü 
jjopiaKoü ßäpouq DNA arro|Jovw0r|K£ k q i  avaAü0riK£ cte 1.6 %  T Tr|K Tn avapo^n^-
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H öoao- Kaixpovo-zippiü^zvc] cnTÖTnooar) toov Kunäpoov Jurkat ttou TTpoKaAd 

n 2-ME, £KTiiJri0nKe ettittAeov [je  KunapopETpia poqg (IxnMa 3.3). Künapa Jurkat 

EU£^EpYao|j£va jje 2-ME yia 12 obp£<; TTapouaiaaav (j£iooar| tou TTAr|0ua|Joü orr]v G1 

cpaap Kai a ü ^n ^ l tou TrArjOuayou aTqv G2/M cpdaq tou KunapiKOü kükAou. Autö 

ouvEßr), öiöti £vaq anpavTiKÖg apiGpo^ Kurräpoov E|j(pavkjTr|KE ooq UTTOTrÄr|0ua|Jöc; 

7775- G1 cpäaqq (jetö Tq xopnYHarl 2-ME Aöyoo Tqg 2-ME-£TraYÖp£vr|c; anöTTTCoori^. 

Autoi; o uttö-G I TrAr|0ua|JÖ<; ttou exei uttootei aTTÖTTTOüari TrapouaiaaE aü^n^n aTa 

KÜTTapa eAeyxou anö ttepittou 2% aTa 24% Kai 26,3% petö otto xopnYnarl 0-5 l-M 

Kai 1,0 pM 2-ME avTiaToixa, Yia 12 oopEg (XxHMa 3.3). Evob Ta EvaTropdvavTa 

^ c u v T a v ä  KÜTTapa a u v E x i ^ a v  tov kuttopikö kükAo, e v a  apKErä pEyaAÜTEpo p E p o q  t c u v  

KUTTäpcov TrapouaiaaE aTTÖTTTooari öttoo«; cpaivETai aTrö Trjv aü^qan tou TTAr|0uü|Joü 

toov anoTTTüJTiKCüv Kunäpoov OTqv uttö-GI (päarj ottö 5% oto 39,6% Kai 42,2% psTÖ 

aTrö xopr|YnGn 0,5 pM Kai 1,0 yM 2-ME Yia 24 oöpEq., avTiaToixa. Zuvoqji^ovTa^, Ta 

TTaparrävco aTOixEia eöei^ov öti q aTTÖTTTooari ttou npoKäAEaE rj 2-ME aTa KÜTTapa 

Jurkat, TrpaY(JaTOTTOir)0qK£ K a rä  Eva xpövo- K a i  <5o<7o-£^apTob|j£vo tpötto, aAAä o 

Xpovoq cpaivETai öti Eivai 0 KpiaipoTEpo^ TrapäYOVTag otqv 2-ME-£TraYöp£vr) 

aTTÖTTTcoaq toov Kunäpoov Jurkat (ßAETTE ETTiarig IxnMa 5.3) .
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Jurkat 
12 h 24 h

Control

I M l , M2
| 2% 98%

!

L
1 0 ' ttr

? ]

EtOH l'

2.2% 97,8%

L

Q-m-M
tÜ'».
9

«r 10 10 Pt V0

H T  SO1 SGT 10 3 10*
F l

.

T
1 0 %

}

9 0 * 1 4

u
i o u i a *  i a z 1Ö3 10

0.5//M 2-ME

*0 * ÜÖ* 10 *1 54-tetgffit Pt

1 .0a/M 2-ME

s
*r

*v 3

............... .... -.............. j
■CB- "
o  j j

26.3% 73 7 °.

........................... . « A . ...........

sH 

*« ;
|v -  
Ä -
Ki':

l -

42.2%  ' 58 .2%

FL34̂e»*̂N: F l  3-*fcf*aftt

ExnMa 3-3- AvaAuarj Trl? 2-ME-£TTaYÖ|j£vr|q aTTÖTTTwan^ t w v  Kuuäpwv Jurkat /je  
K U T T a p o p E T p ia  p o n ? .  Künapa J u rk a t o t o  o t t o i o  xopriynBriKS ai6avöAr| (E tO H ) q 0 ,5  jjM  k o i

1,0 /vM 2-ME yia 12 h koi 24 h auAÄ£x9r|Kav, £TT£^£pYäa9r]Kav Kai avaAü0r|Kav jje 
KUTTa p o ( j£ T p ia  p o q q  öttoo^  TTEpiYpäY<p£Tai ara u ä ik ö  k o i |je9oöoi.
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2.3. H Bcl-2 avaorsAAEi Tr|v aTTÖTrrwcrr| ttou ETräYETai aiTÖ Tr| 2-ME

'Ottoj? Eivai yvojotö, q Bcl-2 emttAeketoi OTqv 2-ME-£TraYÖ|j£vq aTTÖTTTOjaq (Attala et 

al., 1998; Bu et al., 2002; Shimada et al., 2003; Basu and Haldar, 2003) yi’c<ut6 

0£OJpq0qK£ GKOTTi(jq n KOTaaKEuq Kunäpojv Jurkat, ttou EKcppä^ouv sva cpopsa 

eAeyxou (Babe-Puro) q Tqv avOpGOTrivq Bcl-2 TrpojTEivq (BabeP-Bcl-2), /je 

ETri|JÖAuvaq p£ pETpoi'iKoüc; cpopdq. H aväAuoq tojv ttpojteivüjv ttou arroiJOvda0qKav 

auö KÜTTapa Jurkat, JurkatPuro koi JurkatBcl-2 [je avoaoaTTOTÜTTOJiJa Kam western 

£Ö£i^£ öti Ta pETaaxqpaTiaiJEva KÜTTapa |je to yoviöio Bcl-2 EKcppä^avs Tqv 

av0pd)TTivq TrptJüTEivq Bcl-2 (jopiaKOÜ ßäpou«; 26 kDa oe ttoAü uijjqAöTEpa ETrrrrEöa, 

otto öti Ta £TTi(JoAuoM£va KÜTTapa p£ tov cpop£a Babe-Puro q Ta (jq-ETripoAuoiJEva 

opöAoYa tou«; (IxnMa 4.3A).

npoKEijJEvou va £p£uvq0£i av q uuEpEKcppaoq Tqq Bcl-2 ETTqpEaoE to v  

TroAAaTTAaaiaoMÖ to jv  k u ttö p o jv  Jurkat, KaTaoKEuäoTqKav KapuüAE? aü^qaq^ 

(Ixnpa  4.3B). Aev napaTqpqOqKE Kapia aAAayq o to  ßa0pö aväTTTu^q? to jv  Kurräpojv 

Jurkat ttou UTTEpEKcppo^ouv Tqv Bcl-2, oe oüYKpioq ys Ta £TTi[joAua(j£va |je t o v  (popsa 

eAeyxou q 6 xi 0 (j6 A0 Ya touc;.
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____ Jurkat_____
Con Puro Bcl-2

(B)
c
u
M
UL
A #

1 0 0 0 0 0 0  ■

IV
E

U
M 100000 -

CE
LL 10000

Jurkat

JurkatPuro

JurkatBcl-2
t—i—i—i—i—i—i—r

0 2 4 6 8 10

TIME (Days)

E X H M 0  4 . 3 . 'E K < p p a a r r |  T n g  B c l - 2  c r r a  £ T T i| jo A u C T p £ v a  K Ü T T a p a  J u r k a t  kcx i K a n T T Ü Ä E ^  

aü^nan?. (A) OAike<; TrpooT£'fv£<; aT ro |Jovoö0nK av o t t ö  |jr|-£Tn|joAuü|j£va KÜnapa Jurkat (Con) 
Kai ottö Jurkat £TTipoAuap£va pe tou<; p£Tpoi'oü<; Babe-Puro (Puro) q BabeP-Bcl-2 (Bcl-2), 
5iaxtopia0r|Kav oe 15% SDS-Trr]KTri TToAuaKpuAa|jiöiou Kai avaAü9r|Kav (je 
avoaoaTroTÜTTüopa kotö Western xpnCTIMOTTOidövTa<; eva [jovokAojvikö avTiaooya Tqq Bcl-2. (B) 
KapTTÜAeq aü^nanc; toov Kunäpoov Jurkat, JurkatPuro /cor/ JurkatBcl-2 ttou KaTaaK£uäa0riKav 
öttooc; TT£piypäcp£Tai otq uAikö kqi p£0oöoi.
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Ha va E^ETacrrei r] ETTiöpaari rq<; Bcl-2 aTqv airÖTTTwan tw v  Kunäpwv Jurkat 

Petö aTTÖ xopnYn^n 2-ME, Trpocrr£0r|Kav ae öAa Ta öiacpopETiKä Künapa Jurkat 0,5 

pM Kai 1,0 pM 2-ME f\ ai9avöAr| yia 24 wpsg Kai to DNA ttou aTropovw0r|K£ ottö Tiq 
KaAAiepY£i£^ auTEq avaAü0r|K£ pe n^eKTpocpopncrri oe Trr|KTr| ayapö^ns (^xnMa 5.3). 

Ta aTTOTsAeapaTa ti"|<; TrapaTTavw avaAuan^ £Ö£i*;av öti evw q 2-ME ttpoköAeoe th 

BpauapaTOTTOinar] tou DNA, xapaKTqpiaTiKÖ Tr|c; aTTÖTnworig, oe Künapa Jurkat k o i  

JurkatPuro kotö Eva öoao-E^apTwp£vo tpötto, q UTrepeKcppaari Tqq Bcl-2 oveoteiAe 

TTAnpw  ̂ Tr)v aTTÖTTTtoan twv Kunäpwv Jurkat ttou ETräyETai ottö Tqv 2-ME. Ie 
avTi0£ar|, sva äAAo avTi-aTTOTTTWTiKÖ yoviöio, q KAaaTpivr|/aTroAiTroTTp(jOT£Tvn J (ApoJ) 
koteoteiAe pEpiKtioq tqv 2-ME-£Tray6p£vri aTTÖTnwor| (IxnMa 5.3), ttou aqpaiVEi eite 
öti q ApoJ £X£i aa0£V£OTEpn cwii-ctnotttcjütikpi öpäari ottö auTn Tr|<̂  Bcl-2 n öti öpa 

oe öiacpopETiKr) EvöOKUTTäpia 0Eari ottö ir\ Bcl-2.

2-ME
(A/M):

Jurkat Jurkat Puro Jurkat Bcl-2 JurkatApoJ 
0 Et 0.5 1

Exnpa 5.3. AvaAuari t h ?  0pauCTpaTOTroir|CTnq t o u  DNA t w v  cpuaioAoyiKwv Kai t w v  

ETTipoÄuapevwv Kurräpwv Jurkat p s T ä  o t t ö  xopnyncrri 2-ME. DNA aTTopovw0r|K£ o t t ö  

/ ^ - S T r e ^ E p Y a a p e v a  (0) Kai o t t ö  E n T E ^ e p Y a a | je v a  | je  aiGavöAn (Et) n  0,5 pM K a i  1,0 //M 2-ME 
yia 24 h Künapa Jurkat, JurkatPuro, JurkatBcl-2 k o i  JurkatApoJ Kai avaAü0r|K£ ae 1.6% 
TTr|KTn aYapö^nq.
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H öiäcrrraari Tqq ttoAu-ADP pißöauAo-TToAupEpäaqg (PARP) crrroTE Ad KÜpio 

X a pa K T q p io T iK Ö  K u rra p c a v , t t o u  ucpicrravTai aTTÖTrTooaq a u o  TroiKiAa aTTOTTTCOTiKä 

e p e G ia p a T a . H PARP d v a i  £ va  TTupnviKÖ s v ^ u p o  1 1 5  kDa t to u  ßpiG KETai GTqv 

XpoopaTivq Kai k o to A ü e i Tqv pETacpopä t o jv  p o v ä ö ü o v  ADP-pißö^q? o t t ö  t o  NAD+ oe 

ö iä cp o p sq  TTupqviKE i; TTpüJTeTveq ÖTrcoq io tö v e ? , T O T ro iao pE pd a sq  Kai o t o v  e o u tö  Tqg. H 

KaTaAuTiKq EvspyÖTqTa Tqq PARP au^ävETai g e  pq-aTTOUTCUTiKä KÜTTapa pETä auo 

ETTayooyq ß A ä ß q ?  g t o  DNA. E tt i t tA e o v  q PARP E iva i ETrioqq g tö x o ?  Tqq ö p ä a q c ; toüv 

KaaTTaacov, E v^üpoov t t o u  e p ttA e k o v to i GTqv aTröiTTcoaq t w v  K urräp tov. K a T a  Tqv 

arroTTTCoüq, q 1 1 5  kDa PARP ö iaaT T crra i g e  5üo T p q p a T a  8 9  kDa k o i  2 5  kDa, 

ö ia x w p i^ o v T a q  e tg i t o  ap ivo -T sA iK Ö  T p q p a  to u  s v ^ ü p o u  t to u  t tp o g ö e v e i g t o  DNA a u ö  

t o  K a p ß o £ u - iz h \K Ö  T p q p a  p£ aTTOTEAsapa Tqv aTTüüAEia Tq<; ö p ä a q c  to u .  'E tg i  q 

ö iä a T ra a q  Tqq PARP G e w p e ito i u x ; E vag  a^iÖTTiGTO? Ö E iK T q g jq ?  auÖTTTU)0 'qc[ to jv

KUTTäpOüV.

ijM Jurkat 
2-ME: 0 Et 0.5 1.0

PARP

Jurkat Puro 
0 Et 0.5 1.0

JurkatBc/-2 
0 Et 0.5 1.0

■115 kDa 
89 kDa

EXHM0 6-3- EKtppaan THS PARP a£ cpuaioAoYiKä Kai cre ETri|joAuaiJeva KÜnapa Jurkat 
p r r ä  au o  xopnYn^n 2-ME. OAike<; TTpooTd'veq a u o p o v c o O q K a v  auö ( jq -e r r e ^ p Y a a p e v a  (0) 
Kai auö £TTd;£pYaa|j£va jje ai0avö^/? (Et) q 0,5 pM koi 1,0 jjM 2-ME yia 24 h K Ü rra p a  Jurkat, 
JurkatPuro koi JurkatBcl-2, öiaxcjopiaOqKav a£ 8% SDS-TrqKTq uoAuaKpuAapiöfou Kai 
avaAü0r)Kav jje  avoooauoTÜTToopa k o tö  Western xP n a |M0Tr0|wvTag £va (jovokA oovikö  
avTiaoopa Tqq PARP.

