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1.1 ΔΑΣΤΙΚΕΣ ΜΟΦΕΣ ΟΞΥΓΟΝΟΥ (ROS) 

Οι αιτίεσ των δθλθτθριωδϊν ιδιοτιτων του οξυγόνου ιταν αςαωείσ μζχρι και το 1954, οπότε θ 

Rebecca Gershman υποςτιριξε ότι θ τοξικότθτα του οξυγόνου οωείλεται ςε εν μζρει ανθγμζνεσ 

μορωζσ οξυγόνου (Gerschman R et al., 1954). Τθν ίδια χρονιά, αναωζρκθκε θ παρατιρθςθ ενόσ 

αςκενοφσ ςιματοσ Ηλεκτρονικοφ Ραραμαγνθτικοφ Συντονιςμοφ (EPR) που αποδόκθκε ςτθν 

παρουςία ελεφκερων ριηϊν ςε μία ποικιλία λυοωιλιωμζνων βιολογικϊν υλικϊν (Commoner B et 

al., 1954). Ο κόςμοσ των ελεφκερων ριηϊν εξερευνικθκε εν ςυνεχεία από το Harman που 

πρότεινε ότι ςυμμετζχουν ςτθ διαδικαςία τθσ γιρανςθσ (Harman D, 1956). Αυτι θ εργαςία 

προςζλκυςε ςταδιακά ζντονο ενδιαωζρον ςτο πεδίο των ελεφκερων ριηϊν ςτα βιολογικά 

ςυςτιματα. Μία δεφτερθ εποχι για τθν ζρευνα των ελεφκερων ριηϊν ξεκίνθςε το 1969, όταν οι 

McCord και Fridovich ανακάλυψαν το ζνηυμο διςμουτάςθ του υπεροξειδίου (superoxide 

dismutase, SOD) και παρείχαν ζτςι πειςτικά ςτοιχεία για τθ ςθμαςία των ελεφκερων ριηϊν ςτουσ 

ηωντανοφσ οργανιςμοφσ (McCord JM and Fridovich I, 1969). Η τρίτθ περίοδοσ των ελεφκερων 

ριηϊν ςτα βιολογικά ςυςτιματα ξεκινάει το 1977 που οι Mittal και Murad ζδειξαν ότι θ ρίηα του 

υδροξυλίου, •OH, επάγει τθν ενεργοποίθςθ τθσ γουανυλικισ κυκλάςθσ και το ςχθματιςμό τθσ 

μονοωωςωορικισ κυκλικισ γουανοςίνθσ (cyclic guanosine monophosphate, cGMP) (Mittal CK and 

Murad F, 1977). Ζκτοτε, ζνασ μεγάλοσ όγκοσ δεδομζνων ζχει ςυςςωρευτεί και αποδεικνφει ότι οι 

ηωντανοί οργανιςμοί όχι μόνο ζχουν προςαρμοςτεί ςτθ ςυνφπαρξθ με τισ ελεφκερεσ ρίηεσ, αλλά 

ζχουν εξελίξει και ποικίλουσ μθχανιςμοφσ για τθν πλεονεκτικι χριςθ τουσ ςε διάωορεσ 

βιολογικζσ λειτουργίεσ.  

Οι ελεφκερεσ ρίηεσ οξυγόνου ι, πιο γενικά, οι δραςτικζσ μορωζσ οξυγόνου (reactive oxygen 

species, ROS), κακϊσ και οι δραςτικζσ μορωζσ αηϊτου (reactive nitrogen species, RNS), 

αποτελοφν προϊόντα του ωυςιολογικοφ κυτταρικοφ μεταβολιςμοφ (Betteridge DJ, 2000; Fridovich 

I, 1999; Halliwell B, 1996; Halliwell B, 1999). Κάποιεσ από αυτζσ τισ μορωζσ  είναι ιδιαίτερα 

δραςτικζσ, όπωσ θ ρίηα υδροξυλίου, ενϊ κάποιεσ άλλεσ λιγότερο (το ανιόν του υπεροξειδίου, 

•O2
− και το υπεροξείδιο του υδρογόνου, Η2Ο2). Στθν Εικόνα 1 ςυνοψίηονται τα κφρια ςτοιχεία τθσ 

βιολογίασ των ROS, ςτα οποία γίνεται αναλυτικότερθ αναωορά ςτθ ςυνζχεια τθσ παροφςασ 

εργαςίασ. 
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Εικόνα 1. Τα κφρια ςτοιχεία τθσ βιολογίασ των ROS. 

Οι οξειδωτικοί παράγοντεσ δθμιουργοφνται ωσ αποτζλεςμα του ωυςιολογικοφ ενδοκυττάριου 

μεταβολιςμοφ ςτα μιτοχόνδρια και τα περοξυςϊματα, κακϊσ και από μία πλθκϊρα 

κυτταροπλαςματικϊν ενηυμικϊν ςυςτθμάτων. Επιπρόςκετα, ζνασ αρικμόσ εξωτερικϊν 

παραγόντων μπορεί να εκκινιςει τθν παραγωγι ROS. Ζνα πολφπλοκο ενηυμικό και μθ-ενηυμικό 

ςφςτθμα αντιοξειδωτικισ άμυνασ που περιλαμβάνει τθν καταλάςθ (CAT), τθ διςμουτάςθ του 

ςουπεροξειδικοφ ανιόντοσ (SOD), το ςφςτθμα κειορεδοξίνθσ (TRX/TRXR) και τισ περοξυρεδοξίνεσ 

(PRXs) αντιτίκεται και ρυκμίηει τα ςυνολικά επίπεδα των ROS προκειμζνου να διατθριςει τθ 

ωυςιολογικι ομοιόςταςθ. Η μείωςθ των επιπζδων των ROS κάτω από το κακοριςμζνο ςθμείο 

ομοιόςταςθσ ενδεχομζνωσ να επθρεάςει το ωυςιολογικό ρόλο των οξειδωτικϊν ςτον κυτταρικό 

πολλαπλαςιαςμό και ςτθν άμυνα του ξενιςτι. Ραρόμοια, θ αυξθμζνθ ςυγκζντρωςθ των ROS 

μπορεί να αποδειχκεί εξίςου βλαβερι και να οδθγιςει ςτον κυτταρικό κάνατο ι ςτθν 

επιτάχυνςθ τθσ γιρανςθσ και των ςυνδεόμενων με αυτι αςκενειϊν. Ραραδοςιακά, θ βλάβθ που 

προκαλείται από τθν περίςςεια των ROS κεωρείται ότι προζρχεται από τθν τυχαία βλάβθ ςτισ 

πρωτεΐνεσ, τα λιπίδια και το DNA. Εκτόσ από αυτζσ τισ δράςεισ, μία αφξθςθ των επιπζδων των 

ROS μπορεί να αποτελεί και ζνα ςιμα ςτρεσ το οποίο να ενεργοποιεί ειδικά οξειδοαναγωγικά-

ευαίςκθτα μονοπάτια. Αωοφ ενεργοποιθκοφν, αυτά τα διαωορετικά μονοπάτια μπορεί να ζχουν 

είτε βλαβερζσ ι εν δυνάμει προςτατευτικζσ λειτουργίεσ (Finkel T and Holbrook NJ, 2000). 
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1.1.1 Ρθγζσ των ROS 

Ενδογενείσ πθγζσ ROS: Ρολλζσ από τισ αντιδράςεισ δθμιουργίασ ROS είναι αυκόρμθτεσ, π.χ. ο 

ςχθματιςμόσ ςουπεροξειδικοφ ανιόντοσ ςε ζνα πλοφςιο ςε θλεκτρόνια περιβάλλον. Άλλεσ 

αντιδράςεισ δθμιουργίασ ROS περιλαμβάνουν τθν παραγωγι από ωλαβοζνηυμα, π.χ. από τθν 

οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ και τισ NADPH-οξειδάςεσ (Kamata H and Hirata H, 1999; Kuppusamy P and 

Zweier JL, 1989; Riley PA, 1994). Το ενδοπλαςματικό δίκτυο εμπλζκεται όχι μόνο ςτθν πρωτεϊνικι 

και λιπιδικι ςφνκεςθ, αλλά και ςτθν αποτοξίνωςθ των ξενοβιοτικϊν. Η παραπάνω διαδικαςία, 

όπωσ και θ οξείδωςθ των ακόρεςτων λιπαρϊν οξζων ςτο οργανίδιο αυτό, μπορεί να παράγει 

λιπιδικά περοξείδια, H2O2 και/ ι ςουπεροξειδικό ανιόν (Aust SD et al., 1972; Capdevila J et al., 

1981; Freeman BA and Crapo JD, 1982). Μία άλλθ ςθμαντικι πθγι ROS είναι τα περοξυςϊματα 

(Boveris A et al., 1972). Κάποια ζνηυμα, ειδικά των περοξυςωμάτων, παράγουν H2O2, το οποίο 

εμπλζκεται ςτθν οξείδωςθ και αποτοξίνωςθ υποςτρωμάτων, μζςω αντιδράςεων που 

καταλφονται από τθν ειδικι καταλάςθ των περοξυςωμάτων (Tolbert NE and Essner E, 1981). 

Επίςθσ, θ β-οξείδωςθ των λιπαρϊν οξζων, εκτόσ από τα μιτοχόνδρια, λαμβάνει χϊρα και ςτα 

περοξυςϊματα (Purdue PE and Lazarow PB, 2001). Ωςτόςο, ζνα πολφ μικρό τμιμα του H2O2 που 

παράγεται ςτο περοξφςωμα διαωεφγει τθσ καταλάςθσ και του οργανιδίου (Boveris A et al., 1972; 

Poole B, 1975). Οι ROS μποροφν να παραχκοφν και από μονοπάτια κυτταρικισ ςθματοδότθςθσ, 

όπωσ κα αναλυκεί και ςτθ ςυνζχεια (Martindale JL and Holbrook NJ, 2002).  

Εάν και όλεσ οι παραπάνω πθγζσ ςυνειςωζρουν ςτο ςυνολικό οξειδωτικό ωορτίο, θ μεγάλθ 

πλειονότθτα των ενδοκυττάριων ROS (γφρω ςτο 90%) προζρχεται από τα μιτοχόνδρια και 

ςυγκεκριμζνα από τθν αναπνευςτικι αλυςίδα (Εικόνα 2). Εδϊ, ο ςυνδυαςμόσ ενόσ πλοφςιου ςε 

θλεκτρόνια περιβάλλοντοσ και τθσ ςυςςωμάτωςθσ πρωτεϊνϊν με μζταλλα μετάπτωςθσ κακιςτά 

ζνα εξαίςιο υπόβακρο για το ςχθματιςμό ριηϊν (Freeman BA and Crapo JD, 1982; Halliwell B, 

1987; Halliwell B and Gutteridge JM, 1985). Στο παρελκόν, θ παραγωγι των ROS αντιμετωπιηόταν 

ωσ μία μθ-παραγωγικι πλευρικι αντίδραςθ. Ρλζον, ζχει προτακεί, ότι είναι ςθμαντικι ςε πολλά 

οξειδοαναγωγικά-εξαρτϊμενα ςθματοδοτικά μονοπάτια, κακϊσ και ςτθ διαδικαςία τθσ 

γιρανςθσ (Balaban RS et al., 2005). 

Εξωγενείσ πθγζσ ROS: Στισ εξωγενείσ πθγζσ ROS ανικουν το μολυςμζνο νερό και ο αζρασ, το 

κάπνιςμα, το αλκοόλ, τα βαριά μζταλλα ι μζταλλα μετάπτωςθσ, ςυγκεκριμζνα ωάρμακα (π.χ. 

κυκλοςπορίνθ, γενταμυκίνθ), το μαγείρεμα (π.χ. καπνιςτο κρζασ, χρθςιμοποιθμζνο λάδι, λίποσ) 

και θ ακτινοβολία. Μετά τθν είςοδο ςτο ςϊμα από διάωορεσ διαδρομζσ, τα παραπάνω 

ςυςτατικά αποςυντίκενται ι μεταβολίηονται ςε ROS (Pham-Huy LA et al., 2008). 
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Εικόνα 2. Σχθματικό μοντζλο τθσ παραγωγισ των ROS ςτα μιτοχόνδρια. 

Σθμειϊνονται οι κφριεσ κζςεισ δθμιουργίασ ςουπεροξειδικϊν ανιόντων ςτα ςφμπλοκα Ι και ΙΙΙ, 

κακϊσ και τα κφρια μονοπάτια απομάκρυνςθσ των ROS. Τα αντιοξειδωτικά ζνηυμα 

περιλαμβάνουν διάωορεσ ιςομορωζσ τθσ περοξυρεδοξίνθσ (PRX), τα διςμουτάςθσ του 

ςουπεροξειδίου (SOD) και τθσ περοξειδάςθσ τθσ γλουτακειόνθσ (GPx). Κάποια μζλθ των 

οικογενειϊν αυτϊν εντοπίηονται μζςα ςτα μιτοχόνδρια, ενϊ άλλα βρίςκονται ςτο 

κυτταρόπλαςμα ι ςτον εξωκυττάριο χϊρο (Balaban RS et al., 2005). 

1.1.2  Οφζλθ των ROS 

Μία ελεγχόμενθ οξειδωτικι κατάςταςθ ςτο κφτταρο είναι απαραίτθτθ για πολλζσ ςθμαντικζσ 

ωυςιολογικζσ διαδικαςίεσ Σε χαμθλζσ ι μζτριεσ ςυγκεντρϊςεισ οι ROS δρουν ωσ όπλα του 

αμυντικοφ ςυςτιματοσ του ξενιςτι. Ρράγματι, τα ωαγοκφτταρα απελευκερϊνουν ελεφκερεσ 

ρίηεσ προκειμζνου να καταςτρζψουν τα πακογόνα-ειςβολείσ (Pham-Huy LA et al., 2008).  

Επίςθσ, οι περιςςότεροι κυτταρικοί τφποι παρουςιάηουν μία μικρι οξειδωτικι «ζκρθξθ» 

παράγοντασ μικρζσ ςυγκεντρϊςεισ ROS μετά τθ δράςθ κυτοκινϊν, αυξθτικϊν παραγόντων και 

ορμονϊν  (Kirlin WG et al., 1999; Lee AC et al., 1999; Suh YA et al., 1999; Suzukawa K et al., 2000; 

Yeldandi AV et al., 2000). Το ωαινόμενο αυτό οδιγθςε ςτθν υπόκεςθ ότι θ θ εκκίνθςθ ι/ και θ 

ςωςτι λειτουργία αρκετϊν ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν βαςίηεται ςτθ δράςθ των ROS ωσ 

ςθματοδοτικϊν μορίων. Συνεπϊσ, οι ROS διαδραματίηουν ζνα πολφ ςθμαντικό ωυςιολογικό ρόλο 

ωσ δευτερογενείσ αγγελιαωόροι (Valko M et al., 2007). 
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Μονοπάτια κυτοκινϊν και αυξθτικϊν παραγόντων: Ζχει αναωερκεί ότι μία πλθκϊρα κυτοκινϊν 

(όπωσ ο παράγοντασ νζκρωςθσ όγκων, TNFα και θ ιντερωερόνθ γ, IFNγ) και αυξθτικϊν 

παραγόντων (όπωσ ο επιδερμικόσ αυξθτικόσ παράγοντασ, EGF) οδθγοφν ςτθν ενδοκυττάρια 

παραγωγι ROS (Valko M et al., 2007). Είναι γενικά αποδεκτό ότι οι ROS ςτα παραπάνω 

μονοπάτια μποροφν να δράςουν ςαν πραγματικοί δευτερογενείσ αγγελιαωόροι 

διαμεςολαβϊντασ ςθμαντικζσ κυτταρικζσ λειτουργίεσ (π.χ. πολλαπλαςιαςμό και 

προγραμματιςμζνο κυτταρικό κάνατο). 

Κινάςεσ τυροςίνθσ: Οι ROS μποροφν να ενεργοποιιςουν κάποιεσ πρωτεϊνικζσ κινάςεσ τθσ Src ι 

τθσ JAK (Janus κινάςθ) οικογζνειασ. Για παράδειγμα, το υπεροξείδιο του υδρογόνου και το ανιόν 

του ςουπεροξειδίου επάγουν τθ ωωςωορυλίωςθ των παραπάνω κιναςϊν ςε διαωορετικοφσ 

κυτταρικοφσ τφπουσ (π.χ. ινοβλάςτεσ, μακροωάγα). Η ενεργοποιθμζνθ Src δζνει ςτθ μεμβράνθ 

και εκκινεί τα ςθματοδοτικά μονοπάτια των κιναςϊν που ρυκμίηονται από μιτογόνα ςιματα 

(MAPK), του πυρθνικοφ παράγοντα που ενιςχφει τθν κάππα ελαωρά αλυςίδα των 

ενεργοποιθμζνων Β κυττάρων (NF-κΒ) και τθσ κινάςθ τθσ ωωςωατιδυλοϊνοςιτόλθσ-3 (PI3K) (Abe J 

and Berk BC, 1999). 

Φωςφατάςεσ Ρρωτεϊνικισ τυροςίνθσ (PTPs): Οι PTPs μάλλον αποτελοφν τουσ καλφτερα 

χαρακτθριςμζνουσ άμεςουσ ςτόχουσ των ROS. Η αντιςτρεπτι απενεργοποίθςθ των PTPs από τισ 

ROS εμπλζκεται ςτθν οξειδοαναγωγικι ρφκμιςθ και ςτθν κυτταρικι ςθματοδότθςθ. Οι ROS 

εκδθλϊνουν τθ δράςθ τουσ ςτοχεφοντασ ςτα κυςτεϊνικά κατάλοιπα των ενεργϊν κζντρων των 

PTPs (Salmeen A and Barford D, 2005).  

Κινάςεσ ςερίνθσ/κρεονίνθσ: Ζχει δειχτεί ότι ο παράγοντασ β1 νζκρωςθσ όγκων (TGFβ1) 

κινθτοποιεί τθν παραγωγι ROS ςε μία ποικιλία κυττάρων και ςυνικωσ αναςτζλλει τθν ανάπτυξθ 

των περιςςότερων κυττάρων-ςτόχων (Shaw M et al., 1998). Επίςθσ, ωαίνεται ότι οι ROS επάγουν 

τθν απελευκζρωςθ αςβεςτίου από τισ ενδοκυττάριεσ πθγζσ οδθγϊντασ ςτθν ενεργοποίθςθ 

κιναςϊν, όπωσ τθσ πρωτεϊνικισ κινάςθσ C (PKC), που είναι μζλοσ των κιναςϊν ςερίνθσ/κρεονίνθσ 

(Parekh AB and Penner R, 1997). Τζλοσ, αρκετζσ μελζτεσ αναωζρουν ότι και οι κινάςεσ 

ςερίνθσ/κρεονίνθσ τθσ MAPK οικογζνειασ ρυκμίηονται από τισ ROS (Iles KE and Forman HJ, 2002; 

Kyriakis JM and Avruch J, 2001). 

Μεταγραφικοί παράγοντεσ: Οι ROS ςυμμετζχουν ςτθν ενεργοποίθςθ μεταγραωικϊν 

παραγόντων που ελζγχουν τθν ζκωραςθ πρωτεϊνϊν οι οποίεσ επιδιορκϊνουν το DNA, 

ενδυναμϊνουν το ανοςοποιθτικό ςφςτθμα, αναςτζλλουν τον πολλαπλαςιαςμό των 

κατεςτραμμζνων κυττάρων και επάγουν τθν απόπτωςθ (Εικόνα 3). Ενδεικτικά, οι ROS ζχουν 

εμπλακεί ςτθν ενεργοποίθςθ του NF-κΒ, τθσ πρωτεΐνθσ1-ενεργοποιθτι (AP-1),του p53 και του 

παράγοντα-1 που επάγεται από τθν υποξία (HIF-1) (Valko M et al., 2007). Ο NF-κΒ ςυμμετζχει ςε 

ωλεγμονϊδεισ αποκρίςεισ, θ AP-1 είναι ςθμαντικι για τθν κυτταρικι ανάπτυξθ και 

διαωοροποίθςθ, ενϊ θ δυςλειτουργία του p53 ζχει ςυςχετιςτεί με περιςςότερουσ από τουσ 

μιςοφσ καρκίνουσ ςτον άνκρωπο. Ο HIF-1 αναλφεται εκτενζςτερα ςτθ ςυνζχεια. 
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Εικόνα 3. Οξειδοαναγωγικά-ρυκμιηόμενα ςθματοδοτικά μονοπάτια.  

Οι οξειδοαναγωγικά ευαίςκθτοι μεταγραωικοί παράγοντεσ εμπλζκονται ςε ποικίλα 

ςθματοδοτικά μονοπάτια ρυκμίηοντασ τθν ιςορροπία μεταξφ των πολλαπλαςιαςτικϊν και 

βλαβερϊν κυτταρικϊν αποκρίςεων. Οι τοξικζσ ςυγκεντρϊςεισ οδθγοφν ςε νεκρωτικό ι 

αποπτωτικό κυτταρικό κάνατο. Σε πιο ιπιεσ ςυγκεντρϊςεισ, διάωορα αντιοξειδωτικά ζνηυμα και 

οι ROS, κυρίωσ το ςουπεροξειδικό ανιόν ι το υπεροξείδιο του υδρογόνου, μποροφν να 

ρυκμίςουν αρκετζσ κινάςεσ που ςυμμετζχουν ςε ςθματοδοτικά μονοπάτια, κακϊσ και ζναν 

αρικμό μεταγραωικϊν παραγόντων. Οι τελευταίοι με τθ ςειρά τουσ ρυκμίηουν τθν ζκωραςθ 

πολλϊν γονιδίων που ςχετίηονται με τθν κυτταρικι επιβίωςθ, τον πολλαπλαςιαςμό, τθ 

διαωοροποίθςθ και τθν απόπτωςθ. Τα ανωτζρω περιπλζκονται ακόμα περιςςότερο λόγω τθσ 

αλλθλεπίδραςθσ μεταξφ των μονοπατιϊν και τθσ ιδιαιτερότθτασ του κάκε κυτταρικοφ τφπου 

(Valko M et al., 2007). 

1.1.2.1 HIF-1  

Σε μοριακό επίπεδο, ο κφριοσ διακόπτθσ που ενορχθςτρϊνει τθν κυτταρικι απόκριςθ ςτα 

χαμθλά επίπεδα O2 ωαίνεται να είναι ο παράγοντασ που επάγεται από τθν υποξία (hypoxia 

inducible factor HIF, Εικόνα 4) (Harris AL, 2002; Semenza GL, 2003). Η ςθμαςία του HIF 

μονοπατιοφ μπορεί να διαπιςτωκεί από το γεγονόσ ότι βρίςκεται ουςιαςτικά ςε όλουσ τουσ 
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κυτταρικοφσ τφπουσ και ςε όλα τα ανϊτερα ευκαρυωτικά (Huang M et al., 2002). Ο HIF είναι 

ετεροδιμερισ και ςυντίκεται από τθν υπομονάδα HIF-α, τθσ  οποίασ θ ζκωραςθ επάγεται 

ραγδαία κατά τθν υποξία και τθν υπομονάδα HIF-1β (που αποκαλείται και πυρθνικόσ 

μεταωορζασ αρυλ-υδατανκράκων, ARNT), θ οποία εκωράηεται ςυνεχϊσ (Semenza GL, 2001). Και 

οι δφο υπομονάδεσ ανικουν ςτθν ομάδα των μεταγραωικϊν παραγόντων με περιοχζσ βαςικισ 

ζλικασ-κθλειάσ-ζλικασ (basic helix-loop-helix, bHLH) και PER-ARNT-SIM (PAS) (Wang GL et al., 

1995). Οι περιοχζσ bHLH και PAS είναι υπεφκυνεσ για τθν πρόςδεςθ ςτο DNA και το διμεριςμό. 

Οι υπόλοιπεσ περιοχζσ των α υπομονάδων περιλαμβάνουν μία Ο2-εξαρτϊμενθ περιοχι 

αποικοδόμθςθσ (O2-dependent degradation domain, ODDD) και δφο περιοχζσ trans 

ενεργοποίθςθσ. Τρεισ δομικά ςυγγενικζσ α υπομονάδεσ (HIF-1α, HIF-2α και HIF-3α) ζχουν 

ανακαλυωκεί μζχρι ςιμερα (Huang LE and Bunn HF, 2003). Ο HIF-1 που κα μασ απαςχολιςει 

ςτθν παροφςα εργαςία ςυνίςταται από τισ HIF-1α και HIF-1β υπομονάδεσ (Huang LE et al., 1996; 

Huang LE et al., 1998; Semenza GL, 2002; Wang GL et al., 1995).  

Η HIF-1α ςυςςωρεφεται κατά τθν υποξία και αποικοδομείται ταχφτατα κατά τθν επανοξυγόνωςθ 

(Jiang BH et al., 1996; Salceda S and Caro J, 1997; Wang GL et al., 1995). Υπό ωυςιολογικζσ 

ςυνκικεσ οξυγόνου, θ HIF-1α υδροξυλιϊνεται ςε μία εκ των δφο προλινϊν τθσ ODDD (P402 και 

P564) από μία οικογζνεια ενηφμων με περιοχι προλυλ-υδροξυλαςισ (prolyl hydroxylase domain 

proteins, PHDs). Οι PHDs, προκειμζνου να είναι ενεργζσ, χρειάηονται O2, το ενδιάμεςο του 

κφκλου του κιτρικοφ οξζοσ 2-Οξογλουταρικό  (2-Oxoglutarate, 2OG) ωσ ςυν-υπόςτρωμα, κακϊσ 

και Fe(II) και αςκορβικό ωσ ςυμπαράγοντεσ (Bruick RK and McKnight SL, 2001; Epstein AC et al., 

2001). Η ανάγκθ για ςίδθρο εξθγεί γιατί οι χθλικοί παράγοντεσ και οι ανταγωνιςτζσ του ςιδιρου 

(π.χ.  το CoCl2) ζχουν δράςεισ που μιμοφνται αυτζσ τθσ υποξίασ. Οι υδροξυλιωμζνεσ προλίνεσ 

κακιςτοφν εωικτι τθν αναγνϊριςθ τθσ HIF-α από τθν πρωτεΐνθ von Hippel-Lindau (VHL) (Ivan M 

et al., 2001; Jaakkola P et al., 2001) θ οποία δρα ωσ E3 λιγάςθ ουβικιτίνθσ τθσ HIF-α (Kondo K and 

Kaelin WG, 2001). Η υδροξυλίωςθ μόνο μίασ εκ των δφο προλινϊν από τισ PHDs αρκεί για τθν 

αναγνϊριςθ από τθ VHL, κακϊσ θ μεταλλαγι μίασ μόνο προλίνθσ ςτακεροποιεί τθ HIF-α εν 

μζρει, ενϊ θ μεταλλαγι και των δφο αυξάνει αξιοςθμείωτα τθ ςτακερότθτα και δράςθ τθσ 

(Masson N et al., 2001). Τθν πρόςδεςθ τθσ υδροξυλιωμζνθσ HIF-α ςτθ VHL ακολουκεί γριγορθ 

πολφουβικιτίνωςθ και τελικά μετατόπιςι τθσ και αποικοδόμθςθ ςτο 26S πρωτεάςωμα (Maxwell 

PH et al., 1999). Υπό υποξικζσ ςυνκικεσ ι κατά τθ χθλίωςθ του ςιδιρου, θ ενηυμικι αναςτολι 

των PHDs δεν επιτρζπει τθν αναγνϊριςθ από τθ VHL και τθν αποικοδόμθςθ από το πρωτεάςωμα, 

οδθγϊντασ ςτθ ςτακεροποίθςθ τθσ HIF-1α. Εν ςυνεχεία, θ HIF-1α μεταβαίνει και ςυςςωρεφεται 

ςτον πυρινα, όπου διμερίηει με τθ HIF-1β και προςελκφει το μεταγραωικό ςυν-ενεργοποιθτι 

p300/πρωτεΐνθ που δζνει ςτθν CREB (CREB binding protein, CBP) cAMP, ςχθματίηοντασ το ενεργό 

HIF ςφμπλοκο (Carrero P et al., 2000; Kung AL et al., 2000; Mole DR et al., 2001).  Αυτό το 

ςφμπλοκο προςδζνεται ςτα ςτοιχεία που αποκρίνονται ςτο HIF (HIF-responsive elements, HREs) 

του υποκινθτι, αυξάνοντασ μία πλειάδα γονιδίων-ςτόχων, ςυμπεριλαμβανομζνων μεταβολικϊν 

ενηφμων, αναπτυξιακϊν παραγόντων, κυτοκινϊν, υποδοχζων και άλλων ςθματοδοτικϊν 

πρωτεϊνϊν (Semenza GL, 1999). 
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Εικόνα 4. φκμιςθ του μεταγραφικοφ παράγοντα HIF-1α από τθ ςυγκζντρωςθ οξυγόνου. 

Σε ωυςιολογικι ςυγκζντρωςθ οξυγόνου, θ HIF-1α υπόκειται ςε άμεςθ αποικοδόμθςθ από το 

πρωτεάςωμα, μόλισ ςχθματίςει το ςφμπλεγμα με τθ VHL και το υπόλοιπο ςφμπλοκο τθσ Ε3 

λιγάςθσ. Αυτό απαιτεί τθν υδροξυλίωςθ ςθμαντικϊν καταλοίπων προλίνθσ από τθν οικογζνεια 

των PHDs, θ οποία απαιτεί O2 και διάωορουσ ςυμπαράγοντεσ, ςυμπεριλαμβανομζνου του 

ςιδιρου. Κατά τθν υποξία ι τθ χθλίωςθ του ςιδιρου ι όταν αναςτζλλεται ανταγωνιςτικά, θ 

υδροξυλίωςθ δε λαμβάνει χϊρα, οπότε ςτακεροποιείται θ HIF-1α και μπορεί να αλλθλεπιδράςει 

με τθ ςυνεχϊσ εκωραηόμενθ HIF-1β. Το ςφμπλοκο του HIF-1, που ςχθματίηεται ςτον πυρινα, 

ενεργοποιεί γονίδια με ςτοιχεία απόκριςθσ ςτθν υποξία ςτουσ υποκινθτζσ τουσ. PAS: PER-ARNT-

SIM, TAD: περιοχι ετερόπλευρθσ ενεργοποίθςθσ (Hitchon CA and El-Gabalawy HS, 2004). 

