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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

1.1 Ελεύθερες Ρίζες, Οξειδωτικό Στρες και Μεταγωγή Σηµάτων 

 

1.1.1.Ιστορική ανασκόπηση ελευθέρων ριζών 

 

 Οι πρώτες ενδείξεις για την ύπαρξη ελευθέρων ριζών ιστορικά ξεκινούν από 

τα µέσα του 19ου αιώνα. Το ενδιαφέρον για τις ελεύθερες ρίζες ουσιαστικά 

αναπτύχθηκε µε την εργασία του Moses Gomberg, ο οποίος το 1900 απέδειξε την 

ύπαρξη της τριφαινυλοµεθυλο-ρίζας (C6H5)3C. (Gomberg M, 1900). Το 1946, ο 

Michaelis πρότεινε ότι οι ελεύθερες ρίζες είναι ενδιάµεσα προϊόντα σε µεταβολικά 

µονοπάτια των βιολογικά ενεργών κυττάρων (Michaelis L, 1946). Η σηµαντική αυτή 

πρόταση παρόλα αυτά αντιµετωπίστηκε µε µεγάλο σκεπτικισµό από τους 

βιοχηµικούς της εποχής του. Η πραγµατικά συναρπαστική ιστορία των ελευθέρων 

ριζών ξεκινά το 1969 όταν οι McCord και Fridovich ανακάλυψαν µια πρωτεΐνη που 

περιείχε στο ενεργό της κέντρο ψευδάργυρο (Zn) και χαλκό (Cu) και κατέλυε την 

µετατροπή του ανιόντος του σουπεροξειδίου (Ο2
.-) σε υπεροξείδιο του υδρογόνου 

(Η2Ο2) (McCord and Fridovich, 1969). Η πρωτεΐνη αυτή ονοµάστηκε δισµουτάση του 

σουπεροξειδίου (SOD). Σήµερα είναι πλέον γνωστό ότι οι δισµουτάσες του 

σουπεροξειδίου σε συνεργασία µε ένζυµα που αποµακρύνουν το Η2Ο2, όπως η 

καταλάση, οι υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης και οι περοξυρεδοξίνες παρέχουν ένα 

πρωτογενές προστατευτικό φράγµα έναντι της τοξικότητας των ελευθέρων ριζών και 

άλλων δραστικών µορίων που σχηµατίζονται µε την µερική αναγωγή του οξυγόνου 

στα κύτταρα των θηλαστικών. 

 

1.1.2 Ορισµός και χηµεία ελευθέρων ριζών 

 

 Ελεύθερη ρίζα (free radical) είναι κάθε είδος ατόµου ή µορίου που µπορεί να 

είναι αυθύπαρκτο και περιέχει περιττό αριθµό ηλεκτρονίων σθένους, δηλαδή διαθέτει 

ένα ασύζευκτο ηλεκτρόνιο σε κάποιο τροχιακό του. Ασύζευκτο ηλεκτρόνιο καλείται 

αυτό που καταλαµβάνει µόνο του ένα ατοµικό ή µοριακό τροχιακό. 

 Οι ελεύθερες ρίζες παριστάνονται µε µία τελεία πάνω (δεξιά η αριστερά) από 

το χηµικό τύπο του ατόµου ή µορίου. Μερικά παραδείγµατα των πιο γνωστών 
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ελευθέρων ριζών αποτελούν: το άτοµο του υδρογόνου (H·), το ανιόν του 

σουπεροξειδίου (O2
·-), η ρίζα υδροξυλίου (OH·), οι υπεροξυλικές ρίζες (RO2·), οι 

αλκοξυλικές ρίζες (RO·) και τα οξείδια του αζώτου (NO· και NO2·). 

 

Ο σχηµατισµός των ελευθέρων ριζών µπορεί να γίνει µε τους εξής τρόπους: 

 

1. Με απώλεια ενός ηλεκτρονίου από ένα µόριο ή άτοµο: Χ → e- + X·+ 

2. Με προσθήκη ενός ηλεκτρονίου από ένα µόριο ή άτοµο: Y + e-→ Y·- 

3. Με οµολυτική σχάση οµοιοπολικού δεσµού: Α:Β → Α· + Β· 

 

Οι ελεύθερες ρίζες µπορούν να είναι είτε φορτισµένες (θετικά ή αρνητικά) είτε 

ουδέτερες. Οι σχηµατιζόµενες ελεύθερες ρίζες και ειδικότερα αυτές µε µικρό µοριακό 

βάρος είναι συνήθως εξαιρετικά δραστικές, λόγο της τάσης του ασύζευκτου 

ηλεκτρονίου τους να αποσπά ένα ηλεκτρόνιο από άλλα µόρια συµπληρώνοντας έτσι 

την ηλεκτρονιακή τους στοιβάδα, και για τον λόγω αυτό ο χρόνος ηµιζωής τους είναι 

πολύ σύντοµος (συνήθως <10-3s). Ωστόσο, υπάρχουν εξαιρέσεις ελευθέρων ριζών οι 

οποίες µπορεί να είναι σχετικά σταθερές, όπως το O2 
·- και το ΝΟ.

.  

 

 

1.2 ∆ραστικές Μορφές Οξυγόνου (∆ΜΟ) 

 

1.2.1 Οξυγόνο και εξέλιξη της ζωής 

 

 Η ζωή στη Γη παρουσιάζει µια εξελικτική πορεία, που σύµφωνα µε τις 

επικρατούσες θεωρίες ξεκίνησε πριν από περίπου 3,7 δισεκατοµµύρια χρόνια. Αρχικά 

σχηµατίσθηκαν προβιοτικές οργανικές ουσίες κάτω από συνθήκες υψηλής ενέργειας 

(θερµότητα από ηφαίστεια, ηλεκτρικές εκκενώσεις, υπεριώδεις ακτινοβολίες) από 

απλές ουσίες όπως το µεθάνιο, η αµµωνία, το υδρόθειο, το διοξείδιο και µονοξείδιο 

του άνθρακα, η φορµαλδεΰδη και το υδροκυάνιο. Παράλληλα, η αφθονία του νερού 

στη Γη ευνόησε τη διατήρηση και τη χηµική εξέλιξη αυτών των προβιοτικών ουσιών 

καθώς αρκετές αντιδράσεις για τη σύνθεση απλών αµινοξέων, αλδεϋδών, 

καρβοξυλικών οξέων και άλλων οργανικών µορίων έγιναν σε υδατικά διαλύµατα µε 

ενέργεια που προήλθε από θερµές πηγές, ακτινοβολίες και ηλεκτρικές εκκενώσεις. Η 

προβιοτική αυτή «πρωτόγονη σούπα» οργανικών ουσιών πέρασε σηµαντικές 
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ανακατατάξεις και µεταµορφώσεις µε τη δηµιουργία µυκηλίων- µικροσφαιριδίων, 

όπως και «οργανικών σταγονιδίων» ποικίλων οργανικών ουσιών. Ακολούθησαν 

πολυάριθµες και σύνθετες καταλυτικές δράσεις µετάλλων (κυρίως 

οξειδοαναγωγικές), πυριτικών ορυκτών και των αλάτων τους στις όχθες λιµνών, 

ποταµών και σε υδατικά συστήµατα που δηµιούργησαν κάποια µορφή προβιοτικών 

οργανισµών. Οι προβιοτικοί «οργανισµοί» πρέπει να είχαν πρωτόγονη δοµή µε απλές 

µεταβολικές ενδογενείς διεργασίες και υδατοδιαλυτή διατροφική επαφή µε το 

περιβάλλον. Αρχικά υπήρξαν προκαρυωτικοί οργανισµοί χωρίς πυρήνα που αργότερα 

εξελίχθηκαν σε ευκαρυωτικούς. Οι θεωρίες αυτές για την δηµιουργία της ζωής δεν 

είναι απόλυτα τεκµηριωµένες λόγω της έλλειψης ευρηµάτων από αυτή την φάση της 

εξέλιξης.  

 Οι αρχικοί ζωντανοί οργανισµοί ήταν αναερόβιοι εξαιτίας της έλλειψης 

οξυγόνου και µπορούσαν να παράγουν παραπροϊόντα όπως σουλφίδια, νιτρώδη και 

αλκοόλες. Περίπου πριν από 2,5 δισεκατοµµύρια χρόνια, υπολογίζεται ότι 

εµφανίστηκαν τα κυανοβακτήρια που απέκτησαν εξελικτικά την ικανότητα να 

διασπούν το νερό σε υδρογόνο και οξυγόνο. Με την εµφάνιση του οξυγόνου στην 

ατµόσφαιρα, οι αναερόβιοι οργανισµοί οι οποίοι επικρατούσαν «υποχρεώθηκαν» είτε 

να εξαφανιστούν είτε να αποτραβηχθούν σε σηµεία οπού δεν µπορούσε να φτάσει το 

οξυγόνο. Η αργή πορεία της εξέλιξης από τις αναερόβιες στις αερόβιες συνθήκες 

έδωσε την ευκαιρία σε ορισµένες µορφές ζωής να προσαρµοστούν εκφράζοντας 

ειδικά αντιοξειδωτικά συστήµατα τα οποία προστάτευαν από τις τοξικές επιδράσεις 

του οξυγόνου. Παράλληλα µε την εξέλιξη των αντιοξειδωτικών αυτών µηχανισµών, 

οι αερόβιοι οργανισµοί κατόρθωσαν να αναπτύξουν µηχανισµούς που τους 

επέτρεψαν να χρησιµοποιούν το οξυγόνο και για τον µεταβολικό τους 

µετασχηµατισµό 

 Όταν το επίπεδο της συγκέντρωσης του οξυγόνου έφθασε στο 10% 

(υπολογίζεται ότι αυτό συνέβη πριν από 500 εκατοµµύρια χρόνια) άρχισε να 

σχηµατίζεται το πρώτο στρώµα του όζοντος στη στρατόσφαιρα το οποίο απορρόφησε 

ικανοποιητικά το τµήµα της βλαβερής υπεριώδους ακτινοβολίας και επέτρεψε την 

έξοδο από το νερό και την εµφάνιση των πρώτων έµβιων οργανισµών στην ξηρά. Με 

την αύξηση της συγκέντρωσης του οξυγόνου στην ατµόσφαιρα και όντας το 

διαλυµένο µέρος του στα νερά, οι οργανισµοί άρχισαν να προσαρµόζονται στη χρήση 

του για µεταβολικούς µηχανισµούς και ενέργεια αλλά συγχρόνως προώθησαν τη 

δηµιουργία ενδοκυτταρικών αντιοξειδωτικών µηχανισµών για την προστασία τους 
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από την τοξικότητά του. Με τον τρόπο αυτό δηµιουργήθηκαν αερόβιοι οργανισµοί 

που χρησιµοποιούν το οξυγόνο αλλά και προστατεύονται σε σηµαντικό βαθµό από 

τις τοξικές δράσεις του. 

 Ο συνδυασµός αντιοξειδωτικών δράσεων και µεταβολισµού του οξυγόνου µε 

χαµηλή τοξικότητα συνέβαλε σε σηµαντικό βαθµό στη µακροβιότητα του ανθρώπου 

και άλλων ζώων. Η συγκέντρωση οξυγόνου στην ατµόσφαιρα ήταν κατά περιόδους 

και µεγαλύτερη αλλά τελικά σταθεροποιήθηκε στη σηµερινή που κυµαίνεται περίπου 

στο 21%. Το οξυγόνου πλέον αποτελεί το δεύτερο σε αφθονία συστατικό του αέρα 

µετά το άζωτο (78%) 

 

 

1.2.2 ∆ραστικές µορφές Οξυγόνου (∆ΜΟ) 

 

 Παρά το γεγονός ότι το οξυγόνο αποτελεί τον κυριότερο παράγοντα ύπαρξης 

της ζωής, η αφθονία του στα βιολογικά συστήµατα σε συνδυασµό µε την ικανότητά 

του να ανάγεται µε µονά ηλεκτρόνια, το καθιστούν τον κυριότερο παράγοντα 

δηµιουργίας ελευθέρων ριζών στις αερόβιες µορφές ζωής (Bruyninckx et al., 1978). 

Το οξυγόνο ουσιαστικά είναι διπλή ελεύθερη ρίζα αφού έχει δύο ασύζευκτα 

ηλεκτρόνια σε ξεχωριστά τροχιακά που καταλαµβάνουν το καθένα ένα διαφορετικό 

µοριακό τροχιακό και έχουν στροφορµές (spin) ίδιας κατεύθυνσης. Αυτή είναι η 

βασική (µη διεγερµένη) κατάσταση του οξυγόνου (ground-state O2) και είναι αρκετά 

σταθερή. Για να οξειδώσει το O2 ένα άλλο άτοµο ή µόριο αποσπώντας του δύο 

ηλεκτρόνια θα πρέπει και τα δύο αυτά ηλεκτρόνια να έχουν αντίθετη στροφορµή ως 

προς αυτή των ασύζευκτων ηλεκτρονίων του Ο2. Ο περιορισµός αυτός (spin 

restriction), εξηγεί την αδυναµία του Ο2 να προσβάλλει απευθείας τα διάφορα 

βιολογικά µόρια και γενικότερα ενώσεις που δεν είναι ελεύθερες ρίζες,  

Στα µιτοχόνδρια, ο βασικός ρόλος του Ο2 είναι να δρα σαν αποδέκτης των 

ηλεκτρονίων που απελευθερώνονται από τις οξειδωτικές διεργασίες του 

καταβολισµού (Halliwel B,1984). Το ένζυµο που είναι υπεύθυνο για την φυσιολογική 

αναγωγή του Ο2 είναι η κυτοχρωµική οξειδάση που αποτελεί το τελευταίο ένζυµο της 

αναπνευστικής αλυσίδας.  

Το ένζυµο αυτό λαµβάνει 4 ηλεκτρόνια από 4 µόρια κυτοχρώµατος C και τα 

χρησιµοποιεί για την αναγωγή ενός µορίου Ο2 προς δύο µόρια Η2Ο (αντίδραση 1) : 
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                               κυτοχρωµική οξειδάση 

     Ο2 + 4H++ 4e-                                                2Η2Ο                                    (1) 

 

Το σύµπλοκο της κυτοχρωµικής οξειδάσης έχει 2 µόρια αίµης και δύο άτοµα Cu και 

επιτρέπει την ταυτόχρονη µεταφορά και των τεσσάρων ηλεκτρονίων στο Ο2 πριν το 

τελικό προϊόν της αντίδρασης (Η2Ο) αφεθεί ελεύθερο. 

 Ένα µικρό µέρος όµως του προσλαµβανόµενου Ο2 στα µιτοχόνδρια (περίπου 

0,1-1,0 %) ανάγεται ακόµη και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες µε µονά 

ηλεκτρόνια, όπως φαίνεται στην Εικόνα 1. Το αναγωγικό περιβάλλον που επικρατεί 

στα κύτταρα προσφέρει τη δυνατότητα για την αναγωγή του Ο2 µε ένα ηλεκτρόνιο, 

σχηµατίζοντας αρχικά το ανιόν του σουπεροξειδίου (O2
·-) το οποίο όπως 

προαναφέρθηκε είναι µεν ελεύθερη ρίζα αλλά όχι ιδιαίτερα δραστική. Η προσθήκη 

ενός ακόµη ηλεκτρονίου στο O2
·- δίνει O2

-2 ή Η2Ο2 (πρωτονιοµένη µορφή του O2
-2 ). 

Αναγωγή του Η2Ο2 µε ένα ακόµη ηλεκτρόνιο σχηµατίζει την ιδιαίτερα δραστική ρίζα 

υδροξυλίου (·ΟΗ) που αποτελεί έναν από τους πιο δραστικούς οξειδωτικούς 

παράγοντες που δηµιουργούνται in vivo. Τέλος, προσθήκη ενός ακόµη ηλεκτρονίου 

καταλήγει στο σχηµατισµό του Η2Ο . 

Εικόνα 1: Σταδιακή αναγωγή του µοριακού οξυγόνου µε µονά ηλεκτρόνια σε Η2Ο 

 

 Κατά αυτό τον τρόπο, ενώσεις, όπως το Ο2
.-, το Η2Ο2 και η εξαιρετικά 

δραστική ρίζα του υδροξυλίου (.ΟΗ) µπορούν να θεωρηθούν κανονικά προϊόντα της 

καθηµερινής αερόβιας ζωής. Στον Πίνακα 1 αναφέρονται µια σειρά από ενώσεις του 

Ο2, οι οποίες είναι δυνατόν να συµµετέχουν σε τοξικές για τα κύτταρα αντιδράσεις 

και οι οποίες ονοµάζονται “∆ραστικές Μορφές Οξυγόνου” (Reactive Oxygen 

Species, ROS).  
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               Πίνακας 1: Αντιπροσωπευτικές «∆ραστικές µορφές Οξυγόνου» 

 

 

1.2.3 Τοξικότητα ∆ραστικών Μορφών Οξυγόνου 

 

Η πρώτη ∆ΜΟ που δηµιουργείται στις περισσότερες περιπτώσεις είναι το Ο2
.-, 

το οποίο µετατρέπεται σε Η2Ο2 µέσω των ενζύµων SODs. Ωστόσο, ούτε το Ο2
.- ούτε 

το Η2Ο2 είναι ισχυροί οξειδωτικοί παράγοντες και εποµένως από µόνα τους δεν 

µπορούν να αντιδράσουν µε ενδοκυττάρια συστατικά. Το 1894 ο H.J.H. Fenton 

περιέγραψε την αντίδραση ενός µείγµατος Η2Ο2 µε άλατα δισθενούς σιδήρου τα 

προϊόντα της οποίας µπορούσαν να οξειδώσουν ένα µεγάλο αριθµό διαφορετικών 

οργανικών µορίων (Fenton, 1894). Αν και είναι πιθανό να εµπλέκονται αρκετοί 

ενδιάµεσοι παράγοντες, ο καλύτερα µελετηµένος είναι η ρίζα του υδροξυλίου (.ΟΗ) 

(αντίδραση 2) :  

 

Fe2+ + H2O2            ενδιάµεσα προϊόντα             Fe3+ + .OH + OH-         (2) 

 

Οι .OH λόγω της µεγάλης δραστικότητας τους δεν προλαβαίνουν να 

διαχυθούν αλλά αντιδρούν µε οτιδήποτε βρίσκεται δίπλα τους κατά την στιγµή της 

δηµιουργίας τους. Κατά συνέπεια, µπορούν να οξειδώσουν οποιοδήποτε κυτταρικό 

συστατικό και να προκαλέσουν οξειδωτικές βλάβες στο DNA των κυττάρων, 
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λιπιδιακή υπεροξείδωση σε λιπίδια µεµβρανών, αλλοιώσεις στην δοµή πρωτεϊνών και 

βλάβες σε υδατάνθρακες (Chevion, 1988; Gutteridge and Halliwell, 1982; Halliwell 

and Aruoma, 1991; Halliwell and Gutteridge, 1990; Henle et al., 1999; Meneghini, 

1997; Stohs and Bagchi, 1995). 

 Μολονότι υπάρχουν και άλλα µέταλλα, όπως ο χαλκός, που µπορούν να 

καταλύουν την παραπάνω αντίδραση, ο σίδηρος λόγω της υψηλής συγκέντρωσης του 

στα κύτταρα, θεωρείται ο βασικός καταλύτης της παραπάνω αντίδρασης στα 

βιολογικά συστήµατα.  

 

 

1.2.4 ∆ηµιουργία ∆ραστικών Μορφών Οξυγόνου 

 

 Μια από τις σηµαντικότερες πηγές δηµιουργίας ∆ΜΟ, είναι τα µιτοχόνδρια. 

Παρότι, η κυτοχρωµική οξειδάση ανάγει το Ο2 σε Η2Ο, χωρίς την απελευθέρωση 

ανιχνεύσιµων ενδιάµεσων µορφών αναγωγής, ένα µικρό ποσοστό ηλεκτρονίων 

διαφεύγει από την κύρια οδό της αναπνευστικής αλυσίδας των µιτοχονδρίων, µε 

αποτέλεσµα τη µονοσθενή αναγωγή του µοριακού οξυγόνου και τον τελικό 

σχηµατισµό του ανιόντος του υπεροξειδίου (Ο2
.-) (Lenaz, 2001). Αν και δεν είναι 

γνωστό ακριβώς το σηµείο διαρροής των ηλεκτρονίων, οι πρωτεΐνες του συµπλόκου Ι 

και η ελεύθερη ρίζα του συνενζύµου Q φαίνεται να είναι υπεύθυνες στις 

περισσότερες περιπτώσεις. Εκτός από τα µιτοχόνδρια, έχει διαπιστωθεί ότι υπάρχουν 

και άλλα κυτταρικά οργανίδια που µπορούν να παράγουν χαµηλές ποσότητες ∆ΜΟ, 

µέσω της αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων τους, όπως είναι το ενδοπλασµατικό 

δίκτυο (Malhotra and Kaufman, 2007) και ο πυρήνας (Peskin et al., 1980). 

 Μία άλλη εξίσου σηµαντική πηγή δηµιουργίας µικρών ποσοτήτων ∆ΜΟ στα 

κύτταρα, θεωρείται µια οικογένεια ενζύµων οι NAD(P)H οξειδάσες (Banfi et al., 

2003; Geiszt et al., 2003; Takeya et al., 2003), παρόµοιες µε την NADPH οξειδάση 

των φαγοκυττάρων, οι οποίες έχουν εντοπιστεί στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη 

όλων σχεδόν των κυττάρων. Αν και οι µοριακοί µηχανισµοί ενεργοποίησης αυτής της 

οικογένειας οξειδασών (Noxs) δεν είναι ακόµη πλήρως αναγνωρισµένοι, 

υποστηρίζεται ότι η δέσµευση προσδεµάτων, όπως αυξητικών παραγόντων, ορµονών, 

ή κυτοκινών, στους αντίστοιχους υποδοχείς τους στην κυτταρική µεµβράνη 

συνδέονται µε κάποιον τρόπο µε την ενεργοποίησης τους. 
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 Ένας άλλος τρόπος παράγωγής ∆ΜΟ είναι µέσω του µεταβολισµού του 

αραχιδονικού οξέος, σε αντιδράσεις που καταλύονται από την κυκλοξυγενάση και τις 

λιποξυγενάσες ενώ θα πρέπει ακόµη να αναφερθεί ότι αύξηση της δηµιουργίας ∆ΜΟ 

στα κύτταρα µπορεί να προκληθεί και από άλλους παράγοντες όπως είναι η επίδραση 

ακτινοβολιών, η χορήγηση φαρµάκων και ο µεταβολισµός τοξικών ενώσεων.  

 

1.2.5.Αποµάκρυνση ∆ραστικών Μορφών Οξυγόνου 

 

 Από όσα αναφέρθηκαν µέχρι στιγµής είναι εµφανές ότι η δηµιουργία 

∆ΜΟ στα κύτταρα των αερόβιων οργανισµών είναι συνεχής και λαµβάνει χώρα 

ακόµη και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες. Η συσσώρευση ωστόσο αυτών των 

ενώσεων θα είχε καταστροφικές συνέπειες για το κύτταρο. Για να καταφέρουν οι 

αερόβιοι οργανισµοί να επιζήσουν, έχουν αναπτύξει ένα σύστηµα αµυντικών 

µηχανισµών µέσω του οποίου εξισορροπούν την παραγωγή των ∆ΜΟ, 

αποµακρύνοντάς τες µόλις δηµιουργηθούν. Υπάρχει δηλαδή µια λεπτή δυναµική 

ισορροπία ανάµεσα στην δηµιουργία και την αποµάκρυνση των ∆ΜΟ στα κύτταρα η 

οποία καλείται «οξειδοαναγωγική ισορροπία».  

 Οι πρωτεΐνες που είναι υπεύθυνες για την αποµάκρυνση αυτών των ενώσεων 

είναι κυρίως οι δισµουτάσες του σουπεροξειδίου (SODs), η καταλάση (CAT), οι 

υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης (GPx) και οι περοξυρεδιξίνες (PRx). 

 

 

∆ισµουτάσες του σουπεροξειδίου (SODs) 

 

Οι δισµουτάσες του σουπεροξειδίου (SODs) καταλύουν την αντίδραση δύο µορίων 

Ο2
.- το ένα από τα οποία ανάγεται σε Η2Ο2 (δέκτης ηλεκτρονίων) ενώ το άλλο 

οξειδώνεται σε Ο2 (δότης ηλεκτρονίων), όπως φαίνεται στην αντίδραση (2) (McCord 

and Fridovich, 1969). Αν και η αντίδραση αυτή µπορεί να πραγµατοποιηθεί και µη 

ενζυµικά µε υψηλή ταχύτητα, η παρουσία του ενζύµου αυξάνει την ταχύτητα της 

αντίδρασης περισσότερο από 104 φορές. Οι δισµουτάσες του σουπεροξειδίου έχουν 

ανιχνευθεί σχεδόν σε όλους τους αερόβιους οργανισµούς, στο κυτταροδιάλυµα σε µια 

µορφή που περιέχει χαλκό και ψευδάργυρο (CuZn-SOD) και στα µιτοχόνδρια µε µια 

µορφή που περιέχει µαγγάνιο (Mn-SOD). Η υψηλή ταχύτητα της αντίδρασης σε 

συνδυασµό µε την παρουσία της SOD σε όλα τα κύτταρα έχει ως αποτέλεσµα η 
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συγκέντρωση του Ο2
·- να είναι ιδιαίτερα χαµηλή. Έχει υπολογιστεί ότι η 

ενδοκυττάρια συγκέντρωση ισορροπίας (steady state) του Ο2
·- παρουσία της SOD 

είναι περίπου ίση µε 10-11 Μ.  

 

                                                               SOD 
                                Ο2

·- + Ο2
·- + 2Η +     →      Η2Ο2 + Ο2                                        (2) 

 

Καταλάση (CAT) 

 

Η καταλάση είναι µια αιµοπρωτεΐνη που αντιδρά µε το Η2Ο2 σε οποιαδήποτε 

συγκέντρωσή του χωρίς να υφίσταται κορεσµό και καταλύει την αναγωγή του Η2Ο2 

µε 2 ηλεκτρόνια προς Η2Ο (αντίδραση 3). Πιο συγκεκριµένα, η καταλάση 

χρησιµοποιεί το Η2Ο2 τόσο σαν δότη όσο και σαν δέκτη ηλεκτρονίων. Το ένα µόριο 

Η2Ο2 οξειδώνεται µε δύο ηλεκτρόνια σε Ο2 ενώ ταυτόχρονα το άλλο ανάγεται µε 2 

ηλεκτρόνια σε Η2Ο. 

 

                                                                      CAT 
                                            Η2Ο2 +H2O2       →        H2O + O2                                (3) 
 

Η καταλάση απαντάται στα υπεροξεισωµάτια και έχει βρεθεί σχεδόν σε όλους τους 

αερόβιους οργανισµούς. Οι πιο πολύ τύποι καταλάσης είναι τετραµερή µε ένα µόριο 

αίµης στο ενεργό κέντρο κάθε υποµονάδας (Chance et al., 1979; Zamocky et al., 

2008). 

 

Υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GP) 

 

Η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GP) είναι µια σεληνοπρωτεΐνη που ανευρίσκεται 

κυρίως στο κυτταρόπλασµα, αλλά και στα µιτοχόνδρια και τα υπεροξυσωµάτια. Το 

ένζυµο αυτό ανάγει το Η2Ο2 σε Η2Ο οξειδώνοντας την γλουταθειόνη (GSH) σε 

δισουλφίδιο της γλουταθειόνης (GSSG), όπως φαίνεται στην αντίδραση (4) : 

 

          GP 
           Η2Ο2 + 2 GSH       →     2 H2O + GSSG                             (4) 
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Η οξειδωµένη γλουταθειόνη εν συνεχεία µπορεί και ανάγεται από την αναγωγάση της 

γλουταθειόνης (GR), χρησιµοποιώντας ως δότη ηλεκτρονίων το NADPH. Η 

υπεροξειδάση της γλουταθειόνης εµφανίζει απόλυτη εξειδίκευση όσον αφορά την 

γλουταθειόνη αλλά µπορεί να ανάγει διαφορετικά υπεροξείδια όπως για παράδειγµα 

υπεροξείδια λιπαρών οξέων, οργανικά υπεροξείδια κ.α (Lu and Holmgren, 2009). 

 

Περοξυρεδοξίνες (PRx) 

 

Οι περοξυρεδοξίνες (peroxiredoxins, Prxs ) συνιστούν µια οικογένεια πρωτεϊνών, των 

οποίων η σηµασία στην αντιοξειδωτική άµυνα και στη µεταγωγή σηµάτων έγινε πιο 

ξεκάθαρη τα τελευταία χρόνια (Rhee et al., 2001; Wood et al., 2003). Οι 

περοξυρεδοξίνες, που δρουν συνήθως ως οµοδιµερή, καταλύουν την αναγωγή του 

Η2Ο2 σε Η2Ο χρησιµοποιώντας ως δότη ηλεκτρονίων την θειορεδοξίνη (Trx) 

(αντίδραση 5) : 

 

                                                          Prx 
                                 Η2Ο2 + Trx(red) → 2 H2O + Trx(ox)                                   (5) 
 

Κατά τη διαδικασία της κατάλυσης, µια κυστεΐνη (Cys52) στο ενεργό κέντρο της Prx 

οξειδώνεται σχηµατίζοντας σουλφενικό οξύ (sulfenic acid, Prx-SOH) τo οποίο µε τη 

σειρά του αντιδρά µε µια άλλη κυστεΐνη (Cys 173) της άλλης υποµονάδας του µορίου 

προς σχηµατισµό δισουλφιδίου (Prx-S-S-Prx). Το δισουλφίδιο επανανάγεται από την 

Trx η οποία οξειδώνεται προς δισουλφίδιο. Εντούτοις όταν η συγκέντρωση του Η2Ο2 

είναι ιδιαίτερα υψηλή, τότε η Prx-SOH οξειδώνεται περαιτέρω προς σουλφινικό οξύ 

Prx-SO2H. Αν και η οξείδωση αυτή θεωρείτο ως µια µη αντιστρεπτή τροποποίηση, 

πρόσφατα ανακαλύφθηκε ένα ένζυµο, η σουλφιρεδοξίνη (Srx, sulfiredoxin), της 

οποίας ο ρόλος είναι η αναγωγή υπερ-οξειδωµένων περοξυρεδοξινών (Biteau et al., 

2003; Chang et al., 2004). 
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1.2.6 Επιπτώσεις από τις αλλαγές στην οξειδοαναγωγική ισορροπία του κυττάρου 

 

Όπως γίνεται κατανοητό, για την επίτευξη της λεγόµενης «οξειδοαναγωγικής 

ισορροπίας» µέσα στα κύτταρα θα πρέπει οι ∆ΜΟ που δηµιουργούνται, ακόµη και 

κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, να αποµακρύνονται συνεχώς από τους αµυντικούς 

µηχανισµούς των κυττάρων. Πρέπει επίσης να επισηµανθεί ότι η οξειδοαναγωγική 

ισορροπία δεν είναι η ίδια σε όλα τα είδη κυττάρων. Εξαρτάται τόσο από την 

ταχύτητα δηµιουργίας των ∆ΜΟ όσο και από την ικανότητα των συγκεκριµένων 

κυττάρων να τις αποµακρύνουν. Αλλά ακόµη και στα ίδια τα κύτταρα, η ισορροπία 

αυτή µπορεί να διαταράσσεται κάτω από ορισµένες συνθήκες. Στην περίπτωση που η 

ισορροπία ανάµεσα στους οξειδωτικούς παράγοντες και στην αντιοξειδωτική άµυνα 

των κυττάρων διαταράσσεται/ανατρέπεται υπέρ των πρώτων, τότε προκαλείται µια 

κατάσταση που είναι γνωστή ως «οξειδωτικό στρες» (Sies and Cadenas, 1985) 

Τα κύτταρα έχουν την ικανότητα να “αντιλαµβάνονται” αλλαγές της 

οξειδοαναγωγικής τους κατάστασης και να αντιδρούν ανάλογα µε την ένταση του 

οξειδωτικού στρες το οποίο δέχονται. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2: ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των κυτταρικών αποκρίσεων µετα από έκθεση 

τους σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις Η2Ο2 

 

Πιο συγκεκριµένα, όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 2, η έκθεση κυττάρων σε πολύ 

χαµηλές συγκεντρώσεις εξωγενώς προστιθέµενου Η2Ο2 έχει διαπιστωθεί ότι οδηγεί 

στον πολλαπλασιασµό των κυττάρων (1), ενώ λίγο υψηλότερες συγκεντρώσεις Η2Ο2 
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προκαλούν µία προσωρινή αναστολή του πολλαπλασιασµού τους (transient cell 

arrest) (2) (Burdon and Rice-Evans, 1989; Davies, 1999; Davies, 2000; Wiese et al., 

1995). Αποµάκρυνση του Η2Ο2 σε αυτό το σηµείο έχει ως αποτέλεσµα τα κύτταρα να 

γίνονται πιο ανθεκτικά όταν εκτίθενται µετά από λίγο χρόνο ξανά στο ίδιο ερέθισµα, 

µία κατάσταση που χαρακτηρίζεται ως ‘‘προσαρµογή των κυττάρων’’ (adaptation) 

(3). Εάν τα κύτταρα δεν εκτεθούν ξανά σε Η2Ο2 παρατηρείται ότι µετά από κάποιο 

χρονικό διάστηµα επανέρχονται στην αρχική τους κατάσταση.  

 Στην περίπτωση όµως που το οξειδωτικό στρες είναι εντονότερο και τα 

κύτταρα δεν καταφέρουν να ανταπεξέλθουν πλήρως, τότε το αποτέλεσµα είναι µία 

µόνιµη αναστολή του πολλαπλασιασµού τους (permanent cell arrest)(4). Σε αυτήν 

την περίπτωση τα κύτταρα βρίσκονται σε µία κατάσταση παρόµοια µε αυτή των 

γηρασµένων κυττάρων (senescence-like state). Τέλος, όταν η ένταση του οξειδωτικού 

στρες είναι ιδιαίτερα υψηλή, τότε τα κύτταρα οδηγούνται σε θάνατο είτε µε 

απόπτωση είτε µε νέκρωση (5) (Antunes and Cadenas, 2001; Chandra et al., 2000). 

 

 

1.3 Φυσιολογικός ρόλος των ∆ραστικών Μορφών Οξυγόνου 

 

 Η έρευνα γύρω από το οξειδωτικό στρες για αρκετές δεκαετίες είχε 

περιοριστεί στις απότοµες αλλαγές της οξειδοαναγωγικής ισορροπίας, που είχαν 

τοξικές επιπτώσεις για τα κύτταρα και οδηγούσαν στον θάνατο. Η ανίχνευση όµως 

µικρών µη τοξικών ποσοτήτων ∆ΜΟ κάτω από φυσιολογικές συνθήκες σε όλα 

σχεδόν τα είδη κυττάρων έθεσε στην επιστηµονική κοινότητα το ερώτηµα για τους 

ρόλους που µπορούν να παίζουν αυτοί οι παράγοντες (Droge, 2002; Rhee et al., 

2005).  