H öiäaTTaaq Tqg PARP eferaaTqKE ge pq-EUE^spyaapEva q EUE^EpyaajJEva p£ 

2-ME q aiGavöAq KÜTTapa Jurkat, JurkatPuro k o i  JurkatBcl-2. H a v ä A u a q  to jv  

TTpüJTEivwv tto u  a uopovw G qK av a u ö  auTä Ta KÜ napa pE avoooaTroTÜTToaija ko tö  

western, eöei^e öti to  pq-EUE^EpyaapEva q EUE^EpyaapEva pE aiG avoArj K Ü napa  

Jurkat k q i  JurkatPuro £?;£<ppaaav Tq cpuoioAoyiKq p q -ö ia a u a o p £ v q  popcpq tou
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ev^upou, y£Y£6ouq 115 kDa. I t o  KÜnapa öyooc; t to u  xopqyqGqKE 0.5 yM ko i 1,0 |jM 

2-ME yia 24 cJopeg avixvEÜGqrav Kai oi öüo yopcp^g to u  £v£üyou. H yia avTiaToixoüae 

aTqv aKspa ia  115 kDa yopcpq ae k o tö  ttoAü y£iooy£va £TriTT£öa oe aÜYKpiaq y£ auTeg 

toov oyoAÖYüov Touq Kunäpoov y£ q x<^P^ aiGavöAq, evoo n öEÜTEpq yopcpq to u  

ev^üyou avTicrroixoücE aTqv uöpoAuysvq 89 kDa yopcpq tq ?  PARP, t to u  eixe uuoara 

TTpooTeoAuTiKri öiäaTraaq (IXHMa 6-3). A vtiQ eto , ara  /;A7-£TT£^£pYacy£va q 

£TT£^£pYaay£va y£ 2-ME q aiGavöAq KÜTTapa Jurkat t to u  UTT£p£Kcppa^av Tqv Bcl-2 

avixv£Ü0r|K£ yövo q cpuaioAoYiKq yopcpq to u  Ev^üyou PARP y£Y£0ou<; 115 kDa 

(ExnMa 6-3). ETroy£Vüoq, aüycpoova y£ Ta TrapaTTavoo, q UTT£p£Kcppaaq Tqg Bcl-2 
av£CTT£iA£ TTAnpoo  ̂Tqv aTTÖTTTOjaq toov Kunäpoov Jurkat t to u  TrpoKaAmai o ttö  Tqv 2- 

ME.

3.3. H eTTiSpaari ths 2-y£0o^uoicnpa5iöAri? aTrjv £K<ppaoT| twv Bcl-2 Kai Bak

H EuaYooYq Tq<; aTTÖTnoooqq o ttö  Tqv 2-y£0o^uoioTpa5iöAq ETTiTUYXävETai ijeooo Tqq 

cpooacpopuAiooaqg Kai aTTEVEpYOTToiqaq^ Tqg avTi-aiTOTTTOOTiKqq TTpooTEfvn«; Bcl-2 

(Attala et al., 1998; Bu et al., 2002; Shimada et al., 2003). llpoKEiyEvou va £^£Taara 

q ETnöpaaq Tqq 2-ME OTqv Bcl-2, xopqYqGqKE QTa Jurkat, JurkatPuro Kai JurkatBcl-2 

0,5 yM Kai 1,0 yM 2-ME q aiGavöAq \\a  24 dbpEq. Meto to  TT£pag toov 24 oopobv 

aTToyovclbGqKav oi oAike<; ttpooteive^ toov Trapanavoo Kunäpoov Kai avaAü9r]Kav y£ 

avoaoaTroTÜTrtjoya kotö Western, oog rrpog Tqv EKcppaoq Kai Tqv KaTäaTaaq Tqq 

öoyqq Tqg Bcl-2 ( Ix q y a  7.3, ävoo yspoq EiKÖvag). H 2-ME Kai anc; öüo 

ouYK£VTpoba£i  ̂ TTOU xpqc iy0TT0 iq6qK£ TrpOKaA£a£ Tq cpooacpopuAioooq Tq  ̂ Bcl-2, ae 

aÜYKpiaq y£ Ta yq-£TT£^£pYaoy£va q £TTE^£pYaay£va y£ aiGavöAq KÜTTapa Jurkat, 

ETnß£ßai(jövovTaq to  TrpöacpaTa EupqyaTa ysAEToov oe auTÖ to  G£ya (Attala et al., 

1998; Bu et al., 2002; Shimada et al., 2003). EttittAeov, o to  KÜnapa JurkatBcl-2 

avixvEÜGqKE ETriaqg q cpooocpopuAiooyEvq yopcpq Tqq Bcl-2 Aöyoo Tqg xopHYn^nS Tq<; 2- 

ME, TrapöAa auTä öyoo<; Ta ETTiTTEÖa Tq  ̂EKcppaaq«; Tq<; Bcl-2 OTa KÜnapa JurkatBcl-2 

öiaTqpqGqKav uijjqAä, aKÖya Kai y£Tä Tqv xopqYqaq Tq  ̂ 2-ME Aöyoo Tq<; Ê ooYEvebq 

e/aax0£ioq^ Bcl-2 TTpooTE'fvqq (IxnMa 7-3, ävoo yspo«; EiKöva«;).

H cpooacpopuAioooq Tqg Bcl-2 £ y rro ö i^ £ i to ö iy £ p io y ö  Tqc; y£  TTpo-aTTOTTTOüTiKä 

yeAq Tqq uTT£p0 iK0 Y£V£ia  ̂ ir\q Bcl-2 (Haldar et al., 1995; Haldar et al., 1996) Kai rj 

a v a A o Y ia  toov  avTi-aTTOTTT00TiK0bv oog Trpot; Ta Trpo-aTTonTooTiKä y e A q  Tqg
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UTTEpoiKOYeveiaq Tn<̂  Bcl-2 Ka0opf^£i Tqv EuaiaOqala twv KUTTäpwv a£ ttoikIAo 

aTTOTTTWTiKä £p£0iG|jaTa (Reed, 1998; Hengartner, 2000).

AaiJßävoviaq uuöipn to  uapaTTävw Ka0w$ Kai Tq cpwacpopuAfwari th<; Bcl-2 

| j£ T ä  aTTÖ x°PnYnCTrl 2-ME, £^£TäaTr|K£ Kai n £K(ppaaq Trjc; u p 0-aTT0TTTWTiKri£ 

TTpwTd'vri«; Bak, p£Äoq jr\c, uTT£p0 iK0Y£V£ia<; Bcl-2, r\ ouola cpaiveTai auö 

TrporiYOÜiJEveq peAeTEg va Traf^ei pöAo-kAeiöi aTrjv aTTÖTnwar] twv Kunäpw v Jurkat 

(Wang et al., 2001a; Wang et al., 2001b). napaaK£udaTriK£, £TTO|j£vwq, pia 

pEpßpävri viTpoKUTTapfvri^ |J£ avoaoaTTOTÜrrw|ja ko tö  Western Kai £TTwäaTriK£ |J£ 

£va £iöikö avTiawpa yia Tqv avOpwmvq Bak (IxnM a 7 -3, kö tw  (J£poq EiKÖvaq). H 

£K(ppaari t r\c; Bak liTav uipnArj a£ 6Aa Ta öiacpopETiKä Künapa Jurkat koi Trap£|j£iv£ 

ap£TäßÄriTri (jetöi o ttö  TTpoa0r|Kr| 2-ME ae ctutö.

//M Jurkat Jurkat Puro  Jurkat Bcl-2

IxnMa 7-3- EKtppaari th? Bcl-2 koi Bak cte  cpuciioAoYiKä k o i  ae ETTipoAuaiJEva Künapa 
Jurkat jjETä auö x°PnYnCTrl 2-ME. OAiKeq ttpwteTve<; aTropovwOqKav anö |jq- 
ETT£̂ £pYaaiJ£va (0) Kai o t tö  ETT£^£pYaa|j£va p e  ai9avöAr| (Et) q 0,5 pM k o i  1,0 / jM  2-ME y ia  

24 h Künapa Jurkat, JurkatPuro k o i  JurkatBcl-2, ö ia xw p laO qK av  oe 15% SDS-uqKTq 
TroAuaKpuAapiöiou Kai avaAüBqKav jje  avoaoairoTÜTrca|ja koto i Western x p n a |MOTro iw vTaq 

Eva ijo v o k A w v ik ö  avTiawpa Tqg Bcl-2 (avoo pEpoq eikövck;) q Tq? Bak (k o tw  pepog EiKÖvaq). 
P-Bcl-2; ^wacpopuAiwiJevq popcpq Tqq Bcl-2.
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luvoiTTiKä, n 2-ME ttpokoAeoe Tq cpwocpopuAiwaq Kai auvETTwg 

aTTEVEpyoTroiqaq t qg Bcl-2 twv Kunäpwv Jurkat k o i  JurkatPuro x^p iq  va ETrqpEäoEi 

Tqv eKcppaaq Tqq Bak pe airoTEAEopa va pETaßAqGsi q avaAoyia Bcl-2:Bak npog ra 

npo-anoTiTujTim p£Aq Tqg oiKoyEVEia? Kai Ta KÜnapa syivav ttio EualaGqTa GTqv 2- 

ME-ETTayöpevq aTrÖTnwoq. ATTEvavriag, q auvsxqg uTTEpeKcppaoq Tqq Bcl-2 o t o  

ETTipoAucrpEva KÜTTapa JurkatBcl-2 pETEßaAE to Aöyo Bcl-2:Bak npog rr/v avri- 

aTTOTTTcuTiKq Bcl-2 Trpajravq, TTapExovTag ps tov tpötto outö avQEKTiKÖTqTa oto 
KÜnapa Jurkat <77771/ 2-ME-£TraYÖ|j£vq aTTÖTrrwoq.

4.3. H Bcl-2 ETrayei Tr| öiaKOTTrj Trj? aü^rj^ri? twv Jurkat arrj G1 (paarj tou 

KUTTapiKoü kükäou |j£Tä Trj xopHYn^n 2-|JE0o?;uoioTpaöiöAr|g

üpOKEipEVOU va Ê ETOOTEI TTEpaiTEpW O pqxaVIOpÖ? )J£ TOV OTTOIO q Bcl-2 1TpoaTäT£4J£ 

Ta KÜTTapa ottö Tqv 2-ME-ETTayöpEvq auöm w oq , TTpaypaTOTTOiqGqKE aväAuoq (je 
KunapopsTpia poq<; (Ixq p a  8.3).

DTrajq qTav ava|j£vö[jEvo Ta KÜnapa JurkatPuro dxav to iöio upocpiA 

KunapiKoü kükAou ps auTq twv Kunäpwv Jurkat p£ q X^PKi 2-ME ( Ix q p a  8-3). O 

UTTÖ-G1 TrAqGuopö<;, 0 ottoio? Eivai evöeiktikö? twv KUTTäpwv ttou ucpicrravTai 

aTTÖTnwaq, au^qGqKE ottö 5% (KÜnapa ETTE^spyaopEva ps aiGavöAq) oto 27,8%  Kai 

33,4% pETä aTrö xopqyqaq 0,5 pM Kai 1,0 pM 2-ME yia 12 wpEg, avmTOixa, Kai ottö 
3,6% (KÜnapa ETTE^spyaopEva ps aiGavöAq) oto 38,5% Kai 40,4% pera auö  

TipoaOqKq 0,5 pM Kai 1,0 pM 2-ME yia 24 wpsq, avTioToixa (IXHMa 8.3, IlivaKaq 2).

Ie  avTiQEaq, oto KÜnapa JurkatBcl-2 to uoaooTÖ twv aTromwTiKwv K unäpw v 

ttou Epcpavi^ETai aav uTro-cpäaq G1 au^qGqKE auö 4% (KÜnapa ETTE^EpyaaMEva ps 

aiGavöAq) oto 5,7% Kai 13% pETä auö xopqyqaq 0,5pM Kai 1,0 pM 2-ME yia 12 

wp££, avTiaTOixa, Kai ottö 4,5% (KÜnapa ETTE^spyaopEva ps aiGavöAq) oto  14,8% 

Kai 16,1% p£Tä auo  TTpooGqKq 0,5 pM Kai 1,0 pM 2-ME yia 24 wp£?, avTiaroixa 
(Ixqpa 8.3), ETTißEßaiwvovTaq Tqv rrpooTaTEUTiKq öpäaq Tqq Bcl-2 evovti Tr\q 2-ME- 
ETTayöpEvqq aTrörrTwaqq.
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JurkatP i/ro Jurkatßc/-2
s 1 2  h  2 4  h  1 2  h

8 
3

EtOH K

«•

0.5//M 2-ME I*;

st

1.0^/M 2-ME I*

« v  1 6 t  t O *  « J  »ü4 1 0 °  1 « '  (fl* ’  | 0 J  i ö 4 i o "  « '
HWiWtfU

E x n ^ a  8 . 3 .  A v ä A u a r j  T r i?  2 - M E - £ T r a Y Ö | j£ v r |< ;  a T T Ö m w a r i?  to o v  K U T T ä p w v  J u r k a t P u r o  k o i  

J u r k a t B c l - 2  |j e  K u r r a p o p E T p ia  p o n ? .  KÜnapa JurkatPuro koi JurkatBcl-2 crra onoia 
XopriYRÖnKE ai0av6Ar| (EtOH) q 0,5 |jM koi 1,0 /jM 2-ME yia 12 h koi 24 h ouAÄ£x0nKav, 
£TT£^epYäa0r|Kav koi avaAü9r|Kav |je Kunapoprrpia porjq öttcoc; TTEpiYpäŶ psTai aTa uAikö koi 
(JE0OÖOI.