Το 2001 δείχτθκε ότι θ δραςτθριότθτα του HIF-1 ρυκμίηεται και ςτον πυρινα από τον παράγοντα 

που αναςτζλλει το HIF-1 (factor-inhibiting HIF-1, FIH-1) (Mahon PC et al., 2001). Ππωσ και οι 

PHDs, ο FIH-1 είναι μζλοσ τθσ οικογζνειασ των υδροξυλαςϊν που εξαρτϊνται από Fe(II) και 2OG. 

Υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ οξυγόνου, ο FIH-1 υδροξυλιϊνει ζνα ςυγκεκριμζνο κατάλοιπο 

αςπαραγίνθσ ςτθν κυτταροπλαςματικι περιοχι trans ενεργοποίθςθσ τθσ HIF-1α, με αποτζλεςμα 

να εμποδίηεται θ προςζλκυςθ του  p300/CBP και ςυνεπϊσ, να αναςτζλλεται θ μεταγραωικι 

ενεργότθτα τθσ HIF-1α (Hewitson KS et al., 2002; Koivunen P et al., 2004; Lando D et al., 2002; Lee 

C et al., 2003; McNeill LA et al., 2002).  

Η ευαιςκθςία τθσ HIF-1α ρυκμίηεται από το ιςοηφγιο αντιοξειδωτικϊν/προ-οξειδωτικϊν ςτο 

κφτταρο. Ζνα αυξθμζνο επίπεδο ανθγμζνθσ γλουτακειόνθσ (δθλαδι του αντιοξειδωτικοφ 

τριπεπτιδίου γ-γλουταμυλ-κυςτεϊνυλ-γλυκίνθσ, το οποίο κα αναλυκεί εκτεταμζνα ςτθ ςυνζχεια) 

ςυςχετίηεται με αυξθμζνθ ενεργότθτα πρόςδεςθσ του HIF-1 ςτο DNA, ενϊ οι αυξθμζνεσ προ-
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οξειδωτικζσ ςυνκικεσ αναςτζλλουν αυτιν τθν ενεργότθτα (Haddad JJ et al., 2000). Ππωσ, επίςθσ, 

κα αναωερκεί ςτθ ςυνζχεια, ζχει προτακεί ζνασ ρόλοσ για όλο το ςφςτθμα τθσ κειορεδοξίνθσ ςτθ 

ρφκμιςθ του παραπάνω παράγοντα (Ema M et al., 1999; Moos PJ et al., 2003; Welsh SJ et al., 

2002). 

1.1.3 Οξειδωτικό Στρεσ 

 Η παραγωγι των ROS και των RNS ςε μθ-ωυςιολογικι περίςςεια, ςε λάκοσ κζςθ και χωρίσ 

επαρκι αντιοξειδωτικι προςταςία, μπορεί να οδθγιςει ςε διαταραχι τθσ ιςορροπίασ μεταξφ 

προ-οξειδωτικϊν και αντιοξειδωτικϊν ευνοϊντασ τα προ-οξειδωτικά. Η κατάςταςθ αυτι 

χαρακτθρίηεται οξειδωτικό ςτρεσ.  

Οι υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ ROS αποτελοφν ςθμαντικοφσ διαμεςολαβθτζσ βλάβθσ ςε κυτταρικζσ 

δομζσ, νουκλεϊκά οξζα, λιπίδια και πρωτεΐνεσ (Valko M et al., 2006). Οι δραςτικζσ μορωζσ 

επιτίκενται τόςο ςτισ βάςεισ όςο και ςτα τμιματα ςακχάρου των νουκλεϊκϊν οξζων 

δθμιουργϊντασ ριξεισ μονισ και διπλισ ζλικασ ςτο ςκελετό, ςυμπλζγματα μεταξφ των ομάδων 

τθσ βάςθσ και του ςακχάρου και διαςυνδζςεισ με άλλα μόρια, βλάβεσ που εμποδίηουν τθν 

αντιγραωι (Sies H, 1993; Sies H and Menck CF, 1992). Στθν περίπτωςθ των λιπιδίων, οι ελεφκερεσ 

ρίηεσ μποροφν να επιτεκοφν απευκείασ ςτα πολυακόρεςτα λιπαρά οξζα των μεμβρανϊν και να 

ξεκινιςει θ λιπιδικι υπεροξείδωςθ. Η κφρια δράςθ τθσ είναι μία μείωςθ ςτθ μεμβρανικι 

ρευςτότθτα, θ οποία αλλάηει τισ μεμβρανικζσ ιδιότθτεσ και μπορεί να διαςπάςει τισ μεμβρανικζσ 

πρωτεΐνεσ. Ζτςι, ςχθματίηονται περιςςότερεσ ρίηεσ και τα πολυακόρεςτα λιπαρά οξζα 

αποικοδομοφνται ςε μία ποικιλία προϊόντων. Κάποια από αυτά, όπωσ οι αλδεψδεσ, είναι 

ιδιαίτερα δραςτικά και μποροφν να βλάψουν άλλα μόρια (π.χ. πρωτεΐνεσ) (Humphries KM and 

Sweda LI, 1998). Οι αλδεψδεσ μποροφν να διαχζονται από τθ κζςθ παραγωγισ τουσ και να 

επιτίκενται ςε απομακρυςμζνουσ ςτόχουσ, δρϊντασ ςτθν ουςία ωσ «δεφτεροι τοξικοί 

αγγελιαωόροι» των περίπλοκων αυτϊν αλυςιδωτϊν αντιδράςεων. Οι πρωτεΐνεσ αποτελοφν 

περιςςότερο από το 50% του ξθροφ βάρουσ των κυττάρων και είναι ιδιαίτερα ευάλωτεσ ςε 

οξειδωτικζσ μετατροπζσ. Η οξείδωςθ των πρωτεϊνϊν περιλαμβάνει: οξείδωςθ ςουλωυδρυλο-

ομάδων (θ πλζον ςυχνι πρωτεϊνικι μετατροπι), οξειδωτικι προςαγωγι (adduction) αμινοξικϊν 

καταλοίπων κοντά ςε κζςεισ πρόςδεςθσ μετάλλων μζςω μεταλλο-καταλυόμενθσ οξείδωςθσ, 

αντιδράςεισ με αλδεψδεσ, τροποποίθςθ προςκετικϊν ομάδων ι ςυςτάδων μετάλλου, 

διαςυνδζςεισ μεταξφ πρωτεϊνϊν και κατακερματιςμό του πεπτιδίου. Η οξειδοαναγωγικι 

κατάςταςθ των κυτταρικϊν πρωτεϊνϊν αποτελεί ηωτικό μεςολαβθτι πολλϊν μεταβολικϊν 

ςθματοδοτικϊν και μεταγραωικϊν διαδικαςιϊν ςτα κφτταρα και οι πρωτεϊνικζσ κειόλεσ ςτθ 

μορωι των κυςτεϊνικϊν καταλοίπων κατζχουν ρόλο-κλειδί ςτθν οξειδοαναγωγικι ανίχνευςθ και 

ρφκμιςθ (Koharyova M and Kolarova M, 2008).  
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Εικόνα 5. Αςκζνειεσ επαγόμενεσ από το οξειδωτικό ςτρεσ ςτον άνκρωπο (Pham-Huy LA et al., 

2008). 

Το οξειδωτικό ςτρεσ ζχει εμπλακεί ςε διάωορεσ πακολογικζσ καταςτάςεισ (Εικόνα 5), όπωσ ςε 

καρδιαγγειακζσ νόςουσ, καρκίνουσ, νευρολογικζσ διαταραχζσ, διαβιτθ, 

ιςχαιμία/επανεμποτιςμό, άλλεσ αςκζνειεσ και ςτθ γιρανςθ (Alexander RW, 1995; Araujo V et al., 

1998; Baynes JW, 1991; Kollar B et al., 2006; Lee WL and Downey GP, 2001; Lesur O et al., 1999; 

Rigatto C and Singal PK, 1999; Schweizer U et al., 2004; Varsik P et al., 2006; Varsik P et al., 2005a; 

Varsik P et al., 2005b; Young LD et al., 2004). Οι παραπάνω αςκζνειεσ ανικουν ςε δφο ομάδεσ. Η 

πρϊτθ ομάδα περιλαμβάνει αςκζνειεσ ςτισ οποίεσ τα προ-οξειδωτικά αλλοιϊνουν τθν 

οξειδοαναγωγικι κατάςταςθ κειόλθσ/διςουλωιδίου και τθν ανοχι γλυκόηθσ-οι αποκαλοφμενεσ 

ςυνκικεσ μιτοχονδριακοφ οξειδωτικοφ ςτρεσ (καρκίνοσ και ςακχαρϊδθσ διαβιτθσ). Η δεφτερθ 

ομάδα αποτελείται από αςκζνειεσ που χαρακτθρίηονται από ωλεγμονϊδεισ οξειδωτικζσ 

ςυνκικεσ και αυξθμζνθ ενεργότθτα είτε τθσ NAD(P)H οξειδάςθσ (που οδθγεί ςε 

αρτθριοςκλιρυνςθ και χρόνια ωλεγμονι) είτε τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ (που εμπλζκεται ςτθ 

βλάβθ μετά τθν ιςχαιμία/επανεμποτιςμό) (Valko M et al., 2007). 

Η διαωορά μεταξφ του οξειδωτικοφ ςτρεσ και τθσ οξειδοαναγωγικισ ρφκμιςθσ (Εικόνα 6)  

κεωρείται ςυχνά ωσ ποςοτικι (π.χ. χαμθλά επίπεδα ROS είναι ρυκμιςτικά, υψθλά επίπεδα 

προκαλοφν οξειδωτικό ςτρεσ και τοξικότθτα) ι ποιοτικι (θ αντιςτρεπτι οξείδωςθ κυςτεϊνϊν 

προσ μικτά διςουλωίδια αντιπροςωπεφει οξειδαναγωγικι ρφκμιςθ, ενϊ θ αμετάκλθτθ οξείδωςθ 

ςε ςουλωονικά οξζα αποτελεί τοξικό οξειδωτικό ςτρεσ) (Dalton TP et al., 1999; Martindale JL and 

Holbrook NJ, 2002; Thannickal VJ and Fanburg BL, 2000). 
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Εικόνα 6. Κυτταρικζσ αποκρίςεισ ςτισ ROS. 

Η απόκριςθ εξαρτάται από τθ ςυγκζντρωςθ, το είδοσ των ROS, τθ διάρκεια τθσ ζκκεςθσ και τον 

κυτταρικό τφπο.  

1.1.4 Αντιοξειδωτικά 

Τα αντιοξειδωτικά εξουδετερϊνουν τθν περίςςεια των ROS, προςτατεφουν τα κφτταρα από τθν 

τοξικι τουσ δράςθ και ςυνειςωζρουν ςτθν πρόλθψθ ενάντια ςτισ αςκζνειεσ. Τα αντιοξειδωτικά 

που παράγει ο οργανιςμόσ μποροφν να διακρικοφν ςε ενηυμικά και μθ-ενηυμικά (Pham-Huy LA et 

al., 2008).  

Οι ενηυμικζσ αντιοξειδωτικζσ άμυνεσ περιλαμβάνουν τθ διςμουτάςθ του ςουπεροξειδικοφ 

ανιόντοσ (SOD), τθν περοξείδαςθ γλουτακειόνθσ (glutathione peroxidase, GSHPx), τθν καταλάςθ 

(catalase, CAT) και τισ κειορεδοξίνεσ (thioredoxins, TRXs) (Pham-Huy LA et al., 2008). Τα μθ-

ενηυμικά αντιοξειδωτικά διακρίνονται ςτα ενδογενι, τα οποία παράγει ο οργανιςμόσ και ςε 

εκείνα τα οποία δεν μπορεί να ςυνκζςει ο οργανιςμόσ και παρζχονται από τισ τροωζσ ι από 

ςυμπλθρϊματα διατροωισ. Το λιποϊκό όξφ, θ γλουτακειόνθ, θ L-αργινίνθ, το ςυνζνηυμο Q10, θ 

μελατονίνθ και το ουρικό οξφ ανικουν ςτθν πρϊτθ κατθγορία. Από τθν άλλθ, οι βιταμίνεσ Ε και 

C, τα καροτενοειδι, τα ωλαβονοειδι και τα λιπαρά οξεά ωμζγα 3 και 6 ανικουν ςτα εξωγενι 

αντιοξειδωτικά (Pham-Huy LA et al., 2008). 

1.2 H ΥΡΕΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΤΩΝ ΘΕΙΟΕΔΟΞΙΝΩΝ 

Οι πρωτεΐνεσ ςτον εξωκυττάριο χϊρο ι ςτθν κυτταρικι επιωάνεια είναι πλοφςιεσ ςε 

ςτακεροποιθτικά διςουλωίδια, αντανακλϊντασ τισ οξειδωτικζσ ςυνκικεσ. Αντίκετα, το εςωτερικό 
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του κυττάρου διατθρείται ανθγμζνο και είναι ςπάνιεσ οι πρωτεΐνεσ με πολλά διςουλωίδια 

(Gilbert HF, 1990). Υπεφκυνθ για τθ διατιρθςθ των πρωτεϊνϊν ςτθν ανθγμζνθ τουσ κατάςταςθ 

είναι κυρίωσ θ κειορεδοξίνθ (TRX), μία πανταχοφ παροφςα αναγωγάςθ διςουωιδίων, θ οποία 

ανάγεται από θλεκτρόνια του NADPH μζςω τθσ αναγωγάςθσ τθσ κειορεδοξίνθσ (thioredoxin 

reductase, TRXR) (Holmgren A, 1985). Ο άλλοσ ςθμαντικόσ παράγοντασ που είναι εν γζνει 

υπεφκυνοσ για τθ διατιρθςθ του χαμθλοφ οξειδοαναγωγικοφ δυναμικοφ και του υψθλοφ 

επιπζδου -SH μζςα ςτο κφτταρο είναι θ γλουτακειόνθ (GSH) που βρίςκεται ςε ςυγκεντρϊςεισ 

millimolar και διατθρείται ανθγμζνθ από το NADPH και τθν αναγωγάςθ τθσ γλουτακειόνθσ 

(glutathione reductase, GR) (Gilbert HF, 1990; Williams CH Jr, 1992). Οι GSH-εξαρτϊμενεσ 

αναγωγζσ διςουλωιδίων καταλφονται από τισ γλουταρεδοξίνεσ (GRXs) που επικαλφπτουν μζροσ 

των λειτουργιϊν των TRXs και, επιπλζον, είναι ςχεδόν αποκλειςτικά ενεργζσ με μικτά 

διςουλωίδια με GSH (Holmgren A, 1989). 

Ο ζλεγχοσ τθσ οξειδαναγωγισ των κειολϊν προβλζπει ότι οι κειόλεσ που οξειδϊνονται ςε 

διςουλωίδια μπορεί να επθρεάςουν τθ δομι και τθ δραςτικότθτα πρωτεϊνϊν (Holmgren A, 

1989). Σε γενικζσ γραμμζσ, οι διςουλωιδικοί δεςμοί ςτακεροποιοφν τθ δομι των πρωτεϊνϊν (π.χ. 

αλβουμίνθ οροφ βοοειδϊν), ενϊ θ βιολογικι δραςτικότθτα των πρωτεϊνϊν μπορεί επίςθσ να 

επθρεαςτεί (π.χ. OxyR). Σε οριςμζνεσ οξειδοαναγωγάςεσ, ο ςχθματιςμόσ και θ αναγωγι των 

διςουλωιδίων είναι ουςιαςτικισ ςθμαςίασ για τθν ενηυμικι ενεργότθτα ωσ μζροσ ενόσ 

καταλυτικοφ μθχανιςμοφ *π.χ. αναγωγάςθ ριβονουκλεοτιδίων και αναγωγάςθ 3-

ωωςωοαδενυλοςουλωικοφ (3ϋ-phosphoadenylylsulfate, PAPS)]. Αυτόσ ο μθχανιςμόσ 

οξειδοαναγωγικοφ ελζγχου (redox control) των κειολϊν ζχει εξελιχκεί ςε κφριο ρυκμιςτικό 

μθχανιςμό ςτθ μεταγωγι ςιματοσ.  

Ρρωταγωνιςτικό ρόλο ςτο μθχανιςμό του οξειδοαναγωγικοφ ελζγχου διαδραματίηουν οι TRX και 

GRX, που αποτελοφν μζλθ τθσ υπεροικογζνειασ των κειορεδοξινϊν. 

Γενικά χαρακτθριςτικά τθσ υπεροικογζνειασ: Η υπεροικογζνεια των κειορεδοξινϊν ςυνίςταται 

από μία ευρεία ςυλλογι πρωτεϊνικϊν οικογενειϊν που ςυνδζονται από τθν παρουςία μίασ 

κοινισ δομικισ αναδίπλωςθσ, τθσ αναδίπλωςθσ τθσ κειορεδοξίνθσ (Clissold PM and Bicknell R, 

2003). Η αναδίπλωςθ τθσ κειορεδοξίνθσ (thioredoxin fold) εντοπίςτθκε για πρϊτθ ωορά το 1975 

(Holmgren A et al., 1975) από τθν κρυςταλλικι δομι τθσ οξειδωμζνθσ TRX1 τθσ E. coli και 

χαρακτθρίηεται από ζναν κεντρικό πυρινα τεςςάρων ι πζντε β-πτυχωτϊν επιωανειϊν (stranded 

mixed b-sheet), ο οποίοσ πλαιςιϊνεται από τρεισ ι τζςςερισ α-ζλικεσ (α-helices) (Εικόνα 7).  
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Εικόνα 7. Δομικι ςφγκριςθ πζντε πρωτεϊνϊν με τθν TRX αναδίπλωςθ.  

Απεικονίηονται οι δομζσ των DSBA, κειορεδοξίνθσ, γλουταρεδοξίνθσ, περοξυδάςθ γλουτακειόνθσ 

(GSHPx) και S-τρανςωεράςθσ τθσ γλουτακειόνθσ (GST). Τα τμιματα κάκε δομισ που απαρτίηουν 

τθν αναδίπλωςθ τθσ κειορεδοξίνθσ απεικονίηονται με πράςινο, ενϊ τα υπόλοιπα δομικά 

χαρακτθριςτικά με γκρι. Τα άτομα που αλλθλεπιδροφν με το κατάλοιπο κυςτεΐνθσ του 

υποςτρϊματοσ παρουςιάηονται ςαν ζγχρωμεσ ςωαίρεσ -οι κίτρινεσ υποδεικνφουν το άτομο κείου 

τθσ N-τελικισ κυςτεΐνθσ του CXXC μοτίβου των TRX, GRX και DSBA, οι ροη το ςελινιο τθσ 

ςελθνοκυςτεΐνθσ τθσ GSHPx και οι κόκκινεσ  το οξυγόνο τθσ υδροξυλο-ομάδασ τθσ τυροςίνθσ τθσ 

GST . 

Ραράλλθλα, οι περιςςότερεσ από τισ πρωτεΐνεσ αυτζσ ζχουν ενεργό κζντρο που περιλαμβάνει το 

μοτίβο CXXC, το οποίο είναι απαραίτθτο για τθν ενεργότθτά τουσ (Quan S et al., 2007). Οι 

κυςτεΐνεσ μποροφν αντιςτρεπτά να δθμιουργιςουν ζναν διςουλωιδικό δεςμό, επιτρζποντασ ςτα 

ςυγγενικά με τθν TRX μόρια να ςυμμετζχουν ςε αντιδράςεισ ανταλλαγισ διςουλωιδίου. Η 

αλλθλουχία του XX διπεπτιδίου που βρίςκεται ανάμεςα ςτισ κυςτεΐνεσ είναι ιδιαίτερα ςθμαντικι 

για τον ζλεγχο των οξειδοαναγωγικϊν ιδιοτιτων τθσ πρωτεΐνθσ ςτθν οποία ανικει, ςε βακμό 

που να χαρακτθρίηεται ωσ ζνασ οξειδοαναγωγικόσ ρεοςτάτθσ (Quan S et al., 2007). Αρκετζσ 

μελζτεσ ζχουν δείξει ότι είναι πικανό να αλλάξουν οι οξειδοαναγωγικζσ ιδιότθτεσ αυτϊν των 

οξειδοαναγωγαςϊν μεταλλάςςοντασ το XX διπεπτίδιο ςτο CXXC μοτίβο (Quan S et al., 2007).  

Η αναδίπλωςθ τθσ κειορεδοξίνθσ ζχει βρεκεί ςε δζκα πρωτεϊνικζσ οικογζνειεσ:  TRXs, GRXs, 

περοξυρεδοξίνεσ, DSB πρωτεΐνεσ (disulfide bond proteins, πρωτεΐνεσ διςουλωιδικοφ δεςμοφ) 

(Collet JF and Bardwell JCA, 2002), Dim1 πρωτεΐνεσ (Zhang YZ et al., 1999), Sco1/2 πρωτεΐνεσ 

(Balatri E et al., 2003), PDIs (protein disulfide isomerases, ιςομεράςεσ πρωτεϊνικϊν 

διςουλωιδίων), GST (glutathione S-transferase, S-τρανςωεράςθ τθσ γλουτακειόνθσ), GSHPx 

(Ferrari DM and Sωling HD, 1999; Martin JL, 1995) και ςελθνοαποϊωδινάςεσ ιωδοκυρονίνθσ 

(iodothyronine selenodeiodinases) (Callebaut I et al., 2003). Οι  GST και GSHPx  δεν ζχουν το 
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παραπάνω μοτίβο ςτο ενεργό τουσ κζντρο, ωςτόςο μοιράηονται με τισ GRXs μία ειδικι 

αλλθλεπίδραςθ με τθν GSH.  

Ρίνακασ 1. Τυπικζσ Μοριακζσ Λειτουργίεσ Οικογενειϊν τθσ TRX Υπεροικογζνειασ 

Θειορεδοξίνθ (TRX) 
Αναγωγι πρωτεϊνικϊν διςουλωιδικϊν δεςμϊν 

(Holmgren A et al., 2005)  

Ρεροξειδάςεσ Γλουτακειόνθσ (GSHPx) Αναγωγι Υπεροξειδίων (Toppo S et al., 2008) 

Ρεροξυρεδοξίνεσ (AhpC-TSA, Redoxin, PRX) 
Αναγωγι Υπεροξειδίων (Poole LB, 2007; Wood 

ZA et al., 2003) 

SCO (SCO1-SenC) 

Ρρόςδεςθ ςτο ιόν του χαλκοφ; Ενεργότθτα 

οξειδοαναγωγάςθσ κειόλθσ-διςουλωιδίου 

(Banci L et al., 2008) 

DSB (DSBA) 
Σχθματιςμόσ πρωτεϊνικϊν διςουλωιδικϊν 

δεςμϊν (Ito K and Inaba K, 2008) 

ARSC 
Αναγωγι Αρςενικοφ (Messens J and Silver S, 

2006) 

Γλουταρεδοξίνθ (GRX) 

Αναγωγι πρωτεϊνικϊν διςουλωιδικϊν δεςμϊν; 

Απογλουτακειονυλίωςθ πρωτεϊνϊν (Fernandes 

AP and Holmgren A, 2004; Herrero E and de la 

Torre-Ruiz MA, 2007) 

S-Τρανςφεράςθ τθσ Γλουτακειόνθσ (GST) 
Ρροςκικθ Γλουτακειόνθσ ςε μικρά μόρια; 

Αναγωγι Υπεροξειδίων (Armstrong RN, 1997) 

Ιςομεράςθ των Ρρωτεϊνικϊν Διςουλφιδίων 

(PDI) 

Οξείδωςθ διςουλωιδικϊν δεςμϊν; Ιςομεριςμόσ 

(Gilbert HF, 1998) 

 

Οι πρωτεΐνεσ τθσ υπεροικογζνειασ των κειορεδοξινϊν, αν και ζχουν αξιοςθμείωτθ δομικι 

ομοιότθτα, παρουςιάηουν περιοριςμζνθ ομολογία αλλθλουχίασ, ενϊ ζχουν ζνα ευρφ ωάςμα 

οξειδοαναγωγικϊν ενεργοτιτων (Ρίνακασ 1). Αποτελοφν χαρακτθριςτικό παράδειγμα του πϊσ, 

ςυχνά, θ ωφςθ χρθςιμοποιεί το ίδιο «καλοφπι» ςε λειτουργικά ςυγγενικζσ πρωτεΐνεσ και 

τροποποιεί τθν κοινι αρχιτεκτονικι προκειμζνου να προκφψουν διαωορετικζσ λειτουργικότθτεσ. 

Οι κειορεδοξίνεσ, λοιπόν, είναι εν γζνει αναγωγάςεσ διςουλωιδίων. Ωςτόςο, θ οξειδωτικι DsbA 

καταλφει το ςχθματιςμό διςουλωιδικϊν δεςμϊν ςτο περίπλαςμα τθσ E.coli (Ito K and Inaba K, 

2008). Η ευκαρυωτικι ιςομεράςθ των πρωτεϊνικϊν διςουλωιδίων (PDI) εντοπίηεται ςτον αυλό 

του ενδοπλαςματικοφ δικτφου, περιζχει τζςςερισ περιοχζσ κειορεδοξίνθσ και καταλφει τθν 

οξείδωςθ των διςουλωιςωιδικϊν δεςμϊν και τον ιςομεριςμό (Gilbert HF, 1998). Οι GSTs δεν 

περιζχουν δικειόλεσ ςτο ενεργό κζντρο, ενϊ θ δράςθ τουσ είναι να ενεργοποιοφν τθν GSH για να 
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επιτίκεται ςε ξενοβιοτικά υποςτρϊματα (Armstrong RN, 1997). Συνοψίηοντασ, μζλθ τθσ 

υπεροικογζνειασ τθσ TRX ζχουν βρεκεί ςε όλουσ τουσ οργανιςμοφσ και εμπλζκονται ςτθν άμυνα 

ςτο οξειδωτικό ςτρεσ (Holmgren A et al., 2005), ςτθν πρωτεϊνικι αναδίπλωςθ (Ito K and Inaba K, 

2008) και ςτθν ενηυμικι αποτοξίνωςθ από ξενοβιοτικά (Armstrong RN, 1997). 

1.2.1 Το Σφςτθμα τθσ Θειορεδοξίνθσ  

Συςτιματα κειορεδοξίνθσ υπάρχουν ςε όλουσ τουσ ηωντανοφσ οργανιςμοφσ, από τουσ 

προκαρυωτικοφσ μζχρι και τουσ ευκαρυωτικοφσ και βρίςκονται ανάμεςα ςτα πλζον ςθμαντικά 

ςυςτιματα οξειδοαναγωγικισ ρφκμιςθσ ςτο κφτταρο. Εμπλζκονται ςτθ ρφκμιςθ πολυάρικμων 

διαδικαςιϊν που βαςίηονται ςτθν ανταλλαγι κειόλθσ-διςουλωιδίου και ζχουν πλθκϊρα 

ςθμαντικϊν λειτουργιϊν ςτθ αντιοξειδωτικι άμυνα (Gromer S et al., 2004; Holmgren A, 1985). Το 

ςφςτθμα τθσ κειορεδοξίνθσ (Εικόνα 8) περιλαμβάνει τθν 12-kDa πρωτεΐνθ κειορεδοξίνθ, που 

αποτελεί και το ιδρυτικό μζλοσ τθσ οικογζνειασ και τθν αναγωγάςθ τθσ.  

 

 

Εικόνα 8. Οξειδοαναγωγικόσ κφκλοσ τθσ TRX (Kumar JK et al., 2004).  

1.2.1.1 Θειορεδοξίνθ (TRX) 

Το ενεργό κζντρο τθσ κειορεδοξίνθσ (CGPC) αποτελείται από δφο γειτονικζσ κυςτεΐνεσ και μπορεί 

να εναλλάςςεται μεταξφ τθσ ενεργισ μορωισ δικειόλθσ (ανθγμζνθ μορωι, TRX-SH2) και τθσ 

οξειδωμζνθσ διςουλωιδικισ μορωισ (TRX-S2). Στθν ενεργι τθσ μορωι, θ κειορεδοξίνθ δρα ωσ 

αποτελεςματικόσ αναγωγικόσ παράγοντασ, απομακρφνοντασ δραςτικζσ μορωζσ οξυγόνου (ROS) 

και διατθρϊντασ άλλεσ πρωτεΐνεσ ςτθν ανθγμζνθ τουσ κατάςταςθ. Αωοφ οξειδωκεί, θ δραςτικι 

κειορεδοξίνθ αναγεννάται μζςω τθσ δράςθσ τθσ αναγωγάςθσ τθσ κειορεδοξίνθσ (TRXR), 

χρθςιμοποιϊντασ NADPH ωσ δότθ θλεκτρονίου (Holmgren A, 1989). 
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Ρίνακασ 2: όλοσ των Θειορεδοξινϊν ςε Διαφορετικοφσ Οργανιςμοφσ (Arner ES and Holmgren A, 

2000) 

Οργανιςμόσ όλοσ τθσ TRX Σχόλια 

Πλοι οι 
οργανιςμοί (?) 

Σφνκεςθ DNA 

 
Αναγωγι πρωτεϊνικϊν 
διςουλωιδίων 

Η TRX αποτελεί δότθ θλεκτρονίων για τθν 
αναγωγάςθ των ριβονουκλεοτιδίων. 

Η TRX ζχει πρωταγωνιςτικό ρόλο ςτθ 
διατιρθςθ των ενδοκυττάριων πρωτεϊνικϊν 
διςουλωιδίων εν γζνει ανθγμζνων. 

Ρολλοί 
οργανιςμοί 

Αναγωγι H2O2 

 

 

 

Επιδιόρκωςθ πρωτεϊνϊν μζςω 
αναγωγισ του ςουλωοξειδίου 
τθσ μεκειονίνθσ 

Ρολλζσ περοξυρεδοξίνεσ, που καταλφουν τθν 
αναγωγι του H2O2 και ζτςι αποτρζπουν το 
οξειδωτικό ςτρεσ και τθν επαγωγι τθσ 
απόπτωςθσ, απαιτοφν αναγωγι από τθν TRX.  