Τα µιτοχόνδρια όπως αναφέρθηκε σε προηγούµενη ενότητα, αλλά και άλλα 

κυτταρικά οργανίδια όπως το ενδοπλασµατικό δίκτυο και ο πυρήνας έχουν την 

ικανότητα να παράγουν χαµηλές ποσότητες ∆ΜΟ. Ένζυµα όπως η οξειδάση της 

ξανθίνης, καθώς και τα ένζυµα του µεταβολισµού του αραχιδονικού οξέος παράγουν 

επίσης ∆ΜΟ. Η σηµαντικότερη όµως πηγή δηµιουργίας ρυθµιζόµενων φυσιολογικών 

ποσοτήτων ∆ΜΟ στα κύτταρα, θεωρείται µια οικογένεια ενζύµων (NAD(P)H 

οξειδάσες), παρόµοιες µε την ΝADPH οξειδάση των φαγοκυττάρων που έχουν 

εντοπιστεί στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη όλων σχεδόν των κυττάρων 
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(Bayraktutan et al., 2000; Fukui et al., 1997; Griendling et al., 1994; Tammariello et 

al., 2000; Ushio-Fukai et al., 1996). 

 Αν και οι µηχανισµοί µε τους οποίους αυτές οι NAD(P)H οξειδάσες 

ενεργοποιούνται είναι ακόµη υπό διερεύνηση, υποστηρίζεται ότι η δέσµευση 

προσδεµάτων σε υποδοχείς της κυτταρικής µεµβράνης συνδέεται άµεσα µε την 

ενεργοποιήση αυτών των ενζύµων. Οι υποδοχείς κυτοκινών (cytokine receptor) όπως 

του TNF-α, της ιντερλευκίνης-1 (IL-1) και της ιντερφερόνης-γ (IFN-γ) ήταν από τους 

πρώτους που αναφέρθηκε ότι οδηγούν στην αύξηση ∆ΜΟ σε µη-φαγοκύτταρα µέσω 

της ενεργοποίησης NAD(P)H οξειδασών (Arai et al., 1998; De Keulenaer et al., 1998; 

Meier et al., 1991; Satriano et al., 1993). Αντίστοιχα, αύξηση της ενδοκυττάριας 

συγκέντρωσης ∆ΜΟ έχει αναφερθεί και για αυξητικούς παράγοντες. ∆ύο από τους 

πιο γνωστούς αυξητικούς παράγοντες, ο αυξητικός παράγοντας που προέρχεται από 

τα αιµοπετάλια PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) και ο επιδερµικός αυξητικός 

παράγοντα EGF µετά την πρόσδεση τους στους αντίστοιχους RTKs (Receptor 

Tyrosine Kinases) προκαλούν την αύξηση της δηµιουργίας Ο2
.- και Η2Ο2 διαµέσου 

NAD(P)H οξειδασών (Abid et al., 2001; Irani et al., 1997; Marumo et al., 1997; 

Sundaresan et al., 1995; Thannickal et al., 2000). 

 Η αύξηση της συγκέντρωσης ∆ΜΟ φαίνεται ότι είναι απαραίτητη για την 

έναρξη µιας σειράς γεγονότων που έχουν σαν αποτέλεσµα την µεταφορά σηµάτων 

από τη µεµβράνη στο εσωτερικό του κυττάρου (signal transduction) (Rhee, 1999). Τα 

σήµατα αυτά ανάλογα µε τον υποδοχέα µπορεί να σχετίζονται µε την επιβίωση, την 

διαφοροποίηση, τον πολλαπλασιασµό ή ακόµη και µε τον θάνατο των κυττάρων. 

Παραδείγµατος χάριν, έχει βρεθεί ότι η παροδική αύξηση της συγκέντρωσης Ο2
.- και 

Η2Ο2 µέσω µιας NAD(P)H οξειδάσης µετά την πρόσδεση αυξητικών παραγόντων 

στους υποδοχείς τους, είναι απαραίτητη για την µετάδοση του µιτογόνου σήµατος. Η 

γρήγορη αποµάκρυνση όµως των δηµιουργούµενων ∆ΜΟ µε την υπερέκφραση 

αντιοξειδωτικών ενζύµων όπως καταλάσης έχει ως αποτέλεσµα την διακοπή της 

σηµατοδοτικής πορείας (Abid et al., 2001; Bae et al., 1997; Das et al., 1992; Irani et 

al., 1997; Marumo et al., 1997; Tammariello et al., 2000; Thannickal et al., 2000)  

 Μέσα από αυτές τις παρατηρήσεις, άρχισε σιγά-σιγά να διαµορφώνεται η ιδέα 

ότι η συνεχής δηµιουργία και αποµάκρυνση ∆ΜΟ ακόµη και κάτω από φυσιολογικές 

συνθήκες δεν ήταν µια τυχαία και βλαπτική ατέλεια η οποία ήταν συνυφασµένη µε 

την αναγωγή του οξυγόνου αλλά αποτελεί µια δυναµική κατάσταση µέσω της οποίας 

είναι δυνατόν να ελέγχονται βασικές κυτταρικές λειτουργίες όπως είναι η 
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ενεργοποίηση ενζύµων, ο έλεγχος της δηµιουργίας νέων πρωτεϊνών µε έκφραση 

γονιδίων και τελικά µέσω αυτών, ο πολλαπλασιασµός, η διαφοροποίηση ή ακόµη και 

η απόπτωση των κυττάρων (Finkel, 2003; Martindale and Holbrook, 2002). 

 

 

1.4 Το Η2Ο2 ως δεύτερος διαµεσολαβητής στην µεταγωγή σηµάτων 

 

 Σήµερα θεωρείται πλέον σαφές ότι η ενδοκυττάρια οξειδοαναγωγική 

κατάσταση (redox status) αποτελεί το βασικό ρυθµιστή της «τύχης» του κυττάρου 

καθώς αλλαγές στην οξειδοαναγωγική ισορροπία διαδραµατίζουν κοµβικό ρόλο στη 

µεταγωγή σηµάτων στα κύτταρα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3: Η οξειδοαναγωγική ισορροπία αποτελεί τον κεντρικό ρυθµιστή της 

«τύχης» του κυττάρου (Fujino et al., 2006) 

 

Χαρακτηριστικά παραδείγµατα που αποδεικνύουν την δράση του Η2Ο2 ως δεύτερου 

διαµεσολαβητή σε σηµατοδοτικές πορείες παρατίθενται παρακάτω. 

 

1.4.1. Μονοπάτι ενεργοποίησης του NF-κΒ 

 

 Ένα πρώτο παράδειγµα που τεκµηριώνει την άµεση εµπλοκή του Η2Ο2 ως 

σηµατοδοτικό µόριο σε πορείες µεταγωγής σηµάτων αποτελεί το µονοπάτι 

ενεργοποίησης του NF-κΒ (Baeuerle and Baltimore, 1988; Flohe et al., 1997; 

Janssen-Heininger et al., 2000; Schreck et al., 1991). Σε φυσιολογικές συνθήκες ο 

NF-κΒ εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα σε ανενεργή κατάσταση συνδεδεµένος µε τον 

αναστολέα του IkB. Πειραµατικές µελέτες στις αρχές του 1990 έδειξαν ότι η έκθεση 
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κυττάρων σε χαµηλές συγκεντρώσεις Η2Ο2 ή σε ιονίζουσα ακτινοβολία προκάλεσαν 

την ενεργοποίηση του ΝF-κΒ µέσω της αποµάκρυνσης του αναστολέα IkB από το 

σύµπλοκο του NF-κΒ (Baeuerle and Henkel, 1994; Schreck et al., 1991; Schulze-

Osthoff et al., 1995). Επίσης πολλοί από τους παράγοντες που ενεργοποιούν τον NF-

κB όπως για παράδειγµα ο ΤΝF-α και η ILβ έχει αναφερθεί ότι ταυτόχρονα επάγουν 

την αύξηση των ενδοκυττάριων ∆ΜΟ (Bonizzi et al., 1999; Park et al., 2004; Ryan et 

al., 2004; Sanlioglu et al., 2001; Sulciner et al., 1996), ενώ µια σειρά από 

διαφορετικούς αντιοξειδωτικούς παράγοντες µπορούν να αναστείλουν την 

ενεργοποίησή του (Anderson et al., 1994; Brennan and O'Neill, 1995; Sappey et al., 

1994; Schmidt et al., 1995; Staal et al., 1990). Πιστέυεται εποµένως ότι στις 

περισσότερες περιπτώσεις η ενεργοποίηση του NF-κΒ ρυθµίζεται από αλλαγές της 

οξειδοαναγωγικής ισορροπίας (Pantano et al., 2006). Εφόσον η ενεργοποίηση του 

NF-κB είναι άµεσα συνδεδεµένη µε την φωσφορυλίωση του ΙκΒ, τα ερεθίσµατα που 

ενεργοποιούν το µεταγραφικό αυτό παράγοντα πρέπει είτε να ενεργοποιούν κάποια 

κινάση είτε εναλλακτικά να απενεργοποιούν κάποια φωσφατάση στη διαδικασία 

αυτή. Αν και η αποικοδόµηση και η απελευθέρωση του ΙκΒ από τον NF-κΒ από 

ενδιάµεσες συγκεντρώσεις Η2Ο2 έχει προταθεί σε πολλές µελέτες (Pantano et al., 

2006; Schenk et al., 1994) δεν έχει ξεκαθαριστεί πλήρως, αν οι ∆ΜΟ ενεργοποιούν 

τις ΙΚΚs ή άλλες κινάσες που φωσφορυλιώνουν τον ΙκΒ. Ωστόσο σε µια µελέτη της 

ερευνητικής οµάδας του Hirata, διαπιστώθηκε ότι το Η2Ο2 προκάλεσε την άµεση 

φωσφορυλίωση και ενεργοποίηση του ΙΚΚ συµπλόκου σε δύο κατάλοιπα σερίνης 

(Kamata et al., 2002). 

 Από την άλλη πλευρά, υπάρχουν αναφορές που δείχνουν ότι αλλαγές στην 

οξειδοαναγωγική ισορροπία µπορούν να επηρεάσουν αρνητικά και να αναστείλουν 

την ενεργοποίηση του ΝF-κΒ στο κυτταρόπλασµα (Kapahi et al., 2000; Korn et al., 

2001; Pantano et al., 2006; Reynaert et al., 2004; Rossi et al., 2000; Roussel and 

Barchowsky, 2000). Παραδείγµατος χάριν, η έκθεση κυττάρων σε διάφορους 

στρεσογόνους παράγοντες ή ακόµη και η άµεση προσθήκη Η2Ο2 σε καλλιέργειες 

κυττάρων έχει αναφερθεί ότι προκαλούν την οξείδωση και απενεργοποίηση του 

συµπλόκου της ΙΚΚ κινάσης (Jaspers et al., 2001; Korn et al., 2001; Rossi et al., 

2000; Roussel and Barchowsky, 2000). Πιο συγκεκριµένα, έχει διαπιστωθεί ότι η 

ΙΚΚβ υποµονάδα του ΙΚΚ συµπλόκου που περιέχει στο ενεργό της κέντρο ένα 

κατάλοιπο κυστεΐνης (Cys 179) είναι πιθανόν να χάνει τη δραστικότητά της, µέσω 

οξείδωσής της από το Η2Ο2, µε αποτέλεσµα την αναστολή της ενεργοποίησης και της 
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µετατόπισης του NF-κΒ στον πυρήνα (Kapahi et al., 2000; Rossi et al., 2000). 

Επιπλέον, εκτός από την ΙΚΚ κινάση που έχει δειχθεί ότι αποτελεί στόχο οξείδωσης 

από την δράση του Η2Ο2, πρόσφατα αποδείχθηκε ότι η ΜΕΚΚ1, µια ανοδική κινάση 

του ΙΚΚ συµπλόκου ((Lee et al., 1998a; Nemoto et al., 1998), σε συνθήκες 

οξειδωτικού στρες απενεργοποιείται. Ειδικότερα, η έκθεση κυττάρων σε Η2Ο2 

διαπιστώθηκε ότι προκάλεσε την γλουταθειονυλίωση µιας κυστεΐνης (Cys1238) στο 

ενεργό κέντρο της ΜΕΚΚ1 µε αποτέλεσµα την πλήρη αναστολή της δραστικότητα 

της (Cross and Templeton, 2004). Αν και δεν έχει ακόµη πλήρως διευκρινιστεί, 

πιστεύεται ότι η απενεργοποίηση της ΜΕΚΚ1, αποτελεί σηµείο κλειδί στο τρόπο 

µέσω του οποίου αναστέλλεται η ενεργοποίηση του NF-κΒ σε συνθήκες οξειδωτικού 

στρες. 

 Συµπερασµατικά, αν και υπάρχει πληθώρα ερευνητικών µελετών σχετικά µε 

το ρόλο του Η2Ο2 στο µηχανισµό ενεργοποίησης του NF-κΒ, τα δεδοµένα µερικές 

φορές φαίνεται οτι είναι αντιφατικά. Η αντιφατικότητα αυτή ίσως να οφείλεται στα 

διαφορετικά είδη κυττάρων, στις διαφορετικές συγκεντρώσεις οξειδωτικών και στους 

διαφορετικούς χρόνους επώασης. Εντούτοις, σε όλες τις παραπάνω περιπτώσεις το 

Η2Ο2 φαίνεται οτι παίζει καθοριστικό ρόλο στο µονοπάτι ενεργοποίησης του NF-κΒ 

καθώς αλλαγές στην οξειδοαναγωγική ισορροπία µπορούν να επηρεάσουν την 

ενεργοποίησή του είτε θετικά είτε αρνητικά (Pantano et al., 2006). 

 

1.4..2 TNF-α 

 

 Άλλο παράδειγµα που τεκµηριώνει την εµπλοκή του Η2Ο2 σε πορείες 

µεταγωγής σηµάτων αποτελεί το µονοπάτι του TNF-α. Έχει διαπιστωθεί ότι η 

διέγερση κυττάρων µε TNF-α προκαλεί την απότοµη αύξηση της ενδοκυττάριας 

συγκέντρωσης H2O2, ενώ η αποµάκρυνση των δηµιουργούµενων ∆ΜΟ µε τη χρήση 

αντιοξειδωτικών ουσιών προστατεύει τα κύτταρα από τον κυτταρικό θάνατο (Kamata 

et al., 2005; Pham et al., 2004; Sakon et al., 2003). Πρόσφατες πειραµατικές µελέτες, 

στο παραπάνω µοντέλο, αποδίδουν τη δράση των ∆ΜΟ στην ικανότητά τους να 

απενεργοποιούν µέσω οξείδωσης, την ενζυµική δραστικότητα τυροσινικών 

φωσφατασών που εµπλέκονται σε αυτό το σηµατοδοτικό µονοπάτι. Χαρακτηριστικό 

παράδειγµα αποτελεί η εργασία του Michael Κarin και συνεργατών, η οποία 

τεκµηριώνει ότι η έκθεση κυττάρων σε TNF-α (µέσω παροδικής αύξησης της 

συγκέντρωσης Η2Ο2) προκαλεί την οξείδωση και απενεργοποίηση των τυροσινικών 
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φωσφατασών διπλής εξειδίκευσης της JNK (Davis, 2000), η ενεργοποίηση της οποίας 

αποτελεί κεντρικό βήµα στη σηµατοδοτική πορεία από τον TNF-α (Deng et al., 2003) 

οδηγώντας στην παρατεταµένη φωσφορυλίωση της και τελικά την πρόκληση 

αποπτωτικού θανάτου (Kamata et al., 2005). Επιπρόσθετα, έχει διαπιστωθεί ότι στο 

µονοπάτι του TNF-α, οι ∆ΜΟ µπορούν να επηρεάζουν την οξειδοαναγωγική 

κατάσταση και άλλων µορίων. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα είναι η θειορεδοξίνη 

(Trx) που αποτελεί έναν από τους βασικότερους αναστολείς της κινάσης ASK1 

(Apoptosis Signal Regulating Kinase-1) (Saitoh et al., 1998). ∆ιάφοροι στρεσογόνοι 

παράγοντες µπορούν να προκαλέσουν την ενεργοποίησή της, µεταξύ άλλων και η 

έκθεση κυττάρων σε TNF-α (Gotoh and Cooper, 1998). Η ενεργοποίηση της ASK1 

αποτελεί καθοριστικό βήµα στην αποπτωτική διαδικασία των κυττάρων, καθώς η 

αποσιώπηση του γονιδίου της ASK1, έχει δειχθεί ότι αναστέλλει τον κυτταρικό 

θάνατο (Matsuzawa et al., 2002; Tobiume et al., 2001) και αντίστοιχα η υπερέκφραση 

ή η συνεχής ενεργοποίησή της οδηγεί στον αποπτωτικό θάνατο (Hatai et al., 2000; 

Kanamoto et al., 2000) Από µελέτες της ερευνητικής οµάδας του Ichijo στην Ιαπωνία, 

διαπιστώθηκε ότι η αύξηση της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης του Η2Ο2, µέσω 

διέγερσης των κυττάρων µε TNF-α, προκάλεσε την οξείδωση και αποµάκρυνση της 

Trx (η οποία στο ενεργό της κέντρο έχει δυο οξειδοαναγωγικά ευαίσθητα κατάλοιπα 

κυστεινης Cys 32, Cys 35) από το σύµπλοκο της ASK1 (Liu et al., 2000; Noguchi et 

al., 2005) µε αποτέλεσµα την ενεργοποίησή της και τελικά την πρόκληση 

αποπτωτικού θανάτου (Liu et al., 2000; Noguchi et al., 2005). 

 

1.4.3 Akt (Κινάση Κυτταρικής Επιβίωσης)  

 

 Μια άλλη πρωτεΐνη, η κινάση κυτταρικής επιβίωσης Akt (πρωτεϊνική κινάση 

Β) που εµπλέκεται στη µετάδοση αντι-αποπτωτικών σηµάτων έχει βρεθεί ότι 

επηρεάζεται από αλλαγές στην ενδοκυττάρια οξειδοαναγωγική ισορροπία (Scheid 

and Woodgett, 2001). Έχει αναφερθεί ότι έκθεση κυττάρων σε Η2Ο2 προκάλεσε την 

δηµιουργία ενδοµοριακού δισουλφιδικού δεσµού στο µόριο της Αkt (Cys 297, Cys 

311), µε αποτέλεσµα την απενεργοποίηση της και τελικά το θάνατο των κυττάρων 

(Murata et al., 2003) Η υπερέκφραση όµως της γλουταρεδοξίνης (GRX) στα κύτταρα 

αυτά, προστάτευσε από την απενεργοποίηση της µε αποτέλεσµα την αναστολή του 

αποπτωτικού θανάτου τους.  
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1.4.4 Τυροσινικές κινάσες 

 

 Υπάρχουν βιβλιογραφικές αναφορές που αποδεικνύουν ότι το Η2Ο2 µπορεί να 

επηρεάσει επίσης την οξειδοαναγωγική κατάσταση τυροσινικών κινασών. Επι 

παραδείγµατι, άµεση οξείδωση τυροσινικών κινασών έχει αναφερθεί για τον 

υποδοχέα της ινσουλίνης (Insulin, receptor kinase, ΙRK) (Schmid et al., 1998; Schmid 

et al., 1999) για τον υποδοχέα του EGF και του PDGF (Esposito et al., 2003; Lee et 

al., 2004b) για τη διαµεµβρανική τυροσινική κινάση Ret (Kato et al., 2000) και τέλος 

για την Src κινάση (Akhand et al., 1999; Senga et al., 2000). Σε όλες τις παραπάνω 

περίπτωσεις, η οξείδωση αυτών των κινασών, από την δράση του Η2Ο2, οδήγησε 

στην ενίσχυση της ενζυµικής τους δραστικότητας µε αποτέλεσµα την 

υπερενεργοποίηση τους και την έντονη επαγωγή του εκάστοτε σήµατος. 

 

1.4.5 Τυροσινικές φωσφατάσες 

 

 Μια από τις πιο χαρακτηριστικές κατηγορίες µορίων που η δράση τους 

επηρεάζεται από αλλαγές στην οξειδοαναγωγική ισορροπία είναι η οικογένεια των 

πρωτεϊνικών τυροσινικών φωσφατασών (Protein Tyrosine Phosphatases, PTPs). Το 

ενεργό κέντρο των ενζύµων αυτών χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη µιας περιοχής 

που αποτελείται από µια κυστεΐνη και µία αργινίνη ανάµεσα στις οποίες 

παρεµβάλλονται πέντε αµινοξέα (Cys-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Arg) (Denu and 

Dixon, 1998) η οποία συχνά αναφέρεται και ως µοτίβο C(X)5R. Το περιβάλλον αυτό 

ευνοεί την αποπρωτονίωση της σουλφυδρυλικής οµάδας της κυστεΐνης αυτής 

(pKa=4,7-5,4) καθιστώντας την ευάλωτη στην οξείδωση από το Η2Ο2 (βλέπε σελ. 

20). 

 Για πρώτη φορά το 1998 ο Rhee S.G και οι συνεργάτες του διαπίστωσαν ότι η 

δέσµευση του επιδερµικού αυξητικού παράγοντα (EGF) στον υποδοχέα του σε 

κύτταρα Α431, προκάλεσε απότοµη αύξηση στην ενδοκυττάρια συγκέντρωση Η2Ο2 , 

µε αποτέλεσµα την οξείδωση και απενεργοποίηση της PTP1B φωσφατάσης (Lee et 

al., 1998b). Επίσης σε µία άλλη ερευνητική εργασία, αποδείχθηκε ότι η έκθεση 

κυττάρων σε PDGF, µέσω αύξησης της συγκέντρωσης Η2Ο2, προκάλεσε την 

οξείδωση και απενεργοποίηση της LΜW φωσφατάσης (Low-molecular Proteins-

PTP) (Caselli et al., 1998; Chiarugi et al., 2001). Βέβαια στο σηµείο αυτό θα πρέπει 

να επισηµανθεί ότι και στα δύο παραπάνω παραδείγµατα οι φωσφατάσες αυτές 
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επανάκτησαν µετά από κάποια χρονική στιγµή την ενεργότητα τους (αντιστρεπτή 

οξείδωση), µέσω της δράσης ενδογενών αναγωγικών παραγόντων. Αντίστοιχα πολλές 

άλλες τυροσινικές φωσφατάσες όπως χαρακτηριστικά είναι η Cdc25C (Savitsky and 

Finkel, 2002), το PTEN (Lee et al., 2002) και η SHP-2 (Meng et al., 2002) έχει 

διαπιστωθεί ότι αποτελούν στόχους οξείδωσης από το Η2Ο2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4: Η οξείδωση τυροσινικών φωσφατασών από την δράση των ∆ΜΟ 

διαδραµατίζει κεντρικό ρόλο στην µεταγωγή ενδοκυττάριων σηµάτων (Chiarugi and 

Buricchi, 2007) 

 

 Η οξείδωση τυροσινικών φωσφατασών φαίνεται ότι αποτελεί σηµείο κλειδί 

στην µεταγωγή ενδοκυττάριων σηµάτων (Εικόνα 4). Η ιδέα που υποστηρίζεται είναι 

ότι η παροδική απενεργοποίηση τυροσινικών φωσφατασών µέσω οξείδωσης τους από 

τις ∆ΜΟ, που παράγονται µετά τη δέσµευση προσδεµάτων σε υποδοχείς κινασών 

τυροσίνης (Receptor Tyrosine Kinases, RTKs) αντιπροσωπεύει τη βασική στρατηγική 

που έχουν υιοθετήσει τα κύτταρα σε πορείες µεταγωγής σηµάτων καθώς η αναστολή 

της δράσης τους οδηγεί στην ενεργοποίηση των αντίστοιχων τυροσινικών κινασών. Η 

επαναφορά εν συνεχεία της ενδοκυττάριας οξειδοαναγωγικής ισορροπίας µέσω της 

δράσης αναγωγικών ενζύµων, µπορεί να οδηγήσει στην ανάκτηση της ενζυµικής 

δραστικότητας των τυροσινικών φωσφατασών και στον τερµατισµό του εκάστοτε 

σήµατος. (Chiarugi and Buricchi, 2007). Με άλλα λόγια, η οξείδωση/ 

απενεργοποίηση PTPs από την δράση του Η2Ο2, υποστηρίζεται ότι διαδραµατίζει 

θεµελιώδη ρόλο στην ρύθµιση της δράσης των PTKs και κατ’ επέκταση στη 

µετάδοση του σήµατος. 
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1.4.6 Οξείδωση σουλφιδριλικών οµάδων 

 

 Όλα τα προηγούµενα παραδείγµατα έχουν ως κοινό παρανοµαστή την 

οξείδωση ευαίσθητων κυστεϊνικών καταλοίπων. Σύµφωνα µε την επικρατέστερη 

θεωρεία η δράση του Η2Ο2 ως σηµατοδικό µόριο σχετίζεται µε την οξείδωση 

ευαίσθητων σουλφυδρυλικών οµάδων σε κυστεϊνικά κατάλοιπα µορίων που 

διαδραµατίζουν κοµβικό ρόλο σε πορείες µεταγωγής σηµάτων. Παρόλο που οι 

περισσότερες πρωτεΐνες περιέχουν αρκετά κατάλοιπα κυστεϊνών στο µόριο τους, το 

Η2Ο2 δεν έχει την ικανότητα να οξειδώνει οποιαδήποτε από αυτές αλλά δρα 

επιλεκτικά µόνο σε ορισµένες από αυτές. Η παρουσία θετικά φορτισµένων αµινοξέων 

στο µικροπεριβάλλον της κυστεΐνης όπως για παράδειγµα καταλοίπων αργινίνης, 

λυσίνης και ιστιδίνης έχει πρωτεύουσα σηµασία στο αν µια κυστεΐνη θα οξειδωθεί. 

Το pKa, δηλαδή η σταθερά διάστασης, των περισσοτέρων κυστεϊνών µιας πρωτεΐνης 

είναι περίπου 8.5 και κατά συνέπεια σε φυσιολογικό pH (περίπου 7.4) η 

σουλφυδρυλική τους οµάδα είναι πρωτονιωµένη. Στην περίπτωση όµως που µία 

κυστεΐνη περιβάλλεται από θετικά φορτισµένα αµινοξέα, το pKa της σουλφυδρυλικής 

αυτής οµάδας µειώνεται, µε συνέπεια σε φυσιολογικό pH η οµάδα αυτή να 

αποπρωτονιώνεται (αρνητικά φορτισµένη) (Lohse et al., 1997; Zhang and Dixon, 

1993). Στην περίπτωση αυτή πιστεύεται ότι η συγκεκριµένη κυστεΐνη είναι ευάλωτη 

στην οξειδωτική δράση του Η2Ο2.  

 

 

 

 

 Συγκεντρωτικά κλείνοντας αυτή την ενότητα, θα πρέπει να τονιστεί ότι 

αλλαγές στην οξειδοαναγωγική κατάσταση κεντρικών σηµατοδοτικών µορίων µέσω 

οξείδωσης τους από το Η2Ο2, διαδραµατίζουν κοµβικό ρόλο στην τελική απόκριση 

των κυττάρων σε πορείες µεταγωγής σηµάτων και συσχετίζονται άµεσα µε όλες τις 

κυτταρικές διεργασίες. Μολονότι υπάρχει πλούσια βιβλιογραφία η οποία 

επικεντρώνεται στο ρόλο και στις συνέπειες που επιφέρουν οι οξειδωτικές 

τροποποιήσεις κυστεινικών καταλοίπων στη µεταβίβαση µηνυµάτων από το Η2Ο2, οι 

ακριβείς µηχανισµοί µέσω των οποίων πραγµατοποιούνται οι τροποποιήσεις αυτών 

των σουλφιδριλικών οµάδων παραµένουν εν πολλοίς άγνωστοι. 
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1.5 Οξειδωτικό Στρες και Απόπτωση 

 

Η ανακάλυψη ότι ο κυτταρικός θάνατος είναι µία διαδικασία η οποία 

ελέγχεται βιοχηµικά και είναι τόσο πολύπλοκη όσο άλλες σηµαντικές βιολογικές 

διαδικασίες έχει προκαλέσει έντονο επιστηµονικό ενδιαφέρον. Οι Wyllie και Kerr 

διαπίστωσαν το 1970, την ύπαρξη ενός τύπου κυτταρικού θανάτου, διακριτού από τη 

νέκρωση, τον οποίο ονόµασαν απόπτωση. Έτσι, ενώ η νέκρωση είναι αποτέλεσµα 

οξείας κυτταρικής βλάβης και αποτελεί παθητική διαδικασία, η απόπτωση 

πραγµατοποιείται από ένα γενετικά καθορισµένο πρόγραµµα κυτταρικού θανάτου και 

είναι ενεργητική διαδικασία. Επιπλέον, σε αντίθεση µε τη µορφολογία των 

νεκρωτικών κυττάρων η οποία χαρακτηρίζεται από διόγκωση, διάρρηξη της 

πλασµατικής µεµβράνης και έκχυση των κυτταρικών συστατικών τους στο 

εξωκυττάριο περιβάλλον, η αποπτωτική διαδικασία διακρίνεται από κυτταρική 

συρρίκνωση και εξωτερίκευση ενός συστατικού της κυτταροπλασµατικής µεµβράνης, 

της φωσφατιδυλοσερίνης προς τον εξωκυττάριο χώρο. Επίσης, στον πυρήνα 

πραγµατοποιείται συµπύκνωση της χρωµατίνης καθώς και πρόκληση 

ενδονουκλεοσωµικών σχάσεων µε αποτέλεσµα την θραυσµατοποίηση του DNA σε 

κλάσµατα πολλαπλάσια των 180 ζευγών βάσεων. Ο κατακερµατισµένος πυρήνας και 

τα κυτταροπλασµατικά κατάλοιπα σχηµατίζουν κυστίδια που περιβάλλονται από 

µεµβράνη, τα οποία καλούνται αποπτωτικά σωµατίδια (apoptotic bodies). Τα 

αποπτωτικά αυτά σωµατίδια, κατά τη διάρκεια της απόπτωσης, αποµακρύνονται από 

γειτονικά υγιή κύτταρα ή φαγοκύτταρα, χωρίς να υπάρχει κίνδυνος για τους 

υπόλοιπους υγιείς ιστούς του οργανισµού (Martin et al., 1995; Vermes et al., 1995) 

ενώ αντίθετα στην νέκρωση, η έκχυση κυτταρικών συστατικών στο µεσοκυττάριο 

περιβάλλον προκαλεί φλεγµονή µε περαιτέρω βλάβη στους ιστούς. 

 

1.6 Φυσιολογική σηµασία της απόπτωσης 

 

Ο φυσιολογικός ρόλος της απόπτωσης, τόσο στην ανάπτυξη του οργανισµού 

όσο και στην ενήλικη ζωή του, αποτελεί αντικείµενο εντατικής ερευνητικής 

δραστηριότητας. Φαίνεται πως η επιλεκτική κυτταρική «αυτοκτονία» είναι ένα 

γεγονός κεντρικής σηµασίας για τη µορφοποίηση του εµβρύου, τον τερµατισµό 

ανοσολογικών αποκρίσεων, τον περιορισµό εξάπλωσης των µολύνσεων και γενικά 
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για τη διατήρηση της κυτταρικής οµοιοστασίας στους ιστούς (Jacobson et al., 1997; 

Meier et al., 2000; Vaux and Korsmeyer, 1999). Η επιβίωση ενός πολυκύτταρου 

οργανισµού εξαρτάται από τη διατήρηση και την ανανέωση των κυττάρων 

διαφορετικών ιστών, µια διεργασία που ρυθµίζεται από την ισορροπία µεταξύ του 

πολλαπλασιασµού και της αποµάκρυνσης των κυττάρων µε τη διαδικασία της 

απόπτωσης. Απορρύθµιση της απόπτωσης δύναται να οδηγήσει σε παθολογικές 

καταστάσεις, οι οποίες χαρακτηρίζονται από απώλεια κυττάρων, όταν τα επίπεδα της 

απόπτωσης είναι αυξηµένα ή συσσώρευση των ανεπιθύµητων κυττάρων, όταν τα 

επίπεδα της απόπτωσης είναι ανεπαρκή. Στην περίπτωση των λεµφοκυττάρων για 

παράδειγµα, αυξηµένη απόπτωση µπορεί να οδηγήσει σε ανοσοκαταστολή, όπως 

συµβαίνει στο σύνδροµο AIDS. Η αυξηµένη απόπτωση, επίσης, έχει θεωρηθεί 

υπεύθυνη για την πρόκληση νευροεκφυλιστικών ασθενειών, όπως η νόσος του 

Αλτζχάϊµερ, η νόσος του Πάρκινσον και η σκλήρυνση κατά πλάκας (Hass, 2003), 

ενώ τέλος, η παρεµπόδιση της αποπτωτικής διαδικασίας µπορεί να κριθεί ως 

σηµαντική για την ανάπτυξη όγκων και την εµφάνιση αυτοάνοσων νοσηµάτων 

(Thompson, 1995). 

 

 

1.7 Μοριακοί µηχανισµοί της απόπτωσης 

 

1.7.1 Ο καταρράκτης των κασπασών 

 

Η διαδικασία της απόπτωσης προκαλείται από µια σειρά σηµάτων, που 

ενεργοποιούνται ως απόκριση των κυττάρων σε διάφορα εξωτερικά ερεθίσµατα. Στις 

περισσότερες περιπτώσεις τα σήµατα αυτά έχουν σαν αποτέλεσµα την ενεργοποίηση 

του καταρράκτη των κασπασών, ο οποίος αποτελεί το τελικό στάδιο της εκτέλεσης 

της απόπτωσης. Οι κασπάσες αποτελούν µια οικογένεια πρωτεασών µε υψηλή 

οµολογία και είναι όλες κυστεϊνικές πρωτεάσες εξειδικευµένες να υδρολύουν 

πεπτίδια σε σηµεία που υπάρχουν κατάλοιπα ασπαρτικού οξέος, ενώ περιέχουν µια 

συντηρηµένη ενεργή αλληλουχία πέντε αµινοξέων Gln-Ala-Cys-X-Gly (το Χ µπορεί 

να είναι R,Q ή D). Πριν την ενεργοποίησή τους βρίσκονται µε τη µορφή ζυµογόνων, 

τα οποία ονοµάζονται προκασπάσες. Η ενεργοποίηση των προκασπασών 

περιλαµβάνει πρωτεολυτική σχάση στο καρβοξυτελικό άκρο συγκεκριµένων 

καταλοίπων ασπαρτικού οξέος, που ακολουθείται συνήθως από την αποµάκρυνση της 



Εισαγωγή 

 23

προπεριοχής από την ίδια την κασπάση. Οι ενεργές κασπάσες είναι τετραµερή, που 

αποτελούνται από δύο ταυτόσηµα ετεροδιµερή µεγάλης/µικρής υποµονάδας (Liang 

and Fesik, 1997). 

Οι κασπάσες διαιρούνται σε τρεις κατηγορίες ανάλογα µε τη δοµική οµολογία 

τους. Στους ενεργοποιητές της απόπτωσης, που είναι οι κασπάσες -2, -8, -9 και -10 

(εναρκτήριες κασπάσες), στους εκτελεστές της απόπτωσης, που είναι οι κασπάσες -3, 

-6 και -7 (εκτελεστικές κασπάσες), και στους µεσολαβητές της φλεγµονής, που είναι 

οι κασπάσες -1, -4, -5, -11, -12, -13 και -14. Οι ενεργοποιητές της απόπτωσης έχουν 

ιδιαίτερα µεγάλες προπεριοχές, οι οποίες περιέχουν την περιοχή DED που 

συνεπάγεται το θάνατο (death effector domain, DED) στις προκασπάσες -8 και -10, ή 

την περιοχή στρατολόγησης των κασπασών (caspase recruitment domain, CARD) 

στις προκασπάσες -2 και -9. Οι περιοχές DED και CARD εµπλέκονται στη ρύθµιση 

των κασπασών µέσω µηχανισµών αλληλεπίδρασης πρωτεΐνης-πρωτεΐνης. 