Q otöoo, to  TrpocpiA tou kuttopikoü kükAou to jv  JurkatPuro k o i  JurkatBcl-2 qTav 

öiacpopeTiKÖ pETä o ttö  xopHYn^n 0,5 pM Kai 1,0 pM 2-ME yia 24 dapEg (Ixnpa  3.8). 

A v Kai öev eyive KäiTOioq ttooo tikö^ Trpoaöiopiapö«;, qTav epcpaveq ö ti to  

TrepiaaÖTepa KÜnapa ttou eianxQnaav arr|v S-cpaar), rjTav Ta JurkatBcl-2 ae axsan 

juz Ta KÜnapa JurkatPuro. EttittAeov, n Bcl-2 TrpoKäAeae öiaKOTrn Trjq aü£r)a ns GT1 

G1 cpäon tou KunapiKoü kükAou pETä o ttö  xopnYHan 0,5 pM Kai 1,0 pM 2-ME y\a 24 

wpsg, oe aÜYKpiari pe Ta KÜnapa eAeyxou outoüv, Ta JurkatPuro (Ixnpa 8-3). H 

öiaKOTrr) tou KunapiKoü kükAou cnr| cpäan G1 o ttö  tqv  Bcl-2 pETä anö Trpocr8nKr| 2- 

ME, pnopEi va aTTOTeAeaei eva pnxaviapö p£ tov  otto io rj Bcl-2 cxükei tqv 

TTpoaTaT£UTiKr| Trj? 5päar| evovti Trj? 2-MEETraYÖpevr]^ aTTÖTntoarig, EuiTpeTrovTag, 

£ V Ö £ x o p £ V ü jg ,  aTa KÜnapa va ETTiöiopGcbaouv to  KaTEcnpappEvo DNA, t t o u  

TTpoKAr|0r|KE o ttö  Tf| 2-ME, Trpiv ouvexiotei o KunapiKÖg kükAo^.

2 4  h
. M2

S?

33.4% «6.6%

L
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5.3. H öiaKOTrrj Tr|? aü^nan? tw v  Jurkat arrj G1-(päarj to u  KurrapiKOÜ kükAou 

CTXET^ETai |i£ Trj pETaßoAq Tr|£ £K<ppaCTr|q TWV KUKAlVO-£^apTOJ|J£VWV 

avaCTToA£wv tw v  Kivacrwv, p21 Waf1/c'P1/Sld1 Ka, p27Kip1

ripoKEipsvou va aiTOKTri0£i pia oacpEOTEpq e ik ö v o  tou pqxavia[joü öpaoqg t qq Bcl-2 

OTq öiaKOTrn Tqg G1 cpäoqq p e tö  o t t ö  x o p n Y 1a rl  2-ME, e ^ e tö g th k e  n EKcppaaq t w v

/a//d/i'o-£^apTwp£vwv (cdks) avaaTOÄEWv twv Kivaawv, p21 Waf1/Cip1/Sid1
k q i p27Kip1 /je

avoaoaTroTÜTTWija k o tö  Western (ExHMa 9-3). Kai oi öüo oi cdks p21 koi rj p27 

av ixvE Ü T H K av o e  öAouq Touq öiacpopETiKoüq tütto u^  t w v  Kunäpwv Jurkat. H p27 

EK cppä^ovTav o e  uijjqAöTEpa ETTiTTEöa ottö oti q p21. 'Opwg o to  Kürrapa Jurkat Kai 

JurkatPuro crra ottoio  xopqyqOqKE 2-ME, Ta ettitteS o  EKcppaoqq Tqg p21 peiwOqKav 

aqpavTiKä, e v w  Ta ETrhTEÖa Tqg p27 T T apspE ivav apETäßAqTa o e  o Ü Y K p ia r i ps Ta 

a v T ia T o ix a  t w v  Kurräpwv eAeyxou (JurkatPuro) p£ q x ^ p iq  ai0av6Aq._ A v t iOe t o , q 

UTTEpEKcppaor] Tqg Bcl-2 eixe aav aTTOTEAEapa Tqv ETraYWYn Trj^ EK(ppaaqg Tqq p21 

Kai o e  piKpÖTEpo ßa0pö Tqq p27. E ttittAe o v , Ta ETriTTEÖa Tqq p21 T ra p E p E iv a v  

a(jETäßAriTa psTä tp] xopqYqaq 2-ME o t o  KÜTTapa ttou UTrspsKcppa^av Tq Bcl-2 ae 

oÜYKpiari pE Ta opöAoYa Toug Künapa eAeyxou pE q xwpiq aiOavöAq (ZxnMa 9 -3, ävw 

pepo«; EiKÖva^), aTroÖEiKvüovTag oti q Evioxufjevq EKcppaaq Tqg Bcl-2 aü^qae TTiOavä 

Tq OTa0EpÖTqTa Tqq p2 1 .

/ /  M
2-ME: o

Jurkat
Et 0.5 1.0

Jurkat Puro Jurkat Bcl-2
Et 0.5 1.0

p21

p27

Z x n M a  9 . 3 .  E K c p p a a r i  t h ?  p 2 i Waf1/c,p1 Kai p 2 7 Kip1 c te  Kürrapa J u r k a t ,  J u r k a t P u r o  Kai 
J u r k a t B c l - 2  p£Tä e m o  x o p H Y n ^ H  2 - M E .  OAikei; TTpioTeTveg aTropovwBqKav a n ö  nq- 
eTre^epYaopeva (0) Kai aTrö eTTe^epYao|jeva jje ai9avöAq (Et) q 0,5 pM k o i  1,0 2-ME yia 
24 h Künapa Jurkat, JurkatPuro k o i  JurkatBcl-2, ö iax top ioS qK av oe 15% SDS-TTqKTq 
TToAuaKpuAapiöiou Kai avaAüBqKav jje avoaoaTTOTÜTTW|ja koto i Western xP na |M°TT0lc^ VTa? 
eva p o vo kA w v ikö  a vT ia w u a  7775- p2 i Waf1/c,p1 (avw pepo<; eiKova^) q Tqg p27Kip1 ( k ö itw  m£P°S 
eiKÖvaq).
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EttittpodB etül)? , öev TTapaTr|pr)0r|K£ Ka|jia aMayn crrnv £Kcppaar) rr\q p27 a r a  Jurkat 

Bcl-2, crra OTTOia xopnYn0r|K£ 2-ME (ZxnMa 9-3, kötcjü [JEpoq eikövc«;) tto u  eöei^e ttulx; 

r| STTiöpaaq Tqq 2-ME cttou? avaaTOÄeig to jv  KUKÄivo-e^apTcbpEvoov Kivaatbv (cdks) 

H Tav eiöikh Y |a THV p21. Zuvotttikoi, Ta TTapaTTävod aTOixEia oör|YnGav a T r lv 

TauTOTTOiriGri svög pnXa v ia M°u, o otto io? aupTTEpiÄapßävEi au^oppü0(jia r| to jv  

avaaTOÄEWv t w v  cdks p21 Kai p27 Ka0a)q Kai Eviaxuari Trjc; TrpooTEi'viKri^ 

aTa0£pÖTr|Ta<; to u ?  Kai löianrspa Tq? p21 metö Tqv £K0£ar| toov K unäptov ae 2-ME 

KaTä Tq v OTTOia rj Bcl-2 TrpoKaÄEi ö ia K o u n  Tr|g aü^nariq  a rr) G1 (paar] to u  KurrapiKOÜ 

kükäou t w v  KUTTäpoov Jurkat.
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ENOTHTA B

Ol ETTlÖpCKJEI^ TCJV q)UTO-OICTTpOYÖVü)V ICTO(pAaßOVO£IÖU)V 

Y tv ia TE v iv n ?  Kai Sa i^cfvn^ cttov TToAAaTTÄaCTiaa|JÖ Kai a ir|v  

a TTÖ m w a ri t u v  KUTTäpw v Ju rk a t: O pöAo^ jr\q Bc l-2

6.3. H YeviCTTEvivri eivai iCTXupÖTEpo? maYWY^a? TrIS cnnrömwaris tujv 
KapKiviKwv T-A£|j<poKUTTäpwv Jurkat <mö Trj öaT^rivri

ria  va £ ^£T aaT £ i n ETTiöpaari to o v  laocpAaßovoEiöoöv, öa'^Eivrig (Dz) k o i  

Y£viaT£vivr|<; (Gen) aTr)v aTTÖ TTTooari to o v  Kunäpoov Jurkat, oe Evepyä 

TToAÄaTTÄaaia^ö|j£va KÜnapa Jurkat xopr|YnQr|Kav YSWo'TEvivn (Gen) (IxHM0 1 0 .3A) 

H öä^£ivr| (Dz) (IxHMa 1 0 .3B) a£ a u Y K £ V T p o o a £ iq  o t t ö  0  pM Eooq 5 0  yM f\ ai0avöAr| 

yia 24 ojp£q. M£Tä Triv £TTobaar| to o v  Kunäpoov p£ au*;avöp£v£<; o u y k e v tp o o o e k ;  

iao(pAaßovo£iöwv yia 24 obp£c;, aTTopovd)0r|K£ xapr|Aoü popiaKoü ßäpouq DNA o t t ö  

auT£g Tig KaAAi£pY£i£q Kai avaAü0r|K£ p£ nA£KTpocpöpr|ari a£ uriKTri ayopö^riq.

riapaTriTri0riK£ öti koi to öüo laocpAaßovoEiöq, Y£viaT£vivr| (Gen) Kai öa'^dvri 

(Dz) ETTriYaYav Tr)v evöovouKAeoaoopiKq 0pauapaTOTToir|<7A7 t o u  DNA toov Kunäpoov 

Jurkat, xc(paKTr|piaTiKr| toov Kunäpoov ttou ucpiaTavTai TTpoYpappaTiapevo 0ävaTO n 

aTTÖTTTooari, auYKpivöpsvri pe Ta KÜTTapa aTa ottoio öev eixav xopHYnOei Ta 

laocpAaßovoeiöq r| eixav ETTooaaTd povo pe 0,05% aiGavöAr) (IxnMa 10.3).

'Opoog, to TrpocpiA Tr|q aTTÖTnooaqc; toov KUTTäpoov Jurkat htov öiacpopsTiKÖ  Y ia  Ta 

öüo loaocpAaßovoeiöq ttou xPl^yoTTOinOn1«™- Ta anoTeAeapaTa eöei^av öti r\ 
YEViaTevivr) (Gen) r jT av  laxupÖ T E pog  £TTaYooY£aq Tqq aTTÖ m ooor]^ toov K u n ä p o o v  

Jurkat ottö Trj öa'^rivn (Dz). H ETTaycoYn Tr|q £ vöo vo u K A £ o a o o p iK r|q  

G pauapaTO TT O iria riq  (DNA ladder) r|T av Epcpavqq Kai a rip a vT iK r) a £  auYK£VTpooar| 

öaT^dvriq 5 pM Kai oxeööv oAoKAripooTiKn acpoü öev cpaivETai va au^r|0r|K£ 

TT£piaaÖT£po a£ auYK£VTpooa£iq ottö 10 pM £oog 50 pM Y£ViaT£vivr)q \\a  24 obp£q 

(EXnpa10.3A).
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um Jurkat
Gen: 0 Et 5 10 20 30 40 50

ZXHMa 10.3. ETTaYtuYn th? aTTÖmwariq twv KUTTäpwv Jurkat auö  Tr) Y£viaT£vivr| (Gen) 
k o i  Tr| öaTi£Eivr| (Dz). Ie evepyä TToAAaTTAaaia£ö|JEva KÜnapa Jurkat, xopnYn0nKc<v 
a u ^ a v ö p e v E q  a u Y K E V T p w a E iq  (A) y ^ v ia T e v iv r iq  (Gen) ii (B) ö a i^ E iv r iq  (Dz) t t o u  KU|JcuvovTav 
auö 0 cof 50 /vM ri ai0avöAr| (Et) Yia 24 h Kai xa|jr|Aoü popiaKoü ßäpouq DNA aTTopovoj0r|K£ 
Kai avaAü0r|K£ az 1.6% irrik tp | a Y a p ö ^ n q .

ETTopevwq, n aTTÖTTTwari twv Kurräpwv Jurkat ctto ottoio xopnYn9nKe 

Y£viaTEvivr| (Gen) öev cpaivETai va r|Tav öoao-e^apTwpevr], a(poii aKÖpn Kai ae 

<jt/)/K£VTpwa£i? xaMHAeq wc; Kai 5 pM r|Tav iKavä va ettöyei Tpv KurrapiKn ottötttwoti, 

Xwpk; epcpavq aü^nari as au^avöpeveq auYKevTpwaeiq (IxnMa 10.3A). AvtiBeto, n 

aTTÖTTTwar) twv Kunäpwv Jurkat peTÖ ir\ xopr]Yna n öai£eivr| (Dz) r)Tav epcpavnq ae 

auYKEVTpwaeiq ttöivw ottö 20 pM peTä ottö 24 wpec; Kai au^r|0r|Ke aqpavTiKä pe 

au^avöpeveq a u Y K e v T p w a e i?  Y ^ v ia T e v iv r ic ; ,  Kai löiarrepa ae a u Y K e v T p w a e i« ;  40 pM k o i  

50 f jM öa'^eivriq (Dz) Yia 24 wpeq (ZxniJa 10.3B). Ta auoTeAeapaTa eöei^av öti r) 

YeviaTevivq (Gen) r|Tav laxupÖTepo? eiraYWYea? twv KapKiviKwv T-AepcpoKurräpwv 

Jurkat ottö Tr) öai^eivri (Dz).
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7.3. H Gfl/77-aTTOTTTlOTIKq TTpWT£Tvr| Bcl-2 avaCTT£ÄÄ£l TrjV a T T Ö m w a r i TWV

K U TT äp u jv  J u r k a t  tto u  £TTäY£TQi o ttö  Ta  ia o q > A a ß o v o £ iö r), y e v ic t t e v iv h  K ai 

ö aw ^d vq

Tia va e^eTaaTei q eTTiöpaaq Tqg Bcl-2 aTr|v aTTÖTnooaq toov Kunäpoov Jurkat 

METä ottö Tr| x°PnYnarl yeviGTevivqq (Gen) q öai^eivqq (Dz), ae evepyä 

TroAAaTTAaaia^öpeva Künapa JurkatPuro k o i JurkatBcl-2 (IxnMa 4.3A), xopqyqOqKav 

yeviOTevivq (Gen), (IxHM0 11-3) n öa'^eivq (Dz) (IxHMa 12.3) ae auYKevTpoüaeic; ottö

0 |j M eooq 50  pM q ai0avöAr| yia 24 oopeq. MeTä Tqv eTrooaaq toov Kunäpoov pe Ta 

laocpAaßovoeiöq aTropovu)0qKe xaMn^°ü popiaKoü ßäpouq DNA ottö auTeq Tiq 

KaAAiepyeieq Kai avaAü0r|Ke pe qAeKTpocpöpqaq ae TrqKTq ayapö^q«;.