Η TRX αποτελεί δότθ υδρογόνου για τθσ 
αναγωγάςεσ του ςουλωοξειδίου τθσ 
μεκειονίνθσ. 

Φάγοι E. coli  (T7, 
f1, M13) 

 

Υπομονάδα τθσ T7 DNA 
πολυμεράςθσ 
Συμμετζχει ςτθ ςυγκρότθςθ 
του νθματϊδουσ ωάγου 

Αυξάνει τθν ενεργότθτα. 
 
 Η TRX αποτελεί τθ μόνθ πρωτεΐνθ του 
ξενιςτι (τθσ E. coli) που απαιτείται για τθ 
ςυγκρότθςθ και τθν ζξοδο του ωάγου. 

Βακτιρια και 
ηφμθ 

Δότθσ υδρογόνου για τθν 
αναγωγάςθ του 3ϋ-
ωωςωοαδενυλοκειϊκοφ (PAPS) 

Αωομοίωςθ του κείου από τθν αναγωγι του 
κειϊκοφ ςε κειϊδεσ. 

Φυτά φκμιςθ των ωωτοςυνκετικϊν 
ενηφμων των χλωροπλαςτϊν 

φκμιςθ τθσ ωωτοςφνκεςθσ μζςω τθσ 
ωερρεδοξίνθσ. 

Θθλαςτικά 

Οξειδοαναγωγικι ρφκμιςθ 
μεταγραωικϊν παραγόντων 
 
φκμιςθ τθσ απόπτωςθσ 
 
 

Ανοςορφκμιςθ 

 

Εγκυμοςφνθ 

 

Τοκετόσ 

 

Κεντρικό Νευρικό Σφςτθμα 

 

Διαωορετικοί μεταγραωικοί παράγοντεσ 
ενεργοποιοφνται ι αναςτζλλονται από τθν 
TRX (π.χ. NF-κB, AP-1). 
Η TRX-(SH)2, αλλά όχι θ TRX-S2, ςχθματίηει 
ςφμπλοκο με τθν ASK1 αποτρζποντασ τθν 
καταρροϊκι ςθματοδότθςθ για τθν 
απόπτωςθ. 
Η εξωκυττάρια TRX είναι τόςο ςυν-κυτοκίνθ 
όςο και χθμοκίνθ, ενϊ θ «ακρωτθριαςμζνθ» 
μορωι ενεργοποιεί τα θωςινόωιλα.  
Η ενδοκυττάρια και εξωκυττάρια ςφνκεςθ 
τθσ TRX από τουσ κυτταροτροωοβλάςτεσ 
ςυμβάλλει ςτθν εμωφτευςθ. 
Ρροςταςία από τθν υπεροξία κατά τον 
τοκετό μζςω επαγωγισ τθσ TRX. 
Η TRX που εκκρίνεται από τα κφτταρα τθσ 
γλοίασ προωκεί τθν επιβίωςθ των νευρϊνων 
κατά τθν ιςχαιμία/επανεμποτιςμό. 
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Η οξειδοαναγωγικι ενεργότθτα τθσ TRX αντικατοπτρίηεται ςε μία ποικιλία λειτουργιϊν, οι οποίεσ 

μποροφν να ομαδοποιθκοφν ςε δφο κατθγορίεσ. Ρρϊτον, δρα ωσ ωορζασ θλεκτρονίων 

παρζχοντασ αναγωγικά ιςοδφναμα για τουσ καταλυτικοφσ κφκλουσ βιοςυνκετικϊν και 

αντιοξειδωτικϊν ενηφμων, όπωσ οι ριβονουκλεοτιδικζσ αναγωγάςεσ και οι περοξυρεδοξίνεσ. 

Δεφτερον, προςτατεφει τισ κυτταροπλαςματικζσ πρωτεΐνεσ από ςυςςωμάτωςθ και 

απενεργοποίθςθ λόγω του ςχθματιςμοφ  ενδο- ι δια-μοριακϊν διςουλωιδίων. Ρζρα από τθν 

αντιοξειδωτικι τουσ δραςτθριότθτα, οι TRXs ζχουν πολλζσ άλλεσ λειτουργίεσ, κάποιεσ εκ των 

οποίων είναι πολφ εξειδικευμζνεσ (υπομονάδα τθσ T7 DNA πολυμεράςθσ, ςυγκρότθςθ του 

νθματοειδοφσ ωάγου), ενϊ κάποιεσ άλλεσ ζχουν μεγάλθ κεραπευτικι ςθμαςία, όπωσ για 

παράδειγμα, οι ςθμαντικζσ ρυκμιςτικζσ τουσ επιδράςεισ ςτθν ανοςιακι απόκριςθ, 

ςυμπεριλαμαβανομζνθσ τθσ ικανότθτάσ τουσ να ελζγχουν τθν ικανότθτα πρόςδεςθσ 

ανοςολογικά ενεργϊν μεταγραωικϊν παραγόντων (π.χ. NF-κB και AP-1) (Arner ES and Holmgren 

A, 2000). Αρκετά παραδείγματα των λειτουργιϊν των κειορεδοξίνϊν ςε ςυγκεκριμζνουσ 

οργανιςμοφσ ςυνοψίηονται ςτον Ρίνακα 2. 

1.2.1.1.1 Θειορεδοξίνεσ των Θθλαςτικϊν 

Στα κθλαςτικά ζχουν ανακαλυωκεί δφο κατθγορίεσ TRXs (Εικόνα 9): εκείνεσ που ωζρουν μόνο 

τθν περιοχι με τθν τυπικι αναδίπλωςθ κειορεδοξίνθσ και εκείνεσ που ςυγχωνεφουν περιοχζσ 

όμοιεσ με των TRXs με άλλεσ περιοχζσ (Cunnea PM et al., 2003; Jimenez A et al., 2006; Jimenez A 

et al., 2004; Miranda-Vizuete A et al., 1998; Miranda-Vizuete A et al., 2001; Miranda-Vizuete A et 

al., 2004; Sadek CM et al., 2003; Yu Y et al., 2002).  

Στθν πρϊτθ κατθγορία ανικουν δφο ιςομορωζσ που κωδικοποιοφνται από διαωορετικά γονίδια: 

θ κυτταροπλαςματικι/πυρθνικι TRX1 και θ μιτοχονδριακι TRX2 (ςτον άνκρωπο βρίςκονται ςτα 

χρωμοςϊματα 9 και 22 αντίςτοιχα) (Arner ES and Holmgren A, 2000). Εδϊ ανικει και μία ειδικι 

«ακρωτθριαςμζνθ» (truncated) μορωι TRX1, που εντοπίςτθκε ςτθν επιωάνεια των 

μονοκυττάρων, θ αποκαλοφμενθ TRX80, θ οποία αποτελείται από τα κατάλοιπα 1-80. Η TRX80 

είναι πικανότατα ίδια με τθν πρωτεΐνθ που ζχει περιγραωεί ςαν παράγοντασ ενίςχυςθσ τθσ 

κυτταροτοξικότθτασ των θωςινόωιλων (ECEF, eosinophil cytotoxicity-enhancing factor) και θ 

οποία ςυμβάλλει ςτθν ικανότθτα των θωςινόωιλων να ςκοτϊνουν τισ λάρβεσ του Schistosoma 

mansoni (Lenzi HL et al., 1985; Silberstein DS et al., 1993).  

Οι TRX1 και TRX2 είναι μζλθ των αποκαλοφμενων κυτταροπλαςματικϊν και μιτοχονδριακϊν 

ςυςτθμάτων κειορεδοξίνθσ αντίςτοιχα, τα οποία περιλαμβάνουν κυτταροπλαςματικι (TRXR1) 

και μιτοχονδριακι (TRXR2) TRXR και NADPH (Miranda-Vizuete A et al., 2000). 

 

 

 



28 

 

 

Εικόνα 9: Θειορεδοξίνεσ των κθλαςτικϊν. 

Οι TRX1 και TRX2 αντιςτοιχοφν ςτθν κυτταροπλαςματικι/πυρθνικι και μιτοχονδριακι 

κειορεδοξίνθ. Αναλφονται διεξοδικά ςτο κείμενο. Η ERdj5 είναι μία πανταχοφ παροφςα πρωτεΐνθ 

που εντοπίηεται ςτο ενδοπλαςματικό δίκτυο. Αποτελείται από μία DnaJ περιοχι, που δρα ωσ 

ςυν-τςαπερόνιο τθσ Hsp70, τρεισ PDI περιοχζσ, υπεφκυνεσ για  τθ δθμιουργία διςουλωιδικϊν 

δεςμϊν μζςα ςτο ενδοπλαςματικό δίκτυο και μία TRX περιοχι (Cunnea PM et al., 2003). Η Txl-1 

(thioredoxin-like, πρωτεΐνθ που μοιάηει με τθ κειορεδοξίνθ) εκωράηεται ςε όλουσ τουσ ιςτοφσ 

ςτον άνκρωπο, αποτελείται από μία αμινοτελικι περιοχι 105 αμινοξζων, που είναι ομόλογθ με 

των υπόλοιπων TRXs, με ζνα GCGPC ενεργό κζντρο και από μία καρβοξυτελικι περιοχι 184 

αμινοξζων άγνωςτθσ λειτουργίασ (Jimenez A et al., 2006; Miranda-Vizuete A et al., 1998). Η Txl-2 

αποτελείται επίςθσ από δφο διακριτζσ περιοχζσ: μία N-τελικι που περιζχει ζνα τυπικό TRX 

ενεργό κζντρο και μία C-τελικι που ανικει ςτθν οικογζνεια των κιναςϊν των διωωςωορικϊν 

νουκλεοςιδίων (NDP). Ωςτόςο, δεν ζχει οφτε ενεργότθτα κινάςθσ NDP οφτε ικανότθτα αναγωγισ  

διςουλωιδίκϊν δεςμϊν, ενϊ ζχει δειχκεί ότι προςδζνεται ςτουσ μικροςωλθνίςκουσ (Sadek CM et 

al., 2003). Οι Sptrx-1 και Sptrx-2 εκωράηονται ιςτοειδικά ςτο ςπζρμα με τα υψθλότερα επίπεδα 

ζκωραςθσ να παρουςιάηονται κατά τθν ωρίμανςθ του ςπζρματοσ. Η Sptrx-1 ζχει μία N-τελικι 

περιοχι 23 υψθλά ςυντθρθμζνων επαναλιψεων ενόσ μοτίβου 15 καταλοίπων και μία Cτελικι 

TRX περιοχι. Η Sptrx-2 ζχει τθν TRX περιοχι ςτο N-τελικό άκρο, ενϊ θ C-τελικι περιοχι 

αποτελείται από τρεισ περιοχζσ NDP κινάςθσ (Miranda-Vizuete A et al., 2001; Miranda-Vizuete A 

et al., 2004; Yu Y et al., 2002). Η τρίτθ Sptrx, θ Sptrx-3, παρουςιάηει ςτενι ομολογία με τθν TRX1, 

με μία αλλθλουχία RCGPC ςτο ενεργό τθσ κζντρο, αλλά και αυτισ θ ζκωραςθ περιορίηεται ςτο 

ςπζρμα (Jimenez A et al., 2004). 
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TRX1: Η κυτταροπλαςματικι TRX1 των κθλαςτικϊν αποτελεί μία πανταχοφ παροφςα πρωτεΐνθ 

μοριακοφ βάρουσ 12 kDa που ωζρει το χαρακτθριςτικό μοτίβο WCGPC ςτο ενεργό τθσ κζντρο 

(Holmgren A, 1968). Κακαρίςτθκε για πρϊτθ ωορά από το ιπαρ του αρουραίου το 1972 (Larson 

G and Larsson A, 1972), ενϊ ζκτοτε ζχει απομονωκεί από αρκετά είδθ, όπωσ από ανκρϊπουσ, 

κοτόπουλα, βοοειδι και ποντίκια. Εάν και πρόκειται για μία κυρίωσ κυτταροπλαςματικι 

πρωτεΐνθ, μπορεί να μεταβεί και ςτον πυρινα μετά τθν επίδραςθ διάωορων ουςιϊν που 

προκαλοφν οξειδωτικό ςτρεσ (Ema M et al., 1999; Hirota K et al., 1997; Kabe Y et al., 2005; 

Makino Y et al., 1999; Masutani H et al., 1996; Wei SJ et al., 2000). Ακόμα, ζχει τθ δυνατότθτα να 

εκκρίνεται μζςω ενόσ άγνωςτου μθχανιςμοφ (Bertini R et al., 1999; Jikimoto T et al., 2002; 

Nakamura H et al., 2001b; Sumida Y et al., 2000; Yamada Y et al., 2003). Η TRX1 ανάγεται από τθν 

TRXR1, ζνα ωλαβοζνηυμο που μεταωζρει αναγωγικά ιςοδφναμα από το πυριμιδινικό 

νουκλεοτίδιο του NADPH ςτθ κειορεδοξίνθ (Holmgren A, 1985; Holmgren A, 1989; Holmgren A, 

2000). Η ζκωραςι τθσ επάγεται από διάωορα είδθ ςτρεσ, όπωσ H2O2, ωορβολικοφσ εςτζρεσ, Ο2, 

υποξία, ιικζσ μολφνςεισ, αυτοάνοςεσ ωλεγμονζσ, UV και ακτινοβολία Χ (Berggren M et al., 1996; 

Das KC et al., 1999a; Das KC et al., 1999b; Fujii S et al., 1991a; Fujii S et al., 1991b; Nakamura H et 

al., 2001a; Rosen A et al., 1995; Sachi Y et al., 1995). 

Ρολυάρικμεσ λειτουργίεσ ζχουν αποδοκεί ςτθν TRX1, όπωσ:  

 Συμπαράγοντασ ςτθ ςφνκεςθ DNA. Η TRX1 παρζχει τα θλεκτρόνια που απαιτοφνται για 

τθν αναγωγι τθσ ριβόηθσ από τθν αναγωγάςθ των ριβονουκλεοτιδίων, θ οποία καταλφει 

τθ μετατροπι των διωωςωορικϊν νουκλεοτιδίων ςε δεοξυριβονουκλεοτίδια και 

απαιτείται για τθ ςφνκεςθ του DNA και τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό (Biaglow JE and 

Miller RA, 2005).  

 Ρροςταςία από το οξειδωτικό ςτρεσ και τθν απόπτωςθ (Εικόνα 10). Η TRX1 δρα μαηί με 

το NADPH και τθν TRXR1 ωσ ζνα αποτελεςματικό αναγωγικό ςφςτθμα για τα πρωτεϊνικά 

διςουλωίδια που ζχουν εκτεκεί και ςυνεργάηεται με οικογζνειεσ TRX-εξαρτϊμενων 

περοξυδαςϊν (περοξυρεδοξίνεσ) για να απομακρφνει το ενδοκυττάριο υπεροξείδιο του 

υδρογόνου. Η πρόςδεςθ μεταγραωικϊν παραγόντων ςτο DNA ρυκμίηεται κετικά από τθν 

TRX1 και τον παράγοντα-1 οξειδοαναγωγισ (REF-1). Επίςθσ, θ TRX1 εκδθλϊνει το ρόλο 

τθσ μζςω αλλθλεπίδραςθσ με τισ πρωτεΐνεσ που τθν προςδζνουν. Η  TBP-2 (πρωτεΐνθ 

που προςδζνει ςτθν TRX)/VDUP1 (πρωτεΐνθ που αυξάνεται από τθ βιταμίνθ D3) 

πρωτεΐνθ διαδραματίηει ζναν ουςιϊδθ ρόλο ςτον αναπτυξιακό ζλεγχο. Τζλοσ, όταν θ 

TRX1 οξειδϊνεται λόγω του οξειδωτικοφ ςτρεσ, θ  κινάςθ1 που ρυκμίηει τθ 

ςθματοδότθςθ τθσ απόπτωςθσ (ASK1) απελευκερϊνεται από τθν οξειδωμζνθ TRX1, 

ενεργοποιείται και επάγει ζνα αποπτωτικό ςιμα (Masutani H et al., 2005).  

 φκμιςθ οξειδοαναγωγικά ευαίςκθτων ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν. Ρρόςωατα, 

δείχτθκε ότι τα κανάλια καλίου τθσ κυτταρικισ μεμβράνθσ (το Kv4 K(+) κανάλι) μποροφν 

να ρυκμίηονται οξειδοαναγωγικά από το ςφςτθμα τθσ TRX1. Επίςθσ, θ απενεργοποίθςθ 

τθσ πρωτεϊνικισ κινάςθσ που εξαρτάται από το κυκλικό AMP (PKA) κατά τθ 

ςθματοδότθςθ από τθν ινςουλίνθ μπορεί να αντιςτραωεί από τισ TRX1 και TRXR1. 

Ραράλλθλα, το ομόλογο τθσ Φωςωατάςθσ και τθσ Τενςίνθσ (PTEN) αποτελεί αναςτολζα 

των όγκων και ςθμαντικό ρυκμιςτι τθσ κυτταρικισ μετανάςτευςθσ ι επιβίωςθσ μζςω 

αναπτυξιακϊν παραγόντων ι ιντεγκρινϊν. Το μόριο αυτό μπορεί εφκολα να 

απενεργοποιθκεί μζςω οξείδωςθσ από H2O2 και ωαίνεται ότι το ςφςτθμα τθσ 
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κειορεδοξίνθσ είναι το προτιμϊμενο αναγωγικό ςφςτθμα για τθν επανενεργοποίθςι του. 

Τζλοσ, και θ PTP (tyrosine phosphatase, ωωςωατάςθ πρωτεϊνικισ τυροςίνθσ) μπορεί να 

προςτατευκεί από τθν οξείδωςθ ι να επανακτιςει τθν ενεργότθτά τθσ μετά από μία 

«οξειδωτικι ζκρθξθ» με τθ βοικεια του εν λόγω ςυςτιματοσ (Arner ES, 2009). 

 

 

Εικόνα 10: Ο ρόλοσ του ςυςτιματοσ τθσ κειορεδοξίνθσ και των ςχετιηόμενων μορίων ςτθ 

ρφκμιςθ τθσ απόπτωςθσ (Masutani H et al., 2005). 

 φκμιςθ μεταγραφικϊν παραγόντων. Η TRX1 ζχει τθν ικανότθτα να τροποποιεί τθ 

δυνατότθτα πρόςδεςθσ ςτο DNA διάωορων οξειδοαναγωγικά-ευαίςκθτων 

μεταγραωικϊν παραγόντων, όπωσ των NF-κΒ, AP-1, HIF-1 και p53 (Hirota K et al., 1997; 

Hirota K et al., 1999; Moos PJ et al., 2003). Συγκεκριμζνα για το HIF-1 ζχει βρεκεί ότι κάτω 

από ωυςιολογικζσ ι υποξικζσ ςυνκικεσ, θ υπερζκωραςθ τθσ TRX1 αυξάνει τθν ζκωραςθ 

και τθν ενεργότθτα πρόςδεςθσ ςτο DNA του HIF-1α μζςω του REF-1. Η αυξθμζνθ 

ζκωραςθ των TRX1 και REF-1 αφξθςε ακόμα περιςςότερο αυτι τθν ικανότθτα πρόςδεςθσ 

ςτο DNA, υποδεικνφοντασ μία οξειδοαναγωγικά εξαρτϊμενθ ςτακεροποίθςθ και 

ενεργοποίθςθ του HIF-1α (Ema M et al., 1999; Welsh SJ et al., 2002). 

 ΝΟ-ςθματοδότθςθ. Εμπλζκεται ςτθ ςθματοδότθςθ που μεςολαβείται από το ΝΟ, τόςο 

ζμμεςα λόγω τθσ οξειδοαναγωγικισ ρφκμιςθσ των NOS (nitric oxide synthase, ςυνκετάςθ 

του μονοξείδιου του αηϊτου) ιςοενηφμων, όςο και άμεςα, αωοφ θ TRX1 νιτροςυλιϊνεται 

ςτθ δομικι κυςτεΐνθ 69 που είναι απαραίτθτθ για τθν οξειδοαναγωγικι τθσ ενεργότθτα 

και τθν αντι-αποπτωτικι τθσ δράςθ (Haendeler et al., 2002).  

 Υποδοχείσ γλυκοκορτικοειδϊν και οιςτρογόνων. Ζνασ άλλοσ ρόλοσ τθσ TRX1 ςτθ 

μεταγραωικι ρφκμιςθ τθσ γονιδιακισ ζκωραςθσ είναι θ ικανότθτά τθσ να ρυκμίηει τισ 
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ενεργότθτεσ του υποδοχζα των γλυκοκορτικοειδϊν (Grippo et al., 1985; Makino Y et al., 

1996; Makino Y et al., 1999) και του υποδοχζα των οιςτρογόνων (Hayashi S et al., 1997).  

 Δομι κυτταροςκελετου: Είναι γνωςτό ότι τα κφρια ςυςτατικά του ευκαρυωτικοφ 

κυτταροςκελετοφ ρυκμίηονται οξειδοαναγωγικά από το κυτταροπλαςματικό TRX 

ςφςτθμα. Η οξείδωςθ τόςο τθσ μθ-μυϊκισ όςο και τθσ μυϊκισ β- και γ-ακτίνθσ αναςτζλλει 

τον πολυμεριςμό τθσ ακτίνθσ και αυτό το ωαινόμενο αντιςτρζωεται από το ςφςτθμα τθσ 

TRX1. Από τθν άλλθ, ο πολυμεριςμόσ τθσ τουμπουλίνθσ μπορεί να αναςταλεί από τθν 

αναγωγι ενόσ διςουλωιδίου τθσ τουμπουλίνθσ από το παραπάνω ςφςτθμα (Arner ES, 

2009).   

 Συμμετοχι ςτθ φλεγμονϊδθ απόκριςθ. Η εξωκυττάρια TRX1 ωαίνεται να κατζχει 

ςυγκεκριμζνο ρόλο ςτθν ανάπτυξθ τθσ ωλεγμονϊδουσ απόκριςθσ. (Bertini R et al., 1999; 

Jikimoto T et al., 2002; Nakamura H et al., 2001b; Sumida Y et al., 2000; Yamada Y et al., 

2003). Η TRX του πλάςματοσ αυξάνεται ςε διάωορεσ αςκζνειεσ, όπωσ ςτον HIV, ςτθ 

ρευματοειδι αρκρίτιδα, ςτο άςκμα, ςτθν θπατίτιδα C και ςτθ ςτεατοθπατίτιδα (Watson 

WH et al., 2004).  

 TRX1 και καρκίνοσ. Ρολλοί καρκίνοι ςτον άνκρωπο παρουςιάηουν αυξθμζνα επίπεδα 

TRX1, ενϊ θ κυτταρικι αντίςταςθ ςτθ χθμειοκεραπεία ωαίνεται να ςχετίηεται με τθ 

δράςθ τθσ TRX1 ςαν αυξθτικοφ παράγοντα. Ωςτόςο, θ TRX1 αποτελεί ζναν μθ-τυπικό 

αυξθτικό παράγοντα, κακϊσ δεν προςδζνεται ςε κάποιον ειδικό υποδοχζα. Επομζνωσ, 

κα πρζπει να κεωρείται ςθμαντικόσ αυξθτικόσ ςυμπαράγοντασ. Οι μθχανιςμοί πίςω από 

τισ προ-αυξθτικζσ δράςεισ τθσ TRX1 ζχουν να κάνουν είτε με τθν ικανότθτά τθσ να 

αποτρζπει τθν απενεργοποίθςθ ι να ενιςχφει πιο άμεςα τθ λειτουργία άλλων ενδογενϊν 

αναπτυξιακϊν παραγόντων (Watson WH et al., 2004).  

 Συμμετοχι ςε άλλεσ κλινικζσ καταςτάςεισ. Η TRX προςτατεφει τουσ ωακοφσ από το 

οξειδωτικό ςτρεσ και το ςχθματιςμό καταρράκτθ (Reddy PG et al., 1999). Επίςθσ, 

αναςτζλλει τισ αρρυκμίεσ που επάγονται από  τον επανεμποτιςμο ςε μοντζλο καρδιάσ 

αρουραίου αναδεικνφοντασ ζναν προςτατευτικό ρόλο ςτθν οξεία καρδιακι ιςχαιμία 

(Aota M et al., 1996).  

Ο μεγάλοσ αρικμόσ λειτουργιϊν που ζχει αποδοκεί ςτθν TRX1, υποδθλϊνει ξεκάκαρα ότι αυτό 

το μόριο είναι απαραίτθτο για τθν κυτταρικι επιβίωςθ. Ρράγματι, από το 1996 είναι γνωςτό ότι 

το TRX1-/- ποντίκι πεκαίνει ςε ζνα πολφ πρόωρο ςτάδιο τθσ εμβρυϊκισ ανάπτυξθσ (Matsui M et 

al., 1996). 

TRX2: Η μιτοχονδριακι κειορεδοξίνθ των κθλαςτικϊν (TRX2) παρουςιάηει 35% ομολογία με τθν 

κυτταροπλαςματικι ιςομορωι τθσ, τθν TRX1, επιπλζον οι δφο πρωτεΐνεσ μοιράηονται 

πολυάρικμα ςυντθρθμζνα αμινοξζα, όπωσ τθν αλλθλουχία του ενεργοφ κζντρου WCGPC. 

Εκωράηεται ςε όλουσ τουσ ιςτοφσ, αλλά εμωανίηει τα υψθλότερα επίπεδα ςτουσ μεταβολικά 

ενεργοφσ, όπωσ ςτο ςτομάχι, τουσ όρχεισ, το ιπαρ, τουσ νευρϊνεσ, τθν καρδιά και το 

επινεωρίδιο. Μία από τισ κφριεσ διαωορζσ με τθν TRX1 είναι θ παρουςία μίασ αμινοτερματικισ 

επζκταςθσ 60 αμινοξζων ςτθν TRX2. Αυτι θ επζκταςθ περιζχει ζνα χαρακτθριςτικό ςιμα 

εντοπιςμοφ ςτα μιτοχόνδρια (MTS), το οποίο κατευκφνει τθν πρωτεΐνθ ςτα μιτοχόνδρια. 

Διαίρεςθ ςε μία ςυγκεκριμζνθ κζςθ αναγνϊριςθσ από μία μιτοχονδριακι πεπτιδάςθ δίνει τθν 

ϊριμθ πρωτεΐνθ των 12,2 kDa (Damdimopoulos AE et al., 2002; Spyrou G et al., 1997). 
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 Μιτοχονδριακι αντιοξειδωτικι άμυνα. Η TRX2 απομακρφνει τισ  ROS, είτε άμεςα ι 

μζςω των TRXR2 και PRXIII (περοξυρεδοξίνθ ΙΙΙ) (Miranda-Vizuete A et al., 2000). 

 Απόπτωςθ. Κατά τθ μείωςθ τθσ ζκωραςθσ τθσ TRX2, το μιτοχονδριακό μεμβρανικό 

δυναμικό μειϊνεται και αυξάνεται θ διαπερατότθτα τθσ μιτοχονδριακισ μεμβράνθσ, 

οδθγϊντασ ςτθν απελευκζρωςθ του κυτοχρϊματοσ c, ςτθν ενεργοποίθςθ των καςπαςϊν 

και ςτθν εκτζλεςθ τθσ απόπτωςθσ (Damdimopoulos AE et al., 2002; Tanaka T et al., 2002). 

Φαίνεται πάντωσ ότι θ ρφκμιςθ τθσ απόπτωςθσ από τθν TRX2 λαμβάνει χϊρα μζςω τθσ 

ρφκμιςθσ αναρροϊκϊν αντι-αποπτωτικϊν πρωτεϊνϊν, όπωσ τθσ BCL-xL (Wang D et al., 

2006). Επίςθσ, θ TRX2 εμπλζκεται ςτθν ASK-1- μεςολαβοφμενθ απόπτωςθ (Zhang R et al., 

2004). Τα μιτοχόνδρια αποτελοφν ςθμαντικι πθγι ενδοκυττάριων ROS και θ TRX2 

κατζχει ζναν ςθμαντικό ρόλο ςτθν απομάκρυνςθ των ROS ςτα μιτοχόνδρια. Το 

παραπάνω το επιτυγχάνει αποτρζποντασ τθν απόπτωςθ που μεςολαβείται από τισ ROS 

που παράγονται από διαρροι θλεκτρονίων από τθν αναπνευςτικι αλυςίδα ι από 

αναρροϊκά ςθματοδοτικά μονοπάτια. Στθν πραγματικότθτα, ζχει δειχκεί ότι θ TRX2 

απομακρφνει εξειδικευμζνα τισ ROS που παράγονται από τθ ςθματοδότθςθ του TNFα και 

εμποδίηει τθν κατταρροϊκι ενεργοποίθςθ του NF-κB και τθν απόπτωςθ (Hansen JM et al., 

2006). Ακόμα, θ TRX2 ζχει αποδειχκεί ουςιϊδθσ για τθν εμβρυογζνεςθ, κακϊσ knock-out 

ζμβρυα ποντικοφ αποπίπτουν μαηικά και πεκαίνουν περίπου όταν ωριμάηουν τα 

μιτοχόνδρια και ξεκινάει θ οξειδωτικι ωωςωορυλίωςθ. Επιπλζον, οι εμβρυονικοί 

ινοβλάςτεσ που απομονϊκθκαν από ομόηυγα TRX2-/- ζμβρυα δεν ιταν βιϊςιμοι (Nonn L 

et al., 2003). 

1.2.1.2 Αναγωγάςθ τθσ Θειορεδοξίνθσ (TRXR)  

Οι αναγωγάςεσ των κειορεδοξινϊν ανικουν ςτθν οικογζνεια των οξειδοαναγωγαςϊν των 

διςουλωιδίων των νουκλεοτιδίων, θ οποία ςυμπεριλαμβάνει τθν αναγωγάςθ τθσ γλουτακειόνθσ, 

τθν αωυδρογονάςθ των λιποαμιδίων και τθν αναγωγάςθ του ιόντοσ του υδραργφρου (Gilbert HF, 

1990). Τα ζνηυμα αυτά καταλφουν τθ μεταωορά δφο θλεκτρονίων ςτο υπόςτρωμα από το 

NADPH, μζςω του FAD και ενόσ N-τελικοφ διςουλωιδικοφ ενεργοφ κζντρου.  