 

 

1.7.2 Ο ρόλος των µιτοχονδρίων 

 

Τα µιτοχόνδρια αποτελούν το σηµείο στο οποίο συγκλίνουν τα περισσότερα 

ερεθίσµατα που προκαλούν απόπτωση, συµπεριλαµβανοµένου και του Η2Ο2, 

αποτελώντας την κύρια οδό µέσω της οποίας ενεργοποιείται ο καταρράκτης των 

κασπασών. Έτσι, όταν υπάρχει κάποιο αποπτωτικό ερέθισµα, επηρεάζονται τα 

µιτοχόνδρια και προκαλείται διάνοιξη πόρων διαπερατότητας στη µιτοχονδριακή 

µεµβράνη (Mitochondrion Permeability Transition Pores, MPTPs). Άµεσο 

αποτέλεσµα είναι η αλλαγή της διαπερατότητας της µιτοχονδριακής µεµβράνης. 

Κατά τη φάση αυτή παρατηρείται συνήθως απώλεια του διαµεµβρανικού δυναµικού 

των µιτοχονδρίων (∆Ψm), διόγκωση της µιτοχονδριακής µήτρας, διακοπή του 

αερόβιου µεταβολισµού και αύξηση της συγκέντρωσης των ∆ΜΟ. 

Επακόλουθο της αποσταθεροποίησης της µιτοχονδριακής µεµβράνης είναι η 

απελευθέρωση αποπτωτικών πρωτεϊνών που κάτω από φυσιολογικές συνθήκες είναι 

αυστηρά περιορισµένες στο µιτοχονδριακό διαµεµβρανικό χώρο. Μια από αυτές τις 

πρωτεΐνες είναι το κυτόχρωµα C (cyt-C). Το κυτόχρωµα C είναι µια πρωτεΐνη 12.5 

kDa, που βρίσκεται ανάµεσα στα σύµπλοκα ΙΙΙ (UQH2–αναγωγάση του 

κυτοχρώµατος C) και ΙV (οξειδάση του κυτοχρώµατος C) της αναπνευστικής 

αλυσίδας των µιτοχονδρίων. Είναι συνδεδεµένο µε ηλεκτροστατικές δυνάµεις στην 
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εξωτερική πλευρά της εσωτερικής µιτοχονδριακής µεµβράνης και έχει φυσιολογικό 

ρόλο ανεξάρτητο από την αποπτωτική του δράση. Μετά την απελευθέρωσή του στο 

κυτταρόπλασµα, το κυτόχρωµα C παίρνει µέρος στο σχηµατισµό ενός 

πολυπρωτεϊνικού συµπλόκου θανάτου που καλείται αποπτώσωµα. Το αποπτώσωµα 

αποτελείται από τον κυτταροπλασµατικό παράγοντα Apaf-1 (apoptotic-protease 

activating factor), από το κυτόχρωµα C και από την προκασπάση-9, ενώ ο 

σχηµατισµός του εξαρτάται από την παρουσία ΑΤΡ. Τόσο το αµινοτελικό άκρο του 

παράγοντα Apaf-1 όσο και η προπεριοχή της προκασπάσης-9 περιέχουν τις περιοχές 

στρατολόγησης των κασπασών CARDs, οι οποίες αλληλεπιδρούν µεταξύ τους και 

έχουν σαν αποτέλεσµα την αυτοενεργοποίηση της προκασπάσης-9. Η 

ενεργοποιηµένη κασπάση-9, µε την σειρά της σχάζει τις εκτελεστικές προκασπάσες -

3, -6 και -7, ενώ η ενεργή κασπάση-3 µπορεί να λειτουργήσει ενισχυτικά στην 

ενεργοποίηση της προκασπάσης-9 µέσω ενός µηχανισµού ανατροφοδότησης του 

φαινοµένου (Jiang and Wang, 2000). 

 

 

1.7.3 Η οικογένεια ογκοπρωτεϊνών Bcl-2 

 

 Κεντρικό ρόλο στον έλεγχο της διαπερατότητας των µιτοχονδριακών 

µεµβρανών διαδραµατίζουν τα µέλη της οικογένειας των Bcl-2 ογκοπρωτεϊνών. Η 

οικογένεια αυτή αποτελείται από αντι-αποπτωτικά µέλη που εµποδίζουν την αύξηση 

της διαπερατότητας των µιτοχονδριακών µεµβρανών καθώς και από προ-αποπτωτικά 

µέλη που επάγουν την MMP όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 5 (Youle and Strasser, 

2008). Ο ρόλος και η δράση αυτών των πρωτεϊνών, κατ΄ επέκταση διαδραµατίζει 

καθοριστικό ρόλο στο κατά ποσό το κύτταρο θα επιβιώσει ή θα οδηγηθεί σε 

αποπτωτικό θάνατο. Στα θηλαστικά έχουν χαρακτηριστεί 25 συγγενείς πρωτεΐνες, οι 

οποίες µοιράζονται τουλάχιστον µία συντηρηµένη Bcl-2 οµόλογη περιοχή (BH). Τα 

µέλη της οικογένειας των Bcl-2 πρωτεϊνών µπορεί να εµπεριέχουν έως και 4 

συντηρηµένες οµόλογες περιοχές (BH), οι οποίες χαρακτηρίζονται ως BH1, BH2, 

BH3 και BH4 (Εικόνα 5)(Cory and Adams, 2002; Youle and Strasser, 2008). 
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Εικόνα 5: Τα µέλη της οικογένειας των Bcl-2 ογκοπρωτεϊνών (Cory and Adams, 

2002) 

 

1.7.3.1 Αντιαποπτωτικές πρωτεΐνες της οικογένειας Bcl-2 

 

 Ο ρόλος των αντιαποπτωτικών µελών της οικογένειας των Bcl-2 πρωτεϊνών 

είναι να συντελλούν στην σταθεροποίηση της µιτοχονδριακής µεµβράνης. 

Εντοπίζονται στην κυτταροπλασµατική πλευρά µεµβρανών, όπως η εξωτερική 

µιτοχονδριακή µεµβράνη, το ενδοπλασµατκό δίκτυο και η µεµβράνη του πυρηνικού 

φακέλου, όπου συνδέονται µε τη βοήθεια του υδρόφοβου καρβοξυτελικού τους 

άκρου. Τα πιο αντιπροσωπευτικά αντιαποπτωτικά µέλη είναι η Bcl-2 και η Bcl-XL 

(Muchmore et al., 1996; Petros et al., 2001) Οι δύο αυτές πρωτεΐνες έχουν την 

ικανότητα να ετεροδιµερίζονται µε τα προαποπτωτικά µέλη της οικογένειας Bcl-2, 

αναστέλλοντας έτσι τον ολιγοµερισµό τους και τη ικανότητα τους να εµποδίζουν τη 

διάνοιξη πόρων στα µιτοχόνδρια.  

 

1.7.3.2 Προαποπτωτικές πρωτεΐνες της οικογένειας Bcl-2 

 

BH3- only πρωτεΐνες 

 Οι BH3-only πρωτεΐνες περιέχουν µόνο την περιοχή BH3 και µπορούν να 

εκκινήσουν την αποπτωτική διαδικασία ως απόκριση σε κάποια ενδοκυττάρια βλάβη. 

Παρά την προαποπτωτική τους δράση, οι BH3-only πρωτεΐνες δεν µπορούν να 
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προκαλέσουν απόπτωση, όταν απουσιάζουν είτε η Bax είτε η Bak (Cheng et al., 

2001; Zong et al., 2001) 

 Μια από τις πιο καλά µελετηµένες BH3-only πρωτεΐνες είναι η πρωτεΐνη Bid 

(McDonnell et al., 1999), η οποία βρίσκεται στο κυτταρόπλασµα σαν ανενεργό 

ζυµογόνο και ενεργοποιείται µέσω σχάσης από την κασπάση-8 (Li et al., 1998; Luo et 

al., 1998). Η πρωτεΐνη Bid σχάζεται και προκύπτει το tBid (truncated Bid) στα 15 

kDa, το οποίο µετατοπίζεται στα µιτοχόνδρια και αλληλεπιδρά µε τις πρωτεΐνες Bax 

και Bak προωθώντας την προαποπτωτική τους δράση (Madesh et al., 2002; Wei et al., 

2000).  

Εκτός απο tBid, η πρωτεΐνη Bid µπορεί να σχάσει και σε ένα άλλο κοµµάτι 

στα 20 kDa, το οποίο πρόσφατα αναγνωρίστηκε ως αποτέλεσµα της σχάσης του Bid, 

που προκαλείται µετά από την ενεργοποίηση της MAP κινάσης, JNK από τον TNF-α, 

και ονοµάζεται jun-Bid (jBid). (Deng et al., 2003). To jBid µετατοπίζεται στα 

µιτοχόνδρια όπου ενισχύει στη διάνοιξη της µιτοχονδριακής µεµβράνης, 

προκαλώντας την απελευθέρωση του αποπτωτικού παράγοντα Smac/DIABLO, αλλά 

όχι του κυτοχρώµατος C. 

 

 

Bax-like πρωτεΐνες 

 

Από τις πρωτεΐνες αυτής της υποοµάδας η Bax και η Bak είναι οι πιο 

διαδεδοµένες. Τόσο η Bax όσο και η Bak θεωρείται ότι λειτουργούν κυρίως στα 

µιτοχόνδρια, ενώ αρκετό ενδιαφέρον εµφανίζει η δράση τους στο ενδοπλασµατικό 

δίκτυο. Ειδικότερα για την πρωτεΐνη Bax είναι γνωστό ότι, ενώ σε ανέπαφα κύτταρα 

βρίσκεται υπό την µορφή κυτταροπλασµατικού µονοµερούς, όταν δεχθεί κάποιο 

αποπτωτικό ερέθισµα αλλάζει διαµόρφωση, εισέρχεται στην εξωτερική πλευρά της 

µιτοχονδριακής µεµβράνης, ολιγοµερίζεται (Antonsson et al., 2001; Hsu and Youle, 

1998; Mikhailov et al., 2001) και µε τον τρόπο αυτό ενισχύει στη διάνοιξη της 

µιτοχονδριακής µεµβράνης, όπως χαρακτηριστικά απεικονίζεται στην Εικόνα 6. 
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Εικόνα 6: Μηχανισµός ενεργοποίησης της προ-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bax (Er et 

al., 2006) 

 

Αν και ο ακριβής µηχανισµός ενεργοποίησης και µετατόπισης της πρωτεΐνης 

Bax, από το κυτταρόπλασµα στα µιτοχόνδρια δεν έχει ακόµη πλήρως διευκρινιστεί, η 

επικρατούσα άποψη είναι ότι η οικογένεια των MAP κινασών και πιο συγκεκριµένα 

οι κινάσες JNK και p38 φωσφορυλιώνοντας ένα κατάλοιπο θρεονίνης (Thr165) στην 

αµινοτελική περιοχή της Bax, προκαλούν την ενεργοποίηση και την άµεση 

µετατόπιση της πρωτεΐνης από το κυτταρόπλασµα στα µιτοχόνδρια (Kim et al., 

2006).  

 

 

1.8 Η οικογένεια των MAPK 

 

 Οι MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases) συνθέτουν µια οικογένεια 

πρωτεϊνικών κινασών που διαδραµατίζουν κοµβικό ρόλο σε µονοπάτια µεταγωγής 

διαφόρων σηµάτων, συµπεριλαµβανοµένων και αυτών που οδηγούν στην απόπτωση. 

Οι MAPKs φωσφορυλιώνοντας ειδικά κατάλοιπα σερίνης και θρεονίνης σε 

πρωτεΐνες-στόχους, έχουν την ικανότητα να συµµετέχουν στη ρύθµιση βασικών 

κυτταρικών λειτουργιών, όπως είναι ο πολλαπλασιασµός, η γονιδιακή έκφραση, ο 

µεταβολισµός, ο προγραµµατισµένος κυτταρικός θάνατος κ.ά (Chang and Karin, 

2001). Η φωσφορυλίωση των υποστρωµάτων των MAPKs λειτουργεί ως διακόπτης 

διεγείροντας ή καταστέλλοντας τη δραστικότητα των καθοδικών πρωτεϊνών- στόχων 
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τους. Παράλληλα το επίπεδο φωσφορυλίωσης και κατ’ επέκταση η δραστικότητα 

τους ρυθµίζεται / ελέγχεται από συγκεκριµένες πρωτεϊνικές φωσφατάσες, τις MKPs, 

(MAP kinase phosphatases), οι οποίες τις αποφωσφορυλιώνουν (Patterson et al., 

2009). Ωστόσο, θα πρέπει να σηµειωθεί ότι οι MAPKs µπορούν επίσης να 

αποφωσφορυλιωθούν είτε από φωσφατάσες σερίνης/θρεονίνης, είτε από τυροσινικές 

φωσφατάσες. Γίνεται εποµένως κατανοητό, ότι η διάρκεια και η ένταση 

φωσφορυλίωσης των MAPKs επηρεάζεται καθοριστικά από τη δράση των 

αντίστοιχων φωσφατασών τους. 

 Οι MAPΚs αποτελούν µέρος ενός καταρράκτη που ενεργοποιείται από 

διάφορα ερεθίσµατα και περιλαµβάνει τρία διαδοχικά βήµατα ενεργοποίησης (Εικόνα 

7). Πιο συγκεκριµένα, οι MAPKs, φωσφορυλιώνονται από τις MAP2K (Mitogen 

Activated Kinases Kinases), οι οποίες µε την σειρά τους φωσφορυλίωνονται από τις 

MAP3K, που αποτελούν την τρίτη συνιστώσα του σηµατοδοτικού καταρράκτη όπως 

χαρακτηριστικά απεικονίζεται στην Εικόνα 7. 

Στα θηλαστικά, οι MAP κινάσες διαχωρίζονται σε τέσσερεις βασικές υποοικογένειες 

ως εξής (Pearson et al., 2001) : 

1. Κινάσες ρυθµιζόµενες από εξωκυττάρια σήµατα (ERK 1/2, Extracellular signal 

Regulated Kinases),  

2. c-Jun N-terminal Kinases (JNK1,JNK2,JNK3)  

3. p38 κινάσες (p38α, p38β, p38γ και p38δ ) 

4. ERK5 ή αλλιώς (BMK1,big MAPK 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7: Υπερ-οικογένεια MAP κινασών (www.cellsignal.com/pathways/map-

kinase.jsp) 
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 Για την πλήρη ενεργοποίηση των MAPΚ απαιτείται η διπλή φωσφορυλίωση 

σε δύο συντηρηµένα κατάλοιπα θρεονίνης (Thr) και τυροσίνης (Tyr) που χωρίζονται 

από ένα µόνο αµινοξύ, ορίζοντας ένα τριπεπτιδικό µοτίβο, Thr-X-Tyr. Για 

παράδειγµα, η JNK παρουσιάζει το µοτίβο Thr-Pro-Tyr, ενώ στην p38 

παρεµβάλλεται γλυκίνη (Gly). Η ικανότητα των MAP2Ks να αναγνωρίζουν 

διαφορετικές MAPKs εξαρτάται εν µέρει από αυτό το τριπεπτιδικό µοτίβο, 

συνεισφέροντας στην εξειδίκευση των µηχανισµών µε τους οποίους ενεργοποιούνται 

οι MAPKs (Pearson et al., 2001). Γενικότερα όµως στο σηµείο αυτό θα πρέπει να 

τονιστεί ότι η αποτελεσµατικότητα και η ειδικότητα αλληλεπίδρασης των MAPKs µε 

τα αντίστοιχα υποστρώµατά τους, τις φωσφατάσες τους και τις ανοδικές κινάσες 

τους, ρυθµίζεται από την ύπαρξη ενός τµήµατος που εντοπίζεται εκτός του 

καταλυτικού κέντρου των MAPKs, γνωστό ως «Common Docking Domain» Έτσι, 

µέσω αυτού του τµήµατος, διασφαλίζονται σταθερές και εξειδικευµένες 

αλληλεπιδράσεις (Tanoue and Nishida, 2003). 

 Οι MAPΚs ενεργοποιούνται από πληθώρα διεγερτών συµπεριλαµβανοµένων 

και του Η2Ο2. Ειδικότερα οι κινάσες p38 και JNK, οι οποίες αναφέρονται και ως 

SAPKs (Stress-Activator Protein Kinases) θεωρείται ότι ανταποκρίνονται κυρίως σε 

στρεσογόνες καταστάσεις (Matsuzawa and Ichijo, 2005) ενώ οι ERKs 

ενεργοποιούνται κυρίως από αυξητικούς παράγοντες. Βέβαια θα πρέπει να 

επισηµανθεί ότι παρόλο που η δράση των ERK1/2 έχει συσχετιστεί επί το πλείστον 

µε την ρύθµιση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού και τη διαφοροποίηση ενώ οι 

JNKs και οι p38s κινάσες µε την πρόκληση απόπτωσης, την διακοπή του κυτταρικού 

κύκλου και γενικότερα τον κυτταρικό θάνατο, πολλοί επιστήµονες στο πεδίο αυτό 

θεωρούν ότι αυτή η κατηγοριοποίηση είναι υπεραπλουστευµένη, προτείνοντας την 

άποψη ότι η δράση των MAP κινασών µπορεί να ποικίλει ανάλογα µε το είδος του 

κυττάρου και το εκάστοτε ερέθισµα (Chang and Karin, 2001). 

 

 

1.8.1 c-Jun N-terminal Kinases (JNK) 

 

 Υπάρχουν τρία µέλη στην οικογένεια των JNKs πρωτεϊνικών κινασών, η 

JNK1, JNK2 και η JNK3 (Johnson and Nakamura, 2007). Οι δύο πρώτες εκφράζονται 

σε όλα σχεδόν τα κύτταρα και τους ιστούς σε αντίθεση µε την JNK3 που ανιχνεύεται 

κυρίως στον εγκέφαλο και λιγότερο στην καρδιά και τους όρχεις. Ο ρόλος τους 
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περιγράφηκε για πρώτη φορά το 1991 από την ερευνητική οµάδα του Pulverer, η 

οποία διαπίστωσε ότι η JNK κινάση είναι υπεύθυνη για την φωσφορυλίωση της 

πρωτεΐνης c-Jun (µέρος του AP-1 µεταγραφικού παράγοντα) σε δύο κατάλοιπα 

σερίνης (Ser-63,-73), ρυθµίζοντας µε αυτό τον τρόπο τη µεταγραφή πληθώρας 

γονιδίων (Pulverer et al., 1991). Σήµερα είναι ευρέως γνωστό ότι οι JNKs 

ενεργοποιούνται από διάφορες στρεσογόνες καταστάσεις όπως είναι το οξειδωτικός 

στρες, η ιονίζουσα ακτινοβολία, το θερµικό σοκ, η αναστολή της πρωτεινοσύνθεσης, 

η διέγερση από κυτοκίνες (π.χ TNF-a) (Guyton et al., 1996; Iordanov and Magun, 

1999; Verheij et al., 1996) και θεωρείται ότι κατέχουν αποφασιστικό ρόλο µεταξύ 

άλλων και στην διαδικασία της απόπτωσης (Cano and Mahadevan, 1995; Chen and 

Tan, 2000; Chen et al., 1996; Sluss et al., 1994). 

 

1.8.2. JNK και απόπτωση 

 

Οι JNKs ενεργοποιούνται µέσω διπλής φωσφορυλίωσης από τις MKK4 και MKK7 

MAP2Κ, οι οποίες µε τη σειρά τους µπορούν να ενεργοποιηθούν από 14 

διαφορετικές ΜΑP3Κ, εκ των οποίων η πιο καλά χαρακτηρισµένη και 

αναγνωρισµένη για την συµµετοχή και τον ρόλο της στην απόπτωση είναι η ASK-1 

(Apoptosis Signal Regulating Kinase 1) (Matsuzawa and Ichijo, 2001; Nagai et al., 

2007). 

 Η πρώτη παρατήρηση που τεκµηρίωνε ξεκάθαρα τον κεντρικό ρόλο που 

διαδραµατίζουν οι JNKs στη διαδικασία της απόπτωσης έγινε το 1996 από την 

ερευνητική οµάδα του Chen Y.R., η οποία έδειξε ότι η έκθεση Jurkat κυττάρων σε γ-

ακτινοβολία οδήγησε στην παρατεταµένη φωσφορυλίωση της JNK1 και τελικά στην 

απόπτωση των κυττάρων (Chen et al., 1996). Εν συνεχεία, ακολούθησαν πολλές 

παρόµοιες µελέτες που επιβεβαίωναν τον ρόλο των JNKs στην απόπτωση (Verheij et 

al., 1996; Wilson et al., 1996; Zanke et al., 1996). Χρησιµοποιώντας τεχνικές 

απαλειφής των JNK1 και JNK2 γονιδίων σε εµβρυικούς ινοβλάστες ποντικών 

(MEFs) που εκτέθηκαν σε ιονίζουσα ακτινοβολία, διαπιστώθηκε ότι τα συγκεκριµένα 

κύτταρα παρουσίαζαν ιδιαίτερη ανθεκτικότητα στην απόπτωση (Tournier et al., 2000) 

Από την αντίθετη πλευρά όµως, διαπιστώθηκε ότι η έκθεση κυττάρων σε διάφορους 

αναπτυξιακούς παράγοντες αν και προκάλεσε την ενεργοποίηση της JNK1, το 

χρονικό διάστηµα που διήρκησε η φωσφορυλίωσή της ήταν πολύ συντοµότερο, 

οδηγώντας τελικά στην επιβίωση και τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων.  
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 Είναι εποµένως σαφές ότι η παροδική ενεργοποίηση των JNKs συσχετίζεται 

µε την επιβίωση και τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, ενώ η παρατεταµένη 

φωσφορυλίωση τους οδηγεί στον κυτταρικό θάνατο όπως χαρακτηριστικά 

απεικονίζεται στην Εικόνα 8. (Chen and Tan, 2000) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8: Η παροδική ενεργοποίηση των JNK/p38 συσχετίζεται µε την επιβίωση και 

τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, ενώ η παρατεταµένη φωσφοριλίωση τους οδηγεί 

στον κυτταρικό θάνατο (Matsuzawa and Ichijo, 2008) 

 

 Κατά τη διαδικασία της απόπτωσης, οι JNKs αφού ενεργοποιηθούν από τις 

ανοδικές κινάσες τους µπορούν να δράσουν µέσω δύο κατευθύνσεων χωρίς να 

αναιρεί η µια την άλλη. Μπορούν είτε να µετακινηθούν στον πυρήνα 

φωσφορυλιώνοντας και ενεργοποιώντας µεταγραφικούς παράγοντες που µε την σειρά 

τους ρυθµίσουν την έκφραση προαποπτωτικών γονιδίων, είτε µπορούν να δράσουν 

µέσω της οδού των µιτοχονδρίων, φωσφορυλιώνοντας πρωτεΐνες της οικογένειας των 

Bcl-2 πρωτεϊνών, που επηρεάζουν την διαπερατότητα των µιτοχονδριακών 

µεµβρανών, µε αποτέλεσµα την απελευθέρωση προ-αποπτωτικών παραγόντων όπως 

το κυτόχρωµα C στο κυτταρόπλασµα (Εικόνα 9) (Bogoyevitch and Kobe, 2006; 

Davis, 2000; Dhanasekaran and Reddy, 2008).  
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Εικόνα 9: Τα µέλη της οικογένειας των Bcl-2 πρωτεϊνών αποτελούν υποστρώµατα 

της JNK (Dhanasekaran and Reddy, 2008) 

 

Πιο συγκεκριµένα, ως προς την δράση της JNK στο επίπεδο των 

µιτοχονδρίων, έχει αναφερθεί ότι η JNK µπορεί να έχει ως υποστρώµατά της τόσο 

προ-αποπτωτικές όσο και αντιαποπτωτικές πρωτεΐνες (Aoki et al., 2002; Chauhan et 

al., 2003; Kharbanda et al., 2000; Schroeter et al., 2003). Για παράδειγµα έχει 

διαπιστωθεί ότι η φωσφορυλίωση των αντιαποπτωτικών πρωτεΐνων Bcl-2 και Bcl-XL 

από την JNK οδηγεί σε καταστολή της δράσης τους µε αποτέλεσµα η προαποπτωτική 

πρωτεΐνη Bax να µπορεί να δρά χωρίς περιορισµό προκαλώντας τη δηµιουργία πόρων 

στη µιτοχονδριακή µεµβράνη (Deng et al., 2001; Kharbanda et al., 2000; Yamamoto 

et al., 1999). Αντίστοιχα, έχει αναφερθεί ότι προαποπτωτικές πρωτεΐνες όπως το Bim, 

το Bad και το jBid µπορούν να ενεργοποιηθούν άµεσα από την JNK. Οι 

ενεργοποιηµένες αυτές προαποπτωτικές Bcl-2 πρωτεΐνες µπορούν εν συνεχεία να 

ενισχύσουν τη δράση του Bax για την διάνοιξη πόρων στη µιτοχονδριακή µεµβράνη 

(Donovan et al., 2002; Lei and Davis, 2003; Putcha et al., 2003). 

Ωστόσο, στο σηµείο αυτό πρέπει να σηµειωθεί ότι παρά το γεγονός ότι 

υπάρχουν πολλά και µερικές φορές αντιφατικά αποτελέσµατα σε σχέση µε τον 

ακριβή µηχανισµό µέσω του οποίου η JNK ενεργοποιεί την οικογένεια των Bcl-2 

πρωτεϊνών, η κυρίαρχη άποψη που επικρατεί είναι ότι η JNK έχει ως βασικό της 

στόχο την προ-αποπτωτική πρωτεΐνη Bax. Σε µια πρόσφατη ερευνητική µελέτη 

αποδείχθηκε ότι η JNK µπορεί να φωσφορυλιώσει άµεσα το Bax σε ένα κατάλοιπο 

θρεονίνης (Thr165), προκαλώντας την ενεργοποίηση και την άµεση µετατόπιση της 

στα µιτοχόνδρια, οδηγώντας τελικά στην απόπτωση (Kim et al., 2006). 
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1.9 ASK1 

 

 Η ASK1 (Apoptosis Signal Regulated Kinase-1) ή αλλιώς MAP3K5 ανήκει 

στην οικογένεια των MAP3 κινασών και αποτελεί µια από τις ανοδικές κινάσες της 

JNK και p38 κινάσης (Ichijo et al., 1997; Wang et al., 1996). Η ανθρώπινη ASK1 

αποτελείται από 1394 αµινοξέα και περιέχει στο µέσο του µορίου της µια περιοχή 

κινάσης σερίνης/θρεονίνης, ενώ στο καρβοξυτελικό και αµινοτελικό άκρο της 

υπάρχουν αλληλουχίες «coiled-coil» µέσω των οποίων µπορεί να σχηµατίζει 

σταθερές δοµές (Εικόνα 10). Η ενεργοποίηση της ASK1, γίνεται µέσω 

φωσφορυλίωσης ενός καταλοίπου θρεονίνης (Thr838), καθώς διαπιστώθηκε ότι η 

αντικατάσταση αυτού του καταλοίπου µε αλανίνη ανέστειλε ολοκληρωτικά την 

ενεργοποίηση της από το H2O2 (Tobiume et al., 2002). 

 

 

 

 

Εικόνα 10: Απεικόνιση των δοµικών περιοχών της ASK-1 (Takeda et al., 2008) 

 

 ∆ιάφορες στρεσογόνες καταστάσεις, όπως το οξειδωτικό στρες, το στρες 

ενδοπλασµατικού δικτύου (Nishitoh et al., 2002; Urano et al., 2000), καθώς επίσης 

αντικαρκινικά φάρµακα (Saeki et al., 2002), ιονίζουσες ακτινοβολίες (Van Laethem 

et al., 2006) και φλεγµονώδεις κυτοκίνες όπως ο TNF-α (Gotoh and Cooper, 1998) 

µπορούν να προκαλέσουν την ενεργοποίηση της. Έχει δειχθεί ότι η υπερέκφραση του 

αγρίου τύπου ή η συνεχής ενεργοποίησή της ASK1 µπορεί να προκαλέσει 

αποπτωτικό θάνατο µέσω της πορείας των µιτοχονδρίων (Hatai et al., 2000; 

Kanamoto et al., 2000; Tobiume et al., 2001). Αντίστοιχα κύτταρα στα οποία δεν 

εκφράζεται η ASK1,παρουσίαζουν µεγάλη ανθεκτικότητα στον κυτταρικό θάνατο 

(Tobiume et al., 2001) αποδεικνύοντας τον κεντρικό ρόλο της ASK1 στους 

µοριακούς µηχανισµούς πρόκλησης αποπτωτικού θανάτου. 

 Με τη χρήση χρωµατογραφίας µοριακής διήθησης βρέθηκε ότι η ASK1 υπό 

φυσιολογικές συνθήκες σχηµατίζει ένα σύµπλοκο υψηλού µοριακού βάρους µέσω της 

αλληλουχίας που βρίσκεται στο καρβοξυτελικό της άκρο. Το σύµπλοκο αυτό 

ονοµάζεται « signalosome» (Noguchi et al., 2005) και µέχρι στιγµής, είναι πολλές οι 

πρωτεΐνες που έχουν βρεθεί ότι αλληλεπιδρούν µε αυτό το σύµπλοκο της ASK1. Η 
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κυτταροπλασµατική θειορεδοξίνη (Trx-1) είναι η πρώτη που ανακαλύφθηκε ότι 

αποτελεί µέρος αυτού του συµπλόκου υπό φυσιολογικές συνθήκες (Saitoh et al., 

1998). 

 Πιο συγκεκριµένα, η θειορεδοξίνη στην ανηγµένη της µορφή [Trx-(SH2)] 

µπορεί και συνδέεται σε µια περιοχή στο αµινοτελικό άκρο της ASK1, διατηρώντας 

το σύµπλοκο της ASK1 ανενεργό στο κυτοσόλιο. Η οξείδωση όµως της 

θειορεδοξίνης σε συνθήκες οξειδωτικού στρες προκαλεί την αποµάκρυνσή της από το 

σύµπλοκο της ASK1 και την ταυτόχρονη στρατολόγηση µορίων της οικογένειας 

TRAF (TRAF2 και TRAF 6) (Fujino et al., 2007; Nishitoh et al., 1998). Οι αλλαγές 

που υφίσταται το σύµπλοκο της ASK1 έχουν σαν αποτέλεσµα να ερχεται σε στενή 

επαφή το νέο-δηµιουργούµενο σύµπλοκο και η ASK1 να υφίσταται 

αυτοφωσφορυλίωση (Thr838) (Εικόνα 11). Εποµένως, η ενεργοποίηση της ASK1 

εξαρτάται από την οξειδοαναγωγική κατάσταση της θειορεδοξίνης. Αν η 

θειορεδοξίνη βρίσκεται στην ανηγµένη της µορφή, τότε η ASK1 διατηρείται 

ανενεργή στο κυτταρόπλασµα, ενώ αντίθετα, όταν η θειορεδοξίνη οξειδώνεται, 

αποµακρύνεται από το σύµπλοκο της ASK1 και η ASK1 αυτοενεργοποιείται. 

Εικόνα 11: Μηχανισµός ενεργοποίησης της ASK-1 (Takeda et al., 2008) 

 

 Εκτός από την θειορεδοξίνη, έχει βρεθεί ότι υπάρχουν και άλλες πρωτεΐνες 

που αλληλεπιδρούν µε την ASK1 και που µπορούν να επηρεάσουν ανασταλτικά τη 

δράση της. Για παράδειγµα, έχει αναφερθεί ότι η γλουταρεδοξίνη (Grx) παρουσιάζει 

σχεδόν παρόµοια δράση µε αυτή της θειορεδοξίνης (Song and Lee, 2003; Song et al., 

2002). Επιπλέον έχει διαπιστωθεί oτι η ASK1 αποτελεί υπόστρωµα των φωσφατάσων 

PP5 και PP2C, οι οποίες ανήκουν στην οικογένεια των φωσφατασών 

σερίνης/θρεονίνης. Πιο συγκεκριµένα για την PP5 φωσφατάση έχει βρεθεί ότι 

προσελκύεται στην ενεργοποιηµένη ASK1 και την αποφωσφορυλιώνει (Morita et al., 

2001), ενώ αντίθετα για την PP2C, έχει δειχθεί ότι υπό φυσιολογικές συνθήκες 
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διατηρεί µια σταθερή σύνδεση µε την ASK1, η οποία όµως µετά από την έκθεση 

κυττάρων σε Η2Ο2 σταδιακά χάνεται (Saito et al., 2007). 

 

1.10 MAP φωσφατάσες 

 

 Οι MAP φωσφατάσες (MAPK phosphatases, MKPs) ανήκουν στην 

οικογένεια των φωσφατασών διπλής εξειδίκευσης (Dual Spesificity Phosphatases, 

DUSPs) (Patterson et al., 2009). Οι MKPs ρυθµίζουν τη σηµατοδότηση των MAP 

κινασών µέσω διπλής αποφωσφορυλίωσης φωσφο-τυροσινικών και φωσφο-

θρεονινικών καταλοίπων στην ίδια MAP κινάση («TXY-µοτιβο») (Camps et al., 

2000; Dickinson and Keyse, 2006; Farooq and Zhou, 2004). Έως τώρα έχουν 

χαρακτηριστεί 11 µέλη της οικογένειας των MKPs που µοιράζονται κοινά δοµικά 

χαρακτηριστικά, καθώς αποτελούνται από µια καρβοξυτελική καταλυτική περιοχή 

και µια αµινοτελική µη καταλυτική περιοχή.  

 Επειδή οι DUSPs ανήκουν στην υπεροικογένεια των πρωτεϊνικών 

τυροσινικών φωσφατασών (PTPs), η καταλυτική περιοχή τους, η οποία βρίσκεται στο 

καρβοξυτελικό τους άκρο, περιλαµβάνει το χαρακτηριστικό µοτίβο «CX5R» και 

εποµένως η ενζυµική δραστικότητα τους σε στεσογόνες καταστάσεις εξαρτάται σε 

µεγάλο βαθµό από την δράση των ∆ΜΟ λόγω του ότι η κυστεΐνη του καταλυτικού 

τους κέντρου είναι ευάλωτη σε οξειδωτικές τροποποιήσεις. Κατά συνέπεια, η 

αναστολή της ενζυµατικής τους δράσης από τις ∆ΜΟ αποτελεί σηµείο κλειδί στην 

τελική απόκριση των κυττάρων σε σηµατοδοτικά µονοπάτια (Kamata et al., 2005). 