H x°PnYnarl TrIS yeviOTevivq^ (Gen) (IxHM0 11-3) TTpoKäAeae Tqv 

evöovouKAeoaoopiKq 0pauapaTOTToiqaq tou DNA, KÜpio xa p a K T q p ia T iK ö  Kunäpoov 

ttou ucpiaTavTai aTTÖ m ooaq oto K ü n a p a  JurkatPuro, öivovto«; to iöio npocpiA 

aTTÖTTTajaqq öttooc; Kai o to pq e-mpoAuapeva K ü n a p a  Jurkat koi oe öAeq i \ < ;  

auyKevTpcjüaei<; ttou xopqyqOqKav. H aTTÖTnooaq toov Kunäpoov JurkatPuro ara 

ottoio xopqyqOqKe q yeviOTevivq (Gen) 6ev cpaiveTai va qTav öoao-e^apTwpevq 

eiTißeßaicbvovTaq to TrapaTTävoo eüpqpa oto K ü n a p a  Jurkat (Ixqpa 10.3A). Ze 

avTi0eaq, q uuepeK(ppaaq Tqq avTi-aTTOTnooTiKqc; TTpcoTe'i'vqq Bcl-2 aveaTeiAe TTAqpoog 

Tqv aTTÖTTTüJoq tcov Kunäpojv Jurkat ttou eTTöyeTai ottö Tq yeviOTevivq (Gen) (IxHM0 

11.3).

pM_______ Jurkat_______  Jurkat Puro _____ Jurkat Bcl-2
Gen: 0 Et 5 10 20 30 40 50 0 Et 5 10 20 30 40 50 0 Et 5 10 20 30 40 50

- s . - -

Zxnpa 11.3. H ETraycoyn Trj? aTTÖTmoanS toov Kimäpwv Jurkat ottö th y£viCTT£vivr| 
(Gen) avaaTEÄÄETai qttö Tq Bcl-2. I to  Künapa JurkatPuro Kai JuraktBcl-2 xopqyqSqKav 
au^avöpeve«; auYKEVTpooaeiq Y^viaTEvivriq (Gen) ttou KupaivovTav qttö 0 ooq 50 pM q
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a i0 a v ö A r| (Et) yia 2 4  h Kai x a p n A o ü  p o p ia K o ü  ß ä p o u q  DNA aTTopovcoOriKE Kai avaÄ ü0r|K E  ae  
1.6% TTr|KTn ayapö^riq.

mM______Jurkat______  Jurkat Puro Jurkat Bcl-2
Dz: 0 Et 5 10 20 30 40 50 0 Et 5 10 20 30 40 50 0 Et 5 10 20 30 40 50

ZxnHa 12.3. H ETTayioYn ths a n o T T T w o T i?  t w v  Kim äpwv Jurkat o t t ö  T r j  öaT^Eivn (Dz) 
avaaTEÄAETai anö  th  Bcl-2. I t o  KÜnapa JurkatPuro koi JuraktBcl-2 xopnYn0r|Kav 
au^avö|j£veq G u y K E v ip w a e iq  ö a i^ E iv r iq  (Dz) t t o u  k u i j o i v o v t o v  o t t ö  0 ooq 50 |jM n aiOavöAr) 
(Et) yia 24 h Kai xa|-ir]Aoü |jopiaKoü ßäpouq DNA a /7 o ^o v w 0 r|K e  Kai avaAü0r|K£ a e  1.6% 
TTriKTn ayapö^nq.

H xopHYnon TrIS öa'i^eivnq (Dz) ara KÜTTapa JurkatPuro q JurkatBcl-2 (IxnMa 

12.3) TTpoKaAeae Tqv evöovouKAeoaoopiKn 0pauapaTOTToir|ar| tou DNA, o to  KÜTTapa 

JurkatPuro, öivovTaq to iöio TTpocpiA aTTÖTnooang ÖTToog koi oto |jr| eTTipoAuapeva 

KÜTTapa Jurkat koi ae öhzq Tiq auYKevTpwaeig ttou xopnYH0riKav. H aTTÖTTTooari toov 

KUTTäpoov JurkatPuro oto  OTroia xopr|Yn0r|Ke r| 5a'^£ivn (Dz) cpaivETai va r|Tav öoao- 

e^apToöpevri, Kai iaxupr| ae auYKevTpobaeig toov 40 pM k oi 50 jjM Dz, 

eTTißeßaioovovTaq to  TrapaTTävoo eüpnpa oto KÜnapa Jurkat (ZxHMa 10.3B). Xe 

avTi0ean, r| uTrepeKcppaan t r\q avTi-aTTomooTiKrj^ TrpooTeivriq Bcl-2 aveaTeiAe TTAnpooq 

Tr]v aTTÖTTTooari toov KUTTäpoov Jurkat ttou eTTäYeTai arrö Tr) öa'^dvri (Dz) (IxnMa 12.3).

Ta aTTOTeAeapaTa eöei^av ö t i  q uTTepeK(ppaar| Trjq avTi-aTTomooTiKr|£ TTpooTelvriq 

Bcl-2 h to v  la xu pö q  avaaToAeaq Tqq aTTÖTTTooari^ toov KUTTäpoov Jurkat t t o u  

upoKaAeiTai a u ö  Ta laocpAaßovoeiön, Y^viaTevivr) (Gen) Kai öaT^eivrj (Dz).
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KEOAAAIO TETAPTO

ZYZHTHZH

M n x a v ia j j ö q  ö p ä a r i s  T rjq  2 - j j£ 0o 5uo iC TT pa5 iö A n ?  cte K a p K iv iK ä  K Ü n a p a  a £  

a x e a r j  |J£ T r |v  K u r r a p iK n  a ü ^ n ^ H  K a i r r n ß iw a n

H 2-ME Eivai Eva avTi-auJ;r|TiKÖ pöpio ttou £uäy£i auoTEAEapaTiKä auöuTooan as 

EVEpYooq au^avopsva KÜTTapa in vitro koi in vivo (Pribulba et al., 2000). Eivai evaq 

evöoyevh? p£Taßo/uTr|q Tqq 17ß-oiaTpaöiöAr|<; ttou oxnpcm ^ETai o ttö  öiaöoxiKq 

uöpo^uAicoan Kai pEGuAiwar] o th  0£ar)-2, o to  quap (Zhu and Cooney, 1998). H 2-ME 

öpa avE^äpTr|Ta auö Touq oiOTpoyoviKoü? uuoöoxeis a Kai ß Ka0u)<; Kai ovooteAAei 
Tqv ayYEioyEVEari in vitro koi in vivo (La Valle et al., 2002; Yu et al., 1997). H avn- 

uoAAauAaaiaaTiKii öpäar| Tr|£ 2-ME Eivai euiAektikh Kai uEpiopi^ETai oe KapKiviKä 

K Ü n a p a  (Fotsis et al., 1994; Mukhopodhay and Roth,1997; Seegers et al., 1997; 

Huang et al., 2000; Kumar et al., 2001; Bu et al., 2001; Ghosh et al., 2003) Kai o u tö  

Tqv KaOiora pq to^ikh xnp£io0Epau£UTiKn ouaia (Wassberg, 1999; Fotsis et al., 

1994).

Oi auv0qK£q koi oi uogothte«; xopHYn^nq Tqq 2-ME, uou upoKäAEaav 

/TpoYPappccriopEvo KurrapiKÖ 0ävaTO uoAAwv KunapiKoav OEipcJüv in vitro ko i in vivo, 

rjTav öiacpopETiKEq yia tov  ko0e KurrapiKÖ tüuo. Ha uapäÖEiypa, ouykevtpoüctek; tw v  

10 nM 2-ME upoKäAEaav avaaToAq tou uoAAauAaaiaapoü to jv avOpcouivcov 

KUTTäpwv tou  KapKivou tou paaToü MCF-7 (Lottering et al., 1992). l e  apKETdt 

uipnAoTEpEi; auyKEVTpwaEiq Tr]g Tä^nq tcov > 1,0 pM, r) 2-ME Epcpävias au^npEvq 

KUTTapOTO ÎKÖTqTa OE UOAAsg KapKIVIK£<; KUTTapIKE? a£lp£? uou u£pi£Aäpßavav 

KÜ napa tou KapKivou tou TpaxnAou Heia kcii tou KapKivou tou paaToü MCF-7 

(Seegers et al., 1997), evoo oto 10 pM, q 2-ME upoköAeoe a u ö u T O ja r i cmq
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KuuapiKeq OEipEg PC-3 k o i  LNCaP tou kopkivou tou TrpooTäTq |jeTä anö 6 koi 36 

wpsg, avTiaTOixa (Bu et al., 2002).

It i- |v  napouaa  spyaofa, ysAETqGqKav ettittAeov oi euiöpäaeiq th? 2-ME ara  

avQpwTnva T-AsuxaiyiKä Künapa Jurkat koi o pöAog Tqg Bcl-2 OTqv aTTÖTnwaq ttou 

TrpoKaAEiTai o tto  Tq 2-ME. Ta Küpia EupqyaTa Tqg Trapoüaag Epyaafag qTav oti q 2- 

ME upoKaAsaE Tqv a irö m w o q  tw v  Kunäpoov Jurkat kotö eva öoao- /ca/ xpovo- 

e?;apTwy£vo TpöiTO, (j£ tov  öeütepo va Eivai ttio  Kpiaipog TrapäyovTag air) 2-ME- 

£TTayö[JEvn aTTÖTTTCoaq. AsÜTEpov, n ETraYtoyn Tqg aTTÖmwans tw v  Jurkat a u ö  Tq 2- 

ME ax£Ti^ovTav pe Tq cpwocpopuAfwaq Kai ko t’ aKoAouOia aTTEVEpYOTToiqan t r\q ovti- 

aTTOTTTCOTiKqq TrpwTsivqg Bcl-2. H UTT£pEK(ppaaq Tq<5 Bcl-2 oveoteiAe TTAqpwg Tqv 

aTTOTTTCüoq tw v  Kunäpwv Jurkat ottö  Tq 2-ME. TpiTOV, q 2-ME yEiwoE to  ETTiTTEÖa 

EKcppaaqq tou avaoToAsa tw v  kukAivo-e^optwijevwv Kivaawv p2 i Waf/Cip1 Kai 

TETapTov, q UTrepEKCppaaq Tqg Bcl-2 ttpokoAeoe Tq öiaKOnq Tqg KunapiKqg aü^qaqg 

OTr) cpäaq G1 tou KunapiKOÜ kükäou y£Tä Tr] xopnynaq 2-ME au^ävovTag Tqv 

EKcppaaq tw v  p21Waf/Cip1 Kai p27Kip1 Kai Tq OTaGEpÖTqTa Tqg p2 l Waf/CiP1. A u to  Ta 

EupqyaTa xapaKTqpi^ouv Eva yopiaKÖ yqxaviayö [je tov otto io q Bcl-2 TTpoaTäTEijJE 

Ta Künapa Jurkat o ttö  Tqv 2-ME-£TTaYÖ|j£vq a irö m w o q .

iT q v  T rapoüoa  ysAETq aTTOÖEixGqKE o ,t i q 2-ME ovooteAAei to v  

TroAAaTTAaaiaa|j6 Kai ETräyEi Tqv aTTÖTnwaq tw v  K u n ä p w v  Jurkat k o tö  Eva öoao - 

k c ii  /po \/o-£^apTw iJEVo TpöiTO. H 2-ME TTpoKäAEaE aTrömwaq o to  KÜTTapa Jurkat 

TÖOO ÖTOV XOpqYnölKE OE yiKpEg TTOOÖTqTEg TWV 0,5 |JM, 6 o o  Kai QTI^ (JEYaAÜTEpsq 

ööcjek; tw v  10 yM, y ia  24 Kai 48 w p w v . H ö ia n io T w o q  auTq npoEKUijJE yETä a n o  

£cpap|JOYn M'aq öoao-£^apTw y£vqg  ö iaö iK aa iag  y£ Ta K ü n a p a  Jurkat, Ta o tto io  

E jjcpävioav ETraYWYq Tqg EVÖovouKAEoawyiKq«; GpauayaTOTTOiqaqg to u  DNA (DNA 

laddering) oTig TrapaTTävw auyKEVTpwaEig. KaTä Tq (JEAETq Tqg xpovo-£^apTW [j£vqq  

aTTÖTTTwaqg, öian iaTw Q qK av ö ti q ETraywYn Tqg GpauajjaTOTTOiqaq^ to u  DNA 

^EKivqoE OTig 8 wps<; Kai qTav t t io  EVTOvq oti<; 12 Kai 24 wp£g a n g  0,5 yM Kai 1,0 yM 

2-ME t to u  xopHYRÖnrav. H xp ö vo - Kai doao-E^apTwyEvq a T rö m w o q  tw v  K u n ä p w v  