Είναι αξιοςθμείωτο ότι ςτθ ωφςθ ζχουν βρεκεί δφο κφριεσ μορωζσ TRXRs που αποτελοφν δφο 

κατά κφριο λόγο διαωορετικζσ δομζσ ενηφμων που ανάγουν τθν TRX (Ρίνακασ 3).  

Τα βακτιρια, τα ωυτά, τα αρχαία και οι περιςςότεροι μονοκφτταροι ευκαρυωτικοί οργανιςμοί 

ζχουν μία μικρότερθ (μθ-ςελθνοπρωτεϊνικι) μορωι τθσ TRXR, ενϊ τα ηϊα ζχουν μία μεγαλφτερθ 

ςελθνοπρωτεϊνικι (Arner ES and Holmgren A, 2000; Gromer S et al., 2004; Lillig CH and Holmgren 

A, 2007; Williams CH et al., 2000). Το παραπάνω απεικονίηει μία ςυγκλίνουςα εξζλιξθ τθσ 

λειτουργίασ αναγωγισ τθσ TRX από δφο δομικά διαωορετικοφσ πρωτεϊνικοφσ προγόνουσ, πζρα 

από τθ ςυγκλίνουςα εξζλιξθ που παρατθρείται για τθ δράςθ οξειδοαναγωγάςθσ τθσ 

βακτθριακοφ τφπου TRXR και τθσ GR, με τθν τελευταία να είναι παρόμοια ςε δομι και λειτουργία 

ςε όλουσ τουσ οργανιςμοφσ που διακζτουν το ζνηυμο (Kuriyan J et al., 1991). Η TRXR των 

κθλαςτικϊν, εν αντικζςει με το βακτθριακό τφπο του ενηφμου, είναι αρκετά όμοια με τθν GR 

όςον αωορά τθ γενικι δομι και λειτουργία, αλλά ωζρει μία πρόςκετθ C-τελικι επιμικυνςθ 

(περίπου 16 αμινοξζων) που περιζχει ζνα ακόμα οξειδοαναγωγικά ενεργό μοτίβο. Στα κθλαςτικά 

το μοτίβο αυτό ζχει και μία ςελθνοκυςτεΐνθ (Sec), το αμινοξφ που περιζχει ςελινιο (Arscott LD et 

al., 1997; Zhong L et al., 1998). 
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Ρίνακασ 3: Κφριεσ Μορφζσ TRXR (Koharyova M and Kolarova M, 2008) 

Μορφι μεγάλου Μ.Β. 

Υπομονάδα Μ.Β. περίπου 55 kDa (ςτον 
άνκρωπο και ςτο Plasmodium falciparum). 

Διμερείσ πρωτεΐνεσ με ζνα FAD, ζνα 
οξειδοαναγωγικά ενεργό διςουλωίδιο και μία 
τρίτθ οξειδοαναγωγικά ενεργι ομάδα ςε κάκε 
υπομονάδα. Η τρίτθ ομαδα είναι ζνα 
ςελυνυλο-ςουλωίδιο ςτθν ανκρϊπινθ TRXR και 
ζνα διςουλωίδιο ςτο ζνηυμο του P. falciparum. 

Μορφι μικροφ Μ.Β. 

Υπομονάδα Μ.Β. περίπου 35 kDa (ςτθν E. coli 
και ςε άλλα προκαρυωτικά, ςτθ ηφμθ, ςτο 
μυκόπλαςμα, ςτθν Giardia duodenalis, ςτο 
Arabidopsis thaliana και ςτο Methanococcus 
janaschii) 

Διμερείσ πρωτεΐνεσ με ζνα FAD και ζνα 
οξειδοαναγωγικά ενεργό διςουλωίδιο ςε κάκε 
υπομονάδα. 

 

1.2.1.2.1 Αναγωγάςεσ των Θειορεδοξινϊν των Θθλαςτικϊν 

Τρεισ ιςομορωζσ τθσ TRXR ζχουν βρεκεί και χαρακτθριςτεί ςτα κθλαςτικά (Εικόνα 11): θ 

κυτταροπλαςματικι (TRXR1), θ μιτοχονδριακι (TRXR2) και θ TRXR που καταλφει τθν αναγωγι 

τόςο τθσ TRX όςο και του GSSG, αποκαλείται αναγωγάςθ κειορεδοξίνθσ γλουτακειόνθσ (TGR) και 

βρίςκεται ςε υψθλά επίπεδα ςτουσ όρχεισ (Miranda-Vizuete A et al., 1999; Sun QA et al., 2001; 

Sun QA et al., 1999). Και οι τρεισ ιςομορωζσ περιζχουν τισ ίδιεσ δομικζσ περιοχζσ και 

χαρακτθρίηονται από τθν παρουςία Sec ςτο C-τελικό ενεργό κζντρο (Gly–Cys–Sec–Gly–COOH), θ 

οποία κωδικοποιείται από ζνα κωδικόνιο UGA παρουςία ενόσ 3’-UTR SECIS ςτοιχείου. Το ενεργό 

κζντρο (CVNVGC) είναι ςυντθρθμζνο μεταξφ των TRXRs και GRs. 

 

Εικόνα 11. Ιςομορφζσ των TRXRs των κθλαςτικϊν 
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Η Sec αποτελεί ανάλογο τθσ κυςτεΐνθσ το οποίο αντί για κείο διακζτει ςελινιο και ζχει βρεκεί ςε 

25 ανκρϊπινεσ πρωτεΐνεσ (Kryukov GV et al., 2003). Αναωζρεται ωσ το 21ο αμινοξφ και 

προςωζρει μοναδικά χαρακτθριςτικά ςτισ ςελθνοπρωτεΐνεσ λόγω των χθμικϊν ιδιοτιτων του 

ςελθνίου και τθσ ζμωυτθσ υψθλισ δραςτικότθτασ και των οξειδοαναγωγικϊν ιδιοτιτων τθσ Sec 

(Johansson L et al., 2005). Η παραγωγι ςελθνοπρωτεϊνϊν περιλαμβάνει ενδογενείσ μθχανιςμοφσ 

για τθν ειςαγωγι κατά τθ μετάωραςθ τθσ Sec ςτθ κζςθ ενόσ προ-κακοριςμζνου κωδικονίου UGA, 

το οποίο ωυςιολογικά οδθγεί ςε λιξθ τθσ μετάωραςθσ ςτισ μθ-ςελθνοπρωτεΐνεσ. Το UGA που 

κωδικοποιεί Sec κακορίηεται από μία ειδικι δευτεροταγι δομι ςτο mRNA τθσ ςελθνοπρωτεΐνθσ, 

το ςτοιχείο SECIS (ακολουκία ειςαγωγισ ςελθνοκυςτεΐνθσ), το οποίο αλλθλεπιδρά με ζναν 

μεταωραςτικό μθχανιςμό αωιερωμζνο ςτθ ςελθνοκυςτεΐνθ. 

Ο καταλυτικόσ μθχανιςμόσ τθσ TRXR των κθλαςτικϊν περιλαμβάνει τθν αναγωγι τθσ TRXR με τθ 

ςυμμετοχι NADPH (Εικόνα 12). Αρχικά, το θλεκτρόνιο μετακινείται από το NADPH μζςω του FAD 

ςτο διςουλωίδιο του ενεργοφ κζντρου που ςχθματίηεται από τισ κυςτεΐνεσ ςτισ κζςεισ 59 και 64 

τθσ N- τελικισ περιοχισ. Στθ ςυνζχεια τα θλεκτρόνια από το τθ ςχθματιςμζνθ δικειόλθ τθσ μίασ 

υπομονάδασ του διμεροφσ ενηφμου μετακινοφνται ςτο ςελθνυλο-ςουλωίδιο τθσ C-τελικισ 

αλλθλουχίασ τθσ άλλθσ υπομονάδασ (Gallogly MM and Mieyal JJ, 2007; Sandalova T et al., 2001; 

Zhong L et al., 2000). Η ανθγμζνθ C-τελικι Sec ςυμμετζχει ςτθν αναγωγι πολλαπλϊν 

υποςτρωμάτων τθσ TRXR των κθλαςτικϊν (Nordberg J and Arner ES, 2001). Η αντικατάςταςθ τθσ 

Sec με μία κυςτεΐνθ κακιςτά το ζνηυμο ουςιαςτικά ανενεργό (Zhong L et al., 2000).  

TRXR1: Η κυτταροπλαςματικι αναγωγάςθ τθσ κειορεδοξίνθσ των κθλαςτικϊν (TRXR1 ι TRXR1a) 

είναι θ κλαςικι και πλζον καλά χαρακτθριςμζνθ μορωι TRXR. Εκωράηεται ςε όλουσ τουσ ιςτοφσ 

με τα υψθλότερα επίπεδα να εμωανίηονται ςτο ιπαρ και το νεωρό και τα χαμθλότερα ςτουσ 

όρχεισ (Rundlof AK et al., 2000). Διάωορεσ λειτουργίεσ τθσ TRXR1, ωσ μζλοσ του 

κυτταροπλαςματικοφ ςυςτιματοσ τθσ κειορεδοξίνθσ ζχουν αναωερκεί παραπάνω. Συνοπτικά, 

ςυμμετζχει ςτθ ςφνκεςθ των δεςοξυριβονουκλεοτιδίων, ςε ευαίςκθτα ςτθν οξειδοαναγωγι 

ςθματοδοτικά μονοπάτια (π.χ.: αντλίεσ καλίου και μονοπάτι ινςουλίνθσ), ενϊ επθρεάηει και τθ 

δομι του κυτταροςκελετοφ.  
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Εικόνα 12: Ο καταλυτικόσ μθχανιςμόσ τθσ TrxR των κθλαςτικϊν.  

Ανάλογα με το “Yin” και το “Yang”, οι δφο υπομονάδεσ διευκετοφνται ςε μία ςτερεοδομι 

κεωαλι-προσ-ουρά με τισ δφο υπομονάδεσ να απαιτοφνται για ζναν πλιρθ καταλυτικό κφκλο 

κατά τθ ωυςιολογικι λειτουργία του ενηφμου. Λόγω αυτισ τθσ ομοδιμεροφσ διευκζτθςθσ, κάκε 

ζνηυμο διακζτει δφο υπομονάδεσ. Το μονοπάτι των θλεκτρονίων (βζλθ) δείχνει μεταωορά 

θλεκτρονίων από το NADPH ςτο προςδεδεμζνο ςτο ζνηυμο FAD, το οποίο ανάγει το διςουλωίδιο 

ςτο -CVNVGC- μοτίβο τθσ N-τελικισ περιοχισ, που κατόπιν ανάγει το ςελθνυλο-ςουλωίδιο ςε 

ςελθνυλο-κειόλθ ςτο C-τελικό –GCUG- μοτίβο τθσ άλλθσ υπομονάδασ, το οποίο περιζχει Sec. Η 

ςελθνυλο-κειόλθ αποτελεί το κατάλλθλο ενεργό κζντρο που μπορεί να ανάγει πολλά από τα εν 

δυνάμει υποςτρϊματα του ενηφμου (απεικονίηονται με ζνα μωβ διαμάντι; Αυτό μπορεί να είναι 

το διςουλωίδιο του ενεργοφ κζντρου τθσ TRX, άλλα πρωτεϊνικά διςουλωίδια-υποςτρϊματα του 

ενηφμου, ζνασ αρικμόσ ςυςτατικϊν που περιζχουν ςελινιο, περοξείδια ι διςουλωιδικά 

υποςτρϊματα, όπωσ το λιποϊκό οξφ) (Arner ES, 2009).  

Ρεραιτζρω χαρακτθριςτικά τθσ TRXR1 και βιολογικζσ λειτουργίεσ που αξίηει να αναωερκοφν 

περιγράωονται ςτθ ςυνζχεια. 

 Ευρεία ειδικότθτα υποςτρϊματοσ. Εκτόσ από τισ κειορεδοξίνεσ, μπορεί να ανάγει 

πρωτεΐνεσ όπωσ οι PDI και GPx3, κακϊσ και ςυςτατικά μικροφ μοριακοφ βάρουσ όπωσ το 

λιποϊκό οξφ, τθν ουβικινόνθ, υδροπεροξείδια λιπιδίων και τθ ςελθνοκυςτεΐνθ (Nordberg J 

and Arner ES, 2001; Xia L et al., 2003). Ακόμα μπορεί να διαςπάςει τθν S-

νιτροςογλουτακειόνθ (GSNO) ςε γλουτακειόνθ και NO (Nordberg J and Arner ES, 2001; 

Zhong L et al., 2000). Συνεπϊσ, θ TRXR1 διαδραματίηει ςπουδαίο ρόλο ςτθν 
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αντιοξειδωτικι άμυνα, όχι μόνο άμεςα απομακρφνοντασ τισ ROS, αλλά και μζςω τθσ 

αναγζννθςθσ διαωορετικϊν αντιοξειδωτικϊν ςυςτθμάτων.  

 Απόπτωςθ. Υπάρχουν αξιοςθμείωτοι ςφνδεςμοι μεταξφ των λειτουργιϊν τθσ TRXR1 και 

τθσ απόπτωςθσ. Αυτοί περιλαμβάνουν α) τθν επαγωγι τθσ κυτταρικισ απόπτωςθσ μετά 

τθ ςτόχευςθ τθσ TRXR1 με θλεκτρόωιλα ωάρμακα, β) τα αντι-αποπτωτικά χαρακτθριςτικά 

του TRX ςυςτιματοσ λόγω των εν γζνει αντιοξειδωτικϊν του ιδιοτιτων, γ) τθν 

ενεργοποίθςθ τθσ καςπάςθσ-3 μζςω τθσ TRX-καταλυόμενθσ απονιτροςυλίωςθσ κατά τθν 

ενεργοποίθςθ με τον Fas προςδζτθ, δ) τα αντιαποπτωτικά χαρακτθριςτικά αρκετϊν 

αντιοξειδωτικϊν ςελθνοπρωτεϊνϊν, θ ςφνκεςθ των οποίων μπορεί εν μζρει να εξαρτάται 

από τθν αναγωγι του SeO3
2−  από τθν TRXR1, ε) τισ αποπτωτικζσ ιδιότθτεσ τοξικϊν 

ςυγκεντρϊςεων SeO3
2−, ςτ) τθν ωρίμανςθ του λειτουργικοφ p53 που εξαρτάται από τθν 

ενεργότθτα τθσ TRXR1, κακϊσ και πρόςκετεσ διαςυνδζςεισ μεταξφ τθσ TRXR1 και τθσ 

απόπτωςθσ που περιλαμβάνουν ςυγκεκριμζνα ςθματοδοτικά μονοπάτια. 

 φκμιςθ μεταγραφικϊν παραγόντων. Το ςυγκεκριμζνο ζνηυμο, όπωσ και θ TRX 

εμπλζκεται ςτθ ρφκμιςθ μεταγραωικϊν παραγόντων, όπωσ οι  p53, HIF-1, AP-1 και NF-κB 

(Anestal K and Arner ES, 2003; Cassidy PB et al., 2006; Hu J et al., 2001; Karimpour S et al., 

2002; Ma X et al., 2002; Ma X et al., 2001; Moos PJ et al., 2003; Sakurai A et al., 2004). 

Συγκεκριμζνα για το HIF-1, θ εξαςκενθμζνθ ενεργότθτα τθσ TRXR1 ωαίνεται να 

καταςτζλει τθν ζκωραςθ του HIF-1α (Moos PJ et al., 2003). 

Η αποςιϊπθςθ του γονιδίου τθσ TRXR1 ςε μοντζλα ποντικοφ οδιγθςε ςε εμβρυϊκό κάνατο 

περίπου κατά τθν ζνατθ εμβρυϊκι θμζρα, με ςθμαντικι αναπτυξιακι κακυςτζρθςθ και ζλλειψθ 

ςχθματιςμοφ του πρϊιμου μεςοδζρματοσ (Bondareva AA et al., 2007). Ωςτόςο, το αξιοςθμείωτο 

είναι ότι θ καρδιακι ανάπτυξθ δεν επθρεάςτθκε από τθν εξαρτθμζνθ καρδιο-ειδικι αποςιϊπθςθ 

του γονιδίου και τα καρδιομυοκφτταρα από τα TRXR1-/- ζμβρυα μποροφν να πολλαπλαςιαςτοφν 

in vitro. Αυτό, όμωσ, δεν ιςχφει και για τουσ ινοβλάςτεσ των παραπάνω εμβρφων (Jakupoglu C et 

al., 2005).  

TRXR2: Η μιτοχονδριακι αναγωγάςθ τθσ κειορεδοξίνθσ (TRXR2) παρουςιάηει 84% ομοιότθτα ςε 

πρωτεϊνικό επίπεδο με τθν TrxR1: διακζτει περιοχζσ πρόςδεςθσ FAD και NADPH, ζνα 

ςυντθρθμζνο CVNVGC ενεργό κζντρο και ζνα προτελευταίο κατάλοιπο Sec, που τθσ προςδίδουν 

παρόμοιεσ βιοχθμικζσ ιδιότθτεσ με τθν TRXR1. Μεταβαίνει ςτο μιτοχόνδριο μζςω μίασ 

αλλθλουχίασ MTS. Η βιολογικι δράςθ τθσ TRXR2 είναι πολφ λιγότερο μελετθμζνθ από τθσ TRXR1. 

 Υποςτρϊματα.  Ρζρα από τθν TRX2, θ TRXR2 ωαίνεται να ανάγει και μθ-ςχετικά 

ςυςτατικά όπωσ τα 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) και SeO3
2−. 

 Διατιρθςθ τθσ οξειδοαναγωγικισ ομοιόςταςθσ των μιτοχονδρίων. Συντελεί ςτθν 

απομάκρυνςθ των ROS που δθμιουργοφνται ςτα μιτοχόνδρια, είτε άμεςα ι μζςω τθσ 

αναγωγισ τθσ TRX2 θ οποία με τθ ςειρά τθσ ανάγει τθν PRXIII που μπορεί να 

απομακρφνει τισ ROS (Miranda-Vizuete A et al., 2000). Στθν ουςία, ζχει αποδειχκεί ότι θ 

ενεργότθτα τθσ PRXIII εξαρτάται άμεςα από εκείνθ τθσ TRXR2 (Kim JR et al., 2004). Η 

ενεργι TRXR2 ςυμμετζχει επίςθσ ςτθν προςταςία του κυττάρου από τθν απόπτωςθ 

διατθρϊντασ τθ διαπερατότθτα τθσ μιτοχονδριακισ μεμβράνθσ (Bragadin M et al., 2004). 

Ακόμα, θ TRXR2 αλλθλεπιδρά άμεςα με το κυτόχρωμα c και διαςϊηει τα μιτοχόνδρια από 

δυςλειτουργίεσ του ςυμπλόκου ΙΙΙ (Nalvarte I et al., 2004b), υποδθλϊνοντασ μία 
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ςθμαντικι λειτουργία τθσ TRXR2 ςτθ διατιρθςθ λειτουργικισ μεταωοράσ θλεκτρονίων 

μζςω τθσ αναπνευςτικισ αλυςίδασ. Ενδζχεται, επίςθσ, να ςυμμετζχει ςτθ ρφκμιςθ του 

κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ (Kim MR et al., 2003).  

Σε ζντονθ αντίκεςθ με το ωαινότυπο του TRXR1-/- ποντικοφ, θ αποςιϊπθςθ του γονιδίου τθσ 

TRXR2 ςτον ποντικό κατζλθξε ςε εμβρυικό κάνατο κατά τθ 13θ εμβρυικι θμζρα, με ςοβαρι 

βλάβθ ςτθν αιμοποίθςθ, αυξθμζνθ απόπτωςθ ςτο ιπαρ, ανεπαρκι καρδιακι ανάπτυξθ και 

μειωμζνο πολλαπλαςιαςμό των καρδιομυοκυττάρων, κακϊσ και αυξθμζνθ ευαιςκθςία των 

εμβρυικά προερχόμενων TRXR2-/- ςτο οξειδωτικό ςτρεσ (Conrad M et al., 2004).  

1.2.2  Το Σφςτθμα τθσ Γλουταρεδοξίνθσ  

Οι Γλουταρεδοξίνεσ (GRXs) περιγράωθκαν για πρϊτθ ωορά το 1976 ωσ γλουτακειονο-

εξαρτϊμενεσ αναγωγάςεσ του διςουλωιδίου τθσ RNR (ribonucleotide reductase, 

ριβονουκλεοτιδικι αναγωγάςθ), όταν θ GRX κατάωερε να αποκαταςτιςει τθν ανάπτυξθ τθσ E. 

coli ςε μία μεταλλαγι ζλλειψθσ τθσ TRX1 (Holmgren A, 1976). Οι TRXs μοιράηονται ζναν αρικμό 

κοινϊν λειτουργιϊν με τισ GRXs, ωςτόςο ςφντομα ζγινε προωανζσ ότι οι GRXs είναι πιο ευζλικτεσ 

από τισ TRXs όςον αωορά τθν επιλογι του υποςτρϊματοσ και τουσ μθχανιςμοφσ αντίδραςθσ. 

Επιπλζον, εκτόσ από τισ GRXs με το χαρακτθριςτικό μοτίβο ςτο ενεργό κζντρο CPYC, πρόςωατα 

ανακαλφωκθκε μία δεφτερθ ομάδα GRXs. Η ομάδα αυτι, με ενεργό κζντρο μονοκειόλθσ, δε 

διακζτει τθν C-τελικι κυςτεΐνθ ςτο ενεργό κζντρο (CGFS), αλλά διακζτει όλα τα δομικά και 

λειτουργικά ςτοιχεία για να προςδζνει και να χρθςιμοποιεί τθ γλουτακειόνθ (GSH) ωσ 

υπόςτρωμα. Λόγω αυτϊν των ανακαλφψεων και τθσ αυξανόμενθσ αναγνϊριςθσ τθσ ςθμαςίασ 

του οξειδοαναγωγικοφ ελζγχου ςτθν κυτταρικι λειτουργία, το πεδίο των GRXs εξελίςςεται και 

επεκτείνεται ακόμα (Gallogly MM et al., 2009). 

Στο ςφςτθμα τθσ γλουταρεδοξίνθσ, θλεκτρόνια μεταωζρονται από το NADPH ςτθν αναγωγάςθ 

τθσ γλουτακειόνθσ (GR), ςτθ ςυνζχεια ςτθ γλουτακειόνθ (GSH) και, τζλοσ, ςτθ γλουταρεδοξίνθ 

(Holmgren A and Εslund F, 1995). Ππωσ κα αναλυκεί διεξοδικότερα ςτθ ςυνζχεια, το τριπεπτίδιο 

τθσ γλουτακειόνθσ (γ-γλουταμυλ-κυςτεϊνυλ-γλυκίνθ) αποτελεί το κφριο βιολογικό ςυςτατικό 

κειόλθσ και διαδραματίηει ζναν διττό ρόλο ωσ ρυκμιςτισ τθσ οξειδοαναγωγικισ κατάςταςθσ του 

κυττάρου και τθσ αντιοξειδωτικισ άμυνασ (Meister A, 1994).  

Καταλυτικόσ μθχανιςμόσ τθσ Γλουταρεδοξίνθσ 

Σε αντίκεςθ με τισ κειορεδοξίνεσ που παρουςιάηουν ςχετικά χαμθλι ομολογία, οι 

γλουταρεδοξίνεσ εμωανίηουν μάλλον υψθλι ομολογία ακολουκίασ αμινοξζων, ιδίωσ ςτθν 

περιοχι του ενεργοφ κζντρου. Δομικζσ μελζτεσ αποκάλυψαν τρεισ χαρακτθριςτικζσ περιοχζσ 

εντόσ των δικειολϊν GRXs. Ρρϊτο είναι το μοτίβο του ενεργοφ κζντρου CXXC (CPYC ςυνικωσ), 

δεφτερθ μία προςβάςιμθ ςτο διαλφτθ υδρόωοβθ περιοχι και, τζλοσ, μία καλά κακοριςμζνθ κζςθ 

πρόςδεςθσ για GSH. Η τελευταία περιλαμβάνει δφο διαμοριακοφσ δεςμοφσ υδρογόνου κορμοφ-

κορμοφ που ςχθματίηουν μία αντιπαράλλθλθ διαμοριακι β-γζωυρα μεταξφ τθσ πρωτεΐνθσ και 

τθσ GSH (Bushweller JH et al., 1994; Nordstrand K et al., 1999). Επιπλζον, οι τοπικζσ 

αλλθλεπιδράςεισ και οι μικρζσ, αλλά ςθμαντικζσ, αλλαγζσ ςτερεοδιάταξθσ ςτο ενεργό κζντρο 

ρυκμίηουν το δυναμικό οξειδοαναγωγισ επθρεάηοντασ τθ ςτακερότθτα κακενόσ διςουλωιδικοφ 

τφπου (ανθγμζνου, οξειδωμζνου και μικτοφ) (Nordstrand, 2000). Σφγκριςθ μεταξφ τθσ ανθγμζνθσ 

και τθσ οξειδωμζνθσ μορωισ τθσ GRX1 τθσ E. coli αποκάλυψε ότι θ προςιτι ςτο διαλφτθ 
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επιωάνεια τθσ ςυντθρθμζνθσ υδρόωοβθσ περιοχισ αυξάνει μετά τθν αναγωγι. Αυτό κα ευνοιςει 

δεςμευτικζσ αλλθλεπιδράςεισ με τισ πρωτεΐνεσ-υπόςτρωμα. Ζπειτα από τθν αναγωγι του 

υποςτρϊματοσ, θ μείωςθ τθσ υδρόωοβθσ περιοχισ αλλθλεπίδραςθσ τθσ πλζον οξειδωμζνθσ GRX 

κα μποροφςε να διευκολφνει τθν απελευκζρωςθ του υποςτρϊματοσ (Xia TH et al., 1992).  

Οι GRXs καταλφουν οξειδοαναγωγζσ GSH-διςουλωιδίου ςυνικωσ μζςω δφο οξειδοαναγωγικά 

δραςτικϊν κυςτεϊνϊν που χωρίηονται από δφο άλλα αμινοξζα (ςυνικωσ CPYC) (Holmgren A, 

1989; Holmgren A and Εslund F, 1995). Οι οξειδοαναγωγζσ είναι είτε δικειόλικζσ αντιδράςεισ 

αναγωγισ πρωτεϊνικϊν διςουλωιδίων ι μονοκειολικζσ αναγωγζσ των μικτϊν διςουλωιδίων με 

GSH.  

 
 

Εικόνα 13. Καταλυτικοί μθχανιςμοί δικειόλθσ (Α) και μονοκειόλθσ (Β) τθσ γλουταρεδοξίνθσ.  

(A) (1) Η ανθγμζνθ γλουταρεδοξίνθ ψάχνει αρχικά ζνα υπόςτρωμα που ζχει ζναν διςουλωιδικό 

δεςμό; (2) με μία ανθγμζνθ κυςτεΐνθ, θ γλουταρεδοξίνθ επιτίκεται ςτο διςουλωίδιο τθσ 

πρωτεΐνθσ-ςτόχου οδθγϊντασ ςτθ δθμιουργία ενόσ μικτοφ διςουλωιδίου; (3–4) με τθν 

αποπρωτονιωμζνθ C-τελικι κυςτεΐνθ, θ GRX επιτίκεται ςτο μικτό διςουλωίδιο και οδθγεί ςτθν 

ανθγμζνθ πρωτεΐνθ-υπόςτρωμα και ςε μία πλιρωσ οξειδωμζνθ γλουταρεδοξίνθ; (5) εν ςυνεχεία 

θ γλουταρεδοξίνθ ανάγεται για να επιςτρζψει ςτθν ενεργι τθσ μορωι. (B) (1) Η ανθγμζνθ 

γλουταρεδοξίνθ επιτίκεται ςε μία πρωτεΐνθ που ζχει γλουτακειονυλιωμζνθ κυςτεΐνθ; (2) θ GRX 

γλουτακειονυλιϊνεται και θ πρωτεΐνθ-υπόςτρωμα ανάγεται με μία ελεφκερθ κυςτίνθ; (3) ζνα 

ανθγμζνο μόριο γλουτακειόνθσ επιτίκεται ςτο μικτό διςουλωίδιο ςτθ γλουταρεδοξίνθ; (4) ζπειτα 

θ GRX επιςτρζωει ςτθν ανθγμζνθ τθσ ςτερεοδομι, ενϊ ςχθματίηεται οξειδωμζνο διςουλωίδιο 

γλουτακειόνθσ (Pan JL and Bardwell JCA, 2006). 
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Στθ δικειολικι αναγωγι (Εικόνα 13A) ςυμμετζχουν και οι δφο κυςτεΐνεσ του ενεργοφ κζντρου 

και παράγεται οξειδωμζνθ GRX (GRX-S2) και ανθγμζνοσ ςτόχοσ *Prot-(SH)2+. Συγκριτικά, οι δομικά 

και λειτουργικά ςχετιηόμενεσ TRXs ανάγουν ζνα ευρφ ωάςμα πρωτεϊνικϊν διςουλωιδίων, 

χρθςιμοποιϊντασ τομθχανιςμό αυτόν (Pan JL and Bardwell JCA, 2006).  Στο μθχανιςμό 

μονοκειόλθσ (Εικόνα 13Β) που αωορά τθν αναγωγι μικτϊν διςουλωιδίων πρωτεΐνθσ-SG, οι GRXs 

χρθςιμοποιοφν μόνο τθν Ν-τελικι κυςτεϊνικι κειόλθ  (Bushweller JH et al., 1992). Δεδομζνου ότι 

θ αναγωγι των γλουτακειονυλιωμζνων πρωτεϊνϊν ωαίνεται να απαιτεί τθν αναγνϊριςθ μόνο 

του GSH τμιματοσ του υποςτρϊματοσ και όχι του ίδιου του υποςτρϊματοσ, ο μθχανιςμόσ 

μονοκειόλθσ που οδθγεί ςε απογλουτακειονυλίωςθ μπορεί να κεωρθκεί ωσ μια γενικότερθ 

λειτουργία των GRXs (Bushweller JH et al., 1994; Nordstrand K et al., 1999). Τζλοσ, ο μθχανιςμόσ 

αυτόσ είναι ειδικόσ για τισ GRXs, αωοφ οι TRXs ζχουν μικρι ζωσ κακόλου ενεργότθτα αναγωγισ 

μικτϊν διςουλωιδίων. 