 Εκτός από την καταλυτική περιοχή που βρίσκεται το καρβόξυτελικό τους 

άκρο, στο αµινο-τελικό τους άκρο υπάρχει µια δέσµη (cluster) από θετικά 

φορτισµένα αµινοξέα ως µέρος του µοτίβου αλληλεπίδρασης µε την κινάση (kinase 

interacting motif, KIM). Το µοτίβο αυτό, προσδίδει εξειδίκευση ως προς το 

υπόστρωµα και είναι η λιγότερο οµόλογη περιοχή µεταξύ των MKPs επιδεικνύοντας 

επιλεκτικότητα για διαφορετικά υποστρώµατα. Κατ’αυτό τον τρόπο, ανάλογα µε τις 

οµοιότητες στην αλληλουχία τους και την ειδικότητα έναντι των υποστρωµάτων τους, 

οι MKPs χωρίζονται σε 3 υποκατηγορίες (Theodosiou and Ashworth, 2002). Η πρώτη 

υποκατηγορία περιλαµβάνει τις DUSP1, DUSP2, DUSP4 και DUSP5, οι οποίες 

σύµφωνα µε την βιβλιογραφία επάγονται από αυξητικούς παράγοντες και 

στρεσογόνα σήµατα ενώ υποστρώµατά τους, ανάλογα µε το σύστηµα µελέτης, έχει 

βρεθεί ότι µπορούν να αποτελούν και οι τρεις MAP κινάσες (JNK, p38, ERK). Η 
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δεύτερη κατηγορία περιλαµβάνει τις DUSP6, DUSP7 και DUSP9 οι οποίες 

αναγνωρίζουν ως υποστρώµατά τους κυρίως τις ERK1 και ERK2, ενώ τέλος, οι 

DUSP8, DUSP10 και DUSP16 αποτελούν την τρίτη υποκατηγορία φωσφατασών 

διπλής εξειδίκευσης και αναγνωρίζουν ως υποστρώµατά τους τις JNK και p38 

κινάσες (Theodosiou and Ashworth, 2002). 

 

1.10.1 DUSP1 και απόπτωση 

 

 Ιστορικά, η ερευνητική οµάδα του Keyse, το 1992, αποµόνωσε και 

χαρακτήρισε ένα γονίδιο που αντιστοιχούσε σε µια πρωτεΐνη µοριακού βάρους 39,5 

kDa τα δοµικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά της οποίας έµοιαζαν σε πολύ µεγάλο 

βαθµό µε αυτά των PTPs. Απέδειξαν δε ότι η επαγωγή του γονιδίου της πρωτεΐνης 

αυτής πιθανά συσχετίζεται µεταξύ άλλων και µε την απόκριση των κυττάρων σε 

συνθήκες οξειδωτικού στρες. Η φωσφατάση αυτή ήταν η DUSP1 (Keyse and Emslie, 

1992). Παρόλο που αρχικά είχε φανεί ότι η DUSP1 έχει ως υπόστρωµά της µόνο την 

ERK1/2, περαιτέρω µελέτες απέδειξαν ότι DUSP1 µπορεί να ρυθµίζει µε την ίδια 

αποτελεσµατικότητα την ενεργοποίηση και των τριών MAP κινασών. 

 Αν και υπάρχουν βιβλιογραφικές αναφορές που συσχετίζουν την DUSP1 µε 

τον κυτταρικό θάνατο και γενικότερα το οξειδωτικό στρες, υπάρχουν αρκετά 

αναπάντητα ερωτήµατα όσον αφορά τον ρόλο και τον τρόπο δράσης της. Έχει δειχθεί 

ότι η επαγόµενη έκφραση της DUSP-1 σε U937 κύτταρα ανέστειλε τον κυτταρικό 

θάνατο µέσω αναστολής της ενεργοποίησης των JNK και p38 κινασών (Franklin and 

Kraft, 1997; Franklin et al., 1998). Αντίθετα, η απαλοιφή του γονιδίου της σε 

ινοβλάστες ποντικιών που εκτέθηκαν σε ανισοµικίνη προκάλεσε τον αποπτωτικό 

θάνατο των κυττάρων µέσω της παρατεταµένης ενεργοποίησης των JNK και p38 

κινασών (Wu and Bennett, 2005). Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι η έκθεση κυττάρων 

σε TNF-α προκάλεσε την οξείδωση και απενεργοποίηση της DUSP1 καθώς και 

άλλων µελών αυτής της οικογένειας, οδηγώντας στην παρατεταµένη φωσφορυλίωση 

της JNK και τελικά στην πρόκληση αποπτωτικού θανάτου (Kamata et al., 2005). 

Τέλος έχει δειχθεί ότι ένα από τα γονίδια που επάγονται µετά την ενεργοποίηση του 

µεταγραφικού παράγοντα p53 είναι και το γονίδιο της DUSP1 (Liu et al., 2008). 
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1.11. Σίδηρος και Μεταγωγή Σηµάτων 

 

1.11.1 Οξειδοαναγωγικά Ενεργός Σίδηρος 

 

Η ιδιότητα των ιόντων σιδήρου να αλλάζουν την οξειδοαναγωγική τους 

κατάσταση προσλαµβάνοντας ή αποδίδοντας ηλεκτρόνια τους εξασφαλίζει µια 

προνοµιακή θέση στη ζώσα ύλη. Η ιδιότητά τους όµως αυτή, από την άλλη πλευρά 

κάνει τον σίδηρο τοξικό µιας και µπορεί να διευκολύνει την οξείδωση των 

συστατικών του κυττάρου. Για το λόγο αυτό, η φύση έχει προβλέψει ούτως ώστε το 

µεγαλύτερο µέρος του ενδοκυττάριου σιδήρου να βρίσκεται στενά συνδεδεµένο είτε 

στην ενδοκυττάρια αποθήκη σιδήρου, την φερριτίνη, είτε σε πρωτεΐνες και ένζυµα 

που συµµετέχουν σε βασικές κυτταρικές διεργασίες όπως τη µεταφορά οξυγόνου, την 

αναπνευστική αλυσίδα, τη σύνθεση και επιδιόρθωση του DNA, την εξουδετέρωση 

∆ραστικών Μορφών Οξυγόνου κ.ά. Ο σίδηρος είναι κατά τέτοιον τρόπο 

συνδεδεµένος µε τις πρωτεΐνες αυτές έτσι ώστε να αποφεύγεται η αντίδρασή του µε 

το Η2Ο2. 

Εν τούτοις ένα µικρό µέρος του σιδήρου (περίπου 1%) θεωρείται ότι βρίσκεται 

συνδεδεµένο στα κύτταρα είτε µε χαµηλού µοριακού βάρους µόρια (ATP, ADP, 

κιτρικό οξύ, φωσφορικά ανιόντα) είτε µε κυτταρικά µακροµόρια (νουκλεοτίδια, 

φωσφολιπίδια, πρωτεΐνες, πολυσακχαρίτες) (Kakhlon and Cabantchik, 2002; Petrat et 

al., 2002). Ο σίδηρος αυτός ονοµάζεται  «Labile Iron Pool, (LIP)» αν και του έχουν 

αποδοθεί και άλλες ονοµασίες όπως «ελεύθερος σίδηρος», «σίδηρος µικρού µοριακού 

βάρους», ή «µεταβολικά και καταλυτικά ενεργός σίδηρος» (Epsztejn et al., 1997; 

Petrat et al., 1999). Επίσης, έχει χρησιµοποιηθεί και ο όρος «chelatable iron», διότι οι 

περισσότερες µέθοδοι ανίχνευσής του βασίζονται στη δέσµευσή του από 

σιδηροδεσµευτικές ενώσεις. Τέλος, ο σίδηρος αυτός καλείται και «οξειδοαναγωγικά 

ενεργός σίδηρος», αφού λόγω της χαλαρής του σύνδεσης, είναι ικανός να αντιδρά µε 

το Η2Ο2 και άλλα οργανικά υπεροξείδια γεγονός που οδηγεί στη δηµιουργία των 

εξαιρετικά δραστικών ριζών υδροξυλίου .ΟΗ. 

Στα κύτταρα, οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος θεωρείται πρώτον, ο σίδηρος 

που µεταφέρεται στο κυτταρόπλασµα µε τη δράση του µεταφορέα δισθενών 

µετάλλων DMT1 (Divalent –Metal- Transporter ή Nramp2) µετά από απελευθέρωσή 

του από την τρανσφερρίνη στο εσωτερικό των ενδοσωµατίων, δεύτερον, ο σίδηρος 
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που απελευθερώνεται από την φερριτίνη (Kruszewski, 2003) και τρίτον αυτός που 

απελευθερώνεται στα λυσοσωµάτια µετά από αποικοδόµηση βιολογικών µορίων που 

περιέχουν σίδηρο.  

Προκειµένου να αποφευχθεί η τοξική δράση του οξειδοαναγωγικά ενεργού 

σιδήρου, τα κύτταρα έχουν αναπτύξει πολύπλοκους µηχανισµούς µε τους οποίους 

ελέγχουν µε ακρίβεια τα επίπεδά του έτσι ώστε να καλύπτουν τις ανάγκες τους σε 

σίδηρο χωρίς να κινδυνεύουν. Η οµοιοστασία του ενδοκυττάριου σιδήρου ρυθµίζεται 

από την πρόσληψη, τη χρησιµοποίηση και την αποθήκευση της περίσσειας του 

ενδοκυττάριου σιδήρου. Οι λειτουργίες αυτές επιτελούνται κυρίως από τις πρωτεΐνες 

υποδοχείς της τρανσφερρίνης (TFR1 και TFR2) και το µεταφορέα δισθενών 

µετάλλων 1 (DMT1 ή Nramp2), οι οποίες εµπλέκονται στην πρόσληψη του σιδήρου 

από τα κύτταρα καθώς επίσης από τη φερριτίνη (FT) η οποία αποθηκεύει την 

περίσσεια σιδήρου (Kruszewski, 2003). Έχει προταθεί η άποψη ότι διαταραχές στην 

οµοιοστασία του σιδήρου συνδέονται µε διάφορες παθολογικές καταστάσεις όπως 

καρδιακές παθήσεις, καρκίνος, διαβήτης, νευροεκφυλιστικές ασθένειες κ.ά (Lee et 

al., 2004a; Richardson, 2004; Shaheen et al., 2003; Sullivan, 2003; Toyokuni, 2002). 

 

1.11.2 Ρύθµιση των ενδοκυττάριων επιπέδων σιδήρου 

 

 Όπως προαναφέρθηκε, τα κύτταρα έχουν αναπτύξει εξειδικευµένους 

µηχανισµούς µε τους οποίους ρυθµίζουν τα επίπεδα του ενδοκυττάριου σιδήρου 

ουτως ώστε αφενός να καλύπτονται οι ανάγκες του κυττάρου σε σίδηρο αφετέρου να 

αποτρέπονται οι τοξικές συνέπειες της περίσσειάς του. Κεντρικό ρόλο σε αυτούς τους 

µηχανισµούς ελέγχου παίζουν δύο κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες, οι πρωτεΐνες 

ρύθµισης του σιδήρου 1 και 2 (Iron Regulatory Proteins 1 και 2, IRP1 και IRP2). 

Όταν τα επίπεδα του ενδοκυτταρίου σιδήρου είναι χαµηλά τότε οι IRPs 

ενεργοποιούνται και στην συνέχεια ρυθµίζουν ταυτόχρονα την µετάφραση του 

mRNA του υποδοχέα της τρανσφερρίνης και της κυτταροπλασµατική φερριτίνης ενώ 

πρόσφατα αναφέρθηκε ότι ρυθµίζουν την µετάφραση του mRNA και άλλων 

πρωτεϊνών που εµπλέκονται στον µεταβολισµό του σιδήρου όπως του µεταφορέα 

ιόντων δισθενών µετάλλων DMT1 (ή αλλιώς Nramp2), και της φερροπορτίνης 

(Donovan et al., 2000; Theil and Eisenstein, 2000; Wang and Pantopoulos, 2002). Πιο 

συγκεκριµένα οι IRPs συνδέονται σε ειδικές περιοχές που διαθέτει το mRNA των 

παραπάνω πρωτεϊνών, τα οποία ονοµάζονται στοιχεία απόκρισης στο σίδηρο (Iron 
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Responsive Elements, IRE), σταθεροποιώντας ή εµποδίζοντας τη µετάφραση των 

αντίστοιχων mRNAs. Η σύνδεση των IRPs στα IRE του 3΄ άκρου σταθεροποιεί το 

mRNA προστατεύοντάς το από τη δράση των νουκλεασών, ενώ η σύνδεσή τους στο 

IRE του 5΄ αµετάφραστου τµήµατος του mRNA αναστέλλει την µετάφρασή του. 

Εποµένως οταν τα επίπεδα του σιδήρου είναι χαµηλά τότε οι IRPs ενεργοποιούνται 

οδηγώντας στην αύξηση των επιπέδων έκφρασης του υποδοχέα της τρανσφερρίνης 

και παράλληλα στην αναστολή της σύνθεσης της φερριτίνης, δηλαδή αύξηση τη 

ικανότητας των κυττάρων να προσλαµβάνουν σίδηρο µε ταυτόχρονη µείωση της 

ικανότητά τους να τον αποθηκεύουν. Αντίθετα, όταν τα επίπεδα του σιδήρου είναι 

υψηλά, τότε οι IRPs δεν είναι ενεργοποιηµένες και εποµένως ούτε συνδεδεµένες στα 

IREs µε αποτέλεσµα τη σύνθεση της φερριτίνης και την αναστολή της σύνθεσης του 

υποδοχέα της τρανσφερίνης. ∆ηλαδή, στην περίπτωση αυτή ενισχύεται η 

αποθηκευτική ικανότητα του κυττάρου και δεσµεύεται µε ασφάλεια ο πλεονάζων 

σίδηρος µε αποτέλεσµα να αποτρέπεται η τοξική του δράση.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 12 : Ενεργοποίηση και απενεργοποίηση της IRP1 (Cairo et al., 2002) 

Όταν τα επίπεδα του ενδοκυτταρίου σιδήρου είναι χαµηλά τότε το σύµπλοκο [4Fe-4S] 

αποικοδοµείται και η IRP1 προσδένεται στο 5΄ή 3΄ αµετάφραστο άκρο του mRNA της 

φερριτίνης ή του υποδοχέα της τρανσφερρίνης αντίστοιχα. Αντίθετα όταν είναι υψηλά 

τότε σχηµατίζεται το σύµπλοκο [4Fe-4S] και η IRP1 δεν έχει την ικανότητα να 

συνδέεται στα mRNA των παραπάνω πρωτεϊνών. 
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Από τις IRPs καλύτερα µελετηµένη είναι IRP1, η οποία είναι ένα 

κυτταροπλασµατικό οµόλογο της µιτοχονδριακής ακονιτάσης, ενός ενζύµου του 

κύκλου του κιτρικού οξέος. Σηµαντικό ρόλο στην ενεργότητα της IRP1 παίζει ένα 

σύµπλοκο σιδήρου θείου [4Fe-4S] που βρίσκεται στο µόριό της. Όταν τα επίπεδα του 

σιδήρου είναι υψηλά τότε σχηµατίζεται το σύµπλοκο και η IRP1 έχει ενεργότητα 

κυτταροπλασµατικής ακονιτάσης ενώ δεν έχει την ικανότητα να συνδέεται στα IRE. 

Αντίθετα, σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου το σύµπλοκο αποικοδοµείται και τότε η 

πρωτεΐνη αλληλεπιδρά µε τα IRE (Papanikolaou and Pantopoulos, 2005). 

 Η IRP2 είναι σε µεγάλο βαθµό οµόλογη της IRP1 παρουσιάζοντας 79% 

οµολογία σε επίπεδο αµινοξέων. Συνδέεται µε την ίδια συγγένεια και εξειδίκευση στα 

IRE όπως η IRP1 αλλά διαφέρει σηµαντικά µε αυτή σε ότι αφορά το µηχανισµό 

ρύθµισης της ενεργότητά της. Η IRP2 δεν περιέχει σύµπλοκο σιδήρου θείου στο 

µόριό της, ούτε εµφανίζει ενεργότητα ακονιτάσης. Η πρωτεΐνη αυτή αποκρίνεται στη 

µείωση ή αύξηση του ενδοκυτταρίου σιδήρου µε αύξηση των πρωτεϊνικών της 

επιπέδων ή µε αύξηση της αποικοδόµησής της αντίστοιχα (Cairo and Pietrangelo, 

2000; Hentze and Kuhn, 1996). Σε περίπτωση περίσσειας ενδοκυτταρίου σιδήρου, η 

IRP2 ουβικουϊτινιώνεται και αποικοδοµείται στο πρωτεάσωµα (Allerson et al., 2003; 

Iwai et al., 1995). Όµως ο µοριακός µηχανισµός µε τον οποίο η IRP2 σηµατοδοτείται 

µε ουβικουϊτίνη και στην συνέχεια οδηγείται για κατακερµατισµό δεν είναι ακόµα 

γνωστός. 

 

 

1.11.3 Σιδηροδεσµευτικές ενώσεις-∆εσφεριοξαµίνη 

 

 Οι σιδηροδεσµευτικές ενώσεις αποτελούνται κυρίως από αρωµατικά 

ετεροκυκλικά µόρια και προέρχονται είτε από πρωτογενείς σιδηροφόρες είτε από 

συνθετικές ενώσεις (Kalinowski and Richardson, 2005). Στις περισσότερες 

περιπτώσεις, οι σιδηροδεσµευτικές ενώσεις περιέχουν άτοµα οξυγόνου, αζώτου και 

θείου. Τα άτοµα αυτά αποτελούν τα σηµεία δέσµευσης του σιδήρου από δύο, τρεις ή 

έξι πλευρές, για το σχηµατισµό µίας σταθερής οχταεδρικής δοµής (Hider, 2002a; 

Hider, 2002b). Γενικότερα, οι σιδηροδεσµευτικές ενώσεις που προσδένουν το σίδηρο 

από έξι πλευρές, δηµιουργούν πιο σταθερά σύµπλοκα.  

 Μία από τις πιο γνωστές και χρησιµοποιούµενες στην κλινική πράξη 

σιδηροδεσµευτικές ενώσεις είναι η δεσφεριοξαµίνη (DFO) (Εικόνα 13). Είναι ένας 
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πολύ ισχυρός σιδηροδεσµευτικός παράγοντας, που αποµονώθηκε για πρώτη φορά 

από το βακτήριο Streptomyces pilosus και χρησιµοποιείται εκτεταµένα στην κλινική 

πράξη σε παθήσεις που σχετίζονται µε αυξηµένα επίπεδα σιδήρου (Aouad et al., 

2002; Brittenham, 2003). Η DFO παρουσιάζει υψηλή εξειδίκευση για το σίδηρο σε 

σχέση µε άλλα µέταλλα. Η σταθερά σύνδεσης της DFO για το σίδηρο έχει 

προσδιοριστεί ότι είναι 1031, ενώ για το χαλκό και τον ψευδάργυρο είναι περίπου 1014 

και 1011 αντίστοιχα. Η DFO συνδέεται σε στοιχειοµετρία 1:1 µε το σίδηρο και τον 

καθιστά µεταβολικά ανενεργό. Είναι ένα υδρόφιλο µόριο, το οποίο δε διαπερνά τις 

κυτταρικές µεµβράνες, αλλά προσλαµβάνεται από τα κύτταρα µε ενδοκυττάρωση 

υγρής φάσης και τελικά φθάνει στα λυσοσωµάτια µέσω των ενδοσωµατίων (Doulias 

et al., 2003). Η δέσµευση του σιδήρου των λυσοσωµατίων µε τη χρήση της DFO έχει 

την ικανότητα να µεταβάλλει την οµοιοστασία του σιδήρου στα ενδοκυττάρια 

διαµερίσµατα και να προστατεύει τα κύτταρα από βλάβες στο πυρηνικό DNA 

(Tenopoulou et al., 2005; Tenopoulou et al., 2007). Αντίθετα, η ισχυρή δέσµευση για 

παρατεταµένο χρονικό διάστηµα φαίνεται ότι προκαλεί απόπτωση (Αmorgianiotis et 

al., αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 13: Η χηµική δοµή της δεσφεριοξαµίνης και το σύµπλοκο DFO:Fe 

(Kalinowski and Richardson, 2005) 
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1.11.4 Σίδηρος και Μεταγωγή Σηµάτων- Αναπάντητα Ερωτήµατα 

 

 Ο ρόλος του H2O2 ως δεύτερου διαµεσολαβητή στην µεταγωγή σηµάτων, έχει 

µελετηθεί εκτενώς και είναι κοινώς αποδεκτό ότι παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

ρύθµιση πολλών κυτταρικών διεργασιών. Ελάχιστες είναι όµως µέχρι στιγµής οι 

διαθέσιµες αναφορές πάνω στο ρόλο (αν υπάρχει κάποιος), που πιθανώς να 

διαδραµατίζουν τα οξειδοαναγωγικά ενεργά ιόντα σιδήρου στους σηµατοδοτικούς 

µηχανισµούς που εµπλέκεται το Η2Ο2 (Galaris and Pantopoulos, 2008). 

 Σε πρόσφατες in vivo και in vitro πειραµατικές µελέτες παρατηρήθηκε ότι η 

δέσµευση του ενδοκυττάριου σιδήρου προκάλεσε την αναστολή της έκφρασης 

µορίων προσκόλλησης σε συνθήκες φλεγµονής µέσω αναστολής της ενεργοποίησης 

µεταγραφικών παραγόντων (Kartikasari et al., 2004; Li and Frei, 2006; Zhang and 

Frei, 2003). Αν και δεν είναι πλήρως κατανοητό, από τις µελέτες αυτές φάνηκε ότι η 

διαθεσιµότητα του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου µπορεί να επηρεάζει την 

ενεργοποίηση αυτών των µεταγραφικών παραγόντων. Σε µια άλλη µελέτη 

διαπιστώθηκε ότι η έκθεση ηπατικών φαγοκυττάρων σε TNF-α ή LPS προκάλεσε την 

απότοµη αλλά παροδική αύξηση των επιπέδων του LIP, και ότι το γεγονός αυτό ήταν 

απαραίτητο για την µετέπειτα ενεργοποίηση του NF-κB µέσω ενεργοποίησης της IκΒ 

κινάσης (ΙΚΚ) (Xiong et al., 2003). Ωστόσο, και σε αυτή την µελέτη ο λόγος για τον 

οποίο υπήρξε αυτή η παροδική διακύµανση των επιπέδων σιδήρου µέσα στο κύτταρο, 

επίσης δεν είναι πλήρως κατανοητός. Η ιδία ερευνητική οµάδα σε µια µεταγενέστερη 

µελέτη εδειξε ότι η αύξηση του ενδοκυττάριου σιδήρου επηρέασε την ενεργότητα 

ανοδικών κινασών του ΙΚΚ συµπλόκου και όχι την ίδια την ΙΚΚ κινάση (Chen et al., 

2007). Σε µια άλλη εργασία, διαπιστώθηκε ότι η επαγόµενη από τον TNF-α 

ενεργοποίηση του NF-κΒ προκάλεσε την απότοµη αύξηση της έκφρασης της βαριάς 

αλυσίδας της φερριτίνης, (που αποτελεί την κύρια αποθήκη σιδήρου) µε αποτέλεσµα 

την προστασία των κυττάρων από την παρατεταµένη ενεργοποίηση της JNK και την 

πρόκληση απόπτωσης (Papa et al., 2005; Pham et al., 2004). Αλλα και σε αυτή την 

περίπτωση χρήζει περαιτέρω µελέτης το πως ακριβώς ο σίδηρος εµπλέκεται στην 

συγκεκριµένη σηµατοδοτική πορεία. 

 Αν η εµπλοκή του σιδήρου σε πορείες µεταγωγής σηµάτων πραγµατοποιείται 

ανεξάρτητα ή µέσω της συµµετοχής του σε αντιδράσεις µεταγωγής σηµάτων από το 

Η2Ο2 δεν είναι διευκρινισµένο. Σε µια πρόσφατη µελέτη του εργαστηρίου µας, 

διαπιστώθηκε ότι η έκθεση κυττάρων σε χαµηλές συγκεντρώσεις Η2Ο2, προκάλεσε 
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µεταβολές στην οµοιοστασία του σιδήρου, γεγονός που αποδείχθηκε µε την αύξηση 

του ποσού του σιδήρου που δεσµεύθηκε από την καλσεΐνη (Tenopoulou et al., 2007). 

Η αύξηση αυτή είναι πιθανόν να οφείλεται στην απελευθέρωσή του από κυτταρικά 

διαµερίσµατα που περιέχουν υψηλές ποσότητες σιδήρου. 

 Τέλος, παρόλο που υπάρχει εκτενής βιβλιογραφία εστιασµένη στο ρόλο και 

στις συνέπειες που επιφέρουν οι οξειδωτικές τροποποιήσεις κυστεϊνικών καταλοίπων 

από την δράση του Η2Ο2 στην µεταβίβαση κυτταρικών µηνυµάτων οι ακριβείς 

µοριακοί µηχανισµοί µέσω των οποίων πραγµατοποιούνται αυτές οι οξειδώσεις 

παραµένουν αδιευκρίνιστοι. Σε µια τουλάχιστον περίπτωση διαπιστώθηκε ότι η 

οξείδωση και απενεργοποίηση της προκασπάσης-9 από το Η2Ο2 φαίνεται να 

διαµεσολαβείται από την παρουσία ιόντων σιδήρου (Barbouti et al., 2007). 

 Συνεπώς γίνεται απο όλα τα προαναφερθέντα κατανοητό, ότι η εµπλοκή του 

σιδήρου σε πορείες µεταγωγής σηµάτων είναι ένα πεδίο µε ιδιαίτερες προκλήσεις και 

προοπτικές. Μολονότι υπάρχουν διάσπαρτες ενδείξεις για το ρόλο του σιδήρου σε 

πορείες µεταγωγής σηµάτων, ο ακριβής µοριακός µηχανισµός µέσω του οποίου τα 

ιόντα σιδήρου εµπλέκονται στη µεταγωγή σηµάτων είναι ένα θέµα που χρειάζεται 

αναµφισβήτητα ιδιαίτερο ενδιαφέρον και προσοχή. 
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ΣΚΟΠΟΣ  

 
Η παρούσα εργασία ξεκίνησε βασιζόµενη σε προηγούµενες µελέτες της 

ερευνητικής µας οµάδας, που παρουσίαζαν ενδείξεις ότι τα οξειδοαναγωγικά ενεργά 

ιόντα σιδήρου διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στο µηχανισµό πρόκλησης 

αποπτωτικού θανάτου από το Η2Ο2 (Barbouti et al., 2007, Tenopoulou et al., 2005). 

Οι παρατηρήσεις αυτές αποτέλεσαν το έναυσµα για την παρούσα εργασία, η οποία 

είχε ως στόχο τον ακριβή εντοπισµό των σηµείων στα οποία δρουν τα ιόντα σιδήρου 

καθώς και τη διαλεύκανση του µοριακού µηχανισµού των αντιδράσεων στις οποίες 

εµπλέκεται ο σίδηρος. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.1 Υλικά 

Amersham Biosciences Company, Buckinghamshire, England  

Μονοκλωνικά αντίσωµα αιγός έναντι ανοσοσφαιρινών ποντικού και έναντι 

ανοσοσφαιρινών κουνελιού συνδεδεµένα µε ραφανιδική υπεροξειδάση (HRP), 

αντιδραστήριο ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας (ECL reagent)  

BioRad Laboratories Company, Richmond, CΑ, USA 

Ακρυλαµίδιο, Ν-Ν’ µεθυλένο-δις-ακρυλαµίδιο, Ν,Ν,Ν’,Ν’-τετραµέθυλο-

αιθυλοδιαµίνη (TEMED), υπερθεϊικό αµµώνιο (APS), αντιδραστήριο Bio-Rad για τον 

προσδιορισµό συγκέντρωσης πρωτεΐνης (Protein Assay Dye Reagent Concentrate) 

BD Biosciences Pharmigen (USA) 

Μονοκλωνικό αντίσωµα ποντικιού για την κασπάση-3 συνδεδεµένο µε υπεροξειδάση 

(CPP32:HRPO), Φθορογόνο υπόστρωµα κασπάσης-3 (Ac-DEVD-AMC), Αννεξίνη-

V συνδεδεµένη µε φλουορεσκείνη 

Boehringer Mannheim Company, Mannheim, Germany 

RNAαση-A 

Cal.Biochem. Company, Schwalbach, Germany 

Φθορογόνο υπόστρωµα κασπάσης-9 (Ac-LEHD-AFC) 

Cell Signaling Technology, Inc. R&D System 

Μονοκλωνικά αντισώµατα κουνελιού έναντι της ASK1 και έναντι της 

φωσφορυλιωµένης της µορφής (p-ASK1 Thr845). Μονοκλωνικά αντισώµατα 

κουνελιού έναντι της κινάσης SARK/JNK και έναντι της φωσφορυλιωµένης της 

µορφής (p-JNK Thr183/Tyr185). 

Gibco BRL Company, Grand Island, NY, USA 

Ορός από έµβρυο βοός (FCS), πλαστικά για τις κυτταροκαλλιέργειες, PMSF, 

πενικιλίνη / στρεπτοµυκίνη και πρωτεϊνάση K. 

Menzel-Glaset Company, Menzel, Germany 

Αντικειµενοφόρες πλάκες µικροσκοπίου 

Merck Company, Darmstadt, Germany 

Bρωµιούχο αιθίδιο, κυανούν του τροπανίου (trypan blue), Υπεροξείδιο του 

Υδρογόνου (H2O2) 
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Molecular Probes, Eugene, OR, USA 

Ιωδιούχο Προπίδιο(PI) 

Novartis Company, Basle, Switzerland 

∆εσφεριοξαµίνη (DFO) 

R & D Systems  

Μονοκλωνικό αντίσωµα ποντικού έναντι του κυτοχρώµατος C  

Roche Diagnostics Company, Mannheim, Germany  

Απροτινίνη 

Santa Cruz Biotechnology,  Santa Cruz, CA, USA 

Πολυκλωνικά αντισώµατα κουνελιού έναντι της θειορεδοξίνης (Trx) και έναντι της 

φωσφατάσης DUSP1 

Schleicher and Schuell Company, Dassel, Germany 

Μεµβράνες νιτροκυτταρίνης (Optitran BA-S 85) 

Sigma Company, St. Louis, MO, USA 

Καλλιεργητικό υλικό RPMI-1640 εµπλουτισµένο µε L-γλουταµίνη, δωδεκυλοθειϊκό 

νάτριο SDS, Triton X-100, προπανοεστέρας του σουλφονικού οξέος (CHAPS), 

διθειοθρεϊτόλη (DTT), πεπσατίνη Α, λευπεπτίνη, χρωστική Hoechst 33342, 

πορτοκαλί της ακριδίνης (acridine orange, AO), N-αιθυλ-µαλειµίδιο (NEM) 

µονοκλωνικό αντίσωµα ποντικού έναντι της πρωτεΐνης Bax, µονοκλωνικό αντίσωµα 

ποντικού έναντι της β-ισοµορφής της ακτίνης, αναστολείς των MAP κινασών JNK 

(SP600125), p38 (SB202190) και ERK (PD98059) 

 

Για την παρασκευή διαλυµάτων, όλα τα χηµικά αντιδραστήρια ήταν αναλυτικού 

βαθµού καθαρότητας.  

 

2.2 Καλλιέργειες κυττάρων  

 

2.2.1 ∆ιατήρηση κυτταρικών σειρών  

 

Τα κύτταρα διατηρούνται για µεγάλα χρονικά διαστήµατα κατεψυγµένα σε 

δοχεία που περιέχουν υγρό άζωτο (-196 0C). H διαδικασία κατάψυξης τους είναι η 

ακόλουθη: Κύτταρα στην εκθετική φάση ανάπτυξής τους συλλέγονται και 

φυγοκεντρούνται στα 700 x g (Heraeus Megafuge 1.0 R, Heraeus Instruments, Hanau, 
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Germany) για 5 λεπτά. Ακολουθεί επαναιώρηση σε 5 ml PBS και φυγοκέντρηση 

όπως και προηγουµένως. Το κυτταρικό ίζηµα επαναιωρείται στο διάλυµα κατάψυξης, 

το οποίο αποτελείται από 90% εµβρυϊκό ορό µόσχου (FCS) και 10% 

διµέθυλοσουλφοξείδιο (DMSO). Ένα ml του παραπάνω µίγµατος (5-7,5 x 106 

κύτταρα) µεταφέρεται σε ειδικά σωληνάρια κατάψυξης, τα οποία ψύχονται σταδιακά. 

Αρχικά τοποθετούνται στους 40C για περίπου 10 λεπτά, στη συνέχεια σε καταψύκτη -

80 0C για 48 ώρες, και  αργότερα τοποθετούνται στο δοχείο υγρού αζώτου, όπου και 

διατηρούνται µέχρι την χρήση τους. Η απόψυξή τους γίνεται γρήγορα µε τη 

µεταφορά του σωληνάριου κατάψυξης στους 37 0C. Το περιεχόµενο του µεταφέρεται 

σε φυγοκεντρικό σωλήνα µε 9 ml πλήρους καλλιεργητικού υλικού και 

φυγοκεντρείται στα 700 x g για 5 λεπτά. Τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 10 ml 

πλήρους καλλιεργητικού υλικού και καλλιεργούνται στις συνήθεις συνθήκες 

καλλιέργειας για 24 ώρες. 

 

2.2.2 Κυτταρικές σειρές και συνθήκες κυτταρικής καλλιέργειας. 

 

H κυτταρική σειρά Jurkat προέρχεται από T-λεµφοκύτταρα ασθενούς µε οξεία 

λευχαιµία. Τα κύτταρα αναπτύσσονται σαν εναιώρηµα σε RPMI-1640 το οποίο 

περιέχει 10% εµβρυϊκό ορό µόσχου (FCS), 100 U/ml πενικιλίνη και 100 µg/ml 

στρεπτοµυκίνη.  

Ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα προερχόµενα από φλέβα οµφάλιου λόρου 

(Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC) αποµονώθηκαν και 

καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία τα οποία είχαν πριν επωαστεί µε κολλαγόνο αρουραίου 

τύπου Ι και πλυθεί µε PBS. Το θρεπτικό υλικό στο οποίο αναπτύσσονταν ήταν M199 

εµπλουτισµένο µε 20% εµβρυϊκό ορό µόσχου (FCS), 0,05mg/ml ECGS, 0,051U 

ηπαρίνης/ml και 1% πενικιλίνη/στρεπτοµυκίνη. Όταν τα κύτταρα κάλυπταν όλη την 

επιφάνεια του τρυβλίου, γινόταν διασπορά των κυττάρων σε αραίωση 1 προς 4. Στα 

πειράµατα χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα γενιάς 2-6.  

Ο χειρισµός των κυττάρων γινόταν σε εστία κάθετης νηµατικής ροής ώστε να 

εξασφαλίζεται περιβάλλον αποµονωµένο από την ατµόσφαιρα προς αποφυγή 

µολύνσεων. Τα κύτταρα αναπτύσσονται σε επωαστικό κλίβανο στον οποίο η 

θερµοκρασία διατηρείται σταθερή στους 37 0C, επικρατούν συνθήκες υγρασίας και η 

ατµόσφαιρα είναι εµπλουτισµένη µε 5% CO2 ώστε να ρυθµίζεται σε σταθερή τιµή το 

pH στο θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας.  
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2.2.3 ∆ιαµόλυνση κυττάρων 

Οι αδενοϊοί που χρησιµοποιήθηκαν ήταν σηµασµένοι µε µια µικρή 

αλληλουχία αµινοξέων myc και εξέφραζαν είτε την αγρίου τύπου µορφή της DUSP1 

(AdDUSP1wt) είτε την καταλυτικά ανενεργή µορφή της (AdDUSP1/CS), όπου η 

κυστεΐνη του ενεργού κέντρου της DUSP1(Cys258) είχε µεταλλαχθεί σε σερίνη. Τα 

HUVE κύτταρα, προκειµένου να µολυνθούν και να εκφράσουν τις αντίστοιχες 

πρωτεΐνες, καλλιεργήθηκαν και επωάστηκαν µε τον ανασυνδιασµένο ιό σε αναλογία 

ιικών σωµατιδίων/αριθµό κυττάρων (Multiplicity of Infection, MOI) 200 για 24 ώρες. 