Jurkat ETriß£ßaiw6nK£ ko i y£ Ecpapyoyq Tqg K unapoysTp iag  poqg, KaQwg Kai yE Tqv 

TTpwTEoAuTiKq öiäaTTaaq Tqq PARP,q o tto io  Gewpeito i a^iöuiaTOc; ö s ik th ^  Tqg 

aTTÖTTTwaqq tw v  K u n ä p w v . H ETraYwyq Tqq aiTÖTTTwaqg tw v  KUTTäpwv Jurkat o ttö  

777 2-ME qTav avs^äpTqTq auö Tqv p53 KaGwg Ta KÜTTapa Jurkat cpspouv 

yETaAAayiJEva avTiypacpa Tqg p53.
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npoqyoüp£V£? peAete? eöei^ov ö ti q Bcl-2 au(j(j£T£X£i OTqv aTTOTTTWTiKq öpäoq 

7775- 2-ME o£ uoAAä KapKiviKä KÜnapa. EiöiKOTEpa, exei öeix0ei öti q avTi-aTTomwTiKq 

TTpcoTEivq Bcl-2 puopEi va cpwacpopuAiwOsi OTq 0£aq Ser70 Kai okoAoüOw? va 

aTT£V£pYOTTOiq0£l OTTÖ OUOIE? Ol OTTOIE? aTTOOTa0£pOTTOIOLIV TOU? piKpOOWAqVIOKOU?, 

öttw? q Ta^öAq (taxol) (Haldar et al., 1996; Blagosklonny et al., 1996; Haldar et al., 

1997; Wang et al., 1998; Srivastava et al., 1999) q q 2-ME (Haldar et al., 1997; 

Attala et al., 2002; Bu et al., 2002; Shimada et al., 2003). 'Opw?, q Bcl-2 öev 

cpwacpopuAiwvETai oe KÜTTapa ETTE^spyaopEva ps Trpo-airoTTTcoTiKä cpäppara Ta 

orroia öev ETTqpEä^ouv Tq OTa0£pÖTqTa tw v  piKpoawAqviaKwv öeixvovto? ö ti q 

KaTaoTpocpq tw v  piKpoawAqviaKwv aTTOTEAEi EpE0iapa yia Tq cpwocpopuAiwaq Tq? 

Bcl-2 (Haldar et al., 1996; Blagosklonny et al., 1997; Haldar et al., 1997). flpöocpaTE? 

PeAete? EÖEi^av öti q ETrayöpEvq aTTÖTwoq tw v  EpuOpopuEAosiöwv AsuxaipiKwv 

KUTTäpwv (Attala et al., 1998) koi TTpooTaTiKwv K u n ä p w v  (Bu et al., 2002) a irö  Tq 2- 

ME ocpEiAETai OTq cpwocpopuAiwoq Tq? c-jun apivoTEAiKq? Kiväoq? (JNK) q ouoia 

auoxETi^ETai p£ Tq cpwocpopuAiwaq Tq? Bcl-2, poAovöTi o pqxaviapö? auTÖ? 

/7apapEVEi pq KaTavoqTÖ? (Lei et al., 2002). 'Opoia, TTpöocpaTE? peAete? sösi^av ö ti 

Tra pä yo vTE ? ttou  ETrqpEä^ouv Tq öuvapiKq tw v piKpoawAqvioKwv ToupTrouAivq? 

ETräyouv ETTiaq? Tq cpwocpopuAiwoq evö? äAAou avTi-aTT0mwTiK0ü psAou? Tq? 

UTTEpoiKoyEVEiag Tq? Bcl-2, 7775- Bcl-XL o to  KaTäAoiTTO Ser62 q OTTOia a u axETi^ETai ps 

Tq cpwocpopuAiwoq Tq? JNK (Basu and Haldar, 2003). O pöAo? Tq? cpwocpopuAiwoq? 

rris Bcl-2 OTq pü0pioq Tq? auÖTTTwaq? öev Eivai aacpq? öiöti pspiKE? peAete? 

öeixvouv öti q cpwocpopuAiwoq evioxüei evw öAAe? öti auEvspyoTTOiEi Tqv ovti- 

aiTOTTTWTiKq Tq? öpäoq (Haldar et al., 1995; Horiuchi et al., 1997; Ito et al., 1997; 

Yamamoto et al., 1999; Deng et al., 2000; Deng et al., 2001). Ta auoTEAEopaTa OTqv 

TTapoüaa spyaoia o u vq yo p o ü v  OTqv aTTEVEpyoTToiqaq Tq? Bcl-2 ps cpwocpopuAiwaq 

k o i  EuopEvw? OTqv airwAsia q peiwaq Tq? avTi-aTTOTTTWTiKq? Tq? öpäoq?. H 

cpwocpopuAiwaq Tq? Bcl-2 Epuoöi^ei t i öipspiapö Tq? OTqv Bak TrpwTE'i'vq, q TEAEUTaia 

öev aTTEVEpyoTTOiEiTai Kai Ta KÜnapa oöqyoüvrai OTqv aTTÖTTTWoq (Haldar et al., 

1995; Haldar et al., 1996). H cpwocpopuAiwoq Kai aTTEVEpyoTToiqaq Tiq? Bcl-2 

TrpoKäAEaE aiTÖTTTWoq oe AsuxaipiKä KÜnapa EpuOpoü pusAoü (Attala et al., 1998) 

Ka0w? koi oe KÜnapa to u  KapKivou to u  TrpoaTäTq (Bu et al., 2002; Shimada et al., 

2003). Ta Trapairävw otoixeio  ottoöeikvü ou v öti q cpwocpopuAiu;oY7 k o i  

aTTEVEpyoTroiqaq Tq? Bcl-2 Eivai aqpavTiKÖ? TrapäyovTa? Tq? 2-ME-£Trayöp£vq?
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aTTÖTnüoaqg, öev efvai öpooq, yvüootö av q Bcl-2 prropei va TTpoaTaTEifJEi a irö tov 

GävaTo ttou TrpoKaAd q ouaia auTq.

r ip 0K£i|j£V0u va (jeAethGei o avTi-anoTTTüoti kö<̂  pöAo<; Tr|? Bcl-2 arrjv eTTaYÖ|j£vq 

aTTÖTTTajari tüov Kunäpoov Jurkat ottö ti-| 2-ME KaTaaKEuäaTqKav KÜTTapa Jurkat t t o u  

EKcppö^ouv Evav cpopsa eAeyxou (Puro) koi Jurkat ttou EKcppä^ouv avGpobTnvq Bcl-2. 

H avGEKTiKÖTriTa tüov Jurkat ttou UTrspEKcppa^av Tqv Bcl-2 evovti tüov Jurkat k o i  

JurkatPuro rjTav £|-i<pavq<; )j£Tä ottö ETTübaaq Toug Y|a 24 h (je 0,5 jjM Kai 1,0 jjM q 

aiGavöAn Kai aväAuaq tüov ekxuAiomcitüov DNA |je qAEKTpocpöpqaq aE TrqKTq 

aYapö^qq. H uTTEpEKcppaaq Tqq Bcl-2 om  KÜnapa JurkatBcl-2 Trap£(jTTÖÖio£ TrAqpooq 

Trjv EvöovouKAEooüopiKri 6paua|jaT0TT0iqaq tou DNA KaGoö«; Kai Tqv TrpooTEoAuTiKq 

öiäaTTaaq Tq$ PARP, öüo aq|javTiKdbv öeiktoov Trjq aTTÖmooaqg tüov Kunäpoov.

npoKEipEvou va EpEuvqGd TTEpaiTEpüo n ETriöpaari Tqg 2-ME aTr|v EKcppaaq Tqq 

Bcl-2, xopnYnönKav 0,5 pM Kai 1,0 |jM 2-ME q aiGavöAq oe KÜnapa Jurkat, 

JurkatPuro Kai JurkatBcl-2 yia 24 h. H aväAuar) rrpüOTE'ivübv jje avoaoaTroTÜTTüoiJa 

KaTä Western eöei^e öti q 2-ME TTpoKäAEaE cpooacpopuAiooaq tüov Bcl-2 oe öAoug 

Touq öiacpopETiKoOq TÜTroug Jurkat. napöA’ auTä, aTa JurkatBcl-2 Ta ETrhTEöa Tqg |jq- 

cpooacpopuAioo|JEvqq Bcl-2 TTapE[j£ivav uijjqAä, napä Tqv cpooacpopuAiooaq evö«; pepouq 

auTqg, Aöyoo Tqc; uTTEpEKcppaaqg Tqq Bcl-2.

Ta (JEAr) Tq? u t t e p o ik o y e v e io «; tqq  Bcl-2 E iva i o i K ü p io i p u G p ia T E q  Tq^ 

aTTÖ Tnooarig ö ia jJ E a o u  Tqq piTOXOVÖ piaKqs T ro p d a ^ . O i o v t i- (Bcl-2 K a i  Bcl-XL) k o i  

ttpo- (Bax Kai Bak) anoTnooT iK E ^ Bcl-2 /7pooTd'v£g p u G p i^ o u v  Tqv a n ö m o o a q ,  

(jEpiKcbg, sAEYXOVTaq Tqv aTTEAEuGEpooaq to u  KUTOxpoopaToq C ottö  Ta p iT o x ö v ö p ia .  

O i Bcl-2 K a i  B c I -X l  TTapE iJTroö i^ouv Tqv a v a K a T a v o |jq  tou  KUTOXptibfjaTO^ C  cug 

a n Ö K p ia q  a £  Tro iK iAa a iro m o o T iK ä  E pE G ia fjaT a , evoö oi Bax k o i  Bak T rp o ä Y O u v  Tqv 

aTTEAEuGspüoaq to u  KUTOXpoopaTog C  a n ö  Ta p n o x ö v ö p ia .  O  h ö y o q  (je t o ^ ü u p o -  k o i  

avr/-aTTOTTTüOTIKübv TTpüOTEIVübv K a G op^E I |JEplKübq Tqv ETTIÖEKTIKÖTqTa TÜOV KUTTÖpüOV

ae aTTOTTTüOTiKä EpEGiapaTa (Gross et al., 1999; Kroemer and Reed, 2000; 

Hengartner, 2000). npöacpaTEc; [jeAete^ Eösi^av öti q Bak Trai^Ei aqpavTiKÖ pöAo otov 

aTTOTTTüOTiKö pqxavia|jö aTTEAEuGEpooaqg tou KUTOxpooMaToq C airö Ta piTOXövöpia 

Kai auvETTübq aTq avGEKTiKÖTqTa oe xnM£l°9 £PC(TT£UTiKä tüov avGpoonivoov T- 

Aeuxai|jiKüöv Kunäpoov Jurkat (Wang et al., 2001a; Wang et al., 2001b).

Ecpöaov o Aöyoc; Bcl-2:Bak dvai KaQopiaTiKÖq Y|a Trl v t^XH TtJjv Kunäpoov pETä 

o ttö  ETriöpaaq aTTomcoTiKüov öiEYEpTübv (Reed, 1998; Green and Reed, 1998; 

Hengartner, 2000), KpiOqKE OKÖTriijq q psAsTq Tqq EKcppaaqq Tq<; Bak aTqv Trapoüaa
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epeuva. H aväAuaq Tqg upwTd'v/7f  Bak öAwv tw v e^eto^ömevwv Kunäpwv Jurkat, 

£Ö£î £ öti Ta £TTiTT£Öa Excppaaqq Tqq Bak uap£|j£ivav ay£TäßAqTa aKöpn Kai p£Tä 

auö xopqyqaq 2-ME. Ta auoT£A£a|ja outö oöqyd o to  au |ju£paa[ja  öti aTa KÜTTapa 

/je cpwacpopuAiw[j£vq Bcl-2 o Köyoq Bcl-2:Bak |j£TaKivdTai u p og 777 Bak, £vw g to  

KÜTTapa Jurkat \jz uu£p£Kcppaa|JEvq Bcl-2 o Aöyog Bcl-2:Bak |j£TaßäAÄ£Tai upoq Tq 

Bcl-2. iTqv upwTq UEprnrwaq Ta KÜTTapa dvai m o £uaia0qTa GTriv auöuTtoaq ttou 

TTpoKaÄdTai ottö  Tq x°PnYnarl T!K  2-ME, evw OTq ö£ÜT£pq u£piuTwaq q 

UTT£p£Kcppaaq Tqq Bcl-2 avaaT£ÄÄ£i Tqv auouTWTiKq uopda  to jv  KUTTäpwv |j£Tä auö 

£TT£^£pYaaia p£ avTiKapKiviKeg ouafe«; öuwg q 2-ME. Auto  Ta auoT£A£a|jaTa 

[j£TaßoAqq tou Aöyou Bcl-2:Bak ottö  Tq 2-ME q/Kai Tqv uu£p£K(ppaaq Tqq Bcl-2 dvai 

aqpavTira ö£öop£vqq Tqq \iz\6kr\c, aq|jaaiag Tqq Bak OTqv auöu rw aq  tw v  Kurräpwv 

Jurkat. Künapa Jurkat £ÄÄ£i[jpaTiKä oe Bak ßp£0qKav va dvai av0£KTiKä aTqv 

aTTÖTTTwaq ttou upoKaAdTai o ttö  UV q auö avTiKapKiviKä cpäpiuara Aöyw jr\q 

aöuvapiaq va au£Ä£u0£pwaouv KUTÖxpwpa C auö Ta |jiToxövöpia q tov uapäyovTa 

e/7CTKWYqg TrlS auöuTwaq«; AIF (apoptosis-inducing factor) (Wang et al., 2001a). 