1.2.2.1 Γλουταρεδοξίνεσ των Θθλαςτικϊν 

Στα κθλαςτικά, ςυμπεριλαμβανομζνου του ανκρϊπου, ζχουν βρεκεί οι GRX1, GRX2, GRX3 

(PICOT/TXNL-2) και GRX5. (Εικόνα 14).  

1.2.2.1.1 Θ Κυτταροπλαςματικι Γλουταρεδοξίνθ των Θθλαςτικϊν (GRX1) 

Η ανκρϊπινθ GRX1 είναι μία πρωτεΐνθ Μ.Β. περίπου 12 kDa που κωδικοποιείται από το GLRX1 

γονίδιο το οποίο βρίςκεται ςτο χρωμόςωμα 5. Ρρόκειται  για κυτταροπλαςματικι πρωτεΐνθ, αν 

και ζχει εντοπιςτεί και ςτον πυρινα (Lysell J et al., 2003). Σε ςφγκριςθ με τθν TRX, τθσ οποίασ τα 

επίπεδα (10 μM) κανονικά υπερβαίνουν τα επίπεδα τθσ GRX1 ςτο κφτταρο (1 μΜ), θ GRX1 ζχει 

δζκα ωορζσ χαμθλότερθ τιμι Km για τθ ριβονουκλεοςιδικι αναγωγάςθ (Holmgren A, 1979; 

Holmgren A et al., 1978).  

Η κυτταροπλαςματικι δικειολικι GRX1 αποτελεί λειτουργικό ομόλογο τθσ GRX1 τθσ E.coli και τθσ 

ηφμθσ. Η κυρίωσ μιτοχονδριακι GRX2 (GRX2a) περιζχει το ενεργό κζντρο CSYC. Αυτι θ μικρι 

τροποποίθςθ (ςερίνθ αντί για προλίνθ) κακιςτά τθν πρωτεΐνθ ικανι να δζχεται θλεκτρόνια από 

τθν TRXR και να ςχθματίηει ςφμπλοκο με ςυςτάδα ςιδιρου-κείου (Lillig CH et al., 2008). Κφτταρα 

όρχεων και κάποια καρκινικά εκωράηουν δφο επιπρόςκετεσ κυτταροπλαςματικζσ/πυρθνικζσ 

ιςομορωζσ τθσ πρωτεΐνθσ (GRX2b και GRX2c), οι οποίεσ προζρχονται από εναλλακτικι ζναρξθ τθσ 

μεταγραωισ και μάτιςμα. H GRX3 (PICOT/TXNL-2) είναι μονοκειολικι, ζχει πολλζσ περιοχζσ GRX 

και αποτελεί ομόλογο των GRX3 και 4 τθσ ηφμθσ. Η μιτοχονδριακι GRX5 είναι υψθλά 

ςυντθρθμζνθ ςτα ευκαρυωτικά κφτταρα (Lillig CH et al., 2008).  

Στθν παροφςα εργαςία αςχολθκικαμε με τθν GRX1. 
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Εικόνα 14: Ενδοκυττάρια κατανομι και δομι περιοχϊν των GRXs ςτο H. sapiens.  

Η περιοχι τθσ GRX απεικονίηεται με κόκκινο ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ αλλθλουχίασ του 

ενεργοφ κζντρου. M: Σινιάλο Εντοπιςμοφ ςτα Μιτοχόνδρια (Lillig CH et al., 2008). 

Η GRX1 ανάγει διςουλωίδια μζςω του μθχανιςμοφ δικειόλθσ και διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο 

ςτθν ανταλλαγι κειολ-διςουλωιδίων (Holmgren A, 1989). Οι κφριεσ λειτουργίεσ τθσ, κακϊσ και θ 

ςυςχζτιςι τθσ με ςυγκεκριμζνεσ αςκζνειεσ περιγράωονται ςτθ ςυνζχεια:  

 Αναγωγι πρωτεϊνικϊν διςουλφιδίων. Για παράδειγμα ςυμμετζχει ςτθν αναγωγι τθσ 

RNR (Holmgren A, 1989) και του διχδροαςκορβικοφ (Wells WW et al., 1990). 

 φκμιςθ μεταγραφικϊν παραγόντων. Ππωσ αναλφεται ςτθ ςυνζχεια, ο αντιςτρεπτόσ 

ςχθματιςμόσ μικτϊν διςουλωιδίων ανάμεςα ςτισ πρωτεϊνικζσ κειόλεσ και τθν GSH (θ 

αποκαλοφμενθ γλουτακειονυλίωςθ) αποτελεί μθχανιςμό-κλειδί ςτθν οξειδοαναγωγικι 

ρφκμιςθ και ςθματοδότθςθ. Οι GRXs καταλφουν τθν αναγωγι αυτϊν των μικτϊν 

διςουλωιδίων και ενδεχομζνωσ και το ςχθματιςμό τουσ (Shelton MD et al., 2005).  

 Απόπτωςθ. Ππωσ και θ TRX1, ζτςι και θ GRX1 προςδζνει ςτθν ASK1 ανάλογα με τθν 

οξειδοαναγωγικι τθσ κατάςταςθ. Σε αυτό το ςφμπλεγμα θ ενεργότθτα κινάςθσ τθσ ASK1 

καταςτζλλεται. Η οξείδωςθ τθσ GRX1 οδθγεί ςε αποδζςμευςθ από το ςφμπλοκο και 

ενεργόποίθςθ τθσ ASK1 (Song JJ et al., 2002). Οπότε, θ GRX1 μπορεί να ρυκμίηει τθν 

ενεργότθτα κινάςθσ τθσ ASK1 ανάλογα με τθν οξειδοαναγωγικι κατάςταςθ τθσ 

γλουτακειόνθσ (Song JJ and Lee YJ, 2003). Επίςθσ, θ GRX1 προςτατεφει τα κφτταρα από 

τθν επαγόμενθ από το υπεροξείδιο του υδρογόνου απόπτωςθ ρυκμίηοντασ τθν 

οξειδοαναγωγικι κατάςταςθ τθσ πρωτεϊνικισ κινάςθσ Β (AKT) (Murata M et al., 2003; 

Wang J et al., 2007). Η GRX1 ζχει ακόμα εμπλακεί ςτθν ενεργοποίθςθ τθσ καςπάςθσ-3 

μζςω τθσ αντιςτρεπτισ γλουτακειονυλίωςθσ τθσ πρωτεΐνθσ (Pan S and Berk BC, 2007). 

 Καρκίνοσ. Η GRX1 ζχει ςυςχετιςτεί με τθν υψθλι κακοικθ δυναμικότθτα του 

ενδοκρινοφσ παγκρεατικοφ καρκινϊματοσ και τθν καρκινογζνεςθ βαςικοφ κυττάρου. Το 

ενδοκρινζσ παγκρεατικό καρκίνωμα είναι ζνασ κακοικθσ ςτερεόσ όγκοσ με μικρι 

δυνατότθτα πρόγνωςθσ. Ανοςοϊςτοχθμικι ανάλυςθ από τουσ  Nakamura και ςυν. 
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(Nakamura H et al.) αποκάλυψε αυξθμζνθ ζκωραςθ τθσ GRX1 ςτισ 29 από τισ 32 

περιπτϊςεισ ςε ςφγκριςθ με το παγκρεατικό κυςταδενοκαρκίνωμα ι το ωυςιολογικό 

παγκρεατικό ιςτό. Το καρκίνωμα βαςικοφ κυττάρου αποτελεί ζναν από τουσ πλζον 

κοινοφσ όγκουσ ανάμεςα ςτον πλθκυςμό των Καυκαςίων. Σε μία διαλογι 588 γονιδίων 

μζςω διαωορικοφ υβριδιςμοφ μίασ ανκρϊπινθσ cDNA ςυςτοιχίασ, παρατθρικθκαν 

διαωορζσ ςτα επίπεδα ζκωραςθσ 10 γονιδίων, ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ GRX1, ςε 10 

διαωορετικά δείγματα καρκινϊματοσ βαςικοφ κυττάρου και ςε 2  λεπιδϊδουσ ςε 

ςφγκριςθ με το ωυςιολογικό δζρμα  (Weiss T et al., 2003). Επίςθσ, θ υπερζκωραςθ τθσ 

GRX1 αυξάνει τθν αντοχι των MCF7 καρκινικϊν κυττάρων του μαςτοφ ςτθ 

δοξορουβιςίνθ, ζναν ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενο αντικαρκινικό παράγοντα (Meyer EB 

and Wells WW, 1999).  

 Αναπνευςτικό ςφςτθμα. Κατά τθν εξζλιξθ τθσ χρόνιασ αποωρακτικισ πνευμονικισ νόςου 

(COPD), μειϊνεται ο αρικμόσ των μακροωάγων που περιζχουν GRX1 ςε ςφγκριςθ με τισ 

παραμζτρουσ του λειτουργικοφ πνεφμονα. Στθν οξεία COPD ανιχνεφτθκαν ςθμαντικά 

υψθλότερα επίπεδα GRX1 ςτο πτφελο. Για αυτό, προτάκθκε ζνασ ρόλοσ για τθν GRX1 

ςτθν αναγωγι των εξωκυττάριων μικτϊν διςουλωιδίων με GSH κατά το οξειδωτικό ςτρεσ 

ςτθν COPD (Peltoniemi MJ et al., 2006). Επιπρόςκετα, βρζκθκαν μειωμζνα επίπεδα GRX1 

ςτα μακροωάγα των κυψελίδων αςκενϊν με ςαρκοείδωςθ και αλλεργικι ωλεγμονι των 

κυψελίδων (Peltoniemi M et al., 2004). Η επίδραςθ τθσ ενδογενοφσ ενεργοποίθςθσ των 

επιπζδων ζκωραςθσ τθσ GRX1 ςτον πνεφμονα δεν είναι ξεκάκαρθ. Σε μία πρϊτθ μελζτθ 

μικροςυςτοιχιϊν που ςυνζκρινε καπνιςτζσ και μθ, δεν παρατθρικθκε διαωορά ςτα 

επίπεδα mRNA τθσ GRX1 (Hackett NR et al., 2003), ωςτόςο μία δεφτερθ μελζτθ ανζωερε 

10πλάςια αφξθςθ ςτα επίπεδα αυτά 5-10 ϊρεσ μετά τθν ζκκεςθ ςτον καπνό του 

τςιγάρου (Yoneda K et al., 2003). Στισ αλλεργικζσ αςκζνειεσ του αναπνευςτικοφ, 

παρατθρείται αφξθςθ τθσ ζκωραςθσ τθσ GRX1 (αλλά όχι και τθσ GRX2), κακϊσ και 

μειωμζνα επίπεδα των S-γλουτακειονυλιωμζνων πρωτεϊνϊν (Reynaert NL et al., 2007). 

 Ιςχαιμία/Επανεμποτιςμόσ. Η επαγωγι εγκεωαλικισ ιςχαιμίασ ςτα τρωκτικά αποτελεί 

ζνα κοινό μοντζλο τθσ βλάβθσ μετά τθν ιςχαιμία/επανεμποτιςμό. Μετά τθν απόωραξθ 

τθσ μεςαίασ εγκεωαλικισ αρτθρίασ μειϊνεται θ ζκωραςθ τθσ GRX1 ςε περιοχζσ με βλάβθ 

των νευρϊνων (Takagi Y et al., 1999).  

 Νευροεκφυλιςμόσ. Στθ νόςο του Alzheimer, θ τοξικότθτα του β-αμυλοειδοφσ 

ενδεχομζνωσ να μεςολαβείται, τουλάχιςτον εν μζρει από τθν οξείδωςθ τθσ GRX1 και τθν 

επικείμενθ επαγωγι τθσ απόπτωςθσ, μζςω για παράδειγμα τθσ ενεργοποίθςθσ τθσ ASK1 

(Akterin S et al., 2006).  

Οι ντοπαμινεργικοί νευρϊνεσ είναι ιδιαίτερα ευάλωτοι λόγω τθσ τάςθσ τθσ ντοπαμίνθσ 

να αυτό-οξειδϊνεται και για αυτό παράγουν αυξθμζνα επίπεδα υπεροξειδίου του 

υδρογόνου. Φαίνεται ότι όταν προςτεκεί ςτο μζςο ανκρϊπινθ GRX1, προςτατεφει  τουσ 

νευρϊνεσ τθσ κοκκιϊδουσ ςτιβάδασ τθσ παρεγκεωαλίδασ από ντοπαμινο-επαγόμενθ 

απόπτωςθ ενεργοποιϊντασ τον NF-κB μζςω του REF-1 (Daily D et al., 2001) 

υποςτθρίηοντασ ενδεχομζνωσ ζναν προςτατευτικό ρόλο τθσ GRX1 ςτθν αςκζνεια του 

Parkinson.   

 Αναπαραγωγι. Η GRX1 επάγεται κατά τθν εγκυμοςφνθ (Sahlin L et al., 2000b) και μπορεί 

να εμπλζκεται ςτθ ρφκμιςθ τθσ τραχθλικισ ωρίμανςθσ, ακολουκϊντασ κυρίωσ τθ  
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χοριγθςθ προςταγλανδίνθσ Ε2. Επιπλζον, θ ζκωραςθ τθσ GRX1 επθρεάηεται ςτον 

πλακοφντα από εγκυμοςφνεσ με προ-εκλαμψία και/ι κακυςτζρθςθ τθσ ανάπτυξθσ των 

εμβρφων, ενϊ θ μείωςθ ςτθν ζκωραςι τθσ ςχετίηεται με τθ ςοβαρότθτα τθσ κατάςταςθσ 

(Sahlin L et al., 2000a). 

Η απενεργοποίθςθ του γονιδίου τθσ GRX1 ςτον ποντικό δεν είχε καμία προωανι επίδραςθ ςτθν 

ανάπτυξθ υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ και οι knockout ποντικοί δεν ιταν πιο ευαίςκθτοι ςτθν 

καρδιακι υποξία (Ho YS et al., 2007) από τουσ αντίςτοιχουσ αγρίου τφπου. Ο μοναδικόσ 

προωανισ ωαινότυποσ ιταν θ αυξθμζνθ γλουτακειονυλίωςθ αρκετϊν πρωτεϊνϊν, ιδίωσ μετά τθ 

χοριγθςθ H2O2 ςε επιλεγμζνουσ ιςτοφσ. Από τθν άλλθ, θ υπερζκωραςθ τθσ GRX1 οδιγθςε ςε 

αυξθμζνθ αντοχι των ποντικϊν ςτθν καρδιακι ανοξία (Malik G et al., 2008). 

1.2.2.2 Γλουτακειόνθ: Από το οξειδωτικό ςτρεσ ςτθν οξειδοαναγωγικι ρφκμιςθ  

Η γλουτακειόνθ (GSH), δθλαδι το τριπεπτίδιο γ-γλουταμυλ-κυςτεϊνυλ-γλυκίνθ,  αποτελεί τθ μθ-

πρωτεϊνικι κειόλθ που βρίςκεται ςτθν υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ ςχεδόν ςε όλουσ τουσ 

ηωντανοφσ οργανιςμοφσ και ζνα από τα πλζον ςθμαντικά αντιοξειδωτικά ςτο κφτταρο (Fahey RC 

et al., 1977; Hwang C et al., 1992; Thornton JM, 1981). Ο αντιοξειδωτικόσ, προςτατευτικόσ τθσ 

ρόλοσ περιλαμβάνει τθν απομάκρυνςθ του Η2Ο2 και των λιπιδικϊν περοξειδίων μζςω τθσ δράςθσ 

των GSH περοξειδαςϊν (Αντιδράςεισ 1 και 2), τθν ενηυμικι πρόςδεςθ ςε τοξικά εξωγενι ι 

ενδογενι θλεκτρονιόωιλα που καταλφεται από τισ GSTs, κακϊσ και τθ μθ-ενηυμικι πρόςδεςθ ςε 

κυτταροτοξικά μζταλλα (Toppo S et al., 2008). 

2 2 2
2GSH H O GSSG 2H O     (1) 

2
2GSH ROOH GSSG ROH H O     (2) 

Σε αυτζσ τισ αντιδράςεισ παράγεται GSSG (διςουλωίδιο τθσ γλουτακειόνθσ) το οποίο μπορεί ςτθ 

ςυνζχεια να αναχκεί ςε GSH από τθν αναγωγάςθ τθσ γλουτακειόνθσ με κατανάλωςθ NADPH. 

GSSG  NADPH  H  2GSH  NADP      (3) 

Η αναλογία GSH προσ GSSG προςωζρει μία απλι και βολικι ζκωραςθ του κυτταρικοφ 

οξειδωτικοφ ςτρεσ (Schafer FQ and Buettner GR, 2001). Τυπικά, τα κφτταρα παρουςιάηουν  μία 

υψθλι αναλογία GSH/GSSG και περιςςότερο από το 90% τθσ ςυνολικισ γλουτακειόνθσ 

διατθρείται ςτθν ανθγμζνθ μορωι μζςω κυτταροπλαςματικισ de novo ςφνκεςθσ GSH, 

ενηυματικισ αναγωγισ του GSSG και πρόςλθψθσ GSH (Meister A and Tate SS, 1976).  

Ο βαςικόσ ρόλοσ τθσ GSH ωσ αντιοξειδωτικό αποδεικνφεται από τθν επιδείνωςθ τθσ τοξικότθτασ 

διάωορων ενϊςεων λόγω τθσ εξάντλθςθσ τθσ GSH που επιτυγχάνεται με διάωορα μζςα τόςο in 

vitro όςο και in vivo. Κατά το παρελκόν, με λίγεσ εξαιρζςεισ, θ οξείδωςθ των πρωτεϊνικϊν 

κυςτεϊνϊν από τισ ROS περιλαμβανόταν ςτον τομζα τθσ τοξικολογίασ όπωσ και θ ζννοια του 

οξειδωτικοφ ςτρεσ ςτθ ςυντριπτικι πλειονότθτα τθσ επιςτθμονικισ βιβλιογραωίασ. Θεωροφμε 

ότι θ ζννοια τθσ οξειδοαναγωγικισ ρφκμιςθσ εξελίχκθκε από εκείνθ του οξειδωτικοφ ςτρεσ ςτισ 

αρχζσ τθσ δεκαετίασ του '90, αωοφ πολλζσ ζρευνεσ ζδειξαν ότι οι ROS ι τα αντιοξειδωτικά 

ρυκμίηουν αντίκετα μεταγραωικοφσ παράγοντεσ, όπωσ τον NF-κB (Schreck R et al., 1991; Staal, 

1990), κακϊσ και τθ ςθματοδότθςθ που μεςολαβείται από κυτοκίνεσ. Τα εν λόγω ςτοιχεία 

υποδεικνφουν ότι οι ROS δεν περιορίηονται απλϊσ ςτο να βλάπτουν μακρομόρια, είτε πρωτεΐνεσ 
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ι λιπίδια ι DNA, αλλά μποροφν πραγματικά να αλλάξουν τον κυτταρικό μεταβολιςμό και τθ 

γονιδιακι ζκωραςθ. 

Είναι ςαωζσ ότι, από τισ γνωςτζσ πολλζσ μορωζσ τθσ πρωτεϊνικισ οξείδωςθσ 

(ςυμπεριλαμβανομζνων τθσ νίτρωςθσ και τθσ καρβονυλίωςθσ), οι οξειδϊςεισ κειολϊν ςε 

διςουλωίδια και S-νιτροςοκειόλεσ ςυνιςτοφν τουσ πλζον ενδιαωζροντεσ υποψθωίουσ για 

οξειδοαναγωγικι ρφκμιςθ λόγω τθσ αναςτρεψιμότθτάσ τουσ (Ghezzi P, 2005). 

 
Μθχανιςμοί S-Γλουτακειονυλίωςθσ/ Απογλουτακειονυλίωςθσ 

Ζνα ςθμαντικό ποςοςτό τθσ γλουτακειόνθσ μπορεί να προςδεκεί αντιςτρεπτά ςτθ 

ςουλωυδρυλικι ομάδα (-SH) κάποιων πρωτεϊνικϊν καταλοίπων κυςτεΐνθσ (PSH) μζςω ενόσ 

μθχανιςμοφ που καλείται S-γλουτακειονυλίωςθ και ο οποίοσ οδθγεί ςε S-γλουτακειονυλιωμζνεσ 

πρωτεΐνεσ (PSSGs). Η S-Γλουτακειονυλίωςθ, ζχει λάβει ιδιαίτερθ προςοχι τα τελευταία χρόνια 

λόγω τθσ οξειδοαναγωγικισ ρφκμιςθσ, ωςτόςο δεν αποτελεί πρόςωατθ ανακάλυψθ. Οι 

πρωτοποριακζσ εργαςίεσ των Brigelius και ςυν. (Brigelius R et al., 1982; Brigelius R et al., 1983) 

είχαν αποκαλφψει ότι ςτο ωυςιολογικό ιπαρ, περίπου το 1% τθσ ςυνολικισ γλουτακειόνθσ 

βρίςκεται ςτακερά ςε μικτά διςουλωίδια με πρωτεΐνεσ (τθσ τάξθσ των 30nmol/g). Ανάλογα με 

τθν κυτταρικι οξειδοαναγωγικι κατάςταςθ, το ποςό των εν λόγω μικτϊν διςουλωιδίων μπορεί 

να αυξθκεί μζχρι και ςε 20-50% τθσ ςυνολικισ περιεκτικότθτασ ςε γλουτακειόνθ (Gilbert HF, 

1984). 

Αν και θ S-γλουτακειονυλίωςθ υπό οξειδωτικό ςτρεσ είναι μία διαδεδομζνθ πρωτεϊνικι 

τροποποίθςθ, οι μθχανιςμοί του ςχθματιςμοφ πρωτεΐνθσ-SSG δεν ζχουν πλιρωσ διαλευκανκεί. 

Στον Ρίνακα 4 και ςτθν Εικόνα 15 καταγράωονται πικανοί μθχανιςμοί ςχθματιςμοφ πρωτεΐνθσ-

SSG που μπορεί να λαμβάνουν χϊρα αυκόρμθτα ι να καταλφονται από ζνηυμα που δεν ζχουν 

ακόμθ προςδιοριςτεί.  

Η μεταβίβαςθ του γλουτακειονυλο-τμιματοσ του GSSG για να ςχθματίςει πρωτεΐνθ-SSG 

(Ρίνακασ 4, Αντίδραςθ 1 και Εικόνα 15α), δεν ευνοείται κερμοδυναμικά λόγω τθσ υψθλισ 

αναλογίασ GSH / GSSG ςτα κφτταρα (Gilbert HF, 1995). Ρράγματι, όπωσ αναωζρεται και ςτθ 

ςυνζχεια (Ρίνακασ 6, κριτιριο 3), είναι απίκανο μικρζσ αλλαγζσ ςτθν ενδοκυττάρια αναλογία 

GSH/GSSG να οδθγιςουν ςε ουςιϊδθ γλουτακειονυλίωςθ πρωτεϊνϊν μζςω ανταλλαγισ κειόλθσ-

διςουλωιδίου μεταξφ του GSSG και των πρωτεϊνικϊν κειολϊν, αωοφ τα οξειδοαναγωγικά 

δυναμικά των περιςςοτζρων κυςτεϊνικϊν καταλοίπων είναι τζτοια που κα 

γλουτακειονυλιϊνονταν κατά 50% μόνο ςε μία πολφ μικρι αναλογία GSH/GSSG τθσ τάξθσ του 1 

(δθλαδι ςε μία ςχεδόν απίκανθ αλλαγι ςτθν κυτταρικι ςυγκζντρωςθ GSSG). Επιπλζον, θ 

εξαγωγι του GSSG από τα περιςςότερα κφτταρα ωσ προςτατευτικόσ μθχανιςμόσ ενάντια ςτο 

οξειδωτικό ςτρεσ μειϊνει δραςτικά μεγάλεσ αλλαγζσ ςτο ενδοκυττάριο οξειδοαναγωγικό 

δυναμικό υπό ωυςιολογικζσ καταςτάςεισ. Για αυτό, εάν και θ ανταλλαγι κειόλθσ-διςουλωιδίου 

κα μποροφςε να οδθγιςει ςτθν παραγωγι PSSGs κάτω από ακραίεσ ςυνκικεσ (δθλαδι υψθλι 

ςυγκζντρωςθ GSSG), είναι ζνασ μθ-πίκανοσ μθχανιςμόσ in vivo. Στθν πραγματικότθτα, θ S-

γλουτακειονυλίωςθ μπορεί να λάβει χϊρα ςε άκικτα κφτταρα ςε ποικίλα πειραματικά μοντζλα 

παραγωγισ ROS χωρίσ ανιχνεφςιμεσ αλλαγζσ ςτθν αναλογία GSH/GSSG (Dalle-Donne I et al., 

2009).  
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Ρίνακασ 4. Ρικανοί μθχανιςμοί S-γλουτακειονυλίωςθσ πρωτεϊνϊν. 

Σχθματιςμόσ μζςω ανταλλαγισ κειόλθσ-

διςουλφιδίου με το GSSG (Gilbert HF, 1984) 

(1) PSH + GSSG → PSSG + GSH  

 

Σχθματιςμόσ μζςω άμεςθσ οξείδωςθσ 

(Kosower NS and Kosower EM, 1987) 
(2) GSH + PSH → PSSG  

Σχθματιςμόσ μζςω ριηϊν κείου (Starke DW et 

al., 2003) 

(3α)
2

. .PSH + HO   PS  + H O   

(3β)
2

. .GSH + HO   GS  + H O   

(4α) . .PS  + GSH PSSG + H   

(4β) . .PSH + GS PSSG + H  
 

Σχθματιςμόσ μζςω ενδιάμεςων ςουλφενικϊν 

οξζων (Barrett WC et al., 1999; Forman, 2003) 

(5α) PSH + H2O2 → PSOH + H2O  ι 

(5β) PSH + ONOO- → PSOH + -

2
NO   

(6) PSOH + GSH → PSSG + H2O  

Σχθματιςμόσ μζςω S-νιτροςοκειολϊν (Ghezzi 

P, 2005) 

(7) GS  + NO   [GSNO]     

(8α) PSNO + GSH  PSSG + HNO  ι 

(8β) PSH + GSNO  PSSG + HNO   

 

Οι PSSGs μποροφν επίςθσ να ςχθματιςτοφν μετά τθν εν μζρει «ενεργοποίθςθ» (για παράδειγμα 

μζςω οξείδωςθσ ενόσ θλεκτρονίου) τθσ πρωτεϊνικισ κειόλθσ (PSH) ι τθσ κειόλθσ του GSH ςτισ 

αντίςτοιχεσ κειυλ-ρίηεσ ( .PS  ι .GS ), οι οποίεσ εν ςυνεχεία αντιδροφν με GSH ι PSH, αντίςτοιχα, 

για να δϊςουν μία γλουτακειονυλιωμζνθ πρωτεΐνθ (Ρίνακασ 4, Αντιδράςεισ 3, 4 και Εικόνα 15β) 

(Dalle-Donne I et al., 2009). Είναι γνωςτι θ ικανότθτα των .GS  ριηϊν να ςτακεροποιοφνται μζςω 

του ςχθματιςμοφ διςουλωιδικϊν ανιονικϊν ριηϊν (Wardman P and von Sonntag C, 1995), οπότε 

και θ GRX ενδεχομζνωσ να μπορεί να αντιδράςει κατά προτίμθςθ με τθν .GS  για να ςχθματίςει 

μια GRX-SS-γλουτακειόνθ διςουλωιδικι ανιονικι ρίηα ( • GRX SSG  ). Η αντίλθψθ αυτι 

βαςίηεται ςτο αςυνικιςτα χαμθλό pKa (3,5) τθσ κυςτεΐνθσ του ενεργοφ κζντρου τθσ GRX (Mieyal 

JJ et al., 1991b; Srinivasan U et al., 1997) και ςτθν επιλεκτικι ςτακεροποίθςθ του 

γλουτακειονυλο-τμιματοσ ςτο GRX-SSG καταλυτικό ενδιάμεςο (Gravina S and Mieyal J, 1993; 

Mieyal JJ et al., 1995; Yang Y et al., 1998). Το ενδιάμεςο κα μποροφςε να διευκολφνει τθ 

μεταωορά τθσ GS ρίηασ για να ςχθματίςει είτε GSSG ι πρωτεΐνθ-SSG. Ρράγματι, θ GRX επιταχφνει 

τθν S-γλουτακειονυλίωςθ διάωορων πρωτεϊνϊν-μοντζλων (GAPDH, PTP1B και ακτίνθσ) 

παρουςία ενόσ ςυςτιματοσ παραγωγισ GS ριηϊν (Starke DW et al., 2003). Εάν θ GRX ι κάποιο 

άλλο ζνηυμο είναι πιο ςθμαντικό για τθν κατάλυςθ του ςχθματιςμοφ πρωτεϊνϊν-SSG ςτα 

κφτταρα παραμζνει να διευκρινιςτεί. Ρράγματι, θ ταυτοποίθςθ ενηφμων που να είναι υπεφκυνα 

για τθν κατάλυςθ ενδοκυττάριου ςχθματιςμοφ ςυγκεκριμζνων ενδιάμεςων πρωτεΐνθσ-SSG 

αποτελεί ζνα από τα ςφνορα για το χαρακτθριςμό οξειδαναγωγικϊν μθχανιςμϊν 

ςθματοδότθςθσ. 
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Εικόνα 15: Κφριοι μθχανιςμοί πρωτεϊνικισ S-γλουτακειονυλίωςθσ και 

απογλουτακειονυλίωςθσ. (α) Το GSSG μπορεί να είναι αρκετό για να εκκινιςει τθν πρωτεϊνικι 

γλουτακειονυλίωςθ (Ρίνακασ 4, Αντίδραςθ 1) ωσ απόκριςθ ςε δραςτικζσ αλλαγζσ ςτθν αναλογία 

GSH/GSSG (π.χ. υπό ςυνκικεσ ςοβαροφ οξειδωτικοφ ςτρεσ), ενϊ θ ROS-καταλυόμενθ δθμιουργία 

(β) πρωτεϊνικϊν ριηϊν κείου (Ρίνακασ 4, Αντιδράςεισ 3 και 4) ι (γ) ενδιαμζςων ςουλωενικοφ 

οξζωσ (Ρίνακασ 4, Αντιδράςεισ 5 και 6) μπορεί να καταςτιςει εωικτι τθν S-γλουτακειονυλίωςθ 

απουςία ςυςςϊρευςθσ GSSG. Αντιδράςεισ ανταλλαγισ κειόλθσ-διςουλωιδίου μποροφν ακόμα να 

λάβουν χϊρα ανάμεςα ςε μία ανθγμζνθ πρωτεϊνικι κειόλθ και μία γλουτακειονυλιωμζνθ 

πρωτεΐνθ (PSSG). Επιπρόςκετα, μία PSSG μπορεί να προκφψει από (δ) αντιδράςεισ ανάμεςα ςε 

κυςτεϊνικζσ κειόλεσ πρωτεϊνϊν και S-νιτροςοκειόλεσ, όπωσ θ GSNO ι άλλεσ οξειδωμζνεσ μορωζσ 

τθσ GSH όπωσ το ςουλωενικό οξφ τθσ γλουτακειόνθσ (GSOH) ι το S-μονοξείδιο του διςουλωιδίου 

τθσ γλουτακειόνθσ [GS(O)SG] ι (ε) από αντιδράςεισ μεταξφ τθσ GSH και S-νιτροςυλιωμζνων 

πρωτεϊνϊν (PSNO) (Ρίνακασ 4, Αντιδράςεισ 7 και 8). Πποια και αν είναι θ διαδρομι τθσ S-

γλουτακειονυλίωςθσ, θ διαδικαςία μπορεί να αντιςτραωεί μζςω αντιδράςεων που καταλφονται 

από τισ οξειδοαναγωγάςεσ κειόλθσ-διςουλωιδίου GRXs (ςτ) (Dalle-Donne I et al., 2009).  