Η έκφραση των πρωτεϊνών ελεγχόταν κάθε φορά µε ανοσοαποτύπωση κατά Western. 

 

2.2.4 Μέτρηση της βιωσιµότητας των κυττάρων 

 

Η µέτρηση της βιωσιµότητας έγινε µε τη µέθοδο του αποκλεισµού της 

χρωστικής κυανούν του τροπανίου (trypan blue dye exclusion) από τα ζωντανά 

κύτταρα. Χρησιµοποιήθηκε διάλυµα 0,25% χρωστικής σε 0,15 Μ NaCl. Σε ένα µέρος 

εναιωρήµατος κυττάρων προστέθηκε ένα µέρος διαλύµατος της χρωστικής, το µίγµα 

µεταφέρθηκε σε αιµοτοκυτταρόµετρο τύπου Neubauer και παρατηρήθηκε στο 

µικροσκόπιο. Τα ζωντανά κύτταρα φαίνονταν φωτεινά και διάφανα ενώ τα νεκρά 

εµφανίζονταν βαθύ µπλε. Η βιωσιµότητα είναι το ποσοστό των ζωντανών κυττάρων 

στο σύνολο αυτών που µετρήθηκαν.  

 

 

2.3 Μέθοδοι 

 

2.3.1 Αποµόνωση και ηλεκτροφόρηση κυτταρικού DNA 

 

Η τεχνική αυτή χρησιµοποιείται ευρέως για την εκτίµηση των σχάσεων στις 

διπλές αλυσίδες του DNA. Μετά την εκχύλιση το DNA ηλεκτροφορείται σε πηκτή 

αγαρόζης και εµφανίζονται οι ζώνες του. Σε αντίθεση µε το DNA των φυσιολογικών 

κυττάρων, που δεν µετακινείται κατά την ηλεκτροφόρηση λόγω του υψηλού του 

µοριακού βάρους, το DNA των αποπτωτικών κυττάρων το οποίο σχάζεται από 

ειδικές ενδονουκλεάσες (Enari et al., 1998) εµφανίζει µια χαρακτηριστική µορφή µε 

ευδιάκριτες ζώνες (ladder pattern) και οι οποίες είναι τµήµατα DNA πολλαπλάσια 

των 180-200 ζευγών βάσεων. Αντίθετα, στο DNA των νεκρωτικών κυττάρων 
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προκαλείται τυχαία θραυσµατοποίηση και κατά την ηλεκτροφόρηση τα θραύσµατα 

αυτά µετατοπίζονται στην πηκτή και εµφανίζουν µια συνεχή ζώνη (smear). Έτσι, 

είναι δυνατόν να διαχωριστεί η ενδονουκλεοσωµική σχάση, που είναι 

χαρακτηριστική του αποπτωτικού θανάτου, από την τυχαία σχάση στο DNA, που 

είναι αποτέλεσµα του νεκρωτικού θανάτου. 

 

Αποµόνωση του DNA 

Μετά την επώαση τους 3 x 106 κύτταρα συλλέχθηκαν και ξεπλύθηκαν 2 

φορές µε κρύο PBS (450 x g, 4°C), επαναιωρήθηκαν σε 500 µl διαλύµατος λύσης (50 

mM Tris-HCl pH 8,0, 100 mM EDTA, 1% SDS, 0,1% NaCl), προστέθηκε διάλυµα 

0,6 mg/ml πρωτεϊνάσης Κ 0,6 mg/ml και ακολούθησε ολονύκτια πέψη στους 37ο C 

υπό ανάδευση. Tα δείγµατα αναµείχθηκαν µε ίσο όγκο µίγµατος φαινόλης / 

χλωροφορµίου και αναδεύτηκαν ήπια για 1 ώρα. Το γαλάκτωµα που προέκυψε 

φυγοκεντρήθηκε στα 16000 x g για 10 λεπτά µε αποτέλεσµα να διαχωριστούν η 

υδατική φάση, που περιέχει τα νουκλεϊκά οξέα από την οργανική φάση, ενώ η 

ενδιάµεση στοιβάδα περιέχει τις µετουσιωµένες πρωτεΐνες. Η αποπρωτεϊνωµένη 

υδατική φάση µεταφέρθηκε σε νέους φυγοκεντρικούς σωλήνες και τα νουκλεϊκά οξέα 

κατακρηµνίστηκαν µε αιθανόλη. Συγκεκριµένα επωάστηκαν ολονύκτια στους –20ο C 

µε 2 όγκους ψυχρής απόλυτης αιθανόλης και 1/10 όγκου διαλύµατος 3 Μ οξικού 

νατρίου pΗ 5,2. Τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν στα 16000 x g για 15 λεπτά στους 4ο 

C και η στοιβάδα που κατακρηµνίστηκε ξεπλύθηκε κάτω από τις ίδιες συνθήκες µε 

70 % ψυχρής αιθανόλης για την αποµάκρυνση αλάτων και µικρών οργανικών 

µορίων. Στην συνέχεια αφαιρέθηκε το υπερκείµενο και η στοιβάδα που περιείχε το 

DNA και το RNA, αφού ξηράθηκε σε θερµοκρασία δωµατίου, επαναιωρήθηκε σε 

διάλυµα Tris-EDTA (10 mM Tris-ΗCl, 1 mM EDTA, pΗ 8,0). Τέλος για την 

αποµάκρυνση του RNA τα δείγµατα επωάστηκαν στους 37ο C για 2 ώρες µε 50 µg 

απενεργοποιηµένης RΝάσης.  

 

 

Ποσοτικοποίηση του DNA 

Για την εκτίµηση της συγκέντρωσης και της καθαρότητας του DNA, 

µετρήθηκε η απορρόφηση των δειγµάτων (φωτόµετρο MBA 2000, PERKIN 

ELMER) στην περιοχή του υπεριώδους. Τα νουκλεϊκά οξέα επιδεικνύουν µέγιστη 

απορρόφηση στα 260 nm, η οποία είναι περίπου ανάλογη µε τη συγκέντρωση του 
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DNA. Εµπειρικά υπολογίζεται ότι συγκέντρωση DNA ίση µε 50 µg/ml έχει Α260 ίση 

µε 1. Επιπλέον το πηλίκο Α260/Α280 είναι χαρακτηριστικό για την καθαρότητα του 

DNA. Υψηλής καθαρότητας DNA απαλλαγµένο από προσµίξεις πρωτεϊνών ή RNA 

έχει Α260/Α280 ~ 1.8. Μικρότερο πηλίκο αντιστοιχεί σε παρασκεύασµα που περιέχει 

ανάλογες συγκεντρώσεις πρωτεΐνης, ενώ, όταν το πηλίκο είναι ~ 2, το δείγµα περιέχει 

RNA.  

 

Ηλεκτροφόρηση του DNA 

Για την ηλεκτροφόρηση του DNA 20 µg αναµίχθηκαν µε το διάλυµα 

φόρτωσης σε αναλογία 5:1 (v/v). Το διάλυµα φόρτωσης περιέχει 0.02 % µπλε της 

βρωµοφαινόλης και 40 % γλυκερόλη σε ΤΒΕ (89 mM Tris, 89 mM Βορικό οξύ, 2.5 

µΜ EDTA pH 8,0). Η ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων του DNA πραγµατοποιήθηκε 

σε πηκτή αγαρόζης 1,8 % σε ΤΒΕ, στην οποία προστέθηκε βρωµιούχο αιθίδιο σε 

τελική συγκέντρωση 0,5 µg/ml. Η πηκτή αγαρόζης παρασκευάστηκε, όπως 

αναφέρεται αναλυτικά στο βιβλίο Molecular Cloning, A Laboratory Manual 

(Maniatis et al., 1989). Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε διάλυµα ΤΒΕ σε 

συνθήκες 5 Volts/cm για περίπου 1 ώρα. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, η 

πηκτή εκτίθεται σε συσκευή υπεριώδους ακτινοβολίας (302 nm), προκειµένου να 

γίνουν ορατά τα σύµπλοκα του DNA µε το βρωµιούχο αιθίδιο. Η αποθήκευση των 

αποτελεσµάτων έγινε µε φωτογράφηση σε ψηφιακή κάµερα και µεταφορά σε 

ηλεκτρονικό υπολογιστή (KODAK Digital Science 1D) 

 

2.3.2 Αποµόνωση πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων 

 

Ολικό εκχύλισµα πρωτεϊνών 

 

Για την αποµόνωση ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος τα κύτταρα µετά την 

έκθεσή τους επαναιωρήθηκαν σε ψυχρό διάλυµα λύσης, που περιείχε 20 mM Tris-Cl, 

pH 7,5, 1% SDS, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 5 mM DTT, 1mM PMSF, 10 µg/ml 

πεπσατίνης και απροτινίνης και 20 µg/ml λευπεπτίνης. Μετά από επώαση στον πάγο 

για 20 λεπτά, τα δείγµατα αναδεύτηκαν ισχυρά και φυγοκεντρήθηκαν στα 16000 x g 

στους 4ο C για 20 λεπτά. Το υπερκείµενο, που αντιστοιχεί στις ολικές πρωτεΐνες του 

κυττάρου, χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση των πρωτεϊνών ASK1/ p-ASK1, JNK/ 

p-JNK µε την τεχνική της ανοσοαποτύπωσης κατά Western. 
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∆ιαχωρισµός µιτοχονδριακών και κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών 

 

Ο διαχωρισµός των µιτοχονδρίων από το κυτταρόπλασµα έγινε σύµφωνα µε 

τη µέθοδο που περιγράφηκε από τον Yang και τους συνεργάτες του (Yang et al., 

1997) Τα κύτταρα (80 x 106) µετά την επώαση επαναιωρήθηκαν σε πενταπλάσιο 

όγκο ψυχρού ισοτονικού µε τα µιτοχόνδρια διαλύµατος, που περιείχε 20 mM Hepes, 

pH 7,4, 1,5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 1 mM EDTA, 1mM EGTA, 5 mM DTT, 250 

mM σουκρόζη, 1 mM PMSF και 10 µg/ml aprotinin, pepstatin και leupeptin. 

∆ιαβιβάστηκαν 20 φορές µέσα από θραυσµατοποιητή κυττάρων (EMBL, Mechanical 

Workshop), µέχρι το 60% τουλάχιστον των κυττάρων να γίνουν θετικά σε Trypan 

blue. Το οµογενοποίηµα φυγοκεντρήθηκε στα 700 x g, για 6 λεπτά στους 4ο C, ώστε 

να αποµακρυνθούν τα ανέπαφα κύτταρα και οι πυρήνες. Το υπερκείµενο 

φυγοκεντρήθηκε περαιτέρω στα 10000 x g για 10 λεπτά στους 4ο C. Τα µιτοχόνδρια, 

που καταβυθίζονται κάτω από αυτές τις συνθήκες, ξεπλύθηκαν δύο φορές µε το ίδιο 

ισοτονικό διάλυµα και χρησιµοποιήθηκαν για την αποµόνωση των πρωτεϊνών των 

µιτοχονδρίων, όπως αναφέρεται στην συνέχεια. Το υπερκείµενο χρησιµοποιήθηκε για 

την αποµόνωση των πρωτεϊνών του υδατοδιαλυτού µέρους του κυτταροπλάσµατος.  

Στην συνέχεια τα µιτοχόνδρια, που αποµονώθηκαν στο προηγούµενο στάδιο, 

λύθηκαν µε επαναιώρηση για 15 λεπτά σε ψυχρό διάλυµα RIPA (50 mM Tris-HCl 

pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 % Sodium Deoxycholate, 0.1% SDS, 1 

mM PMSF) και τα δείγµατα αναδεύτηκαν ισχυρά και φυγοκεντρήθηκαν στα 16000 x 

g για 20 λεπτά στους 4ο C. Το υπερκείµενο χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση του 

κυτοχρώµατος C και της πρωτεΐνης Bax µε την τεχνική της ανοσοαποτύπωσης. Για 

την ανίχνευση των πρωτεϊνών στο υδατοδιαλυτό µέρος του κυτταροπλάσµατος, το 

υπερκείµενο των 10000 x g από την αποµόνωση των µιτοχονδρίων (~0,5 ml) 

φυγοκεντρήθηκε περαιτέρω στα 100000 x g για 1 ώρα στους 4ο C (OptimaTM 

Ultracentrifuge, Beckman). Στις συνθήκες αυτές καθιζάνουν άλλα οργανίδια του 

κυττάρου (όπως τα λυσοσωµάτια τα ριβοσωµάτια τα πολυσωµάτια αλλά και οι 

µιτοχονδριακές µεµβράνες) και το υπερκείµενο που προέκυψε (S-100 κλάσµα) 

χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση του κυτοχρώµατος C και των προ-αποπτωτικών 

πρωτεϊνών Bax και Bid. 
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Κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα 

 

 Οι πρωτεΐνες του κυτταροπλάσµατος αποµονώθηκαν, όπως περιγράφηκε από 

τον Nicholson και τους συνεργάτες (Nicholson et al., 1995). Τα κύτταρα 

επαναιωρήθηκαν σε ψυχρό διάλυµα λύσης που περιείχε 10 mM Hepes/KOH, pH 7.4, 

2 mM EDTA, 0.1 % CHAPS, 5 mM DTT, 1 mM PMSF, 10 µg/ml pepstatin και 

aprotinin και 20 µg/ml leupeptin. Μετά από επώαση στον πάγο για 20 λεπτά, τα 

δείγµατα αναδεύτηκαν ισχυρά και φυγοκεντρήθηκαν στα 16000 x g στους 4ο C για 20 

λεπτά. Το υπερκείµενο που προέκυψε αντιστοιχεί στις πρωτεΐνες του 

κυτταροπλάσµατος και χρησιµοποιήθηκε για τον φθορισµοµετρικό προσδιορισµό της 

ενεργότητας των κασπασών -3, -9.  

 

Προσδιορισµός συγκέντρωσης πρωτεϊνών 

 

Η συγκέντρωση των πρωτεϊνών στα παραπάνω εκχυλίσµατα προσδιορίστηκε 

µε την µέθοδο “protein microassay” της Bio-Rad, που βασίζεται στη µέθοδο 

Bradford. Η µέθοδος στηρίζεται στη µετατόπιση της µέγιστης απορρόφησης από τα 

465 nm στα 595 nm όταν το Coomassie Brilliant Blue G-250 δεσµευτεί σε πρωτεΐνες 

κάτω από όξινες συνθήκες. Αναλυτικά η µέθοδος έχει ως εξής: Σε 800 µl από τα 

άγνωστα δείγµατα πρωτεΐνης προστέθηκαν 200 µl του αντιδραστηρίου της Bio-Rad. 

Μετά από έντονη ανάδευση και επώαση για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου, 

µετρήθηκε η απορρόφηση στα 595 nm. Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης στα άγνωστα 

δείγµατα προσδιορίστηκε µε βάση την πρότυπη καµπύλη αναφοράς για την οποία 

χρησιµοποιήθηκε διάλυµα γνωστής συγκέντρωσης αλβουµίνης από ορό βοός (BSA). 

 

2.3.3 Ανοσοαποτύπωση κατά Western 

 

Τα κυτταρικά εκχυλίσµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου και 

µεταφέρθηκαν σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης (Scheicher & Schuell), σύµφωνα µε τις 

πρότυπες διαδικασίες που αναφέρονται στο Molecular Cloning, A Laboratory Manual 

(Maniatis et al., 1989). Για τον έλεγχο της αποτελεσµατικότητας της αποτύπωσης, οι 

πρωτεΐνες που βρίσκονται στη µεµβράνη νιτροκυτταρίνης βάφτηκαν µε Ponceau S 

(0.1 % σε οξικό οξύ) για ένα λεπτό και ακολούθησε πλύση µε νερό. Η µεµβράνη 

επωάστηκε µε το διάλυµα δέσµευση που περιείχε 5 % άπαχο γάλα σκόνη σε διάλυµα 
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φωσφορικών pH=7.4 και 0.1 % Tween 20 (PBS-T 0,1%) σε θερµοκρασία δωµατίου 

για 1-2 ώρες µε ήπια ανακίνηση προκειµένου να δεσµευτούν οι ελεύθερες, µη ειδικές 

θέσεις επάνω στη νιτροκυτταρίνη. Ακολούθησε επώαση της µεµβράνης υπό 

ανατάραξη µε αντισώµατα έναντι της κάθε πρωτεΐνης, σε κατάλληλη αραίωση και σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 1 ώρα ή ολονύκτια στους 4ο C. Στη συνέχεια 

ακολούθησαν 3 πλύσεις των 10 λεπτών σε διάλυµα PBS-T 0,1%. Τέλος, η µεµβράνη 

επωάστηκε µε αντίσωµα συζευγµένο µε ραφινική υπεροξειδάση (Horseradish 

Peroxidase, HRP, Jackson Immunoresearch.) για µία ώρα σε 5 % άπαχο γάλα σε 

PBS-T 0,1%  µε ανακίνηση. Στη συνέχεια ακολούθησαν 3 πλύσεις των 10 λεπτών σε 

διάλυµα PBS-T 0,1% και η εµφάνιση του σήµατος έγινε µε το εµπορικό 

αντιδραστήριο ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας (Enhanced Chemiluminescence, ECL) 

 

Ανίχνευση πρωτεϊνών µε τη µέθοδο της ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας 

 Η τεχνική της ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας στηρίζεται στην ανίχνευση της 

ακτινοβολίας που εκπέµπεται κατά την αποδιέγερση ενός παραγώγου της λουµινόλης. 

Η υπεροξειδάση παρουσία H2O2 σε αλκαλικό περιβάλλον οξειδώνει τη λουµινόλη 

σύµφωνα µε την αντίδραση :  

 

                                      υπεροξειδάση                             
  Λουµινόλη + Η2Ο2                                   παράγωγο λουµινόλης + Ν2 + φως      (7)                        

 

Αµέσως µετά την αντίδραση η λουµινόλη βρίσκεται σε διεγερµένη κατάσταση και 

επιστρέφοντας στη θεµελιώδη της κατάσταση, εκπέµπει ακτινοβολία. Η ακτινοβολία 

ενισχύεται σε ένταση και διάρκεια εξαιτίας της παρουσίας χηµικών ενισχυτικών 

(όπως φαινόλες) κάνοντας δυνατή την αποτύπωση της σε φιλµ. 

 Για την ανίχνευση του σήµατος µε την τεχνική της ενισχυµένης 

χηµειοφωταύγειας, η µεµβράνη µετά την επεξεργασία µε τα αντισώµατα επωάστηκε 

µε το υπόστρωµα της υπεροξειδάσης για 1-2 λεπτά. Στη συνέχεια η µεµβράνη 

τοποθετήθηκε σε κασέτα εµφάνισης και εκτέθηκε σε φωτογραφικό φιλµ (Kodak X-

OMAT/AR). Η εµφάνιση του φιλµ έγινε µε τοποθέτησή του στο διάλυµα εµφάνισης 

(Kodak LX24, x-ray developer) ενώ το σήµα σταθεροποιήθηκε µε τοποθέτηση του 

φιλµ στο διάλυµα σταθεροποίησης (Kodak AL 4, X-ray fixer).  
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2.3.4 Ανοσοκαθίζηση πρωτεϊνών 

 Η τεχνική της ανοσοκαθίζησης χρησιµοποιήθηκε για την εξέταση πιθανής 

αλληλεπίδρασης δύο πρωτεϊνών. Στο κυτταρικό εκχύλισµα αφού πρώτα έγινε 

ανοσοκαθίζηση της µιας πρωτεΐνης, εν συνεχεία οι πρωτεΐνες που 

ανοσοκατακριµνήστηκαν διαχωρίστηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

πολυακρυλαµιδίου και ακολούθησε ανοσοαποτύπωση κατά Western µε αντίσωµα 

έναντι της άλλης πρωτεΐνης. 

 

Πειραµατική διαδικασία 

 Για την αποµόνωση κυτταρικού εκχυλίσµατος χρησιµοποιήθηκε διάλυµα 

λύσης που περιείχε 170 mM NaCl, 10% glycerol, 2 mM EDTA, 1% NP-40 και 1 mM 

PMSF. Μετά από επώαση στον πάγο για 20 λεπτά, τα δείγµατα αναδεύτηκαν ισχυρά 

και φυγοκεντρήθηκαν στα 16000 x g στους 4ο C για 20 λεπτά. Το υπερκείµενο 

φυγοκεντρήθηκε περαιτέρω στα 100000 x g για 1 ώρα στους 4ο C (OptimaTM 

Ultracentrifuge, Beckman. Σε 700 µg κυτταρικού εκχυλίσµατος προστέθηκε 1µg/ml 

αντισώµατος έναντι της υπό εξέτασης πρωτεΐνης. Το δείγµα επωάστηκε υπό 

ανακίνηση στους 4ο C για τουλάχιστον 4 ώρες. Εν συνεχεία προστέθηκαν 20µl 

εναιωρήµατος αποτελούµενο από σφαιρίδια σεφαρόζης και µίγµα πρωτεϊνών Α/G. Η 

επώαση συνεχίστηκε στις ίδιες συνθήκες για επιπλέον 2 ώρες.  

 

 

2.3.5 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου απουσία αναγωγικών 

παραγόντων (Non Reducing SDS-RAGE) 

 

 Τα κύτταρα µετά τις εκάστοτε επωάσεις ξεπλύθηκαν µε διάλυµα φωσφορικών 

αλάτων (PBS) και επανεωρήθηκαν σε ψυχρό διάλυµα λύσης που περιείχε 20mM Tris 

pH= 7,3, 1% Triton-X100, 1 mM PMSF, 10 µg/ml pepstatin, 1 µg/ml aprotinin, 10 

µg/ml leupeptin και10 mM NEM (N-Ethylmaleimide). Το ΝΕΜ όπως απεικονίζεται 

στην Εικόνα 14 είναι ένα παράγωγό του µαλειµιδικού οξέος που έχει την ικανότητα 

να προσδένεται µόνο σε ανηγµένες κυστεΐνες, σχηµατίζοντας οµοιοπολικό δεσµό. Με 

τον τρόπο αυτό διασφαλίζεται σε µεγάλο βαθµό η αποφύγει δηµιουργίας 

δισουλφιδικών δεσµών κατά τη λύση των κυττάρων και επεξεργασία των δειγµάτων. 

Το εκχύλισµα φυγοκεντρήθηκε στα 16000 x g για 20 λεπτά στους 4ο C. Από το 

υπερκειµένο, αποµονώθηκαν 40µg/ml πρωτεΐνης µετά από ποσοτικό προσδιορισµό. 
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Κατά τον βρασµό των δειγµάτων, πριν την ηλεκτροφόρηση, προστέθηκε ή όχι 

διθειοθρεϊτόλης (DTT). Ακολούθησε ανοσοαποτύπωση κατά Western µε 

πολυκλωνικό αντίσωµα έναντι της DUSP1. 

 

 

 

 

 

Εικόνα 14: Αντίδραση του µαλειµιδικού παραγώγου NEM µε σουλφιδριλικές 

οµάδες(-SH) 

 

2.3.5 Φθορισµοµετρικός προσδιορισµός της ενεργότητας των κασπασών-3 και -9 

 

Η ενεργότητα των κασπασών-3 και -9 µετρήθηκε φθορισµοµετρικά, όπως 

περιγράφηκε από τον Nicholson και τους συνεργάτες του (Nicholson et al., 1995). 

Χρησιµοποιήθηκε το φθορογόνο υπόστρωµα Ac-DEVD-AMC (Acetyl-Asp-Glu-Val-

Asp-7-Αmino-4-Μethyl-Coumarin) και Ac-LEHD-AFC (Acetyl-Leu-Glu-His-Asp-

AFC). Τα τετραπεπτίδια DEVD και LEHD σχάζονται από τις ενεργοποιηµένες 

κασπάση-3 και κασπάση-9 και απελευθερώνονται οι φθορίζουσες ουσίες AMC και 

AFC αντίστοιχα.  

 

Πειραµατική διαδικασία 

 

Το πρωτεϊνικό κυτταροπλασµατικό εκχύλισµα (150 µg) επωάστηκε για 1 ώρα 

στους 37ο C µε το διάλυµα αντίδρασης (100 mM HEPES, pH 7.5, 10% sucrose, 0.1 % 

CHAPS και 10 mM DTT), που περιείχε 100 µM του φθορογόνου υποστρώµατος  Ac-

DEVD-AMC (για την κασπάση-3) ή Ac-LEHD-AFC (για την κασπάση-9). Ο 

φθορισµός των ΑMC, που απελευθερώθηκε, µετρήθηκε σε φασµατοφωτόµετρο 

φθορισµού (F-2500 Hitachi) µε διέγερση στα 380 nm και εκποµπή στα 460 nm.  
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2.3.7 Κυτταροµετρία ροής 

2.3.7.1 Σήµανση µε Annexin/PI 

 

 Η απώλεια της ασυµµετρίας των φωσφολιπιδίων και η έκθεση της 

φωσφατιδυλοσερίνης (phosphatidyloserine, PS) στην εξωτερικό πλευρά της 

κυτταρικής µεµβράνης, αντι της εσωτερικής που βρίσκεται σε φυσιολογικές 

συνθήκες, αποτελεί ένα βασικό δείκτη αναγνώρισης των πρώιµων αποπτωτικών 

κυττάρων. Η αννεχίνη η οποία είναι µια εξαρτώµενη από ιόντα –Ca+2 πρωτεΐνη, 

µοριακού βάρους 35-36 kDa, µπορεί και συνδέεται πάνω στην φωσφατυδιλοσερίνη 

µε ιδιαίτερα υψηλή εξειδίκευση µόνο όταν η φωσφατιδιλοσερίνη εκτίθεται στην 

εξωτερική πλευρά της κυτταρικής µεµβράνης. Κατά συνέπεια, η σήµανση των 

κυττάρων µε αννεξίνη συνδεδεµένη µε φλουορεσκείνη (Annexin-FITC) αποτελεί ένα 

δείκτη πρώιµου αποπτωτικού θανάτου. Λόγω του ότι η εξωτερίκευση της 

φωσφατυδιλοσερίνη δεν γίνεται µονό στην περίπτωση της απόπτωσης των κυττάρων 

αλλά και στην περίπτωση της νέκρωσης τους όπως φαίνεται στην Εικόνα 15, 

χρησιµοποιήθηκε και έναν δεύτερος δείκτης, το ιωδιούχο προπίδιο( Propidium 

Iodide, PI) το οποίο δένεται πάνω σε νουκλεινικά οξεά µόνο όταν η ακεραιότητα της 

κυτταρικής µεµβράνης έχει χαθεί. Με αυτόν τον τρόπο, είναι εφικτός ο διαχωρισµός 

των κυττάρων σε 4 κατηγορίες ζωντανά κύτταρα, πρώιµα αποπτωτικά κύτταρα, 

όψιµα αποπτωτικά κύτταρα και νεκρά κύτταρα (Εικόνα 16). 

 

 

 

 

 

Εικόνα 15 : ∆ράση της αννεξίνης και του ιωδιούχου προπιδίου 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 16 : ∆ιαχωρισµός κυττάρων σε 4 κατηγορίες 
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Πειραµατική διαδικασία 

 Τα κύτταρα (1,5 x 106) µετά τις αντίστοιχες επώασεις συλλέχθηκαν και 

επαναιωρήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα ασβεστιού (0,1 Μ HEPES / NaOH pH=7.4, 

140 mM NaCl, 25 mM CaCl2). Στην συνέχεια επωάστηκαν µε Annexin-V-FITC και 

ιωδιούχο προπίδιο (Propidium Iodide) για 15 min στους 4οC στο σκοτάδι. 

Ακολούθησε προσθήκη ρυθµιστικού διαλύµατος ασβεστίου και ανάλυση σε 

κυτταροµετρητη ροής. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

 

3.1 Η δέσµευση του σιδήρου αναστέλλει τη δηµιουργία ενδονουκλεοσωµικών 

σχάσεων στο πυρηνικό DNA 

 

Σε προηγούµενες µελέτες της ερευνητικής µας οµάδας υπήρχαν σοβαρές 

ενδείξεις ότι τα οξειδοαναγωγικά ενεργά ιόντα σιδήρου διαδραµατίζουν σηµαντικό 

ρόλο στο µηχανισµό µεταγωγής του σήµατος και ειδικότερα στην πρόκληση 

αποπτωτικού θανάτου σε συνθήκες οξειδωτικού στρες (Barbouti et al., 2007; 

Tenopoulou et al., 2005). Στην παρούσα εργασία έγινε µια λεπτοµερής µελέτη για τον 

ακριβή εντοπισµό των σηµείων στα οποία δρουν τα ιόντα σιδήρου, καθώς και για τη 

διαλεύκανση του µοριακού µηχανισµού των αντιδράσεων στις οποίες εµπλέκεται ο 

σίδηρος.  

Όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 17Α, σε αντίθεση µε το σχηµατισµό του 

τµηµατοποιηµένου DNA (DNA laddering) που προκλήθηκε από την έκθεση των 

κυττάρων σε H2O2 και το οποίο υποδηλώνει σχάση του DNA σε τµήµατα 

πολλαπλάσια των 180-200 ζευγών βάσεων (χαρακτηριστικό του αποπτωτικού 

θανάτου), προ-επώαση των κυττάρων µε το σιδηροδεσµευτικό παράγοντα 

δεσφεριοξαµίνη (DFO), ανέστειλε σε σηµαντικό βαθµό τη δηµιουργία 

ενδονουκλεοσωµικών σχάσεων σε όλες τις χρονικές στιγµές (-120, -60, -20, -10 

λεπτά). Το ίδιο παρατηρήθηκε και στην περίπτωση που η DFO και το H2O2 

προστέθηκαν ταυτόχρονα ή ακόµα και µετά την προσθήκη του H2O2. Ωστόσο, η 

αναστολή της απόπτωσης µειωνόταν σταδιακά όσο το διάστηµα µεταξύ της έκθεσης 

των κυττάρων σε Η2Ο2 και της προσθήκης DFO µειωνόταν (Εικόνα 17Β). 

 Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνουν την εµπλοκή των ιόντων σιδήρου 

στους µοριακούς µηχανισµούς πρόκλησης αποπτωτικού θανάτου σε συνθήκες 

οξειδωτικού στρες και δείχνουν ότι τα ιόντα σιδήρου λαµβάνουν µέρος σε 

αντιδράσεις που έπονται της έκθεσης των κυττάρων στο Η2Ο2. 
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Εικόνα 17: Μείωση του ενδοκυττάριου σιδήρου αναστέλλει την πρόκληση 

ενδονουκλεοσωµικών σχάσεων στο DNA 

Κύτταρα Jurkat (1,5 x 106 ανά ml) επωάστηκαν µε 0,5 mΜ DFO για διάφορα χρονικά 

διαστήµατα πριν ή µετά την έκθεση σε συνθήκες οξειδωτικού στρες υπό την µορφή 

Η2Ο2 (0,25 mΜ) (Α,Β). Έξι ώρες µετά την έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2 

αποµονώθηκε το DNA από κάθε δείγµα και η δηµιουργία ενδονουκλεοσωµικών 

σχάσεων εξετάστηκε µε ηλεκτροφόρηση του DNA σε πηκτή αγαρόζης. Τα πειράµατα 

αυτά επαναλήφθηκαν τρεις ακόµη φορές µε τα ίδια αποτελέσµατα. 
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3.2 Η δέσµευση του σιδήρου αναστέλλει την εξωτερίκευση της 

φωσφατιδιλοσερίνης 

 

 Ένα άλλο χαρακτηριστικό του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου είναι 

οι µεταβολές που υφίσταται η κυτταρική µεµβράνη κατά τη διάρκεια της διεργασίας 

αυτής. Η απώλεια της ασυµµετρίας των φωσφολιπιδίων και η έκθεση της 

φωσφατιδυλοσερίνης στην εξωτερική πλευρά της κυτταροπλασµατικής µεµβράνης 

αποτελούν ένα βασικό δείκτη αναγνώρισης των πρώιµων αποπτωτικών κυττάρων. Η 

αννεξίνη συνδέεται µε τη φωσφατυδιλοσερίνη όταν αυτή βρίσκεται στην εξωτερική 

πλευρά της κυτταρικής µεµβράνης (απόπτωση), ενώ το ιωδιούχο προπίδιο συνδέεται 

µε το DNA των κυττάρων όταν η ακεραιότητα της κυτταρικής µεµβράνης έχει χαθεί. 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 18Α, τα κύτταρα µάρτυρες βρίσκονται στο πρώτο 

τεταρτηµόριο, το οποίο σηµαίνει ότι είναι αρνητικά σε αννεξίνη και ιωδιούχο 

προπίδιο. Αντίθετα η έκθεση των κυττάρων σε 0,25 mΜ H2O2 για 6 ώρες είχε ως 

αποτέλεσµα ένα µεγάλο ποσοστό του πληθυσµού των κυττάρων (59,28%) να 

οδηγηθεί στη φάση της πρώιµης απόπτωσης όπως υποδηλώνεται µε τη µετατόπισή 

τους στο δεύτερο τεταρτηµόριο σε σχέση µε τα κύτταρα µάρτυρες. Η προ-επώαση 

των κυττάρων µε 0,5 mM DFO για 120 ή 60 λεπτά πριν από την έκθεση τους σε H2O2 

προστάτεψε ολοκληρωτικά τα κύτταρα από την πρόκληση απόπτωσης και τα έφερε 

στο ίδιο επίπεδο µε αυτό των ανέπαφων κυττάρων. Στην περίπτωση που η DFO 

προστέθηκε 20 λεπτά πριν την έκθεση των κυττάρων σε H2O2 ή ταυτόχρονα µε το 

H2O2, παρατηρήθηκε επίσης προστασία αλλά σε µικρότερο βαθµό. Τέλος, η 

προσθήκη DFO µετά την έκθεση σε H2O2 οδήγησε σε σταδιακή απώλεια της 

προστασίας των κυττάρων. 

Τα πειράµατα αυτά έρχονται σε συµφωνία µε τα προηγούµενα (DNA 

laddering) και ενισχύουν την άποψη ότι τα οξειδοαναγωγικά ενεργά ιόντα σιδήρου 

κατέχουν κεντρικό ρόλο στο µοριακό µηχανισµό πρόκλησης αποπτωτικού θανάτου 

σε συνθήκες οξειδωτικού στρες. 

 

 

 

 

 

 



Αποτελέσµατα 

 61

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 18: Μείωση του ενδοκυττάριου σιδήρου αναστέλλει την εξωτερίκευση της 

φωσφατιδιλοσερίνης  

Κύτταρα Jurkat (1,5 x 106 ανά ml) επωάστηκαν µε 0,5 mΜ DFO για διάφορα χρονικά 

διαστήµατα πριν ή µετά την έκθεσή τους σε συνθήκες οξειδωτικού στρες υπό την 

µορφή Η2Ο2 (0,25 mΜ Η2Ο2). Σε όλες τις περιπτώσεις, ο χρόνος έκθεσης των 

κυττάρων σε Η2Ο2 ήταν 6 ώρες. Μετά τις αντίστοιχες επωάσεις, τα κύτταρα 

συλλέχθηκαν και σηµάνθηκαν µε αννεξίνη και ιωδιούχο προπίδιο. Τα αποτελέσµατα 

αξιολογήθηκαν µε κυτταροµετρία ροής (Α). Τα παραπάνω αποτελέσµατα 

απεικονίζονται υπό τη µορφή γραφικής παράστασης στην οποία απεικονίζεται το % 

ποσοστό προστασίας των κυττάρων σε συνάρτηση µε το χρόνο έκθεσης σε DFO (Β). 