EuiuAeov £upr)|jaTa £Ö£i^av öti q xopqyqoq E^wyEVoüq Bak |juopoüo£ va ettoyei Tqv 

au£Ä£u0£pwaq tou KUT0Xpw[jaT0<; C auö piToxövöpia auopovw|j£va auö  KÜTTapa 

Bax'7", Bid'7' q Bid^Bax'7' 6 ia \oviöiokwv uovtikw v, öqAaöq £AA£i|j|jaTiKä oe Bax q/Kai 

Bid, au[JU£paivovTaq öti q AEiToupyia Tqq Bak dvai ave^äpTqTq auö i\q Bax k o i  Bid 

(Wang et al., 20001a). Iu vo u tikö , auTsq oi [jeAete^ ödxvouv öti q Bak aup|j£T£X£i 

£iT£ OTq pü0piaq q OTq öiE^aywYq Tqg auöuTwaqq öia(j£aou Tqq |jiToxovöpiaKq<; 

uopdag. Ta auoT£A£a|jaTa Tqg uapoüaac; Epyaaiaq upO Tdvouv öti q 

auEVEpYOUOiqaq Aöyw cpwacpopuAiwaqi; Tqq Bcl-2 Kai o Aöyoq Bcl-2:Bak qTav 

Ka0opiaTiKä OTqv auöuTwaq tw v Kurräpwv Jurkat auö Tq 2-ME Kai ö ti q Bcl-2 

ßpiaKETai OTqv uopda  Tqc; auouTWTiKqq uopdaq outw v tw v Kurräpwv uou 

£V£pY0U0 i£iTai auö Tq 2-ME.

l1 p o qY O Ü iJ£ V £ g  ije Ae t e «; e x o u v  ö d ^ e i  öti q 2-ME E u ä y e i Tq ö ia K O u q  Tqq a ü ^ q a q g  

ö ia c p ö p w v  K a p K iv iK w v  a e ip w v  a x s ö ö v  a e  ökeq Tiq cpäaE ig  t o u  k u t t o p ik o ü  k ü k A o u  u o u  

e^apTäTai a u ö  Tq ö ö a q  ir\q 2-ME K ai a u ö  to  K u n a p iK Ö  t ü u o . Ha u a p ä S e iy p a ,  q 2- 

ME uap£(Juoö^ei Tq upöoöo t o u  k u t t o p ik o ü  k ü k Ao u  K a p K iv iK w v  K u r r ä p w v  paaToü 

OTq cp ä a q  G1 (Schumacher and Neuhaus, 2001), ooTEoaapKwpaTiKwv K U T T ä p w v  

OTiq cp ä a £ iq  G1/S Kai G2/M u o u  d ;a p T ä T a i a u ö  Tq a u y K E V T p w a q  t h ^  2-ME 

(Golebiewska et al., 2002), K u n ä p w v  Jurkat (Attala et al., 1996), £ v w  

(j£TaaxqMcma|j£vwv K u n ä p w v  a v 0 p w u iv w v  iv o ß A a a T W v  (Seegers et al, 1997),
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KapKiviKcov ETTiQqAiaKobv Kunäpoov TrpoGTäTri (Kumar et al., 2001; Qadan et al., 

2001), YdGTpiKoü KapKivd)(jaTog (Lin et al., 2001), TroAAcrnAoü puEAoöpaTO«; (Dingli et 

al., 2002), p£AavdbpaTO<; (Ghosh et al., 2003) Kai puEAoßAaoTobpaTog (Kumar et al, 

2003) üTr| cpäoq G2/M, evoo ae Künapa KapKivou tou TrayKpEaTO«; npoKaAei 

TTapäTaar] Tqq S-cpäoqq (Schumacher et al., 1999). ÄAAe<; peAete«; eösi^av o ti ettoyei 

Tqv aTTÖTTTCoor) KapKiviKciov Kunäpoov ÖTToog TrvEÜpova (Mukhopadhay and Roth,

1997) koi TrpooTäTr) (Bu et al., 2002) x^p iq  va ETrqpEä^Ei Tq TTpöoöo tou KunapiKOÜ 

klikAou. H psAerq Trjq E T T iöpaoqq  Tqq 2-ME o t o v  KunapiKÖ kükAo to ov  Jurkat qTav 

avayKaia OTqv T T a p o ü o a  spsuva, TTpoKEipsvou va EpEuvqGsi TTEpaiTEpoo o pqxaviapöi; 

pe t o v  otto io  n Bcl-2 TrpooTaTEÜEi Ta Künapa o tto  Tq 2-ME-ETraYÖpEvq aTTÖTnoooq. 

npayMOTi, n aväAuori ps KunapopETpia poqq, eöei^e öti r| Bcl-2 ettöyei Tq öiaKOTrq 

t i i ^  aü^qoqc; to ov  Kunäpoov OTq G1 cpäor| tou  kutjopikoü kükAou pETä o ttö  xopqYnarl 

2-ME. H öiokotth  tou KunapiKOÜ kükAou OTr]v G1 cpäoq Aöyoo öpäoqq Tqq Bcl-2, 

TTiGavÖTaTa, papTupd evav avTi-aTrouTooTiKÖ pqxaviopö, kotö t o v  otto io  öivetoi n 

euKaipia o to  Künapa va ETnöiopGoovouv to  KaTEaTpappEvo, auö Tqv 2-ME, DNA,

TTpOTOÜ TTpOXOOpriOEI TO KÜTTOpO OTiq ETTÖpEVE«; (päOEiq TOU KÜKAOU.

A uth  r| öiaKorrn tou TToAAaTTAaoiaopoü toov Kunäpoov Jurkat arr/v G1 cpäcjq, 

qTav acpoppq y |a Trlv E^ETaoq Tqq EKcppaoq«; TrpooTEivoov ttou ouppETSxouv o tov 

eAeyxo tou KUTTapiKOÜ kükAou ÖTrooq n p2 i Waf1/Cip1 Kai p27Kip1 (Sherr and Roberts,

1999). Xopqyqoq 2-ME oe Künapa Jurkat k o i JurkatPuro TrpoKäAEOE Tq 

peioppüOpiaq Tr|q p21 aAAä öxi Tqq p27. AvtiGeto, oe Künapa JurkatBcl-2 UTrqpxE 

pia au^oppüQpiaq toov p21 k o i p27 k oi ra en iTTEÖa EKcppaoqq Tr]? p21 TrapspEivov 

ajj£TäßAr|Ta pETä Trj xopqYnarl 2-ME, öeixvovto^ oti TTiOavä r| UTTEpsKcppaori Tqq Bcl-

2 va evioxüei Tq OTa0EpÖTqTa Tq$ p21. Züpcpoova ps TTpöocpaTEq peAsTsg q TrpooTEivq 

p21 öev exei pövo avaoTaATiKEq öpäoei^ OTqv uopEia tou kuttopikoü kükAou, aAAä 

Eivai öuvotö va öpa koi oog Qetikö^ puG pioT^ outoü (Sherr and Roberts, 1999; 

Cheng et al., 1999; Weiss et al., 2000; Ying et al., 2002) aAAä Kai va  Trai^Ei 

aripavTiKö pöAo OTqv aüJ;qoq TH? KunapiKqq ETnßiooaq<; (Gorospe et al., 1999). 

Ecpöoov auö  Tqv TTapoüoa psAETq ttpoküttte i öti q Bcl-2 TTpOKäAEOE Trj Ö iaKO Trq tou 

KunapiKOÜ kükAou OTq G1 cpäar|, tö te  Trpocpavoog euGüvetoi koi yia Tqv aü^noq toov 

ettitteöoov EKcppaoqq aAAä Kai Tqg oTa0EpÖTqTa$ Tqq p21 pETä Tq xopqyqoq 2-ME. H 

psioppüGpiori Trjq p21 ottö Tq 2-ME ara  Jurkat koi JurkatPuro pTropEi va ocpelAETai ae 

pETaYpacpiKÖ pqxaviopö q OTq öiäo iraoq ir\q p21 ottö Tqv KaoTräoq-3 KaGcJjq q p21 

aAAä Kai q p27 ottoteAoüv uuooTpoopaTa auTqq Tqq TrptoTEäoqc; (Levkau et al., 1998;
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Zhang et al., 1999a; Zhang et al., 1999b). H avaaToAq Tqg EVEpyÖTqTag Tq«; 

KaaTTäaqq-3 (ßaaiKqg EKcppaaqq tou Ev<;üpou Aöyoo tou öti Ta Jurkat £pcpavi<;ouv 

au0öppqTq aTrömooaq aAAä Kai ETrayöpEvqg o ttö  Tq 2-ME) o tto  Tq Bcl-2 da 

öiKaioAoYoüa£ (Jia au^oppü0piaq toov ettitteöojv toov p21 Kai p27 aAAä Kai öiaTqpqaq 

TOOV ETTITTEÖOOV OUTübv TOOV TTpOOT£'lVOÖV. H OTa0£pÖTqTa Tqg p21, TTOU £TTäY£Tai a irö  

cpooacpopuAiooaq aTrö Tqv AKT/PKB Kiväaq (Li et al., 2002), aTTOKaAÜTTTEi Evav TTiGavö 

pqxaviapö, ko tö  tov otto io ETmpETrETai q £Triöiöp0ooaq tou KaTEaTpappEvou DNA 

|j£Tä o ttö  xopqyqcrq avTiKapKiviKoov ouaiobv, öttoos- n 2-ME, o OTroiog pqxaviapöq 

dvai öuvotö va oöqyqaEi aTqv KunapiKq EiTißiooaq. Etto|J£voo<;, q aü^qaq Kai 

OTa0£pÖTqTa Tqg p21 (j£Tä ottö xopqyqaq 2-ME (JTTopd va auvÖ£0d p£ Tqv ovti- 

aTTOTTTOOTiKq öpäaq Tqq Bcl-2, Ecpöaov q teAeutoio TTpoKaAd Tq öiaKOTrrj Tq«; G1 
cpäaqc; tou KunapiKoü kükAou.

lu v o ip i^ o v T a g  öAe<; Tiq TrapaTTävoo TTAqpocpopiEq t t o u  t t p o k ü t t t o u v  o t t ö  Ta 

a n o T E A E a p a T a  Tq^ TTapoüaqg pEAETqq, aiTOÖEiKVÜETai ö t i  TrpäypaTi q 2-ME dva i pia 

ouaia pE avTi-TToAAaTTAaaiaaTiKq Kai aiTOTTTOOTiKq öpäaq aTa KÜnapa Jurkat. I t o v  

anTOTTTCOTiKÖ pqxaviapö öpäaqq ir\q 2-ME e p ttA e k e to i q cpooacpopuAiooaq Tqq Bcl-2 Kai 

q p£ioppü0piaq Tq<; p21. H UTTEpEKcppaaq, öpoog, Tqq avTi-aTTOTTTOOTiKqg TrpooTd'vqq 

Bcl-2 TTpoaTaTEÜEi Ta KÜnapa o t tö  Tqv aTTÖmooaq t to u  ETTäyETai o t t ö  Tq 2-ME 

pETaßäAAovTag t o  Aöyo Bcl-2:Bak k o i  n p o K a A O jv T a q  Tqv au^oppü0piaq to o v  p21 K a i 

p27 Kai TTi0avä au^ävovTa^ Tq OTa0EpÖTqTa Tq^ p21.
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Oi ETTiöpäaeis tw v  icrotpAaßovoeiöwv yevicnrevivri^ Kai 5ai‘£rfvr)€ ae KapKiviKä 

KÜTTapa

Ta laocpAaßovoeiöq eivai cpuaiKä cpuTiKä cpuTO-oiaTpoYÖva Ta oiroia (paiveTai va exouv 

XnM^ioTrpoaTaTeuTiKeq löioTqTeq, avTi-TToAAauAaaiaaTiKeq Kai avTi-piTWTiKe^ 

euiöpäaei^, eTTäyouv Tqv aTTÖTTTwaq öiacpöpwv KapKiviKwv Kunäpwv Kai Tq 

öiacpopoTToiqaq Toug. Emaq^ cpaiveTai öti exouv euepyemä aTTOTeAeapaTa yia Tqv 

TTpöaAqiiiq tou KapKivou q Tq |jeiwaq tou pu0|joü epcpäviaqq opiapevwv KapKivwv. 

MeTa^ü tw v laocpAaßoveoiöwv cpuT0-0iaTp0YÖvwv ttou exouvpeAeTqBef eivai q 

yeviaTevivq Kai q öa'^eivq. H yevioTevivq, ttou ßpiaKeTai Kupiw^ aTq aöyia, 

XapaKTqpiaöqKe apxiKä aav eva cpuTo-oiaTpoYÖvo to ottoio avTaywvi^eTai pe Tqv 

oiaTpaöiöAq yia öea|jeuaq aTouq oiaTpoyoviKoüg UTroöoxeiq o to  aöevoKapKiviKä 

KÜTTapa paaToü MCF-7 (Cheng et al., 1953; Martin et al., 1978). iTq auvexeia, q 

yevioTevivq xaPaKTrIPio8qKe wq eva$ e^iöeiKeupevog avaaToAea<; tw v Kivaawv 

Tupoaivq^ (Akiyama et al., 1987) koi Tqq T0TT0 ia0pepäaqq-li (Markovits et al., 1989). 

H öäi'^eivq, öttwc; koi q yevioTevivq, Trai^ei Kai auTq pöAo OTqv TrapepTTÖ5iaq twv 

ojo/yov'o-e-nrayöpevwv KapKivwv Kai outö ocpeiAeTai oti<; avTi-TroAAaTTAaaiacrnKe^ Kai 

aTTOTTTWTiKeq emöpäaeiq Tqq ae KapKiviKä Künapa KaBwg eiriaq^ Kai aTq öpäaq Tqq 

wg e^iöeiKeupevoq avaaToAeag twv Kivaawv Tupoaivqg aAAä öxi Tqq 

TOTTO'i'aopepäaq^-ll (Constantinou eta l., 1995).