Το πιο πικανό είναι θ S-γλουτακειονυλίωςθ να λαμβάνει χϊρα μζςω τθσ οξείδωςθσ δφο 

θλεκτρονίων τθσ PSH ςτο παράγωγο ςουλωενικοφ οξζωσ (PSOH), το οποίο κατόπιν αντιδρά με 

τθν GSH (Ρίνακασ 4, Αντιδράςεισ 5 και 6, Εικόνα 15γ) (Barrett WC et al., 1999; Forman, 2003). 

Βιοχθμικζσ και κυτταρικζσ μελζτεσ υποςτθρίηουν τον πικανό ρόλο τθσ GSNO ςτθν προϊκθςθ τθσ 

πρωτεϊνικισ S-γλουτακειονυλίωςθσ. Ωςτόςο, δεν είναι εντελϊσ ξεκάκαρεσ οι πρωτεϊνικζσ 

ιδιότθτεσ ι ςυνκικεσ που ευνοοφν τθ δθμιουργία PSNO ι PSSG κατά τθν αντίδραςθ PSH με 
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GSNO και υπάρχουν και λίγεσ πλθροωορίεσ ςχετικά με τθν ενελλακτικι αντίδραςθ PSNO με GSH 

για να δϊςει PSSG (Ρίνακασ 4, Αντιδράςεισ 7, 8 και Εικόνα 15  δ, ε) (Ghezzi P, 2005).  

Η άλλθ πλευρά του νομίςματοσ είναι πόςο αναςτρζψιμθ είναι θ διαδικαςία, κακϊσ αυτό 

ακριβϊσ το χαρακτθριςτικό είναι το κφριο που κακιςτά τθ γλουτακειονυλίωςθ πικανό 

ρυκμιςτικό μθχανιςμό. Θα πρζπει να ςθμειωκεί ότι οι περιςςότερεσ από τισ μελζτεσ ςχετικά με 

τθν απογλουτακειονυλίωςθ δίνουν περιςςότερθ ζμωαςθ ςτισ δράςεισ τθσ γλουτακειονυλίωςθσ 

που ςχετίηονται με τθν πρόκλθςθ βλάβθσ και με τθν ενηυμικι αδρανοποίθςθ λόγω του 

οξειδωτικοφ ςτρεσ και όχι ςτθν οξειδοαναγωγικι ρφκμιςθ. Για αυτό, άλλωςτε χρθςιμοποιοφν και 

τον όρο πρωτεϊνικι αναγζννθςθ για τθν απογλουτακειονυλίωςθ. Σαωϊσ, τα μικτά διςουλωίδια 

είναι αςτακι και αναςτρζψιμα με τθ δράςθ άλλων κειολϊν ςφμωωνα με τθ γενικι αντίδραςθ 

τθσ ανταλλαγισ κειόλθσ-διςουλωιδίου που ωαίνεται παραπάνω (Ρίνακασ 5, Αντίδραςθ 1). Ππωσ 

ζχει ιδθ αναωερκεί, θ διαδικαςία τθσ απογλουτακειονυλίωςθσ καταλφεται, κυρίωσ, από τισ 

γλουταρεδοξίνεσ(Holmgren A, 1985; Holmgren A, 1989; Holmgren A and Εslund F, 1995). Ωςτόςο, 

όπωσ ωαίνεται ςτον Ρίνακα 5, είναι πικανό να ςυνειςωζρουν και άλλα ζνηυμα ςτθν 

απογλουτακειονυλίωςθ. 

Ρίνακασ 5: Υποψιφια ζνηυμα για τθν κατάλυςθ τθσ αντιςτρεπτισ πρωτεϊνικισ 

γλουτακειονυλίωςθσ (Gallogly MM and Mieyal JJ, 2007). 

Ζνηυμο 
Τυπικι αντίδραςθ που 

καταλφει 

Ρροτεινόμενοσ ρόλοσ ςτθν 

αντιςτρεπτι γλουτακειονυλίωςθ 

GRX5 Δεν είναι γνωςτό 
Απογλουτακειονυλίωςθ  

(μθ-ξεκάκαροσ μθχανιςμόσ) 

SRX (Sulfiredoxin, 

ςουλωιρεδοξίνθ) 

 

PRΧ-SO2H + ATP + 2RSH    

PRX-SH + ADP+ R-SS-R + H2O 

Απογλουτακειονυλίωςθ  

(μθ-ξεκάκαροσ μθχανιςμόσ) 

 

Δεν είναι γνωςτι θ ςχετικι ςθμαςία τθσ καταλυόμενθσ από τθν GRX απογλουτακειονυλίωςθσ ςε 

ςχζςθ με εκείνθ μζςω ανταλλαγισ κειόλθσ-διςουλωιδίου. Ωςτόςο, ςε μία εργαςία που 

χρθςιμοποίθςαν παρεμβόλιμο RNA (RNAi) για να απενεργοποιιςουν τθν ενδογενι GRX ςε 3T3 

ινοβλάςτεσ διαπιςτϊκθκε ο ρόλοσ-κλειδί του ενηφμου αυτοφ ςτθν κατάλυςθ τθσ 

απογλουτακειονυλίωςθσ τθσ ακτίνθσ και τθν επακόλουκθ ρφκμιςθ του πολυμεριςμοφ και τθσ 

αναδιοργάνωςισ τθσ (Wang, 2003). In vitro μελζτεσ με γλουτακειονυλιωμζνθ αιμοςωαιρίνθ 

ζδειξαν ότι θ GRX είναι πάνω από 1000 ωορζσ πιο αποτελεςματικι από τθ δικειοκρεϊτόλθ ςτθν 

κατάλυςθ τθσ απογλουτακειονυλίωςθσ και ότι θ GSH (ακόμα και παρουςία ςυςτιματοσ 

αναγζννθςθσ τθσ GSH χρθςιμοποιϊντασ αναγωγάςθ του GSSG) δεν ιταν ικανι να διεκπεραιϊςει 

τθν απογλουτακειονυλίωςθ απουςία τθσ GRX (Mannervik, 1983; Mieyal JJ et al., 1991a). Θα 

πρζπει να ςθμειωκεί ότι αν και θ GRX αναγεννά τισ απενεργοποιθμζνεσ από το ςχθματιςμό 

μικτϊν διςουλωιδίων πρωτεΐνεσ πιο αποτελεςματικά από τθν TRX και θ TRX μπορεί να 

απογλουτακειονυλιϊςει γλουτακειονυλιωμζνεσ πρωτεΐνεσ (Thomas JA et al., 1995). Η TRX ακόμα 
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αναγεννά αποτελεςματικά τθν GAPDH και τθ ωωςωοωρουκτοκινάςθ όταν ζχουν 

απενεργοποιθκεί με οξείδωςθ μονοκειόλθσ ςε ςουλωενικό ι ςουλωινικό οξφ (Yoshitake S et al., 

1994).  

Εξειδίκευςθ τθσ γλουτακειονυλίωςθσ 

Ρολφ λίγα είναι γνωςτά ςχετικά με τθν ειδικότθτα τθσ πρωτεϊνικισ γλουτακειονυλίωςθσ. Είναι 

όλεσ οι ελεφκερεσ SH ομάδεσ εξίςου ευπακείσ; Ζχει προτακεί ότι δφο παράγοντεσ κακορίηουν 

τθν επιδεκτικότθτα μίασ δεδομζνθσ κυςτεΐνθσ. Ο πρϊτοσ είναι θ προςβαςιμότθτα ςτθ 3D δομι, 

αωοφ θ GSH δεν είναι ζνα μικρό μόριο (Casagrande, 2002). Ο άλλοσ κακοριςτικόσ παράγοντασ 

είναι θ ικανότθτα αντίδραςθσ τθσ κυςτεΐνθσ, θ οποία κακορίηεται ςε μεγάλο βακμό από τα γφρω 

αμινοξζα. Για παράδειγμα, θ δθμιουργία Cys-S-, θ οποία μπορεί ςτθ ςυνζχεια να αντιδράςει για 

να ςχθματίςει μίγμα διςουλωιδίου με GSH, ευνοείται από βαςικά αμινοξζα ςτθ γειτνίαςθ με 

αυτιν, ενϊ τα όξινα γειτονικά αμινοξζα κα ζχουν το αντίκετο αποτζλεςμα (Friedman, 1973). Για 

παράδειγμα, ςτθν περίπτωςθ τθσ TRX, ζνα GSH ςφμπλοκο ςτθν Cys72 κα μποροφςε επίςθσ να 

ευνοείται από τθν πρωτοταγι δομι όπου ζνα βαςικό αμινοξφ, θ Lys71, κα μποροφςε να 

ςτακεροποιιςει το ςφμπλοκο πρωτεΐνθσ-γλουτακειόνθσ αλλθλεπιδρϊντασ θλεκτροςτατικά με τθ 

γ-γλουτάμυλο–ομάδα τθσ GSH (Holmgren A, 1985). 

Και άλλοι ειδικοί παράγοντεσ κακορίηουν τθν προςβαςιμότθτα μίασ ςυγκεκριμζνθσ κυςτεΐνθσ 

ςτθ γλουτακειονυλίωςθ. Συγκεκριμζνα, μία γειτονικι κειόλθ μπορεί να ανάγει ζνα μικτό 

διςουλωίδιο όταν ςχθματιςτεί. Σε ςυμωωνία με τα ανωτζρω, καμία από τισ δφο κυςτεΐνεσ ςτο 

ενεργό κζντρο τθσ  TRX δε ςχθματίηει ζνα (ςτακερό) μικτό διςουλωίδιο με τθν GSH (Casagrande, 

2002). 

Στθν Εικόνα 16 περιγράωεται θ μοριακι βάςθ τθσ εξειδίκευςθσ τθσ πρωτεϊνικισ 

γλουτακειονυλίωςθσ. 
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Εικόνα 16: Μοριακι βάςθ τθσ εξειδίκευςθσ τθσ πρωτεϊνικισ S-γλουτακειονυλίωςθσ.  

Δεν είναι όλεσ οι PSHs εξίςου προςιτζσ ςτθν αντίδραςθ με τισ ROS ι τισ RNS και/ι γλουτακειόνθ. 

Τα δφο πλζον κακοριςτικά ςτοιχεία για τθν επιδεκτικότθτα μίασ κειόλθσ ςε οξειδοαναγωγικζσ 

αντιδράςεισ, ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ γλουτακειονυλίωςθσ, είναι θ προςβαςιμότθτα τθσ 

κειόλθσ μζςα ςτθν τριτοταγι δομι τθσ πρωτεΐνθσ και θ δραςτικότθτα του καταλοίπου κυςτεΐνθσ, 

που επθρεάηεται από τα περιβάλλοντα αμινοξζα. Για παράδειγμα, τα ςουλωυδρφλια των 

περιςςότερων κυτταροπλαςματικϊν πρωτεϊνϊν ζχουν μία τιμι pKa γφρω ςτο 8,5 και ςτο 

ωυςιολογικά αναγωγικό περιβάλλον του κυτταροπλάςματοσ παραμζνουν ςχεδόν πλιρωσ 

πρωτονιωμζνα ςε ωυςιολογικό pH. Συνεπϊσ, είναι απίκανο να S-γλουτακειονυλιωκοφν. Ραρόλα 

αυτά, οι οξειδοαναγωγικά ευαίςκθτεσ πρωτεΐνεσ ζχουν ςυγκεκριμζνα κυςτεϊνικά κατάλοιπα που 

υπάρχουν ςαν ςουλωυδρυλικά ανιόντα (PS-) ςε ουδζτερο pH; αυτό οωείλεται ςε ελάττωςθ των 

τιμϊν pKa λόγω των αλλθλεπιδράςεων ωορτίων με γειτονικά κετικά ωορτιςμζνα (δθλαδι 
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βαςικα) αμινοξζα ςτθν πρωτοταγι ι τριτοταγι δομι, ϊςτε να γίνονται «ενεργζσ κυςτεΐνεσ», οι 

οποίεσ ζχουν αυξθμζνθ αντιδραςτικότθτα για τθ γλουτακειόνθ και πολλζσ ROS και/ι RNS. Ο 

ςχθματιςμόσ, λοιπόν, ενόσ ανιόντοσ ςουλωυδρυλίου μίασ κυςτεΐνθσ, το οποίο μπορεί κατόπιν να 

αντιδράςει για να ςχθματίςει μικτό διςουλωίδιο με τθ γλουτακειόνθ, ευνοείται από βαςικά 

αμινοξζα ςτθ γειτνίαςι του, ενϊ τα όξινα γειτονικά αμινοξζα κα ζχουν το αντίκετο αποτζλεςμα. 

Για αυτό ζνα κατιονικό περιβάλλον κακιςτά τθν -SH ιδιαίτερα δραςτικι και προςιτι ςτθν S-

γλουτακειονυλίωςθ. Άλλοι πικανοί παράγοντεσ που ςυνειςωζρουν ςε χαμθλζσ τιμζσ pKa μίασ 

κυςτεΐνθσ είναι οι δράςεισ ζλικασ-διπόλου, που κεωρείται ότι μειϊνουν το pKa των κυςτεϊνικϊν 

καταλοίπων (π.χ. ςτισ TRXs), κακϊσ και θ δθμιουργία δεςμϊν υδρογόνου των καταλοίπων 

κυςτεΐνθσ με ωορτιςμζνα κατάλοιπα, όπωσ θ ςερίνθ ι θ ιςτιδίνθ. Επιπλζον, πρωτεΐνεσ που 

περιζχουν κατάλοιπα ςελθνοκυςτεΐνθσ γλουτακειονυλιϊνονται εφκολα ςε ουδζτερο pH, γιατί οι 

τιμζσ pKa είναι μικρότερεσ του 6,0. Ιδιαίτερα προςιτζσ ςτθν οξείδωςθ, ςυμπεριλαμβανομζνθσ 

τθσ γλουτακειονυλίωςθσ, είναι οι κυςτεΐνεσ που προςδζνουν ςε κάποιο μεταλλικό ιόν, όπωσ ςε 

Mg2+, Ca2+ ι Zn2+ (για παράδειγμα αυτζσ ςτθ ρυκμιςτικι περιοχι κάποιον ιςομορωϊν 

πρωτείνικισ κινάςθσ C). Επίςθσ, θ εξειδίκευςθ τθσ γλουτακειονυλίωςθσ μπορεί να παραςχεκεί 

από τθν ενδοκυττάρια οξειδοαναγωγικι διαμεριςματοποίθςθ και τθν ειδικότθτα των GRXs ςτθν 

ενηυμικι γλουτακειονυλίωςθ (Dalle-Donne I et al., 2009).  

S-Γλουτακειονυλίωςθ: ρυκμιςτικόσ μθχανιςμόσ μεταγωγισ ςιματοσ  

Οι ποικίλεσ κυτταρικζσ επιδράςεισ τθσ γλουτακειονυλίωςθσ των πρωτεϊνϊν (Adachi T et al., 

2004a; Adachi T et al., 2004b; Fiaschi T et al., 2006; Reynaert NL et al., 2006; Rinna A et al., 2006; 

Velu CS et al., 2007) δθμιουργοφν το ερϊτθμα ςχετικά με το εάν πρόκειται για ζνα μονοπάτι 

πρωτεϊνικισ βλάβθσ που επάγει καταρροϊκά γεγονότα αδιακρίτωσ ι για ζναν μθχανιςμό 

οξειδοαναγωγικισ ρφκμιςθσ. Ρροκειμζνου, θ S-γλουτακειονυλίωςθ να κεωρθκεί ρυκμιςτικόσ 

μθχανιςμόσ πρζπει να πλθροφνται κάποια βαςικά κριτιρια (Ρίνακασ 6).  

Ρίνακασ 6: Κριτιρια κεϊρθςθσ τθσ S-Γλουτακειονυλίωςθσ ωσ υκμιςτικοφ Μθχανιςμοφ 

(Shelton MD et al., 2005). 

1. Η S-Γλουτακειονυλίωςθ πρζπει να αλλάηει τθ λειτουργία τθσ τροποποιθμζνθσ πρωτεΐνθσ. 

2. Η S-Γλουτακειονυλίωςθ πρζπει να λαμβάνει χϊρα ςε ακζραια κφτταρα ωσ απόκριςθ ςε 

ωυςιολογικό ερζκιςμα. 

3. Η S-Γλουτακειονυλίωςθ πρζπει να λαμβάνει χϊρα ςε ςχετικά υψθλι αναλογία 

GSH/GSSG, δθλαδι ςε ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ. 

4. Ρρζπει να υπάρχει ζνασ γριγοροσ και αποτελεςματικόσ μθχανιςμόσ για το ςχθματιςμό 

ςυγκεκριμζνων πρωτεϊνϊν-SSG. 

5. Ρρζπει να υπάρχει ζνασ γριγοροσ και αποτελεςματικόσ μθχανιςμόσ για τθν αντιςτροωι 

τθσ αντίδραςθσ S-Γλουτακειονυλίωςθσ. 
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Το κριτιριο 1 ωαίνεται προωανζσ, αλλά οι πρωτεωμικζσ προςεγγίςεισ περιλαμβάνουν πολλά 

παραδείγματα όπου οι τροποποιθμζνεσ ςτθν κυςτεΐνθ πρωτεΐνεσ προςδιορίηονται πριν από 

αντίςτοιχεσ αλλαγζσ ςτισ δράςεισ τουσ και πριν τεκμθριωκεί θ αντίςτοιχθ λειτουργία. Επίςθσ, 

πολλζσ από τισ πρωτεΐνεσ ζχουν προςδιοριςτεί μετά από επεξεργαςία των κυττάρων ι των 

απομονωμζνων πρωτεϊνϊν με οξειδωτικά χθμικά, ωσ εκ τοφτου, το κριτιριο 2 εςτιάηει ςτισ 

αποκρίςεισ ςε ωυςιολογικά οξειδοαναγωγικά ερεκίςματα, και περιλαμβάνει το επιςτζγαςμα ότι 

πρζπει να υπάρχει ζνα ωυςιολογικό καταλθκτικό ςθμείο που να διαμορωϊνεται από το/ τα 

γεγονόσ/ γεγονότα γλουτακειονυλίωςθσ. Η αναςτρζψιμθ S-γλουτακειονυλίωςθ ζχει κερδίςει 

ζδαωοσ ωσ ρυκμιςτικόσ μθχανιςμόσ μζςω του χαρακτθριςμοφ τθσ ενηυμολογίασ του βιματοσ τθσ 

απογλουτακειονυλίωςθσ (κριτιριο 5). Ζτςι, θ κατάλυςθ τθσ πρωτεϊνικισ 

απογλουτακειονυλίωςθσ αποδίδεται ςαωϊσ ςτθν GRX, αλλά πολφ λίγα είναι γνωςτά για τουσ 

ενηυμικοφσ μθχανιςμοφσ διαμόρωωςθσ των πρωτεϊνϊν-SSG (κριτιριο 4). Η απλι αντιςτροωι τθσ 

καταλυόμενθσ από τθν GRX αντίδραςθσ, δθλαδι, θ μεταωορά του γλυτακειόνυλο-τμιματοσ από 

το GSSG, είναι ζνασ μθ-πικανόσ ενδοκυττάριοσ μθχανιςμόσ, διότι τα περιςςότερα δυναμικά 

οξειδαναγωγισ πρωτεϊνϊν-κειολϊν απαιτοφν μια αςυνικιςτα υψθλι ςυγκζντρωςθ GSSG για το 

ςχθματιςμό των πρωτεϊνϊν-SSG (Βλζπε Ρίνακα 4 και Εικόνα 15). Τα περιςςότερα κατάλοιπα 

κυςτεΐνθσ ζχουν οξειδαναγωγικά δυναμικά τζτοια ϊςτε θ 50% μετατροπι τθσ πρωτεΐνθσ-SH ςε 

πρωτεΐνθ-SSG να προχποκζτει αλλαγι τθσ ενδοκυττάριασ αναλογίασ GSH / GSSG από ~ 100 ςε ~ 

1 (Gilbert HF, 1995). Στο κριτιριο 3 αναγνωρίηεται ότι είναι απίκανο να ςυμβοφν μεγάλεσ 

αλλαγζσ ςτο ενδοκυττάριο δυναμικό οξειδοαναγωγισ υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ 

οξειδοαναγωγικισ ςθματοδότθςθσ, οπότε πρζπει να ανακαλυωκοφν άλλοι μθχανιςμοί για το 

ςχθματιςμό πρωτεΐνθσ-SSG πζρα από αλλαγζσ ςτθν ιςορροπία GSH / GSSG (Klatt P et al., 1999).  

Επιδράςεισ τθσ γλουτακειονυλίωςθσ πρωτεϊνϊν ςτα κθλαςτικά 

Μζςω τθσ τροποποίθςθσ τθσ ενεργότθτασ τθσ πρωτεΐνθσ-ςτόχου, θ γλουτακειονυλίωςθ οδθγεί 

ςε λειτουργικζσ αλλαγζσ ειδικζσ για κάκε πρωτεΐνθ (ενεργοποίθςθ ι απενεργοποίθςθ), οι οποίεσ 

είναι ςθμαντικζσ ςτθ ρφκμιςθ ςθματοδοτικϊν μεςολαβθτϊν ςε διάωορεσ κυτταρικζσ διαδικαςίεσ 

και, κατά αυτόν τον τρόπο ζχει τθ δυνατότθτα να ρυκμίηει κυτταρικά γεγονότα, τόςο άμεςα όςο 

και ζμμεςα, ςε κφτταρα κθλαςτικϊν και ωυτϊν, ςτισ ηφμεσ και ςτα βακτιρια.  

 όλοσ ςτο μεταβολιςμο. Το γλυκολυτικό ζνηυμο GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase, αωυδρογονάςθ τθσ 3-ωωςωορικισ γλυκεραλδεφδθσ), το οποίο ζχει 

πρωταρχικό ρόλο ςτθν παραγωγι ενζργειασ και ςε μία ποικιλία ςθμαντικϊν μονοπατιϊν 

του πυρινα (π.χ.: ρφκμιςθ απόπτωςθσ, επιδιόρκωςθ DNA, ζξοδοσ του RNA από τον 

πυρινα) απενεργοποιείται μζςω S-γλουτακειονυλίωςθσ ςε ζνα in vitro ςφςτθμα 

χρθςιμοποιϊντασ κακαριςμζνο ανκρόπινο διςουλωίδιο γλουτακειόνθσ (GSSG) 

(Cotgreave IA et al., 2002). Ακόμα, πρόςωατα δείχτθκε ότι το GAPDH αποτελεί τθν πλζον 

άωκονθ και ςθμαντικι πρωτεΐνθ που προςδζνει ςε ςτοιχεία πλοφςια ςε αδενίνθ και 

ουριδίνθ τθσ 3’ μθ-μεταωραηόμενθσ περιοχισ του mRNA τθσ ET-1 (Ενδοκθλίνθ-1) ςε 

ανκρϊπινα ενδοκθλιακά κφτταρα των αγγείων. Αυτι θ αλλθλεπίδραςθ ςυςχετίηεται με 

μειωμζνθ ζκωραςθ  τθσ ΕΤ-1 μζςω αποςτακεροποίθςθσ του mRNA. Το οξειδωτικό ςτρεσ 

αλλοιϊνει τθν πρόςδεςθ του GAPDH ςτο mRNA και τθν ικανότθτά του να ρυκμίηει τθν 

ζκωραςθ τθσ ET-1, το οποίο είναι ζνα ωαινόμενο που ςυμβαίνει μζςω ειδικισ S-
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γλουτακειονυλίωςθσ του καταλυτικά ενεργοφ καταλοίπουCys152 (Rodriguez-Pascual F et 

al., 2008). 

Άλλα γλυκολυτικά ζνηυμα (κινάςθ του πυρουβικοφ, αλδολάςθ, κινάςθ του 

ωωςωογλυκερικοφ και ιςομεράςθ τθσ ωωςωορικισ τριόηθσ) μποροφν να υποςτοφν S-

γλουτακειονυλίωςθ ςε πρωτογενι θπατοκφτταρα αρουραίου και ςε ανκρϊπινα HepG2 

κφτταρα θπατϊματοσ υπό τεχνθτζσ οξειδωτικζσ ςυνκικεσ (H2O2, διαμίδιο ι μεναδιόνθ) 

(Fratelli M et al., 2003), δείχνοντασ ζτςι ότι θ S-γλουτακειονυλίωςθ μπορεί να ςυντονίςει 

τον κυτταρικό μεταβολιςμό ωσ απόκριςθ ςτο οξειδωτικό ςτρεσ ρυκμίηοντασ τθ 

γλυκόλυςθ. Αρκετά άλλα ζνηυμα που ςυμμετζχουν ςτο μεταβολιςμό τθσ ενζργειασ και 

ζχουν μία κυςτεΐνθ ςτο ενεργό τουσ κζντρο αναςτζλλονται από τθν S-

γλουτακειονυλίωςθ, όπωσ θ αωυδρογονάςθ του α-κετογλουταρικοφ (Applegate MA et 

al., 2008) και θ μιτοχονδριακι NADP+-εξαρτϊμενθ αωυδρογονάςθ του ιςοκιτρικοφ (Kil IS 

and Park JW, 2005) (ζνα ςθμαντικό ζνηυμο ςτθν κυτταρικι άμυνα ενάντια τθσ 

οξειδωτικισ βλάβθσ, που παρζχει NADPH ςτα μιτοχόνδρια, το οποίο είναι απαραίτθτο 

για τθν αναγζννθςθ τθσ μιτοχονδριακισ GSH ι TRX). 

Στο μετα-ιςχαιμικό μυοκάρδιο, θ αξιοςθμείωτθ απϊλεια τθσ ενεργότθτασ του 

μιτοχονδριακοφ ςυμπλόκου ΙΙ ςυςχετίηεται με τθν απογλουτακειονυλίωςθ τθσ 70-kDa 

υπομονάδασ του ενηφμου που προςδζνει το ωλαβινο-αδενινο νουκλεοτίδιο, 

υποδεικνφοντασ ότι θ S-γλουτακειονυλίωςθ ενεργοποιεί το ςφμπλοκο ΙΙ in vivo (Chen YR 

et al., 2007). Ρρόςωατα, δείχτθκε ότι το ςφμπλοκο Ι ςε άκικτα μιτοχόνδρια καρδιάσ 

κθλαςτικϊν, ςτα οποία ζχει προκλθκεί οξειδωτικό ςτρεσ μζςω διαμιδίου, είναι S-

γλουτακειονυλιωμζνο ςτισ κυςτεΐνεσ 531 και 704 τθσ 75-kDa υπομονάδασ, οι οποίεσ 

βρίςκονται ςτθν επιωάνεια του ςυμπλόκου Ι ςτα κθλαςτικά και εκτεκειμζνα ςτθ 

μιτοχονδριακι δεξαμενι GSH (Hurd TR et al., 2008). Η S-γλουτακειονυλίωςθ του 

ςυμπλόκου Ι ςυμβαίνει και μετά από ιπιο οξειδωτικό ςτρεσ λόγω αυξθμζνθσ παραγωγισ 

ανιόντοσ υπεροξειδίου από τθν αναπνευςτικι αλυςίδα (Hurd TR et al., 2008). Συνεπϊσ, 

οι κυςτεΐνεσ 531 και 704 κα μποροφςαν να είναι ςθμαντικζσ ςτθν αποωυγι τθσ 

οξειδωτικισ βλάβθσ του ςυμπλόκου Ι αντιδρϊντασ με τισ ROS και ανακυκλϊνοντασ, μζςω 

τθσ επικείμενθσ S-γλουτακειονυλίωςθσ, τισ κειυλ-ρίηεσ και τα ςουλωενικά οξζα που 

ςχθματίηονται ςτα κυςτεϊνικά κατάλοιπα ςε ελεφκερεσ κειόλεσ.  

 όλοσ ςτθ ςθματοδότθςθ. Ρολλά ςθματοδοτικά μόρια και μεταγραωικοί παράγοντεσ 

ουςιϊδεισ για τθν κυτταρικι ανάπτυξθ, τθ διαωοροποίθςθ ι τθν απόπτωςθ ρυκμίηονται 

μζςω S-γλουτακειονυλίωςθσ. Θα αναωερκοφμε ενδεικτικά ςε κάποια εξ αυτϊν. Στθν 

κυτταρικι ςειρά NR8383 των μακροωάγων των κυψελιδων αρουραίου, οι ROS  που 

παράγονται μζςω τθσ ADP-προκαλοφμενθσ αναπνευςτικισ ζκρθξθσ επάγουν το 

ςχθματιςμό ενόσ διςουλωιδικοφ δεςμοφ μεταξφ PTP1B και GSH (Rinna A et al., 2006). 