Το πείραµα πραγµατοποιήθηκε δύο φορές µε τα ίδια αποτελέσµατα. 
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3.3 Η δέσµευση του σιδήρου αναστέλλει την ενεργοποίηση του καταρράκτη των 

κασπασών  

 

Για τη δηµιουργία ενδονουκλεοσωµικών σχάσεων στο DNA των κυττάρων, 

όπως παρατηρήθηκε προηγουµένως, είναι απαραίτητη η ενεργοποίηση του 

καταρράκτη των κασπασών. ∆υο από τα πιο σηµαντικά µέλη της οικογένειας των 

κασπασών είναι η εναρκτήρια κασπάση-9 και η εκτελεστική κασπάση -3. 

 Αρχικά εξετάστηκαν η ενεργοποίηση και η σχάση της προκασπάσης-3 σε 

συνάρτηση µε το χρόνο έκθεσης των κυττάρων σε Η2Ο2. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 

19Α, η ενεργότητα της κασπάση-3 αυξάνει µετά τις 2 πρώτες ώρες έκθεσης σε Η2Ο2 

και φτάνει σε ποσοστό περίπου 270%, σε σχέση µε τα κύτταρα µάρτυρες, στις 5 και 6 

ώρες. Αντίστοιχα, η σχάση της κασπάσης-3 παρατηρήθηκε στις 3 ώρες έκθεσης σε 

Η2Ο2. Η έντονη εµφάνιση των σχασµένων κοµµατιών της κασπάσης-3, µε µοριακά 

βάρη 20 και 17 kDa, παρατηρήθηκε στις 5 και 6 ώρες έκθεσης σε Η2Ο2 (Εικόνα19 Β).  

 Προ-επώαση των κυττάρων µε το σιδηροδεσµευτικό παράγοντα DFO 2 ώρες 

πριν από την έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2 ανέστειλε χαρακτηριστικά τη σχάση της 

κασπάσης-3 υποδηλώνοντας ότι τα ιόντα σιδήρου είναι απαραίτητα (Εικόνα 19Γ). 

Επιπροσθέτως, εξετάζοντας φθορισµοµετρικά την ενεργότητα των κασπασών -3 και -

9 παρατηρήθηκε ότι η έκθεση των κυττάρων σε H2O2 προκάλεσε αύξηση της 

ενεργότητάς τους κατά 266 % και 157% αντίστοιχα σε σχέση µε την ενεργότητα των 

ανέπαφων κυττάρων. Η δέσµευση όµως του σιδήρου ανέστειλε την ενεργοποίηση 

τόσο της κασπάσης-3 όσο και της κασπάσης-9, που είχε προκληθεί από το H2O2, 

επαναφέροντας τα επίπεδα της ενεργότητας τους περίπου στα ίδια επίπεδα µε αυτά 

των ανέπαφων κυττάρων (Εικόνα 19∆).  

 Αυτά τα αποτελέσµατα οδηγούν στο συµπέρασµα ότι τα ιόντα σιδήρου είναι 

απαραίτητα σε κάποιο βήµα της αποπτωτικής διαδικασίας το οποίο προηγείται της 

ενεργοποίησης του καταρράκτη των κασπασών. 

 

 

 

 

 

 

 



Αποτελέσµατα 

 63

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 19: Η δέσµευση του σιδήρου αναστέλλει την ενεργοποίηση του 

καταρράκτη των κασπασών  

Κύτταρα Jurkat (1,5x106 ανά ml) εκτέθηκαν σε 0,25 mΜ H2O2 για τις ενδεικνυόµενες 

χρονικές στιγµές. Στα κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα που αποµονώθηκαν 

αξιολογήθηκε η ενεργότητα της κασπάσης-3 από την ικανότητα της να διασπά το 

φθορογόνο υπόστρωµα Ac-DEVD-AMC (A) και εξετάστηκε η σχάση της προ-

κασπάσης-3 µε ανοσοαποτύπωση κατά Western (Β). 

Τα ίδια κύτταρα προ-επωάστηκαν ή όχι µε 0,5 mΜ DFO για 2 ώρες και στη συνέχεια 

εκτέθηκαν σε 0,25 mΜ H2O2 για 6 ώρες. Στα κυτταροπλασµατικά κλάσµατα που 

αποµονώθηκαν ανιχνεύθηκε η σχάση της κασπάσης-3 µε ανοσοαποτύπωση κατά 

Western (Γ) και αξιολογήθηκε η ενεργότητα των κασπασών-3 και -9 από την 

ικανότητά τους να διασπούν τα φθορογόνα υποστρώµατα Ac-DEVD-AMC και Ac-

LEHD-AFC αντίστοιχα (∆). 
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3.4 Ο ρόλος των ιόντων σιδήρου στην αποσταθεροποίηση των µιτοχονδρίων  

 

 Η ενεργοποίηση του καταρράκτη των κασπασών είναι αποτέλεσµα της 

απελευθέρωσης του κυτοχρώµατος C (cyt-C) από τα µιτοχόνδρια στο 

κυτταρόπλασµα, όπου µαζί µε τον παράγοντα Apaf-1 και την προκασπάση-9, 

σχηµατίζει το λεγόµενο αποπτώσωµα (Adrain and Martin, 2001). Για το λόγo αυτό 

ελέγχθηκε, σε συνάρτηση µε το χρόνο έκθεσης σε Η2Ο2, η απελευθέρωση του cyt-C 

στο κυτταρόπλασµα. Όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 20Α το cyt- C εµφανίζεται στο 

κυτταρόπλασµα µετά από 3 ώρες έκθεσης σε Η2Ο2.  

 Κεντρικό ρόλο στη δηµιουργία πόρων στην εξωτερική µεµβράνη των 

µιτοχονδρίων και στη µετέπειτα απελευθέρωση του cyt-C στο κυτταρόπλασµα 

διαδραµατίζουν τα µέλη της οικογένειας των Bcl-2 ογκοπρωτεϊνών. Η οικογένεια 

αυτή αποτελείται από αντι-αποπτωτικά µέλη που εµποδίζουν την αύξηση της 

διαπερατότητας των µιτοχονδριακών µεµβρανών καθώς και από προ-αποπτωτικά 

µέλη, που ενισχύουν τη διάνοιξη πόρων στη µιτοχονδριακή µεµβράνη (Cory and 

Adams, 2002). Όπως φαίνεται στην Εικόνα 20Β, η έκφραση της αντι-αποπτωτικής 

πρωτεΐνης Bcl-2 δε µεταβλήθηκε κατά τη διάρκεια έκθεσης των κυττάρων σε Η2Ο2. 

Αντίθετα, παρατηρήθηκε ότι η προ-αποπτωτική πρωτεΐνη Bax αποµακρύνεται από το 

κυτταρόπλασµα ήδη από την πρώτη ώρα έκθεσης σε Η2Ο2 (Εικόνα 20Γ). Τέλος, η 

σχάση της προ-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bid παρατηρήθηκε 6 ώρες µετά την έκθεση 

των κυττάρων σε Η2Ο2 όπως φαίνεται απο την εµφάνιση µιας µπάντας στα 15 kDa 

(truncated Bid, t-Bid) (Εικόνα 20∆).  

 Προ-επώαση των κυττάρων µε DFO 2 ώρες πριν από την έκθεσή τους σε 

Η2Ο2, ανέστειλε τόσο τη µετατόπιση της προ-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bax από το 

κυτταρόπλασµα στα µιτοχόνδρια (Εικόνα 21Α) όσο και την απελευθέρωση του cyt-C 

στο κυτταρόπλασµα (Εικόνα 21Β), υποδηλώνοντας ότι τα ιόντα σιδήρου είναι 

απαραίτητα για την διεκπεραίωση αυτών των διαδικασιών. 

 Συγκεντρωτικά, τα παραπάνω πειράµατα δείχνουν ότι η µετατόπιση της προ-

αποπτωτικής πρωτεΐνης Bax από το κυτταρόπλασµα στα µιτοχόνδρια είναι ένα 

φαινόµενο που προηγείται της απελευθέρωσης του cyt- C στο κυτταρόπλασµα, ενώ η 

σχάση της προ-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bid, φαίνεται να αποτελεί ένα µεταγενέστερο 

φαινόµενο. Τέλος, τα αποτελέσµατα αυτά φανερώνουν ότι τα ιόντα σιδήρου δρουν σε 

ένα στάδιο στον καταρράκτη της αποπτωτικής διαδικασίας που βρίσκεται πριν από το 

επίπεδο των µιτοχονδρίων. 
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Εικόνα 20: Επιπτώσεις του Η2Ο2 στην απελευθέρωση του κυτοχρώµατος C στο 

κυτταρόπλασµα και στην ενεργοποίηση µελών της οικογένειας των Bcl-2 

πρωτεϊνών 

Κύτταρα Jurkat (1,5x106 ανά ml) εκτέθηκαν σε 0,25 mΜ H2O2 για τις ενδεικνυόµενες 

χρονικές στιγµές και αφού αποµονώθηκαν τα εκάστοτε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα, 

όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι, το κυτόχρωµα C (A) και οι 

πρωτεΐνες Βcl-2 (Β), Bax (Γ) και Bid (∆) ανιχνεύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά 

Western. Τα πείραµατα επαναλήφθηκαν δύο φορές µε τα ίδια αποτελέσµατα. 
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Εικόνα 21: Η δέσµευση του σιδήρου αναστέλλει την απελευθέρωση του 

κυτοχρώµατος C στο κυτταρόπλασµα και την µετατόπιση της προ-αποπτωτικής 

πρωτεΐνης Bax από το κυτταρόπλασµα στα µιτοχόνδρια. Κύτταρα Jurkat (1,5x106 

ανά ml) προ-επωάστηκαν ή όχι µε 0,5 mΜ DFO για 2 ώρες και στη συνέχεια 

εκτέθηκαν σε 0,25 mΜ H2O2 για 6 ώρες. Αφού αποµονώθηκαν κυτταροπλασµατικά 

και µιτοχονδριακά εκχυλίσµατα ανιχνεύθηκαν το cyt-C (Α) και η προ-αποπτωτική 

πρωτεΐνη Bax (Β) µε ανοσοαποτύπωση κατά Western. Τα πειράµατα είναι 

αντιπροσωπευτικά από δύο ανεξάρτητα πειράµατα. 

 

 

 

3.5 Συµµετοχή των MAP κινασών στην απόπτωση που προκαλείται από το Η2Ο2 

και ο ρόλος των ιόντων σιδήρου 

 

 Τα τελευταία χρόνια πληθώρα επιστηµονικών µελετών έχουν δείξει ότι η 

ρύθµιση της δράσης των µελών της οικογένειας των Bcl-2 ογκοπρωτεϊνών 

πραγµατοποιείται µέσω των MAP κινασών (Bogoyevitch and Kobe, 2006; 

Dhanasekaran and Reddy, 2008; Kim et al., 2006; Tsuruta et al., 2004). Η πιθανή 

συµµετοχή των MAP κινασών στο µηχανισµό πρόκλησης αποπτωτικού θανάτου στο 

υπό εξέταση πειραµατικό µοντέλο, ελέγχθηκε κατ΄αρχήν µε τη χρήση εξειδικευµένων 

αναστολέων των κινασών JNK (SP600125), p38 (SB202190) και ERK1/2 (PB98059). 
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Εικόνα 22: Έλεγχος της πιθανής συµµετοχής των MAP κινασών στην απόπτωση 

που προκαλείται από το Η2Ο2 

Κύτταρα Jurkat (1,5x106 ανά ml) προ-επωάστηκαν ή όχι για 30 λεπτά µε τις 

ενδεικνυόµενες συγκεντρώσεις των αναστολέων των JΝΚ (SP600125) (A), p38 

(SB202190) (B) και ERK1/2 (PB98059) (Γ) πριν εκτεθούν σε 0,25 mΜ H2O2 για 6 

ώρες. Οι ενδονουκλεοσωµικές σχάσεις στο DNA παρατηρήθηκαν µετά την 

αποµόνωση και ηλεκτροφόρησή του σε πηκτή αγαρόζης. Το πείραµα αυτό 

επαναλήφθηκε δύο ακόµη φορές µε τα ίδια αποτελέσµατα. 
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Εικόνα 23. Συνέπειες του αναστολέα της JΝΚ (SP600125) στην απελευθέρωση του 

κυτοχρώµατος C στο κυτταρόπλασµα από το Η2Ο2 

Κύτταρα Jurkat (1,5x106 ανά ml) προ-επωάστηκαν ή όχι µε 30µΜ του αναστολέα της 

JΝΚ κινάσης (SP600125) για 30 λεπτά και στη συνέχεια εκτέθηκαν σε 0,25 mΜ 

H2O2 για 6 ώρες. Κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα πρωτεϊνών αποµονώθηκαν και το 

κυτόχρωµα C ανιχνεύτηκε µε ανοσοαποτύπωση κατά Western. Το πείραµα είναι 

αντιπροσωπευτικό από δύο ανεξάρτητα πειράµατα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 24 : Η δέσµευση του σιδήρου αναστέλλει τη φωσφορυλίωση της JNK 

Α. Κύτταρα Jurkat (1,5 x 106 ανά ml) εκτέθηκαν σε 0,25 mΜ H2O2 για τις 

ενδεικνυόµενες χρονικές στιγµές. Αποµονώθηκαν ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα και 

η φωσφορυλιωµένη µορφή της JNK ανιχνεύτηκε µε ανοσοαποτύπωση κατά Western. 

Β. Τα ίδια κύτταρα προ-επωάστηκαν ή όχι µε 0,5 mΜ DFO για 2 ώρες και στη 

συνέχεια εκτέθηκαν σε 0,25 mΜ H2O2 για τις ενδεικνυόµενες χρονικές στιγµές. 

Αποµονώθηκαν ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα και η φωσφορυλιωµένη µορφή της 

JNK ανιχνεύτηκε µε ανοσοαποτύπωση κατά Western. Τα πειράµατα 

επαληθεύφθηκαν δύο ακόµη φορές µε τα ίδια αποτελέσµατα. 
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 Η προ-επώαση των κυττάρων µε τον αναστολέα της JNK κινάσης (SP600125) 

σε συγκεντρώσεις από 10 έως 60 µM, είχε ως συνέπεια τη µείωση των 

ενδονουκλεοσωµικών σχάσεων που προκάλεσε η έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2 

(Εικόνα 22Α). Αντίθετα, ο αναστολέας της κινάσης p38 (SB202190) ήταν από µόνος 

του τοξικός ακόµη και σε πολύ µικρές συγκεντρώσεις (Εικόνα 22Β), ενώ µε τη χρήση 

του αναστολέα της ERK1/2 κινάσης, δεν παρατηρήθηκε αξιόλογη προστασία στο 

DNA των κυττάρων (Εικόνα 22Γ). Με σκοπό να επιβεβαιωθεί περαιτέρω η πιθανή 

εµπλοκή της JNK κινάσης στο µηχανισµό της απόπτωσης, ελέγχθηκε αν η προ-

επώαση των κυττάρων µε τον αναστολέα της JNK επηρεάζει ή όχι την απελευθέρωση 

του κυτοχρώµατος C στο κυτταρόπλασµα. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 23, ενώ η 

έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2 για 6 ώρες προκάλεσε την απελευθέρωση του cyt-C 

στο κυτταρόπλασµα όπως ήταν αναµενόµενο, η προ-επώαση τους µε τον αναστολέα 

της JNK, ανέστειλε σε µεγάλο βαθµό την απελευθέρωση του. 

 Ακολούθως, εξετάστηκε η φωσφορυλίωση της JNK κινάσης σε συνάρτηση µε 

το χρόνο έκθεσης των κυττάρων σε Η2Ο2. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 24Α, στα 30 

λεπτά έκθεσης σε Η2Ο2 παρατηρήθηκε χαρακτηριστική αύξηση των επιπέδων 

φωσφορυλίωσης της JNK, τα οποία στη συνεχεία µειώθηκαν, µε την JNK όµως να 

παρέµεινε φωσφορυλιωµένη καθ’ όλη τη διάρκεια της αποπτωτικής διαδικασίας. Η 

δέσµευση του σιδήρου πριν την έκθεση σε H2O2, ανέστειλε σηµαντικά τη 

φωσφορυλίωση της JNK σε όλα τα χρονικά διαστήµατα που ελέγχθηκαν, 

υποδηλώνοντας ότι τα ιόντα σιδήρου εµπλέκονται στο µηχανισµό ενεργοποίησής της 

( Εικόνα 24Β).  

 

 

3.6 Τα ιόντα σιδήρου εµπλέκονται στο µηχανισµό ενεργοποίησης της ASK1 

 

 Η ASK1 είναι µια κινάση σερίνης/θρεονίνης της οικογένειας των MAP3 

κινασών, η οποία θεωρείται υπεύθυνη για την ενεργοποίηση των JNK και p38 

κινασών (Ichijo et al., 1997). Υπό φυσιολογικές συνθήκες η ASK1 βρίσκεται στο 

κυτταρόπλασµα υπό τη µορφή συµπλόκου µε µόρια θειορεδοξίνης (Trx-1) αλλά και 

άλλους παράγοντες (Fujino et al., 2007; Saitoh et al., 1998). Λόγω της σύνδεσής της 

µε την Trx-1, το σύµπλοκο της ASK1 διατηρείται στο κυτοσόλιο ανενεργό. Η 

αποµάκρυνση της Trx-1 από το σύµπλοκο της ASK1, λόγω οξείδωσής της από τις 

∆ΜΟ, οδηγεί στην αλλαγή της διαµόρφωσης του συµπλόκου και στην ταυτόχρονη 
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στρατολόγηση µορίων της οικογένειας TRAF (TRAF2 και TRAF 6). Οι αλλαγές που 

υφίσταται η ASK1 έχουν σαν αποτέλεσµα να έρχεται σε στενή επαφή το νέο-

δηµιουργούµενο σύµπλοκο και η ASK1 να υφίσταται αυτοφωσφορυλίωση.  

 Στην Εικόνα 25 φαίνεται ότι η έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2 προκάλεσε την 

φωσφορυλίωση της ASK1 από τα πρώτα 15 λεπτά, παρουσιάζοντας ένα µέγιστο στα 

επίπεδα φωσφοριλίωσής της στα 30 λεπτά, το οποίο µειώθηκε σηµαντικά στα 60 

λεπτά. ∆έσµευση του ενδοκυττάριου σιδήρου, µε την προσθήκη δεσφεριοξαµίνης στο 

καλλιεργητικό υλικό 2 ώρες πριν από την έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2 ανέστειλε 

πλήρως τη φωσφορυλίωση της ASK1, υποδηλώνοντας ότι τα ιόντα σιδήρου είναι 

απαραίτητα για την ενεργοποίησή της. 

 Με σκοπό να διερευνηθεί µε ποιόν ακριβώς τρόπο τα ιόντα σιδήρου 

εµπλέκονται στο µηχανισµό ενεργοποίησης της ASK1, εξετάστηκε η αλληλεπίδραση 

των πρωτεϊνών ASK1 και Trx-1 µε την τεχνική της συν-κατακρίµνησης. Όπως 

απεικονίζεται στην Εικόνα 26, στα κύτταρα µάρτυρες η ASK1 συν-καταβυθίστηκε µε 

την Trx-1, όπως ήταν αναµενόµενο, αφού υπό φυσιολογικές συνθήκες η Trx-1 

βρίσκεται συνδεδεµένη µε την ASK1 σε µορφή συµπλόκου. Στην περίπτωση που τα 

κύτταρα εκτέθηκαν σε Η2Ο2 για 30 λεπτά, η ASK1 δεν κατακρηµνίστηκε µαζί µε την 

Trx-1, αφού το Η2Ο2 είχε προκαλέσει την οξείδωση της Trx-1 και κατ΄ επέκταση την 

αποµάκρυνσή της από το σύµπλοκο της ASK1. Όταν όµως αποµακρύνθηκε ο σίδηρος 

µέσω προ-επώασης των κυττάρων µε DFO πριν την έκθεση τους σε Η2Ο2, 

παρατηρήθηκε ότι ένα σηµαντικό µέρος της ASK1 καταβυθίστηκε µαζί µε την Trx-1.  

Τα παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν ότι o σίδηρος είναι απαραίτητος για την 

οξείδωση της θειορεδοξίνης από το Η2Ο2. Φαίνεται ότι τα ιόντα σιδήρου µπορούν και 

επηρεάζουν την οξειδοαναγωγική κατάσταση της θειορεδοξίνης και µε τον τρόπο 

αυτό να εµπλέκονται στο µηχανισµό ενεργοποίησης της ASK1. 
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Εικόνα 25: Η δέσµευση του σιδήρου αναστέλλει την φωσφορυλίωση της ASK1 

Κύτταρα Jurkat (1,5 x 106 ανά ml) προ-επωάστηκαν ή όχι µε 0,5 mΜ DFO για 2 ώρες 

και στη συνέχεια εκτέθηκαν σε 0,25 mΜ H2O2 για τις ενδεικνυόµενες χρονικές 

στιγµές. Αφού αποµονώθηκαν ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα, ακολούθησε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western, χρησιµοποιώντας ειδικά αντισώµατα έναντι της 

φωσφορυλιωµένης και της συνολικής µορφής της ASK1. Το πείραµα είναι 

αντιπροσωπευτικό από δύο ανεξάρτητα πειράµατα 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 26: Η δέσµευση του σιδήρου αναστέλλει την αποµάκρυνση της 

θειορεδοξίνης από την ASK1 

Κύτταρα Jurkat (1,5 x 106 ανά ml) προ-επωάστηκαν µε 0,5 mΜ DFO για 2 ώρες και 

στη συνέχεια εκτέθηκαν ή όχι σε 0,25 mΜ H2O2 για 30 λεπτά. Το ολικό πρωτεϊνικό 

εκχύλισµα αποµονώθηκε και πραγµατοποιήθηκε ανοσοκαταβύθιση µε αντίσωµα 

έναντι της Trx-1  και ανοσοαποτύπωση κατά Western έναντι της ASK1. Το πείραµα 

είναι αντιπροσωπευτικό από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. 
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 Θέλοντας να ελεγχθεί περαιτέρω ο ρόλος του σιδήρου στο µηχανισµό 

οξείδωσης της ολικής θειορεδοξίνης των κυττάρων σε συνθήκες οξειδωτικού στρες, 

έγιναν προσπάθειες να αναπτυχθεί µια τεχνική µέσω της οποίας είναι εφικτός ο 

διαχωρισµός της οξειδωµένης από την ανηγµένη της µορφή (Ritz and Beckwith, 

2002). Ένα ενδεικτικό παράδειγµα από τις προσπάθειες που έγιναν, απεικονίζεται 

στην Εικόνα 27. Τα κύτταρα εκτέθηκαν σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις Η2Ο2 για 10 

λεπτά και στο πρωτεϊνικό εκχύλισµα προστέθηκε το µαλειµιδικό παράγωγο AMS. Το 

AMS αντιδρά µόνο µε τις ανηγµένες (SH) σουλφιδριλικές οµάδες πρωτεϊνών, 

γεγονός που αυξάνει το µοριακό τους βάρος. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 27, στα 

δείγµατα που είχαν τροποποιηθεί µε AMS, εµφανίστηκαν δυο µπάντες, εκ των 

οποίων η υψηλότερου µοριακού βάρους αντιστοιχεί στην ανηγµένη µορφή της Trx-1, 

ενώ η χαµηλότερου µοριακού βάρους αντιστοιχεί στην οξειδωµένη της µορφή. Το 

τελευταίο δείγµα, αντιπροσωπεύει τον αρνητικό µάρτυρα, δηλαδή το δείγµα που δεν 

τροποποιήθηκε µε AMS. Παρά τις προσπάθειες δεν κατέστη εφικτό να εξαχθούν 

συγκεκριµένα συµπεράσµατα λόγω της ύπαρξης σηµαντικού ποσού οξειδωµένης Trx-

1 στα κύτταρα µάρτυρες. Το γεγονός αυτό πιθανότατα οφείλεται σε οξειδωτικές 

τροποποιήσεις που λαµβάνουν χώρα κατά τη διάρκεια της λύσης των κυττάρων και 

της επεξεργασίας των δειγµάτων.  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 27:Ενδεικτικό αποτέλεσµα για τον έλεγχο της οξειδοαναγωγικής κατάστασης 

της Trx-1  
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3.7 Το Η2Ο2 προκαλεί την οξείδωση της DUSP1  

 

 Εκτός από την ASK1 η ενεργοποίηση της οποίας, όπως προαναφέρθηκε, 

προκαλεί την φωσφορυλίωση και την ενεργοποίηση της JNK, κεντρικό ρόλο στη 

ρύθµιση της ενεργότητας της JNK κατέχουν και οι αντίστοιχες φωσφατάσες, οι 

οποίες ελέγχουν την ταχύτητα αποφωσφορυλίωσής της. Μια από τις φωσφατάσες που 

θεωρείται σηµαντική για την αποφωσφορυλίωση της JNK, είναι η φωσφατάση διπλής 

εξειδίκευσης DUSP1 (Dual Specificity Phosphatase 1). Καθώς η DUSP1 ανήκει στην 

υπεροικογένεια των πρωτεϊνικών τυροσινικών φωσφατασών (PTPs), η καταλυτική 

της περιοχή χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη µιας ιδιαίτερα ευαίσθητης σε 

οξειδωτικές τροποποιήσεις κυστεΐνη. 

 Στα παρακάτω πειράµατα χρησιµοποιήθηκαν δυο διαφορετικά είδη κυττάρων, 

κύτταρα Jurkat (Τ-λεµφοκύτταρα) και ενδοθηλιακά κύτταρα HUVE. Τα κύτταρα 

αρχικά επωάστηκαν για διάφορες χρονικές στιγµές από 10 λεπτά έως 5 ώρες µε 0,25 

mM H2O2. Αφού αποµονώθηκαν ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα (όπως περιγράφεται 

στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι), κατά το βρασµό των δειγµάτων και πριν την 

ηλεκτροφόρηση τους προστέθηκε ή όχι διθειοθρεϊτόλη (DTT) και ακολούθησε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western µε αντίσωµα έναντι της DUSP1. Όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 28, η επώαση και των δύο τύπων κυττάρων µε Η2Ο2 προκάλεσε την εµφάνιση 

µιας νέας µπάντας σε µοριακό βάρος περίπου 180 kDa. Στα κύτταρα Jurkat η ένταση 

της µπάντας εµφανίζει µέγιστο στα 30 λεπτά, το οποίο χάνεται σταδιακά µετά την 1η 

ώρα. Αντίθετα, στην κυτταρική σειρά HUVE παρατηρήθηκε ένα µέγιστο στην 1η 

ώρα, το οποίο εν συνεχεία µειώθηκε µεν, αλλά διατηρήθηκε µέχρι και τις 3 ώρες. 

Επώαση των εκχυλισµάτων παρουσία DTT πριν από την ηλεκτροφόρησή τους, 

οδήγησε στην εξαφάνιση αυτής τη µπάντας και στις δύο είδη κυττάρων, 

υποδηλώνοντας την ύπαρξη ενός ή περισσοτέρων δισουλφιδικών δεσµών µεταξύ της 

DUSP1 και µιας ή περισσοτέρων άγνωστων πρωτεϊνών. 

 Στην συνέχεια, οι δύο τύποι κυττάρων εκτέθηκαν σε αυξανόµενες 

συγκεντρώσεις Η2Ο2, από 10 έως 500µΜ, για 10 λεπτά. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 

29, η επώαση και των δύο τύπων κυττάρων µε Η2Ο2 προκάλεσε µια δοσο-

εξαρτώµενη αύξηση στην ένταση της µπάντας, η οποία παρουσία DTT, όπως και 

προηγουµένως εξαφανίστηκε, υποδηλώνοντας την ύπαρξη δισουλφιδικών δεσµών.  
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Εικόνα 28: H οξείδωση της DUSP1 αποτελεί ένα αντιστρεπτό φαινόµενο 

Κύτταρα Jurkat (1,5 x 106 ανά ml) και κύτταρα HUVE (3x105) εκτέθηκαν σε 0,25 

mΜ H2O2 για τις ενδεικνυόµενες χρονικές στιγµές. Αφού αποµονώθηκαν ολικά 

πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι, στα 

δείγµατα πριν από την ηλεκτροφόρηση προστέθηκε ή όχι διθειοθρεϊτόλη (DTT) και 

ακολούθησε ανοσοαποτύπωση κατά Western µε αντίσωµα έναντι της DUSP1. Το 

πείραµα είναι αντιπροσωπευτικό από δύο ανεξάρτητα πειράµατα. 
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Εικόνα 29: Συνέπειες της αύξησης της συγκέντρωσης του H2O2 στην οξείδωση 

της DUSP1 

Κύτταρα Jurkat (1,5 x 106 ανά ml) και κύτταρα HUVE (3x105) εκτέθηκαν για 10 

λεπτά σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις H2O2. Αφού αποµονώθηκαν ολικά πρωτεϊνικά 

εκχυλίσµατα όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι, στα δείγµατα 

πριν από την ηλεκτροφόρηση προστέθηκε ή όχι διθειοθρεϊτόλη (DTT) και 

ακολούθησε ανοσοαποτύπωση κατά Western µε αντίσωµα έναντι της DUSP1. Το 

πείραµα είναι αντιπροσωπευτικό από δύο ανεξάρτητα πειράµατα. 
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 Ωστόσο, εκτός από το υψηλού µοριακού βάρους σύµπλοκο της DUSP1 που 

ανιχνεύθηκε, θα πρέπει να σηµειωθεί ότι παρατηρήθηκαν και κάποιες άλλες 

αξιοσηµείωτες αλλαγές. Πιο συγκεκριµένα, όπως φαίνεται στην Εικόνα 28, σε 

µοριακό βάρος λίγο µεγαλύτερο των 50 kDa παρατηρήθηκαν δυο επιπλέον µπάντες 

(x και y), οι οποίες φαίνεται οτι επηρεάζονται από την έκθεση των κυττάρων σε 

Η2Ο2. Στα κύτταρα HUVE που οι αλλαγές φαίνονται πολύ πιο χαρακτηριστικά, 

παρατηρήθηκε ότι η µπάντα x εξαφανίστηκε όταν τα κύτταρα εκτέθηκαν σε Η2Ο2 για 

10, 30 και 60 λεπτά ενω επανεµφανίστηκε στις 3 και 5 ώρες (Εικόνα 28). Παρουσία 

DTT, η ένταση της µπάντας x γίνεται αρκετά πιο έντονη, ενώ το επάνω µέρος της 

µπάντας y φαίνεται να εξαφανίζεται. Αντίστοιχα στην περίπτωση των Jurkat 

κυττάρων, αν και η µείωση της έντασης της µπάντας x δε φαίνεται καθαρά, και σε 

αυτή την περίπτωση είναι εµφανές ότι παρουσία DTT ένα µέρος της µπάντας y 

εξαφανίζεται (Εικόνα 28). Είναι πιθανό η έντονη µπάντα y να αντιστοιχεί σε πολλές 

πρωτεΐνες που επικαλύπτονται µεταξύ τους και οι οποίες συνδέονται ειδικά ή µη µε 

το αντίσωµα της DUSP1. Μια εξ’αυτών πιθανά να αντιστοιχεί στην πρωτεΐνη x η 

οποία συνδέεται µέσω δισουλφιδικού δεσµού µε κάποια άλλη πρωτεΐνη µε 

αποτέλεσµα να εµφανίζεται σε υψηλότερο µοριακό βάρος. Αντίστοιχα η µπάντα x 

αντιπροσωπεύει την ίδια πρωτεΐνη πριν την σύνδεσή της µε δισουλφιδικό δεσµό. 

Τέλος, µόνο στα HUVE κύτταρα παρατηρήθηκε ότι µε την προσθήκη H2O2 

εµφανίστηκε µια µπάντα z ,σε µοριακό βάρος πάνω από τα 85kDa, η οποία όµως δεν 

χάνεται παρουσία DTT, γεγονός που σηµαίνει ότι το σύµπλοκο πρωτεϊνών που 

αντιπροσωπεύει η µπάντα z, έχει δηµιουργήσει ένα άλλο είδος οµοιοπολικού δεσµού 

ο οποίος όµως δεν είναι δισουλφιδικός. 

 Συµπερασµατικά, από τα παραπάνω πειράµατα φαίνεται ότι η DUSP1 είναι 

επιρρεπής σε οξειδωτικές τροποποιήσεις, καθώς παρουσία Η2Ο2, ένα µέρος της 

οξειδώνεται δηµιουργώντας δισουλφιδικό(ούς) δεσµό(ούς) µε µια ή περισσότερες 

άγνωστες πρωτεΐνες. Η οξείδωση αυτή είναι µία αντιστρεπτή τροποποίηση, κάτι που 

πιθανώς εξηγείται είτε από το γεγονός ότι ενδοκυττάρια αναγωγικά ένζυµα ανάγουν 

το οξειδωµένο σύµπλοκο της DUSP1 είτε από το γεγονός ότι όταν η DUSP1 

οξειδώνεται, οδηγείται προς αποικοδόµηση. Όσον αφορά την πρώτη εκδοχή θα 

µπορούσαµε να πούµε ότι παρουσία Η2Ο2 ένα µέρος της DUSP1 οξειδώνεται, όταν 

όµως το Η2Ο2 έχει αποµακρυνθεί, τότε η πρωτεΐνη ανάγεται ξανά.  
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3.8 Η δέσµευση του σιδήρου αναστέλλει την οξείδωση της DUSP1 

 

Τα προηγούµενα αποτελέσµατα έστεψαν το ενδιαφέρον στην εξέταση της 

πιθανής συµµετοχής των ιόντων σιδήρου στο µηχανισµό µε τον οποίο προκαλείται η 

δηµιουργία δισουλφιδικού(ών) δεσµού(ών) στην DUSP1 σε συνθήκες οξειδωτικού 

στρες. 

Για το λόγο αυτό κύτταρα Jurkat και κύτταρα HUVE προ-επωάστηκαν ή όχι µε 

0,5 mM DFO για 2 ώρες και στη συνεχεία ακολούθησε προσθήκη Η2Ο2 στο 

καλλιεργητικό υλικό, σε συγκεντρώσεις 0,1 ή 0,25 mM για 10 λεπτά. Όπως φαίνεται 

στην Εικόνα 30, η έκθεση των κυττάρων και στις δύο συγκεντρώσεις Η2Ο2 οδήγησε 

στην οξείδωση της DUSP1 (δηµιουργία δισουλφιδικού(ών) δεσµού(ών)). 

Αποµάκρυνση όµως του ενδοκυττάριου σιδήρου, µέσω προ-επώασης των κυττάρων µε 

DFO πριν από την έκθεσή τους σε Η2Ο2 ανέστειλε σε σηµαντικό βαθµό την οξειδωτική 

τροποποίηση της DUSP1 και στις δύο κυτταρικές σειρές. 