H yevioTevivq avaaTeAAei t o v  TroAAaTrAaaiaapö TrapepTroöi^ovTag Tqv TTpöoöo 

to u  K unap iK oü  k ü k A o u  aTq cpäaq G2/M öiacpöpwv K a p K iv iK w v  K urra p iK w v  a e ip w v  

ö ttw « ; avBpwTTivou aöevoKapKivwpaTog paaToü MCF-7 (Pagliacci et al., 1993; 

Constantinou et al., 1998; Dampier et al., 2001), MDA-MB-231 (Constantinou et al., 

1998; Li et al., 1999; Dampier et al., 2001) k o i ü KAu jv  (Dampier et al., 2001), 

■nrayKpeaToq (Lyn-Cook et al., 1999), qm nw paToc; (Su et al., 2003), upoaT äT n  ( Shen 

et al., 2000), KecpaAqg Kai TpaxqAou (Alhasan et al., 1999; Alhasan et al., 2000; 

Alhasan et al., 2001), peAavwpaTog B16 (Iwashita et al., 2000), epuBpoAeuxaipiKW V 

KUTTapiKwv a e ip w v  (Traganos et al., 1992; Jing and Waxman, 1995; Constantinou et 

al., 1998) Kai Aeuxaip iKwv K urrap iK w v a e ipw v  aupTTepiAa|jßavopevwv t w v  Jurkat T- 

Aeuxa ip iKw v K u n ä p w v  (Pagliacci et al., 1993; Finlay et al., 1994; Spinozzi et al., 

1994; Martinez-Lorenzo et al., 2000). H TrapepTrööiaq Tq<̂  Trpoööou to u  K urra p iK o ü  

k ü k A o u  t w v  K a p K iv iK w v  K urrä pw v  aTq cpäaq G2/M a irö  Tq yevioTevivq ocpeiAeTai ev 

pepei OTqv a u ^o p p üB p iaq  to u  avaaToAea t w v  KUKAivo-e^apTwpevwv K iva a w v
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p21wafi/cipi (A |hasan et al., 1999; Li et al., 1999; Alhasan et al., 2000; Shen et al., 

2000). H yEviaTEvivq (Gen) ovooteAAei ETriaqg Tr)v aüJ;qaq TÜJV KapKivoov ttou 

ETrdYOVTai otto  XHM'Kä KapKivoYÖva ge £Tri|JÜ£g KaGdog Erriaqc; Kai avOpoonwoov 

AEuxaipiKtbv KUTTäpcov ttou p£TacpuT£ÜovTai ge TTOviKOLig (Lamartiniere et al., 1995; 

Uckun et al., 1995; Su et al., 2003).

Ze o Ü Y K p io n  |J£ Tq Y EviO TE vivri (Gen), E A ä x ia T E i; i je A e te ^  e x o u v  5 ia ^ a x 0 £ i  t o  

p ö A o  Tqq öai^Eivqg o t o v  KunapiKÖ T roA A aTTÄ aa iaapö. A va cp o p sq  EÖEi^av o t i  k o i n 

öai^Eivn (Dz) avaaTEAAEi Tqv a ü ^q a q  KapKiviKoov KunapiKoov asipoov ö tto o i; 

E p u G p o A E U x a ip iK c o v  (Jing and Waxman, 1 9 9 5 )  k o i q -rraT copaT og  (Su et al., 2 0 0 3 ) ,  

aAAä q aTroT£A£a|jaTiKÖTqTa /  öpaaTiKOTqTa ir\q oe a xsa q  ps Tq YEviaTEvivq Eivai 

ttoA ü  piKpÖTEpq (Jing and Waxman, 1 9 9 5 )  Kai o  (jq xa v ia p ö f; ö p ä o q q  Tq<; 5 e v  e xe i 

(j£A£TqGd.

H öpäaq Tqq Y£viaT£VivnS (Gen) 5ev TTEpiopi^ETai pövo aTiq ovti- 

TroAAairAaaiaoTiKEq ETriöpäoEiq Tqq oe KapKiviKä Künapa in vitro. 'Exei öeixGei öti q 

YEVIQTEVIVq ETTäYEl Tqv aiTÖTTTCOOq öiacpöpwv KOpKIVIKOÖV KUTTOpIKOÖV OEipcbv, öttülx; 

avGpobrnvou aöEVOKapKivoopaToc; paoToü MCF-7 (Constantinou et al., 1998; Dampier 

et al., 2001; Hu eta l., 2001), MDA-MB-231 (Constantinou eta l., 1998; Li e ta l., 1999; 

Dampier et al., 2001) koi äAAoov (Dampier et al., 2001), quaTcbpaToq (Su et al., 

2003), aTopäxou (Zhou et al., 2004), TrpooTäTq (Shen et al., 2000), KEcpaAq^ Kai 

TpaxqAou (Alhasan et al., 1999; Alhasan et al., 2000; Alhasan et al., 2001), 

|jEAavcjj[jaTog (Iwashita et al., 2000; Tamura et al., 2003), EpuGpoAsuxaipiKoov 

KUTTapiKcbv aEipcJav (Constantinou et al., 1998) Kai AsuxaipiKoov KunapiKoov asipoöv 

aupTTEpiAapßavopEvoüv toov Jurkat T-AsuxaipiKoov Kunäpoov (Finlay et al., 1994; 

Spinozzi et al., 1994). Ie  avTiGsoq q aTTOTTTOüTiKq öpäaq Tq<; öa'^Efvqq Eivai 

|jiKpÖT£pq anrö auTq Tqg Y£vlöT£vivnS (Constantinou et al., 1998; Su et al., 2003). H 

EuaYOOYq Tqq aTrömooaqc; toüv KapKiviKoov Kunäpoov o ttö  Tq yEviOTEvivq ouaxETi^ETai 

|J£ Tq (JEioppüGpioq Tqq EKcppaaqq tou TTupqviKoü pETaypacpiKoü uapäYovTa NF-/cB 

(Alhasan et al., 2001; Baxa et al., 2003), rns av77-aTTOTTTOOTiKqc; TTpooTE'i'vobv bcl-2 

(Constantinou et al., 1998; Alhasan et al., 2000; Hu et al., 2001; Li et al., 1999; Su et 

al., 2003; Zhou et al., 2004), BcI-Xl (Su et al., 2003), yoviöioov-otöxoov tou  NF-kB 

(Catz and Johnson, 2001; Heckman et al., 2002), Kai Tqv au^oppüGpioq iq q  TTpo- 

aTTOTTTOüTiKq̂  upooTEivqq bax (Alhasan et al., 2000; Zhou et al., 2004). ETriaqg, oi 

IjeAete^ auTEq EÖEi^av öti q EuaYooYq Trl? aTrömooaqg toov KapKiviKoov KU TTäpcov ottö 

Tq YEviOTEvivq qTav avs^äpTqTq Tqq KaTäaTaaqg Tq<; OYKOKaTaaTaATiKq^ TTpooTE'i'vqq
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p53, |jia  aqpavTiKq evöei^n. KaOoog oi TrepiaaÖTepoi KapKivoi cpepouv p£TaAAaYM£V£g 

popcpes Trj<̂  p53 ttou auvq0oo$ Touq koOiotoüv xnM£ioavö£KTiKoü<;. Ta EupqpaTa toov 

TTaparrävüo [jeAetoov eivai ETriaqg aqpavTiKä Ka0oog o AÖYog toov TTpo-auomc0TiK0üv 

psAobV TTpO^ TOOV aVTl-aTTOTTTOOTIKOOV |J£Ad)V Tq£ UTTEpOIKOYEVEia  ̂ TOU Bcl-2 Ka0Opl^£l 

Tig aTTOKpia£ig toov KUTTäpoov ae aTTOTTTOOTiKoüq TrapäYOVTeg (Hengartner et al.,

2000). Euiaqg ex£i ö£ix©£i öti q YSViaTEvivq au^äv£i Tq cpooacpopuAiooaq Tqg bcl-2 /je 

anoT£A£aiJa va aTT£V£pYOTTOi£i Tqv avTi-aTroiTTooTiKrj öpäaq Tqg TTpooravqg 

(Constantinou et al., 1998). ZuvoAikö cpaivETai, TrpoöTov, öti q Y£viOT£vivq pETaßäAAa 

to  Aöyo Trpo- : avr/-aTTOTTT00TiK0bv peAoov Tqg UTT£p0iK0Y£V£iaq tou Bcl-2 rrpog ra 

TrpoöTa, Kai Ö£ÜT£po, q TTpooTd'vq bcl-2 epttAeketoi OTqv TropEia aiTÖTTTOoaqq ttou 

£V£pYOTTOi£iTai aTrö, TOuAäxiaTOv, Tq Y£viaT£vivq. 'Opoog o pöAog Tqg bcl-2 arrjv 

aiTÖTTTOoaq KapKiviKoov KUTTäpoov o ttö  laocpAaßovoEiöq cpuT0-0iaTp0YÖva öev exei 

jjeAeTqOef.

ZTqv uapouaa  öiöaKTOpiKq öiaTpißq KaTaaKEuäaaps KÜTTapa Jurkat nou 

uTrepeKcppa^av Tqv avTi-aTTOTTTOOTiKq TrpooTeivq bcl-2 TTpoKEipsvou va psAETqOoüv 01 

euiöpäaeig tou OTqv aTTÖTTTooaq ttou EnäYETai o ttö  Ta laocpAaßovoeiöq cpuTO- 

0 iaTp0YÖva, yeviaTevIvq (Gen) Kai öäi^eivq (Dz). Ta aTTOTsAeapaTa eöei^av ö ti koi Ta 

öüo laocpAaßovoeiöq cpuT0-0 iaTp0YÖva, Y^viaTEvivq (Gen) Kai öai^eivq (Dz) £TTqYQYav 

Triv a/7ÖTTT00aq toov Jurkat T-AsuxaipiKdov avOpooTrivoov KUTTäpoov, aAAä q 

anoTTTOOTiKq öpäaq Tqg Y£VIGT£vivqq qTav laxupÖTepq anö auTq ir\q öai^efvqg, 

aüpcpoova pe TrpoqYoüpeveq peAäeg (Jing and Waxman, 1995; Constantinou et al.,

1998). MoAovöti öev peAeTqOqKe q EKcppaaq Tqq bcl-2 q q KaTäaTaaq cpooacpopuAiooaq 

Tqq peTä Tq x°PnYnarl Y£ViaT£vivq<; q öa'i^eivqg, q UTTEpEKcppaaq Tqq bcl-2 ara 

KÜnapa Jurkat errecpepe avOeKTiKÖTqTa aTqv aTTÖTTTooaq ttou eiTäY£Tai o ttö  Ta 

laocpAaßovoeiöq cpuT0-0 iaTp0YÖva, Y^viaTevivq (Gen) Kai öa'f^eivq (Dz). A u tö  to  veo 

eupqpa xp ia£i TrepaiTepoo peAeTqg TTpoKeipevou va Ka0i£poo0£i ö pöAoq Tqq bcl-2 0777 

aTTÖTTTooaq toov Jurkat T-AeuxaipiKobv avOpooTrivoov KUTTäpoov ttou £TräY£Tai o ttö  to  

laocpAaßovoeiöq cpuT0-0 iaTp0Yöva, Y^viaTevivq (Gen) Kai öäi^eivq (Dz).
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MeAAovtikes Epeuvr|TiK£s KaT£u0üva£iq

H EKcppaan Tris Bcl-2 £uäy£Tai auö tov uupqviKÖ pETaypacpiKÖ TrapäYOVTa NF-*B 

(Catz and Johnson, 2001; Heckman et al., 2002) EuopEvw^ 0a dvai aqpavriKÖ va 

H£A£Tr|0d av q £V£pyouoiqaq tou NF-/cB oto KÜTTapa Jurkat £uäy£i Tqv £K<ppaaq tou 

Bcl-2 Kai ETTicpepei av0EKTiKÖTqTa OTq 2-ME-£uayö|j£vq auöuTüoaq.

Euiaqq, 5eöo[J£vou öti q p 2 lWaf1/Cip1 epuAeketoi otov auouTWTiKÖ pnxaviapö 

öpäaqg Tqg 2-ME aAAä Kai Tqq upoaTaaia<; ttou £TrdY£Tai auö Tq Bcl-2 Kai öti q 

uu£p£K<ppaar| Tqg p2 i Waf1/C|P1 qu^övei Tqv KunapiKq Euißiooaq Kai suicpepei 

av0£KTiKÖTqTa a£ avTiKapKiviKä (päppaKa Kai Oepaudsg (Gorospe et al., 1999), 6 a 

qTav evöiacpepov va peA£Tq0d uepaiTepu) o pöAoq Tq<; p21 arn 2-ME-euayöpEvq 

auöuTwaq tw v Kurräpwv Jurkat. luyKEKpipEva puopsi va p£A£Tq0oüv oi EuiöpäaEif: 

(a) rrjg p21Waf1/Cip1 (j) aTOV KurrapiKÖ uoAAauAaaiaapö Kai (ii) OTqv KUTTapiKq 

suißiwaq tw v Kurräpwv Jurkat [jetö Tq xopqYn^q 2-ME, X P ^ ^ T 1"0' ^ 10̂  Trl 

upoaEyyioq Tq«; uapspußoAqq RNA (RNAi; RNA interference) Kai (ß) va avaAu0£i p£ 

piKpoauoToixiE? cDNA (cDNA microarrays) q pETaßoAq OTqv EKcppaaq yoviöiwv uou 

£puA£KOVTai OTq pü0piaq Tqg auöurwoqi; auö Tq 2-ME oe KÜ TTapa uou 

uu£p£Kcppä^ouv Bcl-2 q / Kai öev £K(ppä^ouv Tq p 2 lWaf1/Cip1 Trapouaia / auouaia 2- 

ME upoK£ip£vou va xapaKTqpiaOoüv oi Kpiai|j£<; (JETaßoAsg aTq yoviöiaKq EKcppaaq 

twv KUTTäpwv uou spuÄEKOVTai töoo OTqv 2-ME-£uayö|j£vq auöurwaq, öao Kai OTq 

uap£puööiaq tou kuttopikoü kükAou auö Tq Bcl-2 pETä Tq xopqyqaq 2-ME.