Μετά τθν πρόκλθςθ οξειδωτικοφ ςτρεσ με μεναδιόνθ, γλουτακειονυλιϊνεται θ κινάςθ 

MEKK1 (MAPK/ERK kinase kinase, κινάςθ τθσ κινάςθσ τθσ MAPK ι τθσ ERK). Η παραπάνω 

S-γλουτακειονυλίωςθ παρεμβάλλεται ςτθν πρόςδεςθ του ATP ςτθν πλοφςια ςε γλυκίνθ 

κθλειά τθσ υπο-περιοχισ Ι τθσ επικράτειασ κινάςθσ τθσ MEKK1 προκαλϊντασ τθν 

αναςτολι τθσ καταλυτικισ τθσ ενεργότθτασ (Cross JV and DJ., 2004). Ζτςι, θ S-

γλουτακειονυλίωςθ μπορεί να αντιπροςωπεφει ζναν γενικό μθχανιςμό μζςω του οποίου 
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ρυκμίηεται θ λειτουργία πρωτεϊνικισ κινάςθσ αποτρζποντασ τθ ωωςωορυλίωςθ τθσ 

κθλειάσ ενεργοποίθςθσ ι αλλάηοντασ τισ αλλθλεπιδράςεισ πρωτεΐνθσ-υποςτρϊματοσ.  

Επίςθσ, μεταγραωικοί παράγοντεσ όπωσ οι Jun και NF-κB, αναςτζλλονται από τθ 

γλουτακειονυλίωςθ (Klatt P et al., 1999; Pineda-Molina E et al., 2001), ενϊ ζχουν 

δθμοςιευκεί ενδείξεισ για αυτι τθ δράςθ και για τον ATF (activating transcription factor, 

μεταγραωικόσ παράγοντασ-ενεργοποιθτισ) /CREB (cyclic AMP-responsive element 

binding protein, πρωτεΐνθ που προςδζνει ςτο ςτοιχείο που αποκρίνεται ςτο κυκλικό 

AMP) (Brar, 2004). Στθν περίπτωςθ των μεταγραωικϊν παραγόντων, θ αναςτολι 

πικανότατα ςυμβαίνει μζςω τθσ αναςτολισ τθσ πρόςδεςθσ ςτο DNA, κακϊσ θ 

γλουτακειονυλίωςθ προςκζτει τα δφο αρνθτικά ωορτία του GSH (αυτό του γ-

γλουταμικοφ οξζοσ και του καρβοξυτελικοφ άκρου τθσ γλυκινθσ) ςτθ κετικά ωορτιςμζνθ 

περιοχι πρόςδεςθσ ςτο DNA τθσ πρωτεΐνθσ, που με τθ ςειρά τουσ εξαςκενίηουν τθν 

πρόςδεςθ ςτο αρνθτικά ωορτιςμζνο DNA (Klatt P et al., 1999; Pineda-Molina E et al., 

2001). Πςον αωορά τον NF-κB υπάρχουν ενδείξεισ για τθ γλουτακειονυλίωςθ τθσ p65 

(Qanungo S et al., 2007), κακϊσ και μία μελζτθ που επιδεικνφει τθν S-γλουτακειονυλίωςθ 

τθσ απομονωμζνθσ p50 υπομονάδασ (Pineda-Molina E et al., 2001). Ωςτόςο, άμεςθ 

απόδειξθ (π.χ. μζςω ωαςματομετρίασ μάηασ) τθσ γλουτακειονυλίωςθσ τθσ p50 ι τθσ p65 

in vivo δεν ζχει γίνει. Ραράλλθλα, πρόςωατα αναωζρκθκε γλουτακειονυλίωςθ τθσ β-

υπομονάδασ τθσ IKK (IκB kinase, κινάςθ τθσ IκB) ςτθν κυςτεΐνθ 179 μετά τθν επίδραςθ 

H2O2, θ οποία αναςτζλλει τθν ενεργότθτα κινάςθσ και άρα τθν ενεργοποίθςθ του NF-κB, 

ο οποίοσ παραμζνει ςε αδρανι μορωι ςτο κυτταρόπλαςμα (Reynaert NL et al., 2006). Η 

GRX αντιςτρζωει τθν κατάςταςθ αυτι και αποκακιςτά τθν ενεργότθτα κινάςθσ. Για αυτό, 

θ S-γλουτακειονυλίωςθ ωαίνεται να αποτελεί ζναν ωυςιολογικό μθχανιςμό για τον 

ζλεγχο τθσ οξειδοαναγωγικισ ρφκμιςθσ του μονοπατιοφ ενεργοποίθςθσ του NF-κB ςε 

διάωορα επίπεδα.  

Ωςτόςο, θ γλουτακειονυλίωςθ δεν ζχει πάντα αναςταλτικό ρόλο. Αυξθμζνα επίπεδα 

οξειδωτικϊν τόςο ςε ενδοκθλιακά όςο και ςε αγγειακά λεία μυϊκά κφτταρα μποροφν 

άμεςα να ενεργοποιιςουν τθ μικρι GTPάςθ p21ras μζςω γλουτακειονυλίωςθσ ςτθν 

κυςτεΐνθ 118; ζτςι αυξάνεται θ ενεργότθτα τθσ p21ras και μεςολαβείται θ καταρροϊκι 

ςθματοδότθςθ μζςω ωωςωορυλίωςθσ των ERK (πρωτεϊνικι κινάςθ που ρυκμίηεται από 

εξωκυττάρια ςιματα) και AKT (Adachi T et al., 2004a; Clavreul N et al., 2006a). Επιπλζον, 

θ S-γλουτακειονυλίωςθ και θ μετζπειτα ενεργοποίθςθ τθσ p21ras από το περοξυνιτρικό 

μεςολαβεί τθν αντίςταςθ ςτθν ινςουλίνθ των ενδοκθλιακϊν κυττάρων που προκαλείται 

από οξειδωμζνθ λιποπρωτεΐνθ χαμθλισ πυκνότθτασ μζςω τθσ ERK-εξαρτϊμενθσ 

αναςτολισ του μονοπατιοφ τθσ ινςουλίνθσ (Clavreul N et al., 2006b). Η ROS-εξαρτϊμενθ 

S-γλουτακειονυλίωςθ τθσ Ras ςτθν κυςτεΐνθ 118 μεςολαβεί επίςθσ τθν επαγόμενθ από 

το ςτζλεχοσ υπερτροωία των καρδιομυοκυττάρων. Η τροποποίθςθ αναςτζλλεται από τθν 

υπερζκωραςθ τθσ GRX1 (Pimentel DR et al., 2006). 

Ρρόςωατα αποτελζςματα από ενδοκθλιακά κφτταρα παρζχουν ςτοιχεία ότι θ S-

γλουτακειονυλίωςθ τθσ καςπάςθσ-3 αναςτζλλει τθ διάςπαςι τθσ και ότι θ TNF 

(παράγοντασ νζκρωςθσ όγκου)-α-επαγόμενθ απόπτωςθ ςε αυτά τα κφτταρα ςχετίηεται 

με τθν GRX-καταλυόμενθ απογλουτακειονυλίωςθ τθσ καςπάςθσ-3 (Pan S and Berk BC, 

2007), αποκαλφπτοντασ ζτςι ζναν καινοφριο ρυκμιςτικό μθχανιςμό ςτο μονοπάτι του 
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κυτταρικοφ κανάτου που εκκινείται από τον TNF-α (Huang Z et al., 2008; Pan S and Berk 

BC, 2007). 

 όλοσ ςτθν οξειδοαναγωγικι ομοιόςταςθ. Σε αντίκεςθ με άλλα ζνηυμα τα οποία 

αναςτζλλονται από τθν S-γλουτακειονυλίωςθ μίασ κυςτεΐνθσ του ενεργοφ τουσ κζντρου, 

θ TRX ςε ανκρϊπινα μονοπφρθνα κφτταρα περιωερικοφ αίματοσ ωαίνεται να 

αναςτζλλεται προςωρινά μετά τθ χοριγθςθ διαμιδίου λόγω τθσ S-γλουτακειονυλίωςθσ  

μίασ κυςτεΐνθσ εκτόσ του ενεργοφ κζντρου (Casagrande S et al., 2002). 

 όλοσ ςτθ ρφκμιςθ τθσ ομοιόςταςθσ του αςβεςτίου και ςτθν ενεργότθτα καναλιϊν 

ιόντων. Η S100A1 αποτελεί μία τυπικι εκπρόςωπο μίασ ομάδασ πρωτεϊνϊν με EF-hand 

που προςδζνουν αςβζςτιο και αποτελοφν τθν οικογζνεια  S100. Η ςυγγζνεια τθσ  S100A1 

για το αςβζςτιο αυξάνεται δραματικά όταν θ κειόλθ τθσ κυςτεΐνθσ 85 των α υπομονάδων 

τθσ ςχθματίηει μικτό διςουλωίδιο μετά τθν ζκκεςθ ςε περίςςεια GSSG in vitro (Goch G et 

al., 2005). 

Η ATPάςθ αςβεςτίου του ςαρκοπλαςματικοφ δικτφου SERCA, θ οποία μεταωζρει Ca2+ 

από το κυτταρόπλαςμα ςτον αυλό του ενδοπλαςματικοφ δικτφου καταναλϊνοντασ ATP 

κατά τθ μυϊκι χαλάρωςθ, ενεργοποιείται μζςω S-γλουτακειονυλίωςθσ θ οποία επάγεται 

από το περοξυνιτρικό τόςο in vitro, όςο και in vivo ςε άκικτεσ αρτθρίεσ (Adachi T et al., 

2004a; Ying J et al., 2007). Ραρόμοια, θ ROS-επαγόμενθ S-γλουτακειονυλίωςθ και θ 

ςχετικι ενεργοποίθςθ των υποδοχζων ρυανοδίνθσ διεγείρει τθν απελευκζρωςθ 

αςβεςτίου από τισ ενδοκυττάριεσ αποκικεσ ςτουσ γραμμικοφσ μυσ και ςε νευρικά 

κφτταρα, διαδικαςία απαραίτθτθ τόςο για τθ ςφςπαςθ των γραμμωτϊν μυϊν όςο και για 

ποικίλεσ λειτουργίεσ των νευρϊνων ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ πλαςτικότθτασ των 

ςυνάψεων (Hidalgo C et al., 2006; Kemmerling U et al., 2007; Sanchez G et al., 2005). 

Αντικζτωσ, θ ενεργότθτα του καναλιοφ χλωρίου CFTR (διαμεμβρανικόσ ρυκμιςτισ 

αγωγιμότθτασ κατά τθν κυςτικι ίνωςθ) ςε αποκομμζνεσ μεμβρανικζσ πλάκεσ 

αναςτζλλεται αξιοςθμείωτα από οξειδωμζνεσ μορωζσ γλουτακειόνθσ που επάγουν τθ 

γλουτακειονυλίωςθ μίασ κυςτεΐνθσ, ενϊ θ δράςθ αυτι αντιςτρζωεται από τθν GRX1 ι τθ 

δικειοτριτόλθ (Wang W et al., 2005). 

 όλοσ ςτθ ρφκμιςθ τθσ ςυγκρότθςθσ του κυτταροςκελετοφ. Ζχει δειχκεί ότι θ S-

γλουτακειονυλίωςθ/ απογλουτακειονυλίωςθ τθσ ακτίνθσ διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο 

ςτθ ςυγκρότθςθ του κυτταροςκελετου μετά τθ δράςθ αυξθτικϊν παραγόντων (Dalle-

Donne I et al., 2003a; Dalle-Donne I et al., 2003b; Wang J et al., 2001; Wang J et al., 2003), 

κατά τθν ιντεγκρινο-μεςολαβοφμενθ κυτταρικι πρόςωυςθ (Fiaschi T et al., 2006), κακϊσ 

και ςε καρδιομυοκφτταρα ςε μοντζλα-βλάβθσ από ιςχαιμία/ επανεμποτιςμό (Chen FC 

and Ogut O, 2006). 

Είναι ςθμαντικό να ςθμειωκεί ότι θ γλουτακειονυλίωςθ δεν αντιςτοιχεί με κλείδωμα τθσ 

κυςτεΐνθσ του ενεργοφ κζντρου με αλκυλιωτικό παράγοντα ι με μετάλλαξθ τθσ κυςτεΐνθσ-

ςτόχου. Για παράδειγμα, ο μεταλλαγμζνοσ c-Jun ςτον οποίον λείπει θ κυςτεΐνθ που 

γλουτακειονυλιϊνεται μπορεί ακόμα να δζςει ςτο DNA, αλλά δεν ανταποκρίνεται ςτθν οξείδωςθ 

τθσ κειόλθσ. Στθν πραγματικότθτα, ςε αντίκεςθ με το κλείδωμα μίασ κυςτεΐνθσ, θ πρόςδεςθ του 

τριπεπτιδίου GSH ςε μία πρωτεΐνθ επθρεάηει τθν δραςτθριότθτα του λόγω ςτερικισ 

παρεμπόδιςθσ ι αλλαγϊν ςτο ιςοθλεκτρικό ςθμείο του. Με τον τρόπο αυτό, θ 

γλουτακειονυλίωςθ είναι διαωορετικι από τισ άλλεσ μορωζσ τθσ ςουλωυδρυλίωςθσ. Για 

http://en.wikipedia.org/wiki/ATP_hydrolysis
http://en.wikipedia.org/wiki/ATP_hydrolysis
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παράδειγμα, θ γλουτακειονυλίωςθ αναςτζλλει πολλά ιςοενηφμα τθσ πρωτεϊνικισ κινάςθσ C, ενϊ 

θ κυςτεϊνυλίωςθ δεν επθρεάηει τθ δραςτθριότθτά τουσ (Chu, 2001). Η γλουτακειονυλίωςθ 

μπορεί να ζχει και άλλεσ επιδράςεισ ςτα ζνηυμα και ςτθν περίπτωςθ τθσ HIV-1 πρωτεάςθσ θ 

γλουτακειονυλίωςθ τθσ Cys 95 αναςτζλλει τθ δράςθ, αλλά θ γλουτακειονυλίωςθ τθσ Cys 67 

ςτακεροποιεί το ζνηυμο (Davis DA et al., 1996).  

Η γλουτακειονυλίωςθ μπορεί να ζχει άλλεσ λειτουργίεσ από εκείνεσ που μποροφν να κεωρθκοφν 

ωσ γενικά προςτατευτικζσ ι αντιοξειδωτικζσ. Εάν μία κυςτεΐνθ γλουτακειονυλιωκεί, δεν είναι 

διακζςιμθ για άλλεσ οξειδωτικζσ αντιδράςεισ. Από τθν άποψθ αυτι, θ γλουτακειονυλίωςθ 

κεωρείται ςυχνά ωσ ζνασ τρόποσ για τθν προςταςία των ευαίςκθτων κυςτεϊνϊν από άλλεσ, 

ενδεχομζνωσ ανεπανόρκωτεσ, μορωζσ οξείδωςθσ, επιτρζποντασ ζτςι ςτο κφτταρο να 

αποκαταςτιςει τθ ςχετικι λειτουργία τθσ πρωτεΐνθσ όταν ξεπεραςτοφν οι οξειδωτικζσ ςυνκικεσ 

ςτρεσ. Τζλοσ, θ γλουτακειονυλίωςθ μπορεί να χρθςιμεφςει ωσ μζςο για τθν αποκικευςθ GSH 

ςτο κφτταρο κατά τθ διάρκεια του οξειδωτικοφ ςτρεσ. Στθν πραγματικότθτα, όταν θ GSH 

οξειδϊνεται ςε GSSG, το τελευταίο ςτθ ςυνζχεια εξάγεται από το κφτταρο (Sies, 1984). 

1.3 ΜΟΝΟΡΑΤΙΑ ΑΝΟΣΙΑΚΘΣ ΑΡΟΚΙΣΘΣ 

Το ανοςοποιθτικό ςφςτθμα των κθλαςτικϊν αποτελείται από δφο διακριτά, αλλά 

αλλθλοεξαρτϊμενα ςυςτατικά: το ωυςικό και το προςαρμοηόμενο ανοςοποιθτικό ςφςτθμα. Η 

ωυςικι ανοςιακι απάντθςθ είναι υπεφκυνθ για τθν αρχικι ανίχνευςθ και καταςτροωι των 

«ειςβολζων». H ανίχνευςθ βαςίηεται ςε μία περιοριςμζνθ ομάδα υποδοχζων αναγνϊριςθσ 

μοτίβου (pattern-recognition receptors, PRRs) που κωδικοποιοφνται ςτθ βλαςτικι ςειρά. 

Αντικζτωσ, θ επακόλουκθ προςαρμοηόμενθ ανοςιακι απάντθςθ βαςίηεται για τθν ανίχνευςθ των 

«ειςβολζων» ςε τεράςτιο αρικμό διακριτϊν υποδοχζων που προζρχονται από τυχαίεσ 

γονιδιακζσ αναδιατάξεισ, ενϊ παρζχει ςτον ξενιςτι ανοςολογικι μνιμθ (Janeway and Medzhitov, 

2002). Επιπλζον, θ ωυςικι ενδογενισ απόκριςθ κινθτοποιεί και διαμορωϊνει τισ 

προςαρμοηόμενεσ ανοςιακζσ αποκρίςεισ των T- και B-κυττάρων (Pulendran and Ahmed, 2006). Η 

προςαρμοηόμενθ ανοςιακι απόκριςθ δεν εξαρτάται μόνο από τθν προθγθκείςα ωυςικι 

απόκριςθ, αλλά τθν επθρεάηει κιόλασ οδθγϊντασ ςε ςυνεργιςτικι αλλθλεπίδραςθ μεταξφ των 

δφο αυτϊν κλάδων για τθν απομάκρυνςθ του πακογόνου (Hoebe et al., 2004). Το ωυςικό 

ανοςοποιθτικό ςφςτθμα επιτθρεί, επίςθσ, το εςωτερικό περιβάλλον του ξενιςτι για να 

ανιχνεφςει πικανζσ ενδογενείσ ανωμαλίεσ (Medzhitov and Janeway, 2002). 

Ρροκειμζνου να κινθτοποιθκοφν οι ανοςιακζσ αποκρίςεισ, οι PRRs αναγνωρίηουν μοριακά 

μοτίβα που ςχετίηονται με τα πακογόνα (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) και 

επάγουν αρκετοφσ εξωκυττάριουσ καταρράκτεσ ενεργοποίθςθσ, όπωσ τα μονοπάτια του 

ςυμπλθρϊματοσ και ποικίλα ενδοκυττάρια μονοπάτια ςθματοδότθςθσ, οδθγϊντασ ςε 

ωλεγμονϊδεισ αποκρίςεισ. Αυτζσ οι αποκρίςεισ είναι ουςιϊδεισ για τθν αποτελεςματικι 

απομάκρυνςθ των πακογόνων, αλλά οι αποκρίςεισ υπερενεργοποίθςθσ ενδζχεται να 

αποδειχκοφν επικίνδυνεσ για τον ξενιςτι (π.χ. περιπτϊςεισ ςιψθσ) (Poltorak et al., 1998). Για το 

λόγο αυτόν, οι αποκρίςεισ ελζγχονται αυςτθρά από ςχετιηόμενεσ κθλιζσ αρνθτικισ ανάδραςθσ 

ι/και αντιωλεγμονϊδεισ παράγοντεσ, όπωσ ο παράγοντασ-β ανάπτυξθσ όγκου (tumour growth 

factor, TGFβ), θ ιντερλευκίνθ (interleukin, IL)-10 και οι ςτεροειδείσ ορμόνεσ. Σε πολλζσ 

περιπτϊςεισ, αρκετοί PRRs αναγνωρίηουν ζνα ςυγκεκριμζνο πακογόνο παράλλθλα ι διαδοχικά, 

ενεργοποιϊντασ διακριτά και κοινά μονοπάτια. Ζτςι αυξάνεται θ πικανότθτα αλλθλεπίδραςθσ 
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μεταξφ των μονοπατιϊν, κακϊσ και με άλλα ανοςορυκμιςτικά ςθματοδοτικά μονοπάτια 

δθμιουργϊντασ ζνα ςυγκεκριμζνο ωλεγμονϊδεσ περιβάλλον. Τελικά, με αυτόν τον τρόπο 

κακορίηεται θ ειδικι ανοςιακι απόκριςθ που ςτοχεφει ςτθν απομάκρυνςθ του πακογόνου. 

Υποδοχείσ Αναγνϊριςθσ Μοτίβου: Το ωυςικό ανοςιακό ςφςτθμα χρθςιμοποιεί PRRs που 

βρίςκονται ςε τρία διαωορετικά διαμερίςματα: ςωματικά υγρά, κυτταρικζσ μεμβράνεσ και 

κυτταρόπλαςμα. Οι PRRs ςτα ςωματικά υγρά διαδραματίηουν ςθμαντικοφσ ρόλουσ ςτον 

οψωνιςμό του PAMP, ςτθν ενεργοποίθςθ των μονοπατιϊν του ςυμπλθρϊματοσ και ςε κάποιεσ 

περιπτϊςεισ ςτθ μεταωορά των PAMPs ςε άλλουσ PRRs (Garlanda et al., 2005; Gasque, 2004; 

Ulevitch and Tobias, 1995).  

Οι PRRs που βρίςκονται ςτθν κυτταρικι μεμβράνθ (π.χ. TLRs, Toll-like receptors, υποδοχείσ που 

μοιάηουν με τον Toll) ζχουν ποικίλεσ λειτουργίεσ, όπωσ τθν παρουςίαςθ των PAMPs ςε άλλουσ 

PRRs, τθν προϊκθςθ τθσ μικροβιακισ πρόςλθψθσ μζςω ωαγοκυττάρωςθσ και τθν κινθτοποίθςθ 

ςθμαντικϊν ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν (Beutler et al., 2006; Brown, 2006; Jiang et al., 2005; Lee 

et al., 2006; Underhill and Ozinsky, 2002).  

Οι κυτταροπλαςματικοί PRRs μποροφν να ομαδοποιθκοφν ςε τρεισ κατθγορίεσ: πρωτεΐνεσ που 

επάγονται από τθν ιντερωερόνθ (interferon, IFN), ελικάςεσ με περιοχι προςζλκυςθσ καςπαςϊν 

(caspase-recruiting domain, CARD) και υποδοχείσ NLRs [NOD (nucleotide-binding oligomerization 

domain)-like receptors, υποδοχείσ που μοιάηουν με περιοχι ολιγομεριςμοφ που προςδζνει 

νουκλεοτίδια]. Οι πρωτεΐνεσ που επάγονται από τθν IFN, όπωσ θ κινάςθ που εξαρτάται από το 

δίκλωνο RNA (dsRNA-dependent protein kinase,  PKR) και θ 2ϋ-5ϋ ολιγοαδενυλικι ςυνκετάςθ (2ϋ-

5ϋ oligo-Adenylate synthetase, OAS) (Stark, 1998), κακϊσ και οι CARD ελικάςεσ, όπωσ θ RIG-1 

(retinoic acid inducible gene-1, γονίδιο-1 που επάγεται από το ρετινοϊκό οξφ) και θ MDA5 

(melanoma differentiation-associated gene-5, γονίδιο-5 που ςχετίηεται με τθ διαωοροποίθςθ του 

μελανϊματοσ) εμπλζκονται ςτθν αντι-ιικι άμυνα. Αντίκετα, οι NLRs ςυμμετζχουν κυρίωσ ςτισ 

αντιβακτθριακζσ ανοςιακζσ αποκρίςεισ. 

Αρκετοί PRRs αναγνωρίηουν επίςθσ ενδογενι ςυςτατικά του ξενιςτι, όπωσ αποπτωτικά κφτταρα 

των οποίων και υποκινοφν τθ ωαγοκυττάρωςθ (Mariathasan et al., 2006; Taylor et al., 2005). 

1.3.1 Θ Υπεροικογζνεια TLR / IL-1R 

Η ωυςικι ανοςία, λοιπόν, αποτελεί μία πρϊτθ γραμμι άμυνασ εναντίον των πακογόνων 

μικροοργανιςμϊν. Η ενεργοποίθςθ του ωυςικοφ ανοςιακοφ ςυςτιματοσ από τουσ TLRs 

ενεργοποιεί το προςαρμοςμζνο ανοςιακό ςφςτθμα μζςω τθσ παραγωγισ προ-ωλεγμονωδϊν 

κυτοκινϊν, ςυμπεριλαμβανομζνων των IL-1, 6, 12 και του παράγοντα νζκρωςθσ όγκων (tumor 

necrosis factor, TNF), κακϊσ και τθν επαγωγι κακοριςτικϊν μορίων τθσ κυτταρικισ επιωάνειασ, 

τα οποία κακοδθγοφν τθν ενεργοποίθςθ των Τ-κυττάρων, όπωσ είναι τα MHC (major 

histocompatibility complex, μείηον ςφμπλεγμα ιςτοςυμβατότθτασ), CD40, CD80 και CD86. Οι 

παραγόμενεσ κυτοκίνεσ (π.χ. θ IL-1) επάγουν ζντονθ κετικι ανάδραςθ ςτο ανοςοποιθτικό 

ςφςτθμα, θ οποία, εάν δεν ελεγχκεί ςωςτά, μπορεί να προκαλζςει καταςτροωικζσ αςκζνειεσ, 

όπωσ χρόνια αρκρίτιδα και ωλεγμονϊδεισ αςκζνειεσ του εντζρου. Ραράλλθλα, ζχει δειχκεί ότι τα 

ςυμβιοτικά βακτιρια αναγνωρίηονται από τουσ TLRs υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ και ότι αυτι θ 

αλλθλεπίδραςθ διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ διατιρθςθ τθσ ομοιόςταςθσ του εντερικοφ 

επικθλίου (Rakoff-Nahoum S et al., 2004). Για αυτό είναι ουςιϊδεσ να διερευνθκοφν οι 
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λεπτομερείσ μοριακοί μθχανιςμοί μζςω των οποίων οι υποδοχείσ Toll/ IL-1 (TIR) μεςολαβοφν τθ 

ςθματοδότθςθ και πϊσ τα μονοπάτια αυτά ρυκμίηονται με το μακροπρόκεςμο ςτόχο να 

αναπτυχκοφν πλζον αποτελεςματικά αντιωλεγμονϊδθ μικρά μοριακά ωάρμακα. 

Μζλθ τθσ υπεροικογζνειασ των TIRs ζχουν περιγραωεί ςε ςπονδυλωτά, αςπόνδυλα και ωυτά. 

Κάποια εξ αυτϊν των μελϊν είναι ςθμαντικά ςε ςυγκεκριμζνα αναπτυξιακά ςτάδια τθσ 

οντογζνεςθσ, με τον  Toll τθσ Drosophila να αποτελεί το καλφτερα χαρακτθριηόμενο αντιπρόςωπο 

αυτισ τθσ ομάδασ, ο οποίοσ εμπλζκεται ςτθν εμβρυϊκι ανάπτυξθ και ςτθ ραχιαιο-κοιλιακι 

πολικότθτα των εντόμων (Martin MU and Wesche H, 2002). Ο κφριοσ λειτουργικόσ ρόλοσ για τθν 

ομαδοποίθςθ αυτϊν των μορίων είναι ότι όλα τα μζλθ τθσ TIR υπεροικογζνειασ εμπλζκονται 

ςτθν προςταςία ενιλικων οργανιςμϊν ηϊων θ ωυτϊν ενάντια ςε μολφνςεισ από ιοφσ, βακτιρια ι 

πρωτόηωα (O'Neill LA and Dinarello CA, 2000). Ρζρα από τθ βιολογικι τουσ λειτουργία, υπάρχει 

ζνασ επιπλζον ςαωισ δομικόσ ρόλοσ για να ομαδοποιθκοφν αυτά τα ποικίλα μόρια ςε μία 

υπεροικογζνεια: μοιράηονται ζνα κοινό ενδοκυττάριο μοτίβο το οποίο είναι απαραίτθτο για τθ 

ςθματοδότθςθ αυτϊν των προςαρμοςτϊν ι υποδοχζων. Το μοτίβο αποκαλείται TIR (O'Neill L, 

2000) (Εικόνα 17). Οι αλλθλεπιδράςεισ τθσ περιοχισ TIR ανάμεςα ςε υποδοχείσ και 

προςαρμοςτζσ διαδραματίηουν ρόλο-κλειδί ςτθν ενεργοποίθςθ ςυντθρθμζνων κυτταρικϊν 

μονοπατιϊν μεταγωγισ ςιματοσ ωσ απόκριςθ ςε βακτθριακό LPS, μικροβιακά και ιικά 

πακογόνα, κυτοκίνεσ και αναπτυξιακοφσ παράγοντεσ. Η ςθματοδότθςθ από τον υποδοχζα 

κεωρείται ότι επιτυγχάνεται μζςω ομοτυπικϊν (homotypic) και ετεροτυπικϊν (heterotypic) 

αλλθλεπιδράςεων. Η ενεργοποίθςθ περιλαμβάνει τθν απελευκζρωςθ του NF-κB που οδθγεί ςτθν 

ενεργοποίθςθ των λεμωοκυττάρων, ςτθν αλλαγι του ιςοτφπου τθσ ανοςοςωαιρίνθσ και ςτθν 

ζκωραςθ των κυτοκινϊν και των υποδοχζων τουσ (Brikos C and O'Neill LA, 2008; Fitzgerald KA 

and O'Neill LA, 2000). 

 

Εικόνα 17. Συναινετικι αλλθλουχία τθσ περιοχισ TIR βαςιηόμενθ ςτθ ςφγκριςθ αλλθλουχίασ 31 
μελϊν τθσ οικογζνειασ.  