 Το αποτέλεσµα αυτό δείχνει ότι τα ιόντα σιδήρου παίζουν σηµαντικό ρόλο 

στο µηχανισµό οξείδωσης της DUSP1 σε συνθήκες οξειδωτικού στρες. Εποµένως, η 

ενδοκυττάρια διαθεσιµότητα των ιόντων σιδήρου φαίνεται να αποτελεί αποφασιστικό 

παράγοντα στην ρύθµιση της οξειδοαναγωγικής κατάστασης της DUSP1. 
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Εικόνα 30: Η δέσµευση του σιδήρου αναστέλλει την οξείδωση της DUSP1 

Κύτταρα Jurkat (1,5 x 106 ανά ml)(Α) και κύτταρα HUVE (3x105) προ-επωάστηκαν ή 

όχι µε 0,5 mM DFO για 2 ώρες και κατόπιν εκτέθηκαν είτε σε 0,1 mM H2O2 είτε σε 

0,25 mΜ H2O2 για 10 λεπτά. Αφού αποµονώθηκαν ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 

όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι, στα δείγµατα πριν από την 

ηλεκτροφόρηση προστέθηκε ή όχι διθειοθρειτόλη (DTT) και ακολούθησε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western µε αντίσωµα έναντι της DUSP1. Το πείραµα είναι 

αντιπροσωπευτικό από δύο ανεξάρτητα πειράµατα. 
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3.9 Η κυστεΐνη του ενεργού κέντρου της DUSP1 (Cys258) δεν είναι η µοναδική 

κυστεΐνη που µπορεί να οξειδώνεται 

 

 Η DUSP1 περιέχει στο µόριο της συνολικά 12 κυστεΐνες, εκ των οποίων µόνο 

µια βρίσκεται στο ενεργό της κέντρο και είναι υπεύθυνη για την καταλυτική της 

δράση. Με σκοπό να ελεγχθεί αν η συγκεκριµένη κυστεΐνη είναι αυτή που 

οξειδώνεται παρουσία Η2Ο2, χρησιµοποιήθηκαν αδενοιοί που εξέφραζαν, είτε την 

αγρίου τύπου DUSP1(AdDUSP1wt), είτε την καταλυτικά ανενεργή µορφής της 

(AdDUSP1/CS), στην οποία η επιρρεπής σε οξειδωτικές τροποποιήσεις κυστεΐνη του 

καταλυτικού της κέντρου είχε αντικατασταθεί από ένα κατάλοιπο σερίνης. 

 Όπως φαίνεται στην Εικόνα 31Α, στην περίπτωση που στα κύτταρα 

υπερεκφράστηκε η αγρίου τύπου DUSP1 παρατηρήθηκε, όπως ήταν αναµενόµενο, 

ότι η έκθεση των κυττάρων σε 0,25mM Η2Ο2 για 10 λεπτά προκάλεσε τη δηµιουργία 

του οξειδωµένου συµπλόκου της DUSP1. Ωστόσο, και στην περίπτωση που 

υπερεκφράστηκε η καταλυτικά ανενεργή µορφή της φωσφατάσης (DUSP1/CS) 

παρατηρήθηκε η εµφάνιση µιας µπάντας µε παρόµοιο µοριακό βάρος. Επώαση αυτών 

των εκχυλισµάτων παρουσία DTT πριν την ηλεκτροφόρησή τους, και στις δύο 

περιπτώσεις, οδήγησε στην εξαφάνιση της µπάντας. Προ-επώαση των κυττάρων µε 

DFO πριν την έκθεση σε Η2Ο2 ανέστειλε σηµαντικά την ένταση αυτής της µπάντας 

στα κύτταρα που είχε υπερεκφραστεί η αγρίου τύπου DUSP1. Αντίθετα, στα κύτταρα 

που υπερεκφράστηκε η καταλυτικά ανενεργή µορφή της φωσφατάσης (DUSP1/CS) 

δεν παρατηρήθηκε αντίστοιχη αναστολή.  

 Το παραπάνω αποτέλεσµα υποδηλώνει ότι η κυστεΐνη του ενεργού κέντρου 

της DUSP1, δεν είναι η µοναδική κυστεΐνη που µπορεί να υπόκειται σε οξειδωτική 

τροποποίηση. Φαίνεται ότι µια άλλη ή περισσότερες κυστεΐνες στο µόριο της DUSP1, 

εκτός από αυτή του ενεργού της κέντρου (Cys258), µπορoύν να συνδέονται µε 

δισουλφιδικό(ούς) δεσµό(ούς) µε µία ή περισσότερες πρωτεΐνες σε συνθήκες 

οξειδωτικού στρες. Επιπλέον, ενώ τα ιόντα σιδήρου εµπλέκονται στο µηχανισµό 

µέσω του οποίου το Η2Ο2 προκαλεί τον σχηµατισµό του οξειδωµένου συµπλόκου της 

DUSP1, όταν αντικαθίσταται η κυστεΐνη του ενεργού της κέντρου η δέσµευση του 

σίδηρου δεν µπορεί να αναστείλει το σχηµατισµό του νέου οξειδωµένου συµπλόκου 

που δηµιουργείται. 
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 Μια δεύτερη αλλά εξίσου ενδιαφέρουσα παρατήρηση σε αυτό το πείραµα 

ήταν η εµφάνιση µιας νέας µπάντας µεταξύ της DUSP1 και της ενδογενούς 

πρωτεΐνης myc, η οποία δεν είχε εµφανιστεί στα προηγούµενα πειράµατα ελέγχοντας 

τα ενδογενή επίπεδα της DUSP1. Στην εικόνα 31B, η έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2 

προκάλεσε την εµφάνιση αυτής της µπάντας τόσο στα κύτταρα που είχε 

υπερεκφραστεί η αγρίου τύπου DUSP1 (AdDUSP1wt), όσο και στα κύτταρα που είχε 

υπερεκφραστεί η καταλυτικά ανενεργή DUSP1(AdDUSP1/CS). Επώαση αυτών των 

εκχυλισµάτων µε DTT προκάλεσε την εξαφάνιση της µπάντας, υποδηλώνοντας ότι η 

µπάντα αυτή αντιπροσώπευε ένα σύµπλοκο πρωτεϊνών συνδεδεµένο µέσω 

δισουλφιδικού δεσµού. Προ-επώαση των κυττάρων µε DFO πριν την έκθεσή τους σε 

Η2Ο2 φαίνεται ότι µείωσε την ένταση αυτής της µπάντας στα κύτταρα που είχε 

υπερεκφραστεί η αγρίου τύπου DUSP1 ενώ αντίθετα, στα κύτταρα που είχε 

υπερεκφραστεί η καταλυτικά ανενεργή µορφή της φωσφατάσης (DUSP1/CS) δεν 

παρατηρήθηκε παρόµοια µείωση.  

 Μια πιθανή εξήγηση αυτής της παρατήρησης είναι ότι η µπάντα αυτή 

αντιπροσωπεύει έναν ενδοµοριακό δισουλφιδικό δεσµό που σχηµατίζει η DUSP1 σε 

συνθήκες οξειδωτικού στρες, ο οποίος δηµιουργείται µόνο όταν υπερεκφράζεται η 

DUSP1, µε αποτέλεσµα να µετακινείται πιο γρήγορα καθώς έχει σχηµατίσει µια πιο 

συµπαγή δοµή. Φαίνεται επίσης ότι η κυστεΐνη του ενεργού κέντρου της DUSP1 δεν 

είναι απαραίτητη για τη δηµιουργία αυτού του δισουλφιδικού δεσµού. Επιπλέον τα 

αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι ενώ τα ιόντα σιδήρου εµπλέκονται στον µηχανισµό 

µέσω του οποίου το Η2Ο2 προκαλεί το σχηµατισµό αυτού του δεσµού, στην 

περίπτωση που αντικαθίσταται η κυστεΐνη του ενεργού κέντρου της DUSP1 µε 

σερίνη, η δέσµευση του σίδηρου δεν µπορεί να αναστείλει το σχηµατισµό του. 
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Εικόνα 31: Η αντικατάσταση της κυστεΐνης του ενεργού κέντρου της DUSP1 δεν 

αναστέλλει την επαγόµενη από το Η2Ο2 οξείδωση της  

Κύτταρα HUVE µολύνθηκαν µε τον αδενοϊό AdDUSP1wt και AdDUSP1/CS σε ΜΟΙ 

200 για 24 ώρες. Τα κύτταρα προ-επωάστηκαν ή όχι µε 0,5 mM DFO για 2 ώρες και 

στη συνέχεια εκτέθηκαν σε 0,25 mM H2O2 για 10 λεπτά. Αποµονώθηκαν ολικά 

πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι και 

στα δείγµατα πριν την ηλεκτροφόρηση προστέθηκε ή όχι διθειοθρεϊτόλη (DTT). 

Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε 12% πηκτή πολυακριλαµιδίου και ανοσοαποτύπωση 

κατά Western µε αντίσωµα έναντι του c-myc (A).Tα ίδια δείγµατα 

ηλεκτροφορήθηκαν όπως στο (A) αλλα σε 15% πηκτή πολυακριλαµιδίου (Β). Το 

πείραµα αυτό είναι αντιπροσωπευτικό από δύο ανεξάρτητα πειράµατα. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

4.1 Η παρουσία ιόντων σιδήρου είναι απαραίτητη για την εκτέλεση της 

αποπτωτικής διαδικασίας 

 

Η παρούσα εργασία ξεκίνησε βασιζόµενη σε προηγούµενες µελέτες της 

ερευνητικής µας οµάδας, που παρουσίαζαν ενδείξεις ότι τα οξειδοαναγωγικά ενεργά 

ιόντα σιδήρου διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στο µηχανισµό πρόκλησης 

αποπτωτικού θανάτου από το Η2Ο2 (Barbouti et al., 2007, Tenopoulou et al., 2005). 

Οι παρατηρήσεις αυτές αποτέλεσαν το έναυσµα για την παρούσα εργασία, η οποία 

είχε ως στόχο τον ακριβή εντοπισµό των σηµείων στα οποία δρουν τα ιόντα σιδήρου 

καθώς και τη διαλεύκανση του µοριακού µηχανισµού των αντιδράσεων στις οποίες 

εµπλέκεται ο σίδηρος. 

 Για τη δέσµευση του σιδήρου χρησιµοποιήθηκε η ένωση δεσφεριοξαµίνη 

(DFO), η οποία αποτελεί µια ευρέως χρησιµοποιούµενη στην κλινική πράξη 

σιδηροδεσµευτική ένωση σε παθήσεις που σχετίζονται µε αυξηµένα επίπεδα σιδήρου 

και απαιτείται αποσιδήρωση (Aouad et al., 2002; Brittenham, 2003). Η 

δεσφεριοξαµίνη, που είναι ένα υδρόφιλο µόριο µε σχετικά υψηλό µοριακό βάρος 

(656,8 Da) δεν µπορεί να διαπεράσει τις κυτταρικές µεµβράνες, αλλά 

προσλαµβάνεται από τα κύτταρα µε ενδοκύττωση υγρής φάσης (fluid phase 

endocytosis) και µέσω των ενδοσωµατίων καταλήγει στα λυσοσωµάτια και πιθανώς 

και σε άλλα ενδοκυττάρια διαµερίσµατα (Cable and Lloyd, 1999; Doulias et al., 2003; 

Lloyd et al., 1991). Πρόσφατες πειραµατικές µελέτες υποστηρίζουν ότι ο 

οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος του κυτταροπλάσµατος βρίσκεται σε ισορροπία µε 

τον ενδολυσοσωµικό σίδηρο (Tenopoulou et al., 2005; Tenopoulou et al., 2007). Το 

γεγονός αυτό σηµαίνει ότι η σταδιακή δέσµευση του σιδήρου στα λυσοσωµάτια και 

τα ενδοσωµάτια από τη δεσφεριοξαµίνη, οδηγεί τελικά στη µεταφορά σιδήρου από το 

κυτταρόπλασµα στα οργανίδια αυτά. Εποµένως, η µείωση του κυτταροπλασµατικού 

σιδήρου, µε την πάροδο του χρόνου, θα µπορούσε να προκαλέσει µε τον ίδιο τρόπο 

την µεταφορά/αποµάκρυνση σιδήρου και από άλλα κυτταρικά διαµερίσµατα. 
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 Στα πρώτα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν διαπιστώθηκε ότι η 

αποµάκρυνση του σιδήρου µέσω προ-επώασης των κυττάρων µε δεσφεριοξαµίνη 

ανέστειλε σε µεγάλο βαθµό τη δηµιουργία ενδονουκλεοσωµικών σχάσεων στο DNA 

των κυττάρων (Εικόνα 17) αλλά και την εξωτερίκευση της φωσφατιδιλοσερίνης στην 

εξωτερική πλευρά της κυτταροπλασµατικής µεµβράνης (Εικόνα 18) υποδηλώνοντας 

τη σπουδαιότητα των ιόντων σιδήρου στον καταρράκτη της αποπτωτικής 

διαδικασίας. Η αναστολή, ωστόσο, της απόπτωσης µειωνόταν σταδιακά όσο το 

διάστηµα µεταξύ της έκθεσης των κυττάρων σε Η2Ο2 και της προσθήκης DFO 

µειωνόταν, γεγονός που συµφωνεί µε την υπόθεση ότι η δεσφεριοξαµίνη 

αποµακρύνει σταδιακά τα ιόντα σιδήρου από τα διάφορα διαµερίσµατα των 

κυττάρων.  

 Προσπαθώντας να αποσαφηνίσουµε σε ποιό ακριβώς σηµείο της αποπτωτικής 

διαδικασίας εµπλέκονται τα ιόντα σιδήρου, εξετάσαµε σταδιακά όλα τα γνωστά 

βήµατα της αποπτωτικής διαδικασίας. Παρατηρήσαµε ότι η δέσµευση του σιδήρου, 

εκτός από τη θραυσµατοποίηση του DNA και την εξωτερίκευση της 

φωσφατιδιλοσερίνης, ανέστειλε την ενεργοποίηση του καταρράκτη των κασπασών 

(Εικόνα 19) αλλά και την απελευθέρωση του κυτοχρώµατος C στο κυτταρόπλασµα 

(Εικόνα 21Β), δύο γεγονότα που αποτελούν καθοριστικά βήµατα στο µονοπάτι της 

απόπτωσης. Είναι γνωστό ότι η απελευθέρωση προ-αποπτωτικών παραγόντων, όπως 

το κυτοχρώµατο C στο κυτταρόπλασµα προϋποθέτει τη διάνοιξη πόρων στη 

µιτοχονδριακή µεµβράνη (Zoratti et al., 1995, Green et al., 1998). Κεντρικό ρόλο 

στον έλεγχο της διαπερατότητας της µιτοχονδριακης µεµβράνης (Mitochondria 

Membrane Permeability) διαδραµατίζουν τα µέλη της οικογένειας των Bcl-2 

πρωτεϊνών. Ελέγχοντας τις επιπτώσεις του Η2Ο2 σε τρία βασικά µέλη των Bcl-2 

πρωτεϊνών παρατηρήθηκε ότι ενώ το Η2Ο2 δεν επηρέασε τα επίπεδα έκφρασης της 

αντι-αποπτωτικής Bcl-2 πρωτεΐνης (Εικόνα 20Β), αντίθετα, η έκθεση των κυττάρων 

σε Η2Ο2 προκάλεσε την ενεργοποίηση των προ-αποπτωτικών Bax και Bid πρωτεϊνών 

(Εικόνα20Γ, 20∆). Επιπλέον διαπιστώθηκε ότι η µετατόπιση της προ-αποπτωτικής 

πρωτεΐνης Bax στα µιτοχόνδρια (µετά από 1 ώρα) προηγείται της απελευθέρωσης του 

cyt-C στο κυτταρόπλασµα (στις 3 ώρες), ενώ η σχάση της προ-αποπτωτικής 

πρωτεΐνης Bid (στις 6 ώρες) φαίνεται να αποτελεί ένα µετεγενέστερο φαινόµενο που 

προκαλείται σε µια δεύτερη φάση ενίσχυσης του αποπτωτικού σήµατος. Θα 

µπορούσαµε εποµένως να υποθέσουµε ότι µετά την ενεργοποίηση της εκτελεστικής 

κασπάσης-3, ένας δεύτερος κύκλος ενεργοποίησης του καταρράκτη των κασπασών 
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λαµβάνει χώρα, οδηγώντας τελικά στη σχάση του Bid (tBid). Το tBid µε αυτόν τον 

τρόπο θα µπορούσε να δράσει ενισχυτικά στη διαδικασία της απόπτωσης (Desagher 

et al., 1999; Madesh et al., 2002; Wei et al., 2000). 

Η διαπίστωση ότι µε την απουσία ιόντων σιδήρου αναστάλθηκε η 

επαγώµενη από το Η2Ο2 µετατόπιση του Bax από το κυτταρόπλασµα στα µιτοχόνδρια 

(Εικόνα 21Α), που αποτελεί καθοριστικό γεγονός για την µετέπειτα απελευθέρωση 

του κυτοχρώµατος C (Cheng et al., 2001, Lindsten, et al., 2000, Wei et al., 2001), 

υποδηλώνει ότι τα ιόντα σιδήρου δρουν σε ένα στάδιο του καταρράκτη της 

αποπτωτικής διαδικασίας που βρίσκεται πριν το επίπεδο των µιτοχονδρίων. 

 

 

4.2 Ο ρόλος του σιδήρου στην ενεργοποίηση της JNK 

 

Η ενεργοποίηση της προ-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bax πραγµατοποιείται 

µέσω µιας αλλαγής στη διαµόρφωσή της, η οποία επιτρέπει τη µετατόπιση της στα 

µιτοχόνδρια (Antonsson et al., 2001; Hsu and Youle, 1998; Mikhailov et al., 2001). 

∆ιάφοροι µηχανισµοί έχουν προταθεί για αυτή την ενεργοποίηση, µε πιο πρόσφατες 

µελέτες να υποστηρίζουν πως σε συνθήκες οξειδωτικού στρες ρυθµίζεται από τα 

µέλη της οικογένειας των MAP κινασών και κυρίως από τις JNK και p38 κινάσες 

(Dhanasekaran and Reddy 2008, Matsuzawa and Ichijo 2005 Bogoyevitch and Kobe 

2006, Chang and Karin 2001). Αν και υπάρχουν αρκετές µελέτες που υποδηλώνουν 

ότι οι JNK και p38 κινάσες µπορούν να έχουν ως υποστρώµατά τους και άλλα µέλη 

της οικογένειας των Bcl-2 πρωτεϊνών, (Deng et al., 2001; Kharbanda et al., 2000; 

Kim et al., 2006; Yamamoto et al., 1999) σε µια πρόσφατη ερευνητική εργασία 

αποδείχθηκε ότι η JNK µπορεί να φωσφορυλιώνει άµεσα την πρωτεΐνη Bax σε ένα 

κατάλοιπο θρεονίνης (Thr165), προκαλώντας την ενεργοποίηση και την άµεση 

µετατόπισή της στα µιτοχόνδρια (Kim et al., 2006).  

 Στην παρούσα εργασία, χρησιµοποιώντας έναν εξειδικευµένο αναστολέα της 

JNK (SP600125), διαπιστώθηκε κατ΄αρχήν ότι η προ-επώαση των κυττάρων µε τον 

αναστολέα αυτό ανέστειλε σε σηµαντικό βαθµό την απελευθέρωση του 

κυτοχρώµατος C στο κυτοσόλιο αλλά και τη δηµιουργία θραυσµάτων στο DNA των 

κυττάρων (Εικόνα 22Α, 23). Αντίθετα, για την κινάση p38 δεν κατέστη εφικτή η 

αξιολόγηση της συµµετοχής της, καθώς ο αναστολέας της κινάσης p38 (SB202190) 

από µόνος τους ήταν πολύ τοξικός (Εικόνα 22Β). Τέλος µε τον αναστολέα της 
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ERK1/2 (PB98059) δεν παρατηρήθηκε αξιόλογη προστασία στο DNA των κυττάρων 

(Εικόνα 22Γ). Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων αυτών υποδηλώνουν ότι 

τουλάχιστον η JNK εµπλέκεται στο µηχανισµό πρόκλησης αποπτωτικού θανάτου σε 

συνθήκες οξειδωτικού στρες και συµφωνούν µε άλλες βιβλιογραφικές αναφορές που 

υποστηρίζουν ότι η JNK αποτελεί κεντρικό σηµατοδοτικό µόριο σε πορείες 

µεταγωγής σηµάτων που σχετίζονται µε στρεσογόνες καταστάσεις (Cano and 

Mahadevan, 1995; Chen and Tan, 2000; Chen et al., 1996; Sluss et al., 1994; Tournier 

et al., 2000). Εξετάζοντας στη συνέχεια την κινητική των επιπέδων φωσφορυλίωσης 

της JNK, διαπιστώθηκε ότι το Η2Ο2 προκάλεσε µια απότοµη αύξηση στα επίπεδα 

φωσφορυλίωσης της JNK από τα πρώτα 30 λεπτά. Στη συνεχεία παρατηρήθηκε µια 

µείωση, αλλά η JNK παρέµεινε φωσφορυλιωµένη καθόλη τη διάρκεια της 

αποπτωτικής διαδικασίας (Εικόνα 24Α). Το αποτέλεσµα αυτό είναι σύµφωνο µε τη 

γενικότερη άποψη που υποστηρίζει ότι η παρατεταµένη φωσφορυλίωση της JNK 

οδηγεί στον κυτταρικό θάνατο, ενώ η παροδική ενεργοποίησή της σχετίζεται µε την 

επιβίωση και τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό (Chen and Tan, 2000). Το γεγονός ότι η 

αποµάκρυνση των ιόντων σιδήρου πριν από την έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2 

ανέστειλε σηµαντικά τη φωσφορυλίωση της JNK αποδεικνύει ότι ο ενδοκυττάριος 

σίδηρος εµπλέκεται στο µοριακό µηχανισµό ενεργοποίησής της (Εικόνα 24Β). 

Εποµένως για την περαιτέρω διερεύνηση του µηχανισµού µέσω του οποίου τα ιόντα 

σιδήρου εµπλέκονται στον µηχανισµό ενεργοποίησης της JNK, έπρεπε να εξεταστεί 

αρχικά ο ρόλος και η δραστικότητα των ανοδικών κινασών της. 

 

 

4.3 Ο ρόλος του σιδήρου στην ενεργοποίηση της ASK1 

 

 Η ASK1 (Apoptosis Signal reguling Kinase-1) θεωρείται ότι αποτελεί τη 

σηµαντικότερη MAP3 κινάση όσον αφορά την φωσφορυλίωση και ενεργοποίηση της 

JNK σε στρεσογόνες καταστάσεις (Ichijo et al., 1997; Wang et al., 1996). Το 

οξειδωτικό στρες, το στρες ενδοπλασµατικού δικτύου (Nishitoh et al., 2002; Urano et 

al., 2000), τα αντικαρκινικά φάρµακα (Saeki et al., 2002), η ιονίζουσα ακτινοβολία 

(Van Laethem et al., 2006) και η δράση κυτοκινών, όπως του TNF-α (Gotoh and 

Cooper, 1998), µπορούν να προκαλέσουν την ενεργοποίηση της ASK1. Έχει δειχθεί 

ότι η ASK1 διαδραµατίζει κεντρικό ρόλο στους µοριακούς µηχανισµούς πρόκλησης 

αποπτωτικού θανάτου καθώς η υπερέκφραση του αγρίου τύπου ή η συνεχής 
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ενεργοποίησή της µπορούν να προκαλέσουν αποπτωτικό θάνατο µέσω της πορείας 

των µιτοχονδρίων (Hatai et al., 2000; Kanamoto et al., 2000; Tobiume et al., 2001). 

Αντίστοιχα, κύτταρα στα οποία δεν εκφράζεται η ASK1 παρουσιάζουν µεγάλη 

ανθεκτικότητα στον κυτταρικό θάνατο (Tobiume et al., 2001). 

 Εξετάζοντας την κινητική των επιπέδων φωσφορυλίωσης της ASK1 

διαπιστώθηκε ότι το Η2Ο2 προκάλεσε αύξηση στα επίπεδα φωσφορυλίωσης της 

ASK1 µόλις από τα πρώτα 15 λεπτά, παρουσιάζοντας µια µέγιστη τιµή στα 30 λεπτά, 

η οποία στη συνέχεια µειώθηκε. ∆έσµευση του ενδοκυττάριου σιδήρου πριν από την 

έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2 ανέστειλε τη φωσφορυλίωσή της (Εικόνα 25), 

υποδηλώνοντας ότι ο σίδηρος είναι απαραίτητος στο µηχανισµό ενεργοποίησης της 

ASK1. Καθώς ήταν γνωστό ότι η ενεργοποίηση της ASK1 εξαρτάται από την 

οξειδοαναγωγική κατάσταση ενός από τους πιο βασικούς της αναστολείς, της 

θειορεδοξίνης-1 (Trx-1) (Saitoh et al., 1998), εξετάστηκε η αλληλεπίδραση αυτών 

των πρωτεϊνών. ∆ιαπιστώθηκε ότι ενώ το Η2Ο2 προκάλεσε την αποµάκρυνση της 

Trx-1 από το σύµπλοκο της ASK1, απουσία ιόντων σιδήρου ένα σηµαντικό µέρος της 

Trx-1 παρέµεινε συνδεδεµένο µε την ASK1 (Εικόνα 26). Το αποτέλεσµα αυτό 

υποδηλώνει ότι η οξείδωση και η αποµάκρυνση της Trx-1 από το σύµπλοκο της 

ASK1 διαµεσολαβείται από την παρουσία ιόντων σιδήρου. Αν και υπάρχουν αρκετές 

µελέτες που δείχνουν ότι η Trx-1 σε συνθήκες οξειδωτικού στρες οξειδώνεται και 

αποµακρύνεται από το σύµπλοκο της ASK1 (Fujino et al., 2007; Noguchi et al., 2005; 

Saitoh et al., 1998), είναι η πρώτη φορά που αποδεικνύεται ότι τα ιόντα σιδήρου 

µπορούν να επηρεάζουν την οξειδοαναγωγική κατάσταση της Trx-1. 

 Ωστόσο, εκτός από την Trx-1 έχει βρεθεί ότι υπάρχουν και άλλες πρωτεΐνες οι 

οποίες µπορούν να δρουν ως αναστολείς στο σύµπλοκο που σχηµατίζει η ASK1 υπό 

φυσιολογικές συνθήκες στο κυτταρόπλασµα (Noguchi et al., 2005). Παραδείγµατος 

χάριν, η γλουταρεδοξίνη(Grx-1) (Song and Lee, 2003; Song et al., 2002), η οποία 

ανήκει στην ίδια οικογένεια µε την Trx-1 (thiol-disulphide oxidoreductase family) 

(Lillig and Holmgren 2007) έχει διαπιστωθεί ότι σε συνθήκες οξειδωτικού στρες 

οξειδώνεται και αποµακρύνεται από το σύµπλοκο της ASK-1. Αν και δεν έχουν γίνει 

αντίστοιχα πειράµατα, όπως στην περίπτωση της Trx-1, θα µπορούσαµε να 

υποθέσουµε ότι τα ιόντα σιδήρου, µε τον ίδιο τρόπο, παρουσία Η2Ο2 θα µπορούσαν 

να επηρεάζουν την οξειδοαναγωγική κατάσταση και της Grx-1. 
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4.4 Επιπτώσεις του Η2Ο2 στην οξειδοαναγωγική κατάσταση της φωσφατάσης 

DUSP1 

 

 Εκτός από την ASK1 η οποία συµµετέχει στον καταρράκτη φωσφορυλίωσης 

και ενεργοποίησης της JNK, κεντρικό ρόλο στη ρύθµιση της ενεργότητας της JNK 

κατέχουν οι διπλής εξειδίκευσης φωσφατάσες της (Dual Specificity Phosphatase, 

DUSPs), οι οποίες ελέγχουν την ταχύτητα αποφωσφορυλίωσής της. Μια από τις πιο 

σηµαντικές φωσφατάσες που έχει δειχθεί ότι είναι υπεύθυνες για την 

αποφωσφορυλίωση της JNK, είναι η DUSP1 (Teng et al., 2007). 

 Στην παρούσα εργασία, εξετάστηκε η οξειδοαναγωγική κατάσταση της 

DUSP1 σε δυο τύπους κυττάρων, κύτταρα Jurkat (Τ-λεµφοκυτταρική σειρά) και 

ενδοθηλιακά κύτταρα HUVE. ∆ιαπιστώθηκε ότι η DUSP1 είναι επιρρεπής σε 

οξειδωτικές τροποποιήσεις καθώς παρουσία Η2Ο2 ένα µέρος της οξειδώνεται 

δηµιουργώντας δισουλφιδικό (ούς) δεσµό(ούς) µε µια ή περισσότερες άγνωστες 

πρωτεΐνες (Εικόνα 28, 29). Ιδιαίτερo ενδιαφέρον, παρουσίασε το γεγονός ότι η 

οξείδωση της DUSP1 αποτελεί ένα πολύ πρώιµο γεγονός στην αποπτωτική 

διαδικασία καθώς χρονικά η εµφάνιση του οξειδωµένου συµπλόκου (δισουλφιδικός 

δεσµός) παρατηρήθηκε µόλις από τα πρώτα 10 λεπτά έκθεσης σε Η2Ο2 τόσο στα 

κύτταρα Jurkat όσο και στα κύτταρα HUVE (Εικόνα 28). Στα κύτταρα Jurkat η 

ένταση της µπάντας του οξειδωµένου συµπλόκου παρουσίασε ένα µέγιστο στα 30 

λεπτά έκθεσης σε H2O2, το οποίο µετά απο µια ώρα χάθηκε, ενώ στα HUVEC υπήρχε 

µια σταδιακή αύξηση έως την 1η ώρα, η οποία στη συνέχεια µειώθηκε µεν αλλά 

διατηρήθηκε µέχρι και τις 3 ώρες (Εικόνα 28). Οι διαφορές στην κινητική της 

εµφάνισης του οξειδωµένου συµπλόκου της DUSP1 στα δύο είδη κυττάρων πρέπει 

να οφείλονται, τόσο στο ότι ο αριθµός των κυττάρων ήταν διαφορετικός όσο και στο 

ότι η ταχύτητα αποµάκρυνσης του Η2Ο2 διαφέρει στους διάφορους τύπους κυττάρων. 

Εντούτοις και στις δύο κυτταρικές σειρές παρατηρήθηκε ότι σταδιακά µε την πάροδο 

του χρόνου το οξειδωµένο σύµπλοκο της DUSP1 εξαφανίστηκε, γεγονός που 

υποδηλώνει ότι η οξειδωτική τροποποίηση που υφίσταται η DUSP1 σε συνθήκες 

οξειδωτικού στρες αποτελεί µια αντιστρεπτή τροποποίηση. Μια πιθανή ερµηνεία 

είναι ότι ενδοκυττάρια αναγωγικά ένζυµα ανάγουν το οξειδωµένο σύµπλοκο της 

DUSP1. Γνωρίζοντας ότι το Η2Ο2 αποµακρύνεται µε την πάροδο του χρόνου, 

ακολουθώντας κινητική πρώτης τάξης, θα µπορούσαµε να υποθέσουµε ότι παρουσία 

Η2Ο2 ένα µέρος της DUSP1 οξειδώνεται, όταν όµως το Η2Ο2 έχει αποµακρυνθεί τότε 
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η πρωτεΐνη ανάγεται ξανά. Από την άλλη πλευρά, µια άλλη εκδοχή είναι ότι πιθανώς 

η DUSP1 όταν οξειδώνεται οδηγείται προς αποικοδόµηση. Ωστόσο, σε άλλες µελέτες 

έχει δειχθεί ότι η προσθήκη αναστολέων του πρωτεασώµατος στο καλλιεργητικό 

υλικό, δεν επηρέασε την επαναφορά οξειδωµένων φωσφατασών στην ανηγµένη τους 

µορφή (Kamata et al., 2005). Αντίθετα, χρησιµοποιώντας αναστολείς της 

βιοσύνθεσης της γλουταθειόνης (buthioninesulfoximine; BSO) ή της αναγωγάσης της 

θειορεδοξίνης (2,4-dinitro-1-chlorobenzene,DNCB) διαπιστώθηκε ότι οξειδωµένες 

φωσφατάσες δεν επανήλθαν στην ανηγµένη τους µορφή (Lee et al., 2002). 

Βασιζόµενοι στις παραπάνω παρατηρήσεις, θα µπορούσαµε να υποθέσουµε ότι και 

στην περίπτωση της DUSP1, το πιο πιθανό είναι ότι ενδοκυττάρια ένζυµα είναι 

υπεύθυνα για την αναγωγή των δισουλφιδικών δεσµών και την επαναφορά της 

DUSP1 στην λειτουργική της µορφή. 

 Όσον αφορά την πρωτεΐνη ή τις πρωτεΐνες µε τις οποίες η DUSP1 σχηµατίζει 

αυτό το υψηλού µοριακού βάρους σύµπλοκο, είναι πιθανόν οι πρωτεΐνες αυτές να 

βρίσκονται σε επαφή µε τη DUSP1 και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες. ∆ηλαδή το 

σύµπλοκο να προϋπάρχει, µε την παρουσία όµως Η2Ο2 µια κυστεΐνη να οξειδώνεται 

µε αποτέλεσµα να σχηµατίζονται δισουλφιδικοί δεσµοί µεταξύ της DUSP1 και αυτών 

των πρωτεϊνών. Αν και είναι απαραίτητο να πραγµατοποιηθούν περαιτέρω πειράµατα 

για την ταυτοποίηση των πρωτεϊνών που µετέχουν στο οξειδωµένο σύµπλοκο της 

DUSP1, βασιζόµενοι στην παρατηρούµενη διαφορά στα µοριακά βάρη, θα 

µπορούσαµε να υποθέσουµε ότι το οξειδωµένο σύµπλοκο της DUSP1 είτε 

αποτελείται από ολιγοµερή µόρια (τετραµερή) της ίδιας της φωσφατάσης, είτε ότι η 

DUSP1 προσδένεται σε άλλες πρωτεΐνες, πιθανώς «scaffold proteins» (σύµπλοκα 

µεταξύ των ΜΑP3K, MAP2K και MAPK) σχηµατίζοντας υψηλού µοριακού βάρους 

δοµές (Zama, Aoki et al., 2002a, Zama, Aoki et al., 2002b, (Dhanasekaran et al., 

2007; Willoughby et al., 2003). 