Avacpopsg aTq ßißAioypacpia ödxvouv öti Ta taocpAaßovoEiöq (puTO-oiCTTpoyöva 

suäyouv Tqv auöuTwaq KapKiviKwv Kurräpwv £v pEpsi EuäyovTag Tq psioppüOpiaq 

Kai Tq cpwocpopuAiwaq Tqq avTi-auourwTiKqq upwTE'i'vqq bcl-2. 0a qTav svöiacpspov 

va p£A£Tq0oüv: (a) oi EuiöpäoEic; Tqg y£viaT£vivq<; Kai Tqq öa'^dvqq OTqv scppaaq Kai 

Tqv KaTäaTaaq cpwocpopuAiwaq^ i r \ q  avTi-auouTWTiKqg upwTdvqg bcl-2, (ß ) v a  

p£A£Tq0oüv oi pqxaviapoi p£ tou<; ouoiouq EuäyovTai auTEq oi pETaßoAEg aTq bcl-2 

Kai (y) va p£A£Tq0d o pöAoq cpwacpopuAiwpEvwv popcpwv Tqc; bcl-2 OTqv aTT Ö U T w aq  

twv KUTTäpwv Jurkat.

118



riEPIAHM^H

MeAeth Tr|? ETTiöpaari? «putikwv TrpoVövTwv koi fjETaßoAuwv oiaTpoYÖvwv aTr| 

(puaioAoyia KapKiviKwv KUTTäpoov

EAevh Aeveth, rEGJTrövoq, EpYaainpio ÜEipaijaTiKng QuaioAoYiaq, laTpiKq 

IXoAn, navEpTTiaTrjiJio Iwavvi'vwv

H 2-peGo^uoiaTpaöiöAq (2-ME) eivai evag evöoYevqq peTaßoAiTrj^ Tqg 17ß- 

oiCTTpa5i6A/7$- (E2), ttou öpa ave^äpTqTa otto Tqv Trpöaöeaq Tqc; otou«; uTroöoxei«; toov 

oiOTpoYÖvoov a Kai ß. H 2-ME avaaTeAAei Tqv aYY£ic>Y£veaq Kai Tqv aü^qaq 

KapKiviKoöv KUTTäpoov in vitro Kai in vivo Kai eiTäYei Tqv aTrÖTTToooq tou<;. Oi 

pqxaviapoi Tqc; avTi-piTOOTiKqq Kai anoTTTOOTiKq̂  öpäaq«; Tqg 2-ME öev eivai 

KaTavoqToi. H 2-ME Tnöavä CTTqpeä^ei t o v  noAupepiapo Tq<; ToupirouAivq«; Kai k o t ’ 

e-rreKTaaq Tqv aü^qaq Tqq OTaGepÖTqTag toov piKpoaooAqviaKoov q Tq öuvapiKq Tq<; 

aTpäKTOU KaTä Tq prrooaq ttou TeAiKä oöqYoüv cnq öiaKonq Tqg KurrapiKrjc; aüfyvns- 

H 2-ME cpaiveTai va öpa peaoo Tqq evepYOTToiqaqg (cpooacpopuAiooaq^) Tqq c-jun 

apivoTeAiKq Kiväaqg (JNK) ttou eppeaa oöqYei OTqv cpooacpopuAiooaq Kai Tqv 

aTrevepYOTToiqaq Tqq avTi-aiTOTTTOOTiKqq TrpooTeivqc; Bcl-2. H avaaToAq Tq<; aü^qaqg 

Kai q eTraYOOYq Tqg aTrÖTTTooaqq ucpiaTavTai pe Tpono e^apTobpevo q pq aTrö Tqv p53.

iTqv upoTeivöpevq TTTUxiaKq epYaaia eyivav npoanäGeieq va e^eTaaGoüv oi 

eTTiöpäaeiq Tqg 2-ME otov TroAAaTrAaaiaapö Kai Tqv aTTÖTTTooaq Tqg avGpobmvqq T- 

AeuxaipiKqq KurrapiKq^ aeipäq Jurkat koi o pöAoq toov avTi-a/ro/rz-wr/Koov yoviöioov 

Bcl-2 Kai KAaaTpivqq/aTToAnTOTrpooTelvqq J (ApoJ). Ta aTTOTeAeapaTa Tqq Trapouaaq 

epyaaiaq eöei^av ö ti q 2-ME TTpoKäAeae Tqv aTTÖTTTooaq toov KUTTäpoov Jurkat kotö 

Xpovo- k o i  Joao-e^apToöpevo Tpörro. H eiTaYOOYq Tqq aTTÖTrrooaqq to o v  Jurkat 

auaxeTi^ovTav pe Tq cpooacpopuAiooaq Kai auveTroöq aTrevepYOTToiqaq Tqq avTi- 

aTTOTTTOOTiKqg TrpooTeivqq Bcl-2 aAAä Kai pe Tq peioppüGpiaq Tqq eKcppaaq^ Tqg 
p2iwafi/cipi [_j UTT£p£KCppaaq Tr̂  Bcl-2 aTa KÜTTapa Jurkat eTTecpepe avQeKTiKÖTqTa 

<7777 2-ME-eTTaYÖpevq aTTÖTTTooaq peTaßäAAovTa«; to Aöyo Bcl-2:Bak npog t o  Bcl-2. 

Ie  avTiGeaq, q UTTepeKcppaaq Tq<; ApoJ aveaTeiAe pepiKob«; Tqv 2-ME-enaYÖpevq 

aTTÖTTTooaq. H Bcl-2 TTpoKäAeae Tq öiaKOTrq tou KunapiKoü kükAou aTq cpäaq G1 

peTä Tq xopqYqcs-q 2-ME ttou auaxeTi^ÖTav pe Tqv au^oppüGpiaq toov enmeSoov toov 

p2 iw afi/cipi KQI p 2 7 K|P1 aM ä  Ka, |je TP| Siaiqpqaq toov eTTiTreöoov eKcppaaq«; Touq peTä
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Tr) xopHYnaq 2-ME, löiaiTEpa Tq$ p 2 lWaf1/Cip1 ttou TTi0avä va ocpdAovTav aTqv aü?;qaq 

Triq aTa0£pöir|Ta<; auTq<; Tqq TrpooTETvqg, piag TrpcoTdvqg ttou epttAeketoi OTq pü0piaq 

tou KUTTapiKoü kükAou aAAä Kai OTqv aü^qaq Tq<; KUTTapiKfj^ ETTißkooq«;. IuvoAikö Ta 

aiTOT£A£GiJaTa ettiöeikvüouv £va popiaKÖ pqxaviapö ps tov ottoio n 2-ME £TräY£i tqv 

auÖTTTCoaq toov Kurräpoov Jurkat otov ottoio £piTA£KETai q cpcocpopuAicooq Tq<; Bcl-2, n 

pETaßoAq tou Aöyou Bcl-2:Bak Kai n p£ioppü0picr/7 nk  p2 lWaf1/Cip1 aAAä Kai |je tov 

ottoio n Bcl-2 £mcp£p£i av0£KTiK6Tr|Ta o to  Künapa Jurkat orrjv 2-ME-£TraYÖpEvq

OTTÖTTTCjOar].

Ie  avTl0£ar), Ta cpuTO-oiaTpoYÖva laocpAaßovoEiöq, öaT^eivn (Dz) Kai yEviaTEvivq 

(Gen) öpouv p£aco tcov oiotpoyovikcov uttoöoxeoov Kai ettöyouv Tqv auÖTTTcoari 

öiacpöpoov KapKiviKcov £Tri0nAiaKcov Kunäpoov, Tn0avä psaco Tqg pETaßoÄqg Trjq 

EKcppaaqq q T1^ KaTäoTaaqs cpooacpopuAkoaqq ir\q avTi-aTTOTTTCOTiKqq TrpcoTd'vqs bcl- 

2. iTqv TTapoüoa öiaTpißq Eyivav TTpoaTrä0£i£q va p£A£Tq0oüv oi £TTiöpäa£ig tcov 

0t/7o-oiaTpOYÖvcov laocpAaßovoEiöcöv, YEviaTEvivq«; (Gen) Kai öai'^dvqg (Dz) orqv 

aTTÖTTTCjoaq toov avOpcoTrivcov KapKiviKcbv T-AEpcpoKUTTäpcov Jurkat KaOcoq koi oi 

ETnöpäa£i<; Tq$ avTi-aTroTrrcoTiKqc; TTpcoTd'vqq bcl-2 OTqv KurrapiKq aTTÖTTTCOCTq.

H xopqYqcrq Tqq Tq<; YEviaTEvivq^ (Genistein; Gen) koi n\q öai^dvq^ (Daidzein; 

Dz) ETrqYOYE Tqv aTrouTüJoq toüv KUTTäpcov Jurkat. H ETraYCOYq ir\q aTTOTTTCoaqq toüv 

KUTTäpcov Jurkat ottö Tq öai'^Eivq (Dz) cpaivETai va qTav öoao-£^apToo(j£vq Kai 

löiaiTEpa iaxupq oe auYKEVTpcbasiq 40 pM koi 50 //M öa'^Eivqq (Dz) yia 24 oop£q. Ie  

awi0£oq, q ETraYCOYq Tqg aTTÖnrcooq^ ottö Tq YEviaTEvivq (Gen) öev cpaivETai va qTav 

cJoao-E^apTcbpEvq, acpoü aKöpq Kai auYKEVTpcooEiq xaM n ^  öoo 5 pM y\a 24 cbpsg 

qTav iKavq va ettöyei Tqv EvöovouKAEoacopiKq OpauapaTOTTOiqaq tou DNA tguv 

Kunäpcov Jurkat, xapaKTqpioTiKÖ ev6<; aTTOTTTCOTiKoü cpaivoTÜTrou, Kai 5ev au^q0qK£ 

löiaiTEpa aqpavTiKä p£ au^avöpEvsq ouykevtpcooek; Y£ViaT£vivq<; (Gen). Ta 

aFOTEAEapaTa EÖEi^av öti q YEviaTEvivq (Gen)qTav iaxupÖT£po<; ETraYooyeag Tqq 

aTTÖTTTcoaqq tcov KUTTäpcov Jurkat ottö öti q öaT^dvq (Dz).

H UTTEpEKcppaaq rn<; avr/-aTTOTrTCOTiKqq TTpcoT£ivq<; Bcl-2 o to  KÜTTapa Jurkat 

oveoteiAe TTAqpcoq Tqv KUTTapiKq aTTÖTTTCooq ttou ETTäYETai auö Ta iaocpAaßovo£iöq 

<puTo-o\oipoyöva YEviaTEvivq (Gen) Kai öai'^dvq (Dz), oe öAsq Tiq auYKEVTpooCTEig ttou 

XpqoipoTToiqOqKav, EiTEcpEpovTaq etoi evav cpaivÖTUTro ovOektikö oe auTä Ta 

iaocpAaßovo£iöq (puTO-oioTpoYÖva. EuopEvcoq, q Bcl-2 öpa coq £va<; laxupöq 

avaoToAEaq Tqq aTTÖTTTCooq̂  tcov Kunäpcov Jurkat ttou TTpoKaÄErrai ottö crra cpuTO- 

oioTpoYÖva iaocpAaßovo£iöq, öa'^dvq (Dz) Kai yEviaTEvivq (Gen).
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ABSTRACT

Studies on the effects of plant phytoestrogens and oestrogen metabolites on 

the physiology of cancer cells 

Eleti Leneti, B.Sc. Agriculture, Laboratory of Experimental Physiology, School 
of Medicine, University of loannina, loannina, Greece

The endogenous estrogen metabolite 2-methoxyestradiol (2-ME) inhibits 

angiogenesis and tumour cell proliferation and induces apoptosis, through 

phosphorylation and inactivation of the anti-apoptotic protein Bcl-2. In the present 

report, the role of Bcl-2 in 2-ME-induced apoptosis of Jurkat cells was investigated. 

Treatment of cells with 2-ME induced dose- and time-dependent apoptosis as 

determined by DNA fragmentation and flow cytometry. Induction of apoptosis 

correlated with downregulation and phosphorylation of Bcl-2 without affecting the 

expression levels of Bak. Forced expression of Bcl-2 by retroviral infection 

completely abolished 2-ME-induced apoptosis compared to vector-infected or 

uninfected Jurkat cells as demonstrated by DNA fragmentation and PARP cleavage. 

Interestingly, exogenously introduced Bcl-2 was still phosphorylated following 2-ME 

treatment but the higher levels of expression were sufficient to protect cells from 2- 

ME-induced apoptosis. No change in the expression of Bak was detected in the 

infected cells or in the 2-ME-treated cells. Flow cytometry showed that Bcl-2- 

expressing cells were arrested in G1 phase following treatment with 2-ME, which 

correlated with increased levels of expression of the cyclin-dependent kinase 

inhibitors p27 and p21 and enhanced protein stability of p21. As p21 has been 

implicated both in inhibiting cell cycle progression but also in enhancing cell survival, 

these results show that Bcl-2 protected cells from 2-ME-induced apoptosis by 

altering Bcl-2:Bak ratio towards Bcl-2 and enhancing protein stability of p21, thus 

providing evidence of a molecular mechanism by which Bcl-2 protects cells from 2- 

ME-induced apoptosis.

Isoflavones are natural plant phytoestrogens which have been shown to have 

anti-neoplastic and chemopreventive effects. Genistein and daidzen are plant- 

derived isoflavones displaying oestrogenic activity and possessing anti-proliferative,
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apoptotic and antiangiogenic properties. Both phyto-estrogens induce growth arrest 

at G2/M boundary of the cell cycle and apoptosis, mainly by down-regulating and 

inducing the phosphorylation of the ant-apoptotic protein bcl-2 and up-regulating the 

expression of the pro-apoptotic member of the bcl-2 family, bax, hence shifting the 

ratio of bax:bcl-2 towards the pro-apopttic members of the family. However, thw 

effect of bcl-2 in phytoestrogen-induced apoptosis has not been investigated. ln this 

report, we showed that both genistein and daidzen induced growth inhibition and 

apoptosis of Jurkat human T-cell leukemic cells. Further, we showed that genistein 

was a more potent inducer of apoptosis than daidzein. Moreover, ectopic 

overexpression of the human bcl-2 protein in Jurkat cells conferred resistanse to 

phytoestrogen-mediated apoptosis. These results suggest that phytoestrogens might 
be promising agents for the treatment of human leukemia.
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