Η περιοχι TIR αποτελείται από τρία «κουτιά» ςυντθρθμζνων καταλοίπων, τα οποία είναι 

τοποκετθμζνα ςε μία αλλθλουχία-πυρινα 135-160 αμινοξζων. Τα ενδιάμεςα αμινoξζα μπορεί να 

ποικίλουν, αωοφ θ ςυντθρθμζνθ αλλθλουχία μεταξφ των διάωορων περιοχϊν είναι μόλισ 20-

30%. Δφο ςυνδετικζσ επιωάνειεσ ευκφνονται για τθ διαμεςολάβθςθ των αλλθλεπιδράςεων 

μεταξφ των περιοχϊν TIR, οι οποίεσ περιλαμβάνουν ολιγομεριςμό υποδοχζα/προςαρμοςτι και 

«ςυνεργαςία» μεταξφ υποδοχζων και προςαρμοςτϊν (Fitzgerald KA and O'Neill LA, 2000). 

Η υπεροικογζνεια αυτι μπορεί να διαιρεκεί ςε δφο υπο-ομάδεσ βάςει των εξωκυττάριων 

περιοχϊν (Εικόνα 17): τουσ υποδοχείσ που περιζχουν επικράτεια ανοςοςωαιρίνθσ 

(Immunoglobulin, Ig) (Mitcham JL et al., 1996) και εκείνουσ που ζχουν μοτίβο επαναλιψεων 

πλοφςιων ςε λευκίνθ (leucine-rich repeats, LRRs) (Medzhitov R et al., 1997). Τζλοσ, όπωσ 

αναωζρκθκε και παραπάνω, θ περιοχι TIR υπάρχει και ςε άλλεσ πρωτεΐνεσ-προςαρμοςτζσ που 
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ζχουν διαωορετικά χαρακτθριςτικά και από τισ δφο παραπάνω υπο-ομάδεσ, π.χ. ςτθ μυελοειδι 

πρωτεΐνθ διαωοροποίθςθσ (myeloid differentiation, MyD) 88 (Burns K et al., 1998; Wesche H et 

al., 1997). 

Θ υπο-ομάδα του IL-1RI: Ππωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 18, αυτι θ υπο-οικογζνεια αποτελείται από 

εννζα μζλθ και όλα περιζχουν εξωκυττάριεσ Ig περιοχζσ, κακϊσ και τθν TIR περιοχι 

ενδοκυττάρια. Η επικράτεια Ig αποτελείται από περίπου 110 αμινοξζα και μζςα ςε κάκε περιοχι, 

ζνασ ενδο-αλυςιδικόσ διςουλωιδικόσ δεςμόσ ςχθματίηει μία χαρακτθριςτικι κθλιά περίπου 60 

αμινοξζων, τθν αποκαλοφμενθ αναδίπλωςθ ανοςοςωαιρίνθσ (Martin MU and Wesche H, 2002).  

 

Εικόνα 18. Θ υπεροικογζνεια TIR ςτον άνκρωπο.  

Η υπο-οικογζνεια του IL-1R (A) ζχει εξωκυττάριεσ περιοχζσ ανοςοςωαιρίνθσ (Ig) που είναι 

υπεφκυνεσ για τθν πρόςδεςθ του προςδζτθ. Η υπο-οικογζνεια των TLRs (B) ζχει LRRs. Τζλοσ, 

υπάρχουν πζντε ςθματοδοτικοί προςαρμοςτζσ (Γ) (O'Neill LA, 2008).  

IL-1RAcP: βοθκθτικι πρωτεΐνθ του IL-1R, IL-1RAPL: πρωτεΐνθ που μοιάηει με τθ βοθκθτικι πρωτεΐνθ του IL-

1R, IL-1Rrp: ςυγγενικι πρωτεΐνθ του IL-1R, TIGIRR: ςυγγενικι πρωτεΐνθ του IL-1R με τρεισ περιοχζσ 

ανοςοςωαιρίνθσ, SIGIRR: ςυγγενικό μόριο του IL-1R με μία περιοχι ανοςοςωαιρίνθσ, MAL: όμοια με τον 

προςαρμοςτι MyD88, TRIF:  πρωτεΐνθ-προςαρμοςτισ που περιζχει TIR και επάγει τθν IFN-β, TRAM: TRIF-

ςχετιηόμενο μόριο-προςαρμοςτισ, SARM: πρωτεΐνθ που περιζχει SAM και ARM περιοχζσ.   
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Οι υποδοχείσ τθσ ομάδασ αυτισ ζχουν τρεισ τζτοιεσ περιοχζσ με εξαίρεςθ το SIGIRR (single 

immunoglobulin IL-1R related molecule, ςυγγενικό μόριο του IL-1R με μία περιοχι 

ανοςοςωαιρίνθσ), ο οποίοσ, όπωσ δθλϊνει το όνομα, ζχει μία περιοχι Ig (Thomassen E et al., 

1999). Είναι προωανζσ ότι οι Igs περιοχζσ του IL-1RI, ςε ςυνδυαςμό με τθν περιοχι TIR, 

διαδραματίηουν κεντρικό ρόλο ςτθ ωυςικι ανοςία, ωςτόςο από εξελικτικι ςκοπιά, θ περιοχι Ig 

ζχει κυρίαρχο ρόλο και ςτθν προςαρμοςμζνθ ανοςιακι απόκριςθ, αωοφ ςχθματίηει τθ βαςικι 

δομι των αντιςωμάτων και το εξωκυττάριο τμιμα του υποδοχζα των Τ-κυττάρων (T-cell 

receptor, TCR) και των ςυνοδευτικϊν αλυςίδων CD3γ , ε και δ. Αυτό που ξεχωρίηει τθν Ig περιοχι 

από αυτι τθν άποψθ είναι θ μεταβλθτι περιοχι που μπορεί να δθμιουργιςει τεράςτια 

ποικιλομορωία, παρζχοντασ τθ βάςθ για τθν αναγνϊριςθ υψθλισ ςυγγζνειασ αντιγονικϊν 

πεπτιδίων και για τθν προςαρμοςμζνθ ανοςία. 

Θ υπο-ομάδα των TLRs: Η ανακάλυψθ των TLRs αφξθςε ςε μεγάλο βακμό τον αρικμό των 

πρωτεϊνϊν με TIR περιοχζσ. Δοκείςθσ τθσ περιγραωισ πζντε TLRs το 1997 και τθσ αξιοςθμείωτθσ 

ςυντιρθςισ τουσ ςε διάωορα είδθ (Rock FL et al., 1998), προτάκθκε ότι ζχουν κάποιο ρόλο ςτθ 

ωυςικι ανοςία. Ζτςι, πολλοί ερευνθτζσ εμπνεφςτθκαν για να διερευνιςουν αυτι τθν πικανότθτα 

με αποτζλεςμα τθν αναηωογόνθςθ του ενδιαωζροντοσ για τθ ωυςικι ανοςία και, τελικά, τθν 

περιγραωι υποδοχζων απαραίτθτων για τθν ζναρξθ τθσ άμυνασ του ξενιςτι και για τθν επίλυςθ 

ςθμαντικϊν ερωτθμάτων για τον τρόπο που ανιχνεφονται παράγοντεσ που απελευκερϊνονται 

από τα πακογόνα. 

Ζρευνεσ ομόλογων αλλθλουχιϊν ςτα γονιδιϊματα των κθλαςτικϊν οδιγθςαν ςτθν ταυτοποίθςθ 

τουλάχιςτον 13 μελϊν των TLRs ςτα κθλαςτικά (10 ςτον άνκρωπο, 13 ςτον ποντικό) (Brikos C and 

O'Neill LA, 2008). Οι TLRs είναι διαμεμβρανικζσ γλυκοπρωτεΐνεσ τφπου Ι και χαρακτθρίηονται από 

τθν παρουςία μοτίβων LRRs ςτθν εξωκυττάρια περιοχι και από μία κυτταροπλαςματικι 

ςθματοδοτικι TIR περιοχι  (Bowie A and O’Neill LA, 2000). Οι LRR περιοχζσ αποτελοφνται από 

19–25 διαδοχικά LRR μοτίβα, κακζνα εκ των οποίων ςυνίςταται από 24–29 αμινοξζα και περιζχει 

το μοτίβο XLXXLXLXX, κακϊσ και άλλα ςυντθρθμζνα κατάλοιπα (XØXXØXXXXFXXLX; Ø = 

υδρόωοβο αμινοξφ). Κάκε LRR αποτελείται από μία β-πτυχωτι επιωάνεια και μία α-ζλικα που 

ςυνδζονται μζςω κθλιϊν. Βάςει τθσ πρωτοταγοφσ τουσ αλλθλουχίασ οι TLRs μποροφν να 

διαιρεκοφν περαιτζρω ςε αρκετζσ υπο-οικογζνειεσ, κάκε μία από τισ οποίεσ αναγνωρίηει 

ςχετιηόμενα PAMPs (μοριακά μοτίβα που ςχετίηονται με το πακογόνο): για παράδειγμα, οι TLR1, 

TLR2 και TLR6 αναγνωρίηουν λιπίδια, ενϊ οι ςτενά ςυγγενικοί TLR7, TLR8 και TLR9 αναγνωρίηουν 

νουκλεϊκά οξζα (Εικόνα 19). Το αςφνθκεσ με τουσ TLRs, ωςτόςο, είναι ότι κάποιοι μποροφν να 

αναγνωρίςουν αρκετά δομικά μθ-ςυγγενικοφσ προςδζτεσ. Για παράδειγμα, ο TLR4 αναγνωρίηει 

μία πολφ αποκλίνουςα ςυλλογι προςδετϊν, όπωσ το LPS (λιποπολυςακχαρίτεσ), το ωυτικό 

diterpene paclitaxel, τθν πρωτεΐνθ ςφντθξθσ του ςυγκυτιακοφ ιοφ του αναπνευςτικοφ (RSV), τθ 

ωιμπρονεκτίνθ και πρωτεΐνεσ κερμικοφ ςοκ (HSP). Οι TLRs εκωράηονται ςε διάωορα κφτταρα του 

ανοςοποιθτικοφ, ςυμπεριλαμβανομζνων μακροωάγων, δενδριτικϊν κυττάρων (DCs), B-

κυττάρων, ςυγκεκριμζνων τφπων T-κυττάρων, ακόμα και ςε μθ-ανοςοποιθτικά κφτταρα, όπωσ ςε 

ινοβλάςτεσ και επικθλιακά. Η ζκωραςθ των TLRs δεν είναι ςτακερι, αλλά ρυκμίηεται άμεςα ωσ 

απόκριςθ ςε πακογόνα, ςε μία ποικιλία κυτοκινϊν και ςε περιβαλλοντικό ςτρεσ. Επιπρόςκετα, οι 

TLRs μποροφν να εκωράηονται εξω- ι ενδο-κυττάρια. Αν και κάποιοι TLRs (TLRs 1, 2, 4, 5 και 6) 

εκωράηονται ςτθν κυτταρικι επιωάνεια, άλλοι (TLRs 3, 7, 8 και 9) βρίςκονται ςχεδόν 

αποκλειςτικά ςε ενδοκυττάρια διαμερίςματα (π.χ. ςε ενδοςϊματα) και οι προςδζτεσ τουσ, 
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κυρίωσ νουκλεϊκά οξζα, χρειάηεται να ειςζλκουν ςτο οργανίδιο προκειμζνου να λάβει χϊρα θ 

ςθματοδότθςθ (Akira S et al., 2006).  

 

Εικόνα 19. Αναγνϊριςθ πακογόνων από τουσ TLRs.  

Οι TLRs ςτισ μεμβράνεσ των δενδριτικϊν κυττάρων ανιχνεφουν πρωτεΐνεσ ι λιπίδια από βακτιρια 

ι ιοφσ. Οι TLRs ςτισ μεμβράνεσ των ενδοςωμάτων ανιχνεφουν βακτθριακά και ιικά νουκλεϊκά 

οξζα. Η ςχετικι ςυνειςωορά κάκε TLR ςτθν ενδογενι ανοςιακι απόκριςθ δεν είναι γνωςτι, 

κακϊσ τα πακογόνα περιζχουν πολλοφσ προςδζτεσ ειδικοφσ για αρκετοφσ διαωορετικοφσ TLRs. 

Τα ςθματοδοτικά μονοπάτια που ςχετίηονται με κάκε TLR είναι διαωορετικά, αν και μοιράηονται 

κοινά ςυςτατικά. Αν και ςτον άνκρωπο ζχει βρεκεί το γονίδιο για τον TLR11, δεν μπορεί να 

κωδικοποιιςει για τθ λειτουργικι πρωτεΐνθ, κακϊσ περιζχει κωδικόνια λιξθσ. Ο ςυγκεκριμζνοσ 

υποδοχζασ ζχει μελετθκεί κυρίωσ ςτον ποντικό. HSV-1, herpes simplex virus 1; RSV, Roux 

sarcoma virus; MMTV, mouse mammary tumor virus (O'Neill LA, 2004).  

Θ υπο-ομάδα των προςαρμοςτϊν: Μετά τθν ενεργοποίθςθ, οι TIRs αλλθλεπιδροφν με ειδικζσ 

πρωτεΐνεσ-προςαρμοςτζσ που περιζχουν TIR επικράτεια. Ρζντε τζτοιοι προςαρμοςτζσ ζχουν 

ανακαλυωκεί μζχρι ςιμερα: θ μυελοειδισ πρωτεΐνθ διαωοροποίθςθσ (MyD) 88 (Burns K et al., 

1998; Wesche H et al., 1997), θ όμοια με τον προςαρμοςτι MyD88 (MyD88-adaptor-like, MAL)/ 

πρωτεΐνθ που ςχετίηεται με το TIR (TIR-associated protein, TIRAP) (Horng T et al., 2002; Horng T et 

al., 2001; Yamamoto M et al., 2002), θ πρωτεΐνθ-προςαρμοςτισ που περιζχει TIR και επάγει τθν 

IFN-β (TIR-domain-containing adaptor protein-inducing IFNβ, TRIF)/ μόριο που περιζχει περιοχι 

TIR (TIR-domain-containing molecule, TICAM) (Fitzgerald KA et al., 2003b; Sato S et al., 2003; 

Yamamoto M et al., 2003), το TRIF-ςχετιηόμενο μόριο-προςαρμοςτισ (TRIF-related adaptor 

molecule, TRAM) και θ πρωτεΐνθ που περιζχει SAM και ARM περιοχζσ [sterile alpha motif (SAM) 

and Armadillo motif (ARM) domain–containing protein, SARM) (McGettrick AF and O’Neill LA, 

2004). Οι TIRs χρθςιμοποιοφν διαωορετικοφσ ςυνδυαςμοφσ των παραπάνω προςαρμοςτϊν για 

να κζςουν ςε λειτουργία κοινά και μοναδικά μονοπάτια, οδθγϊντασ ςτθν ενεργοποίθςθ των 
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μεταγραωικϊν παραγόντων NF-κB και του τρίτου ρυκμιςτικοφ παράγοντα τθσ ιντερωερόνθσ 

(interferon regulatory factor, IRF3). 

1.3.1.1 Μονοπάτια των TIRs 

Οι TLRs και ο IL-1R μοιράηονται εν γζνει κοινά ςθματοδοτικά μονοπάτια. Ενεργοποίθςθ από τουσ 

προςδζτεσ τουσ προςελκφει προςαρμοςτζσ που περιζχουν TIR-περιοχζσ. Οι διαωορετικζσ 

αποκρίςεισ που μεςολαβοφνται από τουσ διαωορετικοφσ TIR-προςδζτεσ μποροφν εν μζρει να 

αποδοκοφν ςτθν επιλεκτικι χριςθ αυτϊν των 

μορίων-προςαρμοςτϊν. Οι MyD88 και TRIF είναι 

υπεφκυνοι για τθν ενεργοποίθςθ διακριτϊν 

ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν, που οδθγοφν ςτθν 

παραγωγι προ-ωλεγμονωδϊν κυτοκινϊν και IFNs 

τφπου Ι αντίςτοιχα. Ο MyD88 είναι απαραίτθτοσ για 

τθ ςθματοδότθςθ από τον IL-1R και όλουσ τουσ TLRs 

εκτόσ του TLR3. Εδϊ κα εςτιάςουμε ςτον IL-1RI (τον 

υποδοχζα τθσ IL-1) και ςτον TLR4 *ο οποίοσ 

αναγνωρίηει LPS ςε ςυνεργαςία με τθν πρωτεΐνθ 

που προςδζνει ςτο LPS (LBP), το ςυν-υποδοχζα 

CD14 (Haziot A et al., 1996) και MD-2 (Nagai Y et al., 

2002)+ ωσ πρωτότυπα για κάκε υπο-οικογζνεια 

(Εικόνα 20). 

1.3.1.1.1 Το MyD88-εξαρτϊμενο μονοπάτι 

Το μονοπάτι τθσ IL-1 (Εικόνα 20) αρχίηει με τθν προςζλκυςθ του MyD88 ςτο ςφμπλοκο των IL-

1RI/IL-1RAcP (βοθκθτικι πρωτεΐνθ του IL-1R). Αξίηει να ςθμειωκεί ότι το παραπάνω ςφμπλοκο 

ςχθματίηεται μόνο παρουςία IL-1 και, όπωσ είναι αναμενόμενο, οι δφο TIR περιοχζσ ςτο 

κυτταροπλαςματικό τμιμα των υποδοχζων προςεγγίηουν και δρουν ωσ ςθματοδοτικι 

πλατωόρμα για να «ςτρατολογθκεί» ο MyD88 (Dunne A and O'Neill LA, 2003). Κατόπιν, 

προςελκφονται οι IRAK4 (IL-1R-associated kinase, κινάςθ που ςχετίηεται με τον IL-1R) και IRAK1 

μζςω ομόωιλθσ αλλθλεπίδραςθσ των περιοχϊν κανάτου (DDs) (Burns K et al., 2000; Wesche H et 

al., 1997; Zhang G and Ghosh S, 2002). Η IRAK1 αποτελείται από μία Ν-τελικι DD (Cao Z et al., 

1996a), τθν οποία ακολουκεί μία επικράτεια πλοφςια ςε κατάλοιπα προλίνθσ, ςερίνθσ και 

κρεονίνθσ (ProST τμιμα), μία περιοχι κινάςθσ ςερίνθσ/κρεονίνθσ και μία C-τελικι επικράτεια 

που περιζχει τρεισ ςυναινετικζσ αλλθλουχίεσ αλλθλεπίδραςθσ με τον TRAF6 (TNFR-associated 

factor, TNFR-Σχετιηόμενοσ Ραράγοντασ) (Kollewe C et al., 2004; Lamothe B et al., 2007; Ye H et al., 

2002). Ο TRAF6 είναι μζλοσ τθσ οικογζνειασ των TRAFs (αναλφεται διεξοδικότερα ςτθ ςυνζχεια) 

και περιζχει μία N-τελικι RING (really interesting new gene, πολφ ενδιαωζρον νζο γονίδιο) 

περιοχι, πζντε δομζσ δακτφλου ψευδαργφρου και μία ςυντθρθμζνθ C-τελικι TRAF περιοχι, θ 

οποία είναι και υπεφκυνθ για τον ολιγομεριςμό του TRAF6. Η RING περιοχι από τθν άλλθ ζχει 

ενεργότθτα Ε3 λιγάςθσ ουβικιτίνθσ (Cao Z et al., 1996a; Jiang Z et al., 2002; Lye E et al., 2004; Qin 

J et al., 2004). Η IRAK4 ενεργοποιείται μζςω αυτοωωςωορυλίωςθσ (Cheng H et al., 2006) και θ 

ενεργοποίθςι τθσ οδθγεί ςε ωωςωορυλίωςθ τθσ IRAK1 και, άρα, ςε πλιρθ ενεργότθτα κινάςθσ 

(Cao Z et al., 1996b). Εν ςυνεχεία, θ IRAK1 υπερ-ωωςωορυλιϊνεται ςτο τμιμα ProST, πικανότατα 

Ο όροσ Iντερλευκίνθ-1 (IL-1) 

αναωζρεται ςε μία ομάδα 

τριϊν πολυπεπτιδίων: ςτισ  IL-

1α και IL-1ß, που αποτελοφν 

προ-ωλεγμονϊδεισ κυτοκίνεσ, 

οι οποίεσ εμπλζκονται ςτθν 

ανοςιακι άμυνα εναντίον 

μόλυνςθσ και ςτον IL-1Ra 

(ανταγωνιςτι του IL-1R), που 

ανταγωνίηεται τισ IL-1α και IL-

1β για τθν πρόςδεςθ ςτον 

υποδοχζα.  
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μζςω αυτοωωςωορυλίωςθσ και, ζτςι, αποδεςμεφεται από τo MyD88, αλλά όχι και από τον 

TRAF6 (Cao Z et al., 1996a; Kollewe C et al., 2004).  

 

Εικόνα 20. Το ςθματοδοτικό μονοπάτι των TLR4/IL-1RΙ.  

Οι TLRs και ο IL-1R μοιράηονται εν γζνει κοινά ςθματοδοτικά μονοπάτια. Ενεργοποίθςθ από τουσ 

προςδζτεσ τουσ προςελκφει προςαρμοςτζσ που περιζχουν TIR-περιοχζσ, ςυμπεριλαμβανομζνων 

των MyD88 και TIRAP, ςτον υποδοχζα και επάγει το μετζπειτα ςχθματιςμό ενόσ ςυμπλόκου 

IRAKs, TRAF6 και IRF5. Ο TRAF6 δρα ωσ E3 λιγάςθ τθσ ουβικιτίνθσ και καταλφει το ςχθματιςμό 

K63-ςυνδεόμενθσ αλυςίδασ πολυουβικιτίνθσ ςτον ίδιο τον TRAF6 και ςτο NEMO (αναγκαίοσ 

τροποποιθτισ του NF-κB). Η ουβικιτίνωςθ ενεργοποιεί το TAK1 (πρωτεϊνικι κινάςθ του 

ενεργοποιθμζνου TGFβ) ςφμπλοκο, οδθγϊντασ ςτθ ωωςωορυλίωςθ του NEMO και τθν 

ενεργοποίθςθ του IKK (κινάςθ τθσ IκB) ςυμπλόκου. Ο ωωςωορυλιωμζνοσ IκB υπόκειται ςε K48-

ςυνδεόμενθ ουβικιτίνωςθ και αποικοδόμθςθ από το πρωτεάςωμα. Ο ελεφκεροσ NF-κB 

μεταβαίνει ςτον πυρινα και κινθτοποιεί τθν ζκωραςθ γονιδίων προ-ωλεγμονωδϊν κυτοκινϊν. 

Ραράλλθλα, ο TAK1 ενεργοποιεί τουσ καταρράκτεσ των MAP κιναςϊν, οδθγϊντασ ςτθν 

ενεργοποίθςθ τθσ AP-1 (πρωτεΐνθ-ενεργοποιθτισ), θ οποία είναι, επίςθσ, ςθμαντικι για τθν 

επαγωγι των γονιδίων των κυτοκινϊν. Ο TLR4 πυροδοτεί το ανεξάρτθτο από τθ MyD88 και 

εξαρτϊμενο από τον TRIF ςθματοδοτικό μονοπάτι μζςω του TRAM για να επάγει τισ IFNs τφπου I. 

Ο TRIF ενεργοποιεί τουσ NF-κB και IRF3, οδθγϊντασ ςτθν επαγωγι των γονιδίων των προ-

ωλεγμονϊδων κυτοκινϊν και των IFNs τφπου Ι. Οι TRAF6 και RIP1 (πρωτεΐνθ που αλλθλεπιδρά με 

τον υποδοχζα) επάγουν τθν ενεργοποίθςθ του NF-κB και οι TBK1 (κινάςθ που προςδζνει ςτθν 
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TANK)/IKK-i ωωςωορυλιϊνουν τον IRF3 επάγοντασ τθ μετατόπιςι του ςτον πυρινα (Akira S et al., 

2006). 

Μετά τθν αποδζςμευςθ από το ςφμπλοκο του υποδοχζα, το ςφμπλοκο των IRAK1-TRAF6 

αλλθλεπιδρά με ζνα προχπάρχον TAK1 (TGFβ-activated protein kinase, πρωτεϊνικι κινάςθ του 

ενεργοποιθμζνου TGFβ)-TAB1 (TAK1-binding protein, πρωτεΐνθ που προςδζνει ςτθν TAK1)-TAB2 

(ι TAB3) προςδεδεμζνο ςτθ μεμβράνθ ςφμπλοκο (Jiang Z et al., 2002). Το ςφμπλοκο των TRAF6-

TAK1-TAB1-TAB2/3 μεταβαίνει ςτο κυτταρόπλαςμα, ενϊ θ IRAK1 μζνει ςτθ μεμβράνθ και πολφ-

ουβικιτινϊνεται (Jiang Z et al., 2002; Li X et al., 1999; Qian Y et al., 2001; Yamin TT and Miller DK, 

1997). Η ακριβισ λειτουργία τθσ πολυουβικιτίνωςθσ τθσ IRAK1 δεν είναι ακόμα ξεκάκαρθ (Butler 

MP et al., 2007; Li X et al., 1999; Ordureau A et al., 2008; Qian Y et al., 2001; Schauvliege R et al., 

2006; Schauvliege R et al., 2007; Strelow A et al., 2003; Windheim M et al., 2008; Yamin TT and 

Miller DK, 1997).  

Στο κυτταρόπλαςμα, ο TRAF6 αλλθλεπιδρά με το ςφμπλοκο Uev1A (ubiquitin-conjugating enzyme 

E2, Ε2 ζνηυμο ςφηευξθσ ουβικιτίνθσ, παραλλαγι 1)/ Ubc13 (ubiquitin-conjugating enzyme, ζνηυμο 

ςφηευξθσ ουβικιτίνθσ 13), πολυουβικιτινϊνεται και ολιγομερίηει (Chen ZJ, 2005; Deng L et al., 

2000). Ο ολιγομεριςμόσ του TRAF6 ωαίνεται να οδθγεί ςτθν αυτό-πολυουβικιτίνωςι του, θ οποία 

είναι απαραίτθτθ για τθν IL-1- και τθν LPS-επαγόμενθ NF-κB και JNK (c-jun N-τελικι κινάςθ) 

ενεργοποίθςθ (Deng L et al., 2000; Fukushima T et al., 2007; Lamothe B et al., 2007; Naito A et al., 

1999; Wang C et al., 2001). Επιπρόςκετα, οι TAB2, TAB3 και IKKγ (IκB kinase, κινάςθ τθσ 

IκB)/ΝΕΜΟ (NF-κB essential modulator, αναγκαίοσ τροποποιθτισ του NF-κB) K63-

πολυουβικιτινϊνονται από τον TRAF6 (Andersen PL et al., 2005; Ishitani T et al., 2003; Kanayama 

A et al., 2004; Lamothe B et al., 2007; Sun L et al., 2004).  

Οι TAB1, TAB2 και TAB3 αποτελοφν προςαρμοςτζσ τθσ TAK1 (Cheung PCF et al., 2004; Ishitani T et 

al., 2003). Ωςτόςο, ο ρόλοσ τθσ TAB1 ςτο μονοπάτι τθσ IL-1 δεν είναι ξεκάκαροσ (Bertelsen M and 

Sanfridson A, 2007; Mendoza H et al., 2008; Shim JH et al., 2005). Οι TAB2 και TAB3  περιζχουν 

μοτίβα δακτφλων ψευδαργφρου που αλλθλεπιδροφν με αλυςίδεσ Κ63-πολφ-ουβικιτίνθσ 

(Ninomiya-Tsuji J et al., 1999). Για αυτό, ζχει προτακεί ότι οι TAB2 και TAB3 λειτουργοφν ωσ 

πρωτεΐνεσ-προςαρμοςτζσ που ςυνδζουν τον TRAF6 με τθν TAK1 (Ishitani T et al., 2003; Takaesu G 

et al., 2000). Η TAK1 ενεργοποιείται μετά τθν πρόςδεςθ των TAB2 ι TAB3 ςτισ αλυςίδεσ πολφ-

ουβικιτίνθσ (Kanayama A et al., 2004; Wang C et al., 2001). Στθ ςυνζχεια ωωςωορυλιϊνει τθν 

IKKβ και τθ MKK6 (MAPΚ kinase, κινάςθ MAPK), οι οποίεσ ρυκμίηουν τθν ενεργοποίθςθ του NF-κB  

και των MAPΚs (mitogen signal-regulated protein kinases, πρωτεϊνικζσ κινάςεσ που ρυκμίηονται 

από μιτογόνα ςιματα), καταλιγοντασ ςτθν επαγωγι γονιδίων που εμπλζκονται ςτισ αποκρίςεισ 

ςτθ ωλεγμονι. 

Λεπτομερζςτερα (Εικόνα 21), το ΙΚΚ ςφμπλοκο αποτελείται από τρεισ υπομονάδεσ: τθ 

ρυκμιςτικι ΙΚΚγ/ΝΕΜΟ (Cohen L et al., 1998; Rothwarf DM et al., 1998; Yamaoka S et al., 1998) 

και τισ καταλυτικζσ ΙΚΚα και β (Rothwarf DM et al., 1998; Rottenberg S et al., 2002; Verma IM et 

al., 1995). Ο ΝΕΜΟ είναι απαραίτθτοσ για τθ ςυγκρότθςθ των IKKs (Li XH et al., 2001). Επιπλζον, 

ςυνδζει τισ ΙΚΚs με τθν ΙκΒ (αναςτολζασ τθσ κB) (Yamamoto Y et al., 2001). Οι κινάςεσ του 

παραπάνω ςυμπλόκου μποροφν να ωωςωορυλιϊςουν τθν ΙκΒα ςτισ ςερίνεσ 32 και 36 (Lee FS et 

al., 1998). Η ΙΚΚβ χρειάηεται για τθν ενεργοποίθςθ του NF-κB και δεν μπορεί να αντικαταςτακεί 

από τθν ΙΚΚα (Li Q et al., 1999). Το ΤΑΚ1 ςφμπλοκο ςυνδζεται και με τθ ΜΚΚ6 και άλλεσ κινάςεσ 

των ΜΑPKs, όπωσ τθ ΜΚΚ3 και τθ ΜΚΚ7.  
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Εικόνα 21. Οι οικογζνειεσ πρωτεϊνϊν των NF-κB, IκB και IKK. 

Απεικονίηονται τα μζλθ των  NF-κB, IκB και