 Όταν τα κύτταρα επιµολύνθηκαν µε αδενοϊούς που εξέφραζαν είτε την αγρίου 

τύπου DUSP1, είτε την καταλυτικά ανενεργή µορφή της (AdDUSP1/CS), στην οποία 

η κυστεΐνη του ενεργού της κέντρου (Cys258) είχε αντικατασταθεί από ένα 

κατάλοιπο σερίνης, διαπιστώθηκε ότι και στις δύο περιπτώσεις, παρουσία Η2Ο2, η 

DUSP1 οξειδώνεται (Εικόνα 31Α). Το αποτέλεσµα αυτό υποδηλώνει ότι η κυστεΐνη 

του ενεργού κέντρου της DUSP1 δεν αποτελεί την µοναδική κυστεΐνη που µπορεί να 

υπόκειται σε οξειδωτική τροποποίηση. Φαίνεται ότι και άλλες κυστεΐνες στο µόριο 

της DUSP1, εκτός από αυτή του ενεργού της κέντρου, µπορεί να συνδέονται µε 
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δισουλφιδικούς δεσµούς παρουσία Η2Ο2. Ωστόσο, θα πρέπει να επισηµανθεί ότι το 

αποτέλεσµα αυτό έρχεται σε πλήρη αντίθεση µε τα αποτελέσµατα άλλης ερευνητικής 

οµάδας, η οποία υποστηρίζει ότι µε την αντικατάσταση της κυστεΐνης του ενεργού 

κέντρου (Cys258) της DUSP1, αναστέλλεται πλήρως η επαγώµενη από το Η2Ο2 

οξείδωση της φωσφατάσης (Kamata et al., 2005). Αν και δεν µπορούµε προς το 

παρόν να δώσουµε µια σαφή ερµηνεία για τα αντίθετα αυτά αποτελέσµατα θα πρέπει 

να επισηµανθεί ότι εκτός από το γεγονός ότι η συγκεκριµένη µελέτη 

πραγµατοποιήθηκε σε επιθηλιακά κύτταρα ΗeLa, οι συγκεντρώσεις Η2Ο2 που 

χρησιµοποίησαν ήταν πολύ µεγαλύτερες (3 και 10 mM) σε σχέση µε τα 0,1 και 

0,25mM H2O2 που χρησιµοποιήσαµε στο δικό µας πειραµατικό µοντέλο. Επιπλέον, 

εξετάζοντας προσεκτικότερα την αλληλουχία των αµινοξέων στο µόριο της DUSP1, 

εκτός από την κυστεΐνη του ενεργού της κέντρου (C258X5R) η οποία είναι γνωστό ότι 

είναι ιδιαίτερα επιρρεπής σε οξειδωτικές τροποποιήσεις, παρόµοια αλληλουχία 

(CX5R) παρατηρήσαµε και σε δύο άλλες περιοχές στο µόριο της DUSP1 (Cys269 και 

Cys24). Κατά συνέπεια, η εµφάνιση του νέου οξειδωµένου συµπλόκου που 

σχηµατίστηκε µε την αντικατάσταση της Cys258 είναι πιθανόν να οφείλεται στην 

οξείδωση των Cys269 και/ή Cys24. 

 Μια δεύτερη αλλά εξίσου σηµαντική παρατήρηση στο πείραµα αυτό ήταν ότι 

µετά την έκθεση σε Η2Ο2 τόσο στα κύτταρα που είχε υπερεκφραστεί η αγρίου τύπου 

DUSP1(AdDUSP1wt), όσο και η καταλυτικά ανενεργή µορφή της (AdDUSP1/CS), 

εµφανίστηκε µια ακόµη µπάντα λίγο πιο κάτω από την DUSP1 (Εικόνα 31Β), η οποία 

χανόταν όταν σε αυτά τα δείγµατα πριν από την ηλεκτροφόρηση προστέθηκε 

διθειοθρεϊτόλη. Η εµφάνιση αυτής της µπάντας δεν είχε παρατηρηθεί εξετάζοντας τα 

ενδογενή επίπεδα της φωσφατάσης. Μια εξήγηση θα µπορούσε να είναι ότι η µπάντα 

αυτή αποτελεί έναν ενδοµοριακό δισουλφιδικό δεσµό που πιθανά σχηµατίζει η 

DUSP1 σε συνθήκες οξειδωτικού στρες, µόνο όταν υπερεκφράζεται, µε αποτέλεσµα 

κατά την ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων να «τρέχει /µετακινείταιι» λίγο πιο κάτω 

καθώς έχει σχηµατίσει µια πιο συµπαγή δοµή. Παρόµοιο φαινόµενο έχει αναφερθεί 

και σε µια µελέτη της ερευνητικής οµάδας του S.G Rhee (Lee et al., 2002), στην 

οποία εξετάζοντας µε την ίδια τεχνική (non-reducing SDS-PAGE) την 

οξειδοαναγωγική κατάσταση της τυροσινικής φωσφατάσης PTEN, διαπιστώθηκε ότι 

παρουσία Η2Ο2 εκτός από την ανηγµένη µορφή της φωσφατάσης, ανιχνεύθηκε και 

µια άλλη µπάντα λίγο χαµηλότερα. Περαιτέρω µελέτες µε τη χρήση σηµειακών 

µεταλλάξεων και φασµατοµετρίας µάζας απέδειξαν ότι η εµφάνιση αυτής της 
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µπάντας οφειλόταν στο σχηµατισµό ενδοµοριακού δισουλφιδικού δεσµού µεταξύ της 

κυστεΐνης του ενεργού κέντρου (Cys124) της PTEN και της Cys71 (Lee et al., 2002). 

 

4.5 Τα ιόντα σιδήρου επηρεάζουν την οξειδοαναγωγική κατάσταση της 

φωσφατάσης DUSP1 

 

 Όπως αναφέρθηκε στην Εισαγωγή, υπάρχει µεγάλος αριθµός πειραµατικών 

δεδοµένων, που τεκµηριώνουν ότι οι οξειδώσεις τυροσινικών φωσφατασών 

διαδραµατίζουν κοµβικό ρόλο σε πορείες µεταγωγής σηµάτων καθώς η οξείδωσή 

τους προκαλεί την απενεργοποίηση και αναστολή της δράσης τους (Caselli et al., 

1998; Chiarugi et al., 2001; Lee et al., 1998b; Lee et al., 2002; Meng et al., 2002; 

Savitsky and Finkel, 2002). Παρά την πλούσια βιβλιογραφία που υπάρχει γύρω από 

το ρόλο και τις συνέπειες που επιφέρουν οι οξειδωτικές τροποποιήσεις κυστεϊνικών 

καταλοίπων των τυροσινικών φωσφατασών από το Η2Ο2, οι ακριβείς µηχανισµοί µε 

τους οποίους πραγµατοποιούνται οι τροποποιήσεις αυτών των σουλφιδριλικών 

οµάδων παραµένουν εν πολλοίς άγνωστοι. 

 Στην συγκεκριµένη εργασία διαπιστώθηκε ότι η αποµάκρυνση του σιδήρου 

µέσω προ-επώασης των κυττάρων µε DFO ανέστειλε σε σηµαντικό βαθµό την 

οξείδωση της DUSP1 όταν ελέγχθηκαν τα ενδογενή της επίπεδα (Εικόνα30), όσο και 

όταν στα κύτταρα είχε υπερεκφραστεί η αγρίου τύπου µορφή της (AdDUSP1wt) 

(Εικόνα 31Α). Η αποµάκρυνση του σιδήρου από τα κύτταρα ανέστειλε και την 

εµφάνιση της µπάντας που παρατηρήθηκε κάτω από την DUSP1 (πιθανός 

ενδοµοριακός δεσµός) (Εικόνα 31Β). Τα αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι για 

την αποτελεσµατική οξείδωση της DUSP1 σε συνθήκες οξειδωτικού στρες απαιτείται 

η ύπαρξη ιόντων σιδήρου. Αντίθετα όµως, διαπιστώθηκε ότι ενώ τα ιόντα σιδήρου 

εµπλέκονται στο µηχανισµό µέσω του οποίου το Η2Ο2 προκαλεί την οξείδωση της 

DUSP1, όταν αντικαταθίσταται η κυστεΐνη του ενεργού της κέντρου (AdDUSP1/CS) 

φαίνεται ότι η δέσµευση του σίδηρου δεν µπορεί να αναστείλει το σχηµατισµό του 

νέου οξειδωµένου συµπλόκου που δηµιουργείται (Εικόνα 31Β). Μια πιθανή εξήγηση 

είναι ότι, είτε η δεσφεριοξαµίνη δεν είχε την ικανότητα να δεσµεύσει τα ιόντα 

σίδηρου που είναι υπεύθυνα για την κατάλυση της συγκεκριµένης οξείδωσης, είτε ότι 

τα ιόντα σιδήρου δε µετέχουν στον µηχανισµό µέσω του οποίου το Η2Ο2 προκαλεί τη 

δηµιουργία αυτού του νέου οξειδωµένο σύµπλοκου της DUSP1.  
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 Η παρατήρηση ότι µε τη δέσµευση των ιόντων σιδήρου αναστάλθηκε η 

επαγώµενη από το Η2Ο2 οξείδωση της DUSP1, είναι ένα ιδιαίτερα ενδιαφέρον 

αποτέλεσµα καθώς για πρώτη φορά φαίνεται ότι η ενδοκυττάρια διαθεσιµότητα των 

ιόντων σιδήρου αποτελεί αποφασιστικό παράγοντα στη ρύθµιση της 

οξειδοαναγωγικής κατάστασης της τυροσινικής φωσφατάσης DUSP1. Φαίνεται 

λοιπόν ότι, όπως και στην περίπτωση της Trx-1, τα ιόντα σιδήρου εµπλέκονται στο 

µηχανισµό µέσω του οποίου το Η2Ο2 προκαλεί οξειδωτικές τροποποιήσεις. Παρόλο 

που στην παρούσα µελέτη ελέγχθηκε µόνο η οξειδοαναγωγική κατάσταση της 

DUSP1, καθώς όλες οι τυροσινικές φωσφατάσες περιέχουν τουλάχιστον µια επιρρεπή 

σε οξειδωτικές τροποποιήσεις κυστεΐνη, θα µπορούσαµε να υποθέσουµε ότι η 

δέσµευση των ιόντων σιδήρου θα οδηγούσε σε παρόµοια αποτελέσµατα µελετώντας 

και άλλες αντίστοιχες φωσφατάσες της JNK.  

 

4.6 Προτεινόµενος µηχανισµός οξείδωσης σουλφιδριλικών οµάδων  

 

 Μέχρι πρόσφατα, οι ∆ΜΟ και ιδιαίτερα το Η2Ο2, είχαν συσχετιστεί είτε µε 

ανεπιθύµητα προϊόντα που παράγονται κατά το µεταβολισµό στους αερόβιους 

οργανισµούς, είτε µε αντιµικροβιακούς παράγοντες που παράγονται από τα 

φαγοκύτταρα (Lambeth, 2004). Τα τελευταία χρόνια έγινε κατανοητό ότι τα 

ενδοκυττάρια επίπεδα του Η2Ο2 παίζουν αποφασιστικό ρόλο στη διαδικασία 

µεταγωγής του σήµατος (signal transduction). Η ικανότητα του Η2Ο2 να ρυθµίζει τη 

λειτουργία κεντρικών σηµατοδοτικών µορίων (µεταγραφικοί παραγόντες, 

πρωτεϊνικες κινάσες/φωσφατάσες κ.ά) µέσω οξειδωτικών τροποποιήσεων 

σουλφιδριλικών οµάδων (-SH), καθιστούν το Η2Ο2 ένα ιδιαίτερα σηµαντικό µόριο σε 

πορείες µεταγωγής σηµάτων. Οι σουλφυδριλικές οµάδες που περιέχονται στα µόρια 

αυτά µπορεί να υπόκεινται σε οξειδωτικές τροποποιήσεις µε αποτέλεσµα την 

ενζυµική τους απενεργοποίηση (Chiarugi and Buricchi, 2007). Η αποµάκρυνση του 

Η2Ο2 µέσω της δράσης ενζύµων οδηγεί στην επαναγωγή των µορίων αυτών στην 

αρχική τους κατάσταση (Cys–SΗ) και καθιστά τις αντίστοιχες πρωτεΐνες 

λειτουργικές. Παρόλο που οι περισσότερες πρωτεΐνες περιέχουν αρκετά κατάλοιπα 

κυστεϊνών στο µόριο τους, το Η2Ο2 δεν έχει την ικανότητα να οξειδώνει οποιαδήποτε 

από αυτές, αλλά δρα επιλεκτικά µόνο σε ορισµένες ( Εικόνα 32). Κεντρικό ρόλο στο 

αν µια κυστεΐνη θα οξειδωθεί, παίζει η παρουσία θετικά φορτισµένων αµινοξέων στο 

µικροπεριβάλλον της, όπως για παράδειγµα καταλοίπων αργινίνης, λυσίνης και 
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ιστιδίνης. Το pKa των περισσοτέρων κυστεϊνών µιας πρωτεΐνης είναι περίπου 8.5, 

στην περίπτωση όµως που µία κυστεΐνη περιβάλλεται από θετικά φορτισµένα 

αµινοξέα το pKa της σουλφυδρυλικής αυτής οµάδας µειώνεται, µε συνέπεια σε 

φυσιολογικό pH η οµάδα αυτή να αποπρωτονιώνεται (Lohse et al., 1997; Zhang and 

Dixon, 1993). Στην περίπτωση αυτή θεωρείται ότι η συγκεκριµένη κυστεΐνη είναι 

ευάλωτη στην οξειδωτική δράση του Η2Ο2.  

 

 

 

Εικόνα 32: Οξειδωτικές τροποποιήσεις σουλφιδριλικών οµάδων 

 

 Όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 32, η αποπρωτονιωµένη και ευάλωτη 

κυστεΐνη µπορεί αρχικά να οξειδωθεί προς σουλφενικό οξύ (-SOH). Το σουλφενικό 

οξύ, το οποίο είναι ένα ιδιαίτερα ασταθές ενδιάµεσο, µπορεί να οξειδωθεί περαιτέρω 

προς σουλφινικό(-SO2H) ή σουλφονικό οξύ (-SO3H), εκ των οποίων το τελευταίο 

θεωρείται µέχρι στιγµής ως µία µη αντιστρεπτή τροποποίηση. Αντίθετα όµως 

πρωτεΐνες που έχουν οξειδωθεί προς σουλφενικά οξέα (-SOH), µπορούν στη συνεχεία 

να σχηµατίσουν δισουλφιδικούς δεσµούς είτε διαµοριακούς (intermolecular 

disulfides) µε µια άλλη πρωτεΐνη οδηγώντας στο σχηµατισµό διµερών ή πολυµερών, 

είτε ενδοµοριακούς δεσµούς (intramolecular disulfides) µε µια άλλη θειϊλική οµάδα 

του ίδιου του µορίου (Blanchetot et al., 2002; Caselli et al., 1998; Chiarugi et al., 

2001; Lee et al., 2002; Xiong et al., 2003). Επιπροσθέτως, έχει δειχθεί ότι 

οξειδωµένες πρωτεΐνες (-SOH) µπορούν να δηµιουργήσουν µεικτά δισουλφίδια GSH-

πρωτεϊνών (protein-GSH mixed disulfides) µια τροποποίηση γνωστή και ως S-

γλουταθειονυλίωση (Barrett et al., 1999). Τέτοιου είδους οξειδώσεις αποτελούν τους 

βασικούς µηχανισµούς µέσω των οποίων επιτυγχάνεται η αποφυγή περαιτέρω και µη 
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αντιστρεπτών οξειδώσεων (Chiarugi and Buricchi, 2007; Chiarugi and Cirri, 2003). 

Αν και υπάρχουν πολλές µελέτες µε επίκεντρο το ρόλο και τις συνέπειες που 

επιφέρουν οι οξειδωτικές τροποποιήσεις κυστεϊνικών καταλοίπων στη µεταβίβαση 

µηνυµάτων, οι ακριβείς µηχανισµοί µε τους οποίους πραγµατοποιούνται οι 

τροποποιήσεις αυτών των σουλφιδριλικών οµάδων παραµένουν εν πολλοίς άγνωστοι. 

 Tόσο η θειορεδοξίνη-1 όσο και η DUSP1 είναι πρωτεΐνες, οι οποίες είναι 

γνωστό ότι µπορούν να υπόκεινται σε οξειδωτικές τροποποιήσεις σε συνθήκες 

οξειδωτικού στρες καθώς στο ενεργό τους κέντρο περιέχουν σουλφιδριλικές οµάδες 

οι οποίες είναι επιρρεπείς σε οξειδωτικές τροποποιήσεις. Το pKa της Cys32 του 

καταλυτικού κέντρου της Trx-1(–Cys32–Gly–Pro–Cys35) έχει δειχθεί ότι είναι 

περίπου 2 µονάδες πιο κάτω από αυτό των περισσοτέρων κυστεϊνών µιας πρωτεΐνης 

(Holmgren, 1995; Kallis and Holmgren, 1980; Weichsel et al., 1996) Αντίστοιχα, η 

DUSP1 αλλά και όλα τα µέλη των τυροσινικών φωσφατασών διπλής εξειδίκευσης 

είναι γνωστό ότι στο ενεργό τους κέντρο «CX5R» υπάρχει µία ιδιαίτερα ευάλωτη σε 

οξειδωτικές τροποποιήσεις κυστείνη (pKa=4,7 µε 5,6) (Denu and Dixon, 1998). 

 Καθώς εποµένως διαπιστώθηκε ότι µε την απουσία ιόντων σιδήρου 

αναστάλθηκε τόσο η επαγώµενη από το Η2Ο2 οξείδωση και αποµάκρυνση της Trx-1 

από το σύµπλοκο της ASK1, όσο και η οξείδωση της DUSP1, φαίνεται ότι το Η2Ο2 

χρειάζεται ιόντα σιδήρου για να µπορέσει να προκαλέσει αυτές τις οξειδώσεις. 

Ένας προτεινόµενος µηχανισµός αντιδράσεων παρουσιάζεται στην Εικόνα 33. 

 

Cys-S - .....Fe2+ + H2O2 → Cys-S - .....Fe3+ + .OH + -OH 

Cys-S - .....Fe3+ →  Cys-S 
.   +  Fe2+ 

Cys-S 
.   + .OH→ Cys-SOH 

Εικόνα 33: Προτεινόµενος µηχανισµός οξείδωσης σουλφιδριλικών οµάδων 

 

 Ο σίδηρος λόγω του θετικού του φορτίου πιθανόν προσελκύεται στις 

αρνητικά φορτισµένες σουλφυδρυλικές οµάδες (αποπρωτονιωµένες) των Cys αυτών 

των µορίων και καθώς αυξάνουν τα επίπεδα H2O2 µέσα στα κύτταρα, παρουσία 

ιόντων σιδήρου πραγµατοποιούνται αντιδράσεις τύπου Fenton, µε αποτέλεσµα οι 

δραστικές .ΟΗ ή οι ενδιάµεσοι οξειδωτικοί παράγοντες, που προκύπτουν από την 

αντίδραση αυτή να οξειδώνουν τις σουλφυδριλικές οµάδες τους. Τέτοιου είδους 
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οξειδώσεις θα µπορούσαν να εξηγήσουν την απαίτηση της παρουσίας ιόντων σιδήρου 

για την εκτέλεση των αντιδράσεων αυτών. 

 Φαίνεται εποµένως ότι η καταλυόµενη από ιόντα σιδήρου οξείδωση 

ευαίσθητων σουλφιδριλικών οµάδων πρωτεϊνών, αποτελεί έναν σηµαντικό 

µηχανισµό µέσω του οποίου το Η2Ο2 δρα ως µεταγωγέας σηµάτων επηρεάζοντας την 

οξειδοαναγωγική κατάσταση κεντρικών σηµατοδοτικών µορίων. 

 

 

4.7 Προτεινόµενος ρόλος των ιόντων σιδήρου στον µοριακό µηχανισµό 

πρόκλησης αποπτωτικού θανάτου από το Η2Ο2 

 

 Μελετώντας όλα τα βήµατα της αποπτωτικής διαδικασίας, διαπιστώθηκε ότι 

τα ιόντα σιδήρου µετέχουν τόσο στο µηχανισµό µέσω του οποίου το Η2Ο2 επηρεάζει 

την οξειδοαναγωγική κατάσταση της θειορεδοξίνης-1, η οποία αποτελεί έναν από 

τους βασικότερους αναστολείς της ASK1 (ανοδική κινάση της JNK), όσο και την 

οξειδοαναγωγική κατάσταση της DUSP1 (µια από τις σηµαντικότερες φωσφατάσες 

της JNK). Παρόλο που στην συγκεκριµένη µελέτη ελέγχθηκε µόνο η 

οξειδοαναγωγική κατάσταση της DUSP1, θα µπορούσαµε να υποθέσουµε ότι το 

Η2Ο2 µέσω της παρουσίας ιόντων σιδήρου, θα µπορούσε να προκαλέσει µε τον ίδιο 

τρόπο την οξείδωση και άλλων αντίστοιχων τυροσινικών φωσφατασών της JNK. 

 Γνωρίζοντας από την βιβλιογραφία ότι η οξείδωση τυροσινικών φωσφατασών 

προκαλεί την ενζυµική τους απενεργοποίηση (Caselli et al., 1998; Lee et al., 1998b; 

Lee et al., 2002; Meng et al., 2002; Savitsky and Finkel, 2002) είναι πολύ πιθανόν και 

στη δική µας περίπτωση η οξείδωση της DUSP1 να έχει ως αποτέλεσµα την 

απενεργοποίησή της. Η υπόθεση αυτή στηρίζεται και σε άλλες in vitro µελέτες στις 

οποίες µετρώντας σε συνθήκες οξειδωτικού στρες την ενεργότητα άλλων 

τυροσινικών φωσφατασών της JNK διαπιστώθηκε αναστολή της ενζυµικής τους 

δραστικότητας (Denu and Tanner, 1998; Kamata et al., 2005). Βέβαια, είναι 

απαραίτητα περαιτέρω πειράµατα µε στόχο την διαλεύκανση του µοριακού 

µηχανισµού απενεργοποίησης των τυροσινικών φωσφατασών. 
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Βασιζόµενοι στις παραπάνω παρατηρήσεις, ενα προτεινόµενο µοντέλο δράσης των 

ιόντων σιδήρου στο µονοπάτι της αποπτωτικής διαδικασίας απεικονίζεται στην 

Εικόνα 34. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 34: Προτεινόµενος µηχανισµός δράσης των ιόντων σιδήρου στον µοριακό 

µηχανισµό πρόκλησης αποπτωτικού θανάτου σε συνθήκες οξειδωτικού στρες 

 

 Η καταλυόµενη από ιόντα σιδήρου ενεργοποίηση της ASK1 παρουσία Η2Ο2 

και η ταυτόχρονη οξείδωση/απενεργοποίηση τυροσινικών φωσφατασών της JNK 

φαίνεται να δρουν συνεργιστικά προκαλώντας την παρατεταµένη φωσφορυλίωση της 

JNK και οδηγώντας τελικά στην ενεργοποίηση της προ-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bax. 

Η πρωτεΐνη Bax αποµακρύνεται από το κυτταρόπλασµα, εισέρχεται στην εξωτερική 

µιτοχονδριακή µεµβράνη, ολιγοµερίζεται προκαλώντας τη διάνοιξη πόρων στη 

µεµβράνη των µιτοχονδρίων (Antonsson et al., 2001; Hsu and Youle, 1998; 
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Mikhailov et al., 2001). Η µετέπειτα απελευθέρωση του κυτοχρώµατος C στο 

κυτταρόπλασµα, η δηµιουργία του αποπτωσώµατος και η ενεργοποίηση του 

καταρράκτη των κασπασών οδηγούν τελικά στη θραυσµατοποίηση του DNA και 

στον αποπτωτικό θάνατο (Εικόνα 34). 

 Συνοψίζοντας τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης, καταλήγουµε στο 

συµπέρασµα ότι η ενδοκυττάρια διαθεσιµότητα των ιόντων σιδήρου αποτελεί 

αποφασιστικό παράγοντα για τη δράση του Η2Ο2 ως δεύτερου διαµεσολαβητή και 

στη ρύθµιση της δράσης πρωτεϊνών µέσω οξειδώσεων ευαίσθητων κυστεϊνικών 

καταλοίπων τους. Η σηµαντικότητα των ιόντων σιδήρου έχει επιβεβαιωθεί και σε 

πρόσφατες πειραµατικές µελέτες στο εργαστήριο µας, όπου αποδείχθηκε ότι οι 

αλλαγές στην οξειδωτική κατάσταση των κυττάρων επηρεάζουν τη 

διαµερισµατοποίηση και τη διαθεσιµότητα του σιδήρου (Tenopoulou et al.; 2005, 

2007). Επιπλέον, σε µια άλλη πρόσφατη µελέτη της ερευνητικής µας οµάδας 

διαπιστώθηκε ότι η οξείδωση και απενεργοποίηση της προκασπάσης-9 από το Η2Ο2, 

επίσης διαµεσολαβείται από την παρουσία ιόντων σιδήρου (Barbouti et al., 2007). Η 

πιθανή εµπλοκή των ιόντων σιδήρου σε πορείες µεταγωγής σηµάτων έχει προταθεί 

και από άλλες ερευνητικές οµάδες (Pham et al., 2004; Xiong et al., 2003; Yoshioka et 

al., 2006), όµως, στην παρούσα εργασία αποδείχθηκε για πρώτη φορά η άµεση 

εµπλοκή του σιδήρου και το ακριβές σηµείο δράσης του. 

 Αντικέιµενο περαιτέρω µελέτης αποτελεί η εµβάθυνση και η διερεύνηση του 

µοριακού µηχανισµού µέσω του οποίου τα ιόντα σιδήρου επηρεάζουν την 

οξειδοαναγωγική κατάσταση και δραστικότητα κεντρικών σηµατοδοτικών µορίων όχι 

µόνο στην αποπτωτική διαδικασία αλλά ίσως και σε άλλες πορείες µεταγωγής 

σηµάτων.
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5. ΠΕΡΙΛΗΨΗ  
 
Μελέτη των µοριακών µηχανισµών πρόκλησης αποπτωτικού θανάτου σε 

κύτταρα που εκτίθενται σε Η2Ο2 : Ο ρόλος των ιόντων σιδήρου 

 

Η ιδιότητα των ιόντων σιδήρου να αλλάζουν την οξειδοαναγωγική τους 

κατάσταση είναι ένα γεγονός που τους προσδίδει από τη µία πλευρά µία προνοµιακή 

θέση στη ζώσα ύλη αλλά από την άλλη τα καθιστά πιθανές πηγές κινδύνου. Για τον 

λόγο αυτό, η φύση έχει προβλέψει ούτως ώστε το µεγαλύτερο µέρος του 

ενδοκυττάριου σιδήρου να βρίσκεται στενά συνδεδεµένο σε πρωτεΐνες µε τέτοιον 

τρόπο ώστε να αποφεύγεται η αντίδρασή του µε το Η2Ο2. Εντούτοις, ένα µικρό µέρος 

του σιδήρου θεωρείται ότι ευρίσκεται στα κύτταρα χαλαρά συνδεδεµένο σε διάφορα 

ενδοκυττάρια µόρια και είναι άµεσα διαθέσιµο στο κύτταρο για την κάλυψη των 

αναγκών του. Το µέρος αυτό του σιδήρου καλείται ‘‘οξειδοαναγωγικά ενεργός 

σίδηρος’’ και θεωρείται ικανό να αντιδρά µε Η2Ο2 µε συνέπεια τη δηµιουργία των 

εξαιρετικά δραστικών ριζών υδροξυλίου (.ΟΗ), οι οποίες δεν προλαβαίνουν να 

διαχυθούν αλλά αντιδρούν ακαριαία και οξειδώνουν όλα τα κυτταρικά συστατικά.  

 Πέρα όµως από την τοξική δράση που παρουσιάζει το Η2Ο2, τα τελευταία 

χρόνια έχει γίνει κατανοητό ότι η ενδοκυττάρια οξειδοαναγωγική κατάσταση 

αποτελεί το βασικό ρυθµιστή της «τύχης» του κυττάρου καθώς αλλαγές στην 

οξειδοαναγωγική ισορροπία µπορούν να επηρεάσουν βασικές κυτταρικές λειτουργίες. 

Ωστόσο, αν και ο ρόλος του H2O2 ως δεύτερου διαµεσολαβητή έχει µελετηθεί 

εκτενώς και είναι κοινώς αποδεκτό ότι παίζει κεντρικό ρόλο στη ρύθµιση πολλών 

κυτταρικών διεργασιών, από την άλλη πλευρά, ελάχιστες είναι µέχρι στιγµής οι 

διαθέσιµες αναφορές πάνω στο ρόλο (αν υπάρχει κάποιος), που πιθανώς να 

διαδραµατίζουν τα οξειδοαναγωγικά ενεργά ιόντα σιδήρου στους σηµατοδοτικούς 

µηχανισµούς που εµπλέκεται το Η2Ο2. 

 Στην παρούσα εργασία έγινε µια προσπάθεια να διερευνηθεί αν τα ιόντα 

σιδήρου εµπλέκονται στη µεταγωγή του σήµατος στην απόπτωση που προκαλείται 

από το Η2Ο2 και να διαλευκανθεί σε ποιο σηµείο της αποπτωτικής διαδικασίας αλλά  

και µε ποιον τρόπο τα ιόντα σιδήρου µπορούν να επηρεάσουν αυτή τη διεργασία. Για 

τη δέσµευση του σιδήρου έγινε χρήση µια ευρέως χρησιµοποιούµενης στην κλινική 

πράξη σιδηροδεσµευτικής ένωσης, της δεσφεριοξαµίνης, η οποία δε µπορεί να 
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διαπερνά τις κυτταρικές µεµβράνες αλλά προσλαµβάνεται από τα κύτταρα µε 

ενδοκύττωση και µέσω των ενδοσωµατίων καταλήγει στα λυσοσωµάτια και πιθανά 

και σε άλλα ενδοκυττάρια διαµερίσµατα. 

 Στα πρώτα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν, παρατηρήθηκε ότι η 

αποµάκρυνση του σιδήρου µέσω προ-επώασης των κυττάρων µε δεσφεριοξαµίνη 

ανέστειλε σε σηµαντικό βαθµό τη δηµιουργία ενδονουκλεοσωµικών σχάσεων στο 

DNA των κυττάρων αλλά και την εξωτερίκευση της φωσφατιδιλοσερινης στην 

εξωτερική πλευρά της κυτταροπλασµατικής µεµβράνης υποδηλώνοντας τη 

σπουδαιότητα των ιόντων σιδήρου στον καταρράκτη της αποπτωτικής διαδικασία. 

Προσπαθώντας να αποσαφηνιστεί σε πιο ακριβώς σηµείο εµπλέκονται τα ιόντα 

σιδήρου, ελέγχθηκαν ένα προς ένα όλα τα γνωστά βήµατα της αποπτωτικής 

διαδικασίας. ∆ιαπιστώθηκε ότι η δέσµευση του σιδήρου ανέστειλε την ενεργοποίηση 

του καταρράκτη των κασπασών, την απελευθέρωση του κυτοχρώµατος C από τα 

µιτοχόνδρια στο κυτταρόπλασµα, τη µετατόπιση της προ-αποπτωτικής πρωτεΐνης 

Bax από το κυτταρόπλασµα στα µιτοχόνδρια, και την ενεργοποίηση της MAP 

κινάσης JNK, γεγονότα κεντρικής σηµασίας στη διαδικασία του αποπτωτικού 

θανάτου. 

 Η παρατήρηση ότι απουσία ιόντων σιδήρου αναστάλθηκε τόσο η επαγόµενη 

από το Η2Ο2 οξείδωση και αποµάκρυνση της Trx-1 από το σύµπλοκο της ASK1 

(ανοδική κινάση της JNK) όσο και η οξείδωση της DUSP1 (µια από τις 

σηµαντικότερες τυροσινικές φωσφατάσες της JNK), οι οποίες στο ενεργό τους 

κέντρο περιέχουν επιρρεπείς σε οξειδωτικές τροποποιήσεις σουλφιδριλικές οµάδες, 

υποδηλώνει ότι το Η2Ο2 χρειάζεται σίδηρο για να προκαλέσει αυτές τις οξειδώσεις. 

Φαίνεται εποµένως, ότι η καταλυόµενη από ιόντα σιδήρου οξείδωση ευαίσθητων 

σουλφιδριλικών οµάδων πρωτεϊνών αποτελεί ένα σηµαντικό µηχανισµό µέσω του 

οποίου το Η2Ο2 δρα ως µεταγωγέας σηµάτων στην διαδικασία της απόπτωσης. Αν και 

είναι απαραίτητη η εµβάθυνση και η περαιτέρω διερεύνηση του µοριακού 

µηχανισµού µέσω του οποίου τα ιόντα σιδήρου επηρεάζουν την οξειδοαναγωγική 

κατάσταση καθώς και τη δραστικότητα κεντρικών σηµατοδοτικών µορίων, τα 

αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας αποδεικνύουν ότι η ενδοκυττάρια 

διαθεσιµότητα των ιόντων σιδήρου αποτελεί αποφασιστικό παράγοντα για τη δράση 

του Η2Ο2 ως δεύτερου διαµεσολαβητή στη µεταγωγή του σήµατος στην απόπτωση. 
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6. SUMMARY  
 
The role of iron on the molecular mechanisms of H2O2-induced apoptosis 
 
 
 The ability of iron to exist in various oxidation states (the +2 and +3 valence 

states are the most important ones) makes it an essential element in many cellular 

processes associated with basic physiological cell functions. On the other hand, the 

same high redox potential that enables iron to readily switch between the ferrous and 

ferric states also makes it potentially toxic. Thus, it is not surprising that nature 

handles iron with the utmost care and iron homeostasis is carefully regulated by 

sophisticated mechanisms in order to avoid such injurious interactions. Although iron 

is usually bound with high affinity to specialized proteins to abrogate the deleterious 

effects of free iron during oxidative stress, a distinct minor fraction of total cellular 

iron is thought to be loosely bound to diverse intracellular ligants and serves as a 

crossroad of cell iron metabolism. This fraction of iron is called redox-active iron and 

in the presence of H2O2, it catalyzes the generation of the extremely reactive hydroxyl 

radical (HO.) via the Fenton Reaction.  

Apart from hydrogen peroxide’s cytotoxic effects, in recent years it has become 

established that the intracellular redox status play critical roles for the determination 

of cell “fate” by eliciting a wide variety of cellular responses, such as proliferation, 

differentiation and apoptosis. Many intracellular signalling pathways involved in ROS 

induced cellular responses are regulated by the intracellular redox state, which 

depends on the balance between the levels of oxidizing and reducing equivalents. 

Although, the role of H2O2 as a messenger in cell signalling is strongly supported by 

extensive experimental evidence, little information is available regarding the role of 

iron in such processes. 

 In the present study, we made an efford to investigate if redox-active iron ions 

play any role in the molecular mechanism of apoptosis-induced by H2O2 and to 

elucidate the exact chemical reactions that take plays in this process. Among several 

iron chelators, we selected desferrioxamine (DFO), a membrane-impermeant, strong 

and rather specific iron chelator, which is taken up by fluid phase endocytosis, thus 

passing late endosomes before reaching lysosomes and other intracellular 

compartments. 
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 Pre-incubation of cells with DFO resulted in the partial and almost full 

reduction of the characteristic ladder pattern of oligonucleosomal DNA fragments, as 

well as in the inhibition of the extrernalization of phosphatidylserine in the outer 

leaflet of the plasma membrane, indicating the importance of iron ions in the signaling 

of apoptosis-induced by H2O2. The pathway of the apoptotic procedure was examined 

step by step, in an effort to indicate the exact point of iron involvement. It was 

revealed that iron chelation blocked the activation of caspase cascade, the release of 

cyt-C to the cytosol, the translocation of Bax from cytosol to mitochondria and the 

phosphorylation of JNK.  

 The observation that iron chelation inhibited the oxidation and sequestration of 

Trx-1 from the complex of ASK1 (which is the major upstream kinase of JNK 

activation in the signaling of apoptosis), as well as the oxidation of DUSP1 (which is 

one of the most well-known tyrosine phosphatases of JNK), revealed that H2O2 

requires iron in order to induce such oxidations. Thereafter, the data presented here 

indicate that iron-mediated oxidations of specific cysteine residues may represent a 

common mechanism through which H2O2 exerts its second-messenger role in the 

signal transduction pathway of apoptosis. Whether this is an isolated observation or it 

represents a generalized phenomenon dictating H2O2-induced oxidations of sulfhydryl 

groups remains to be explored. 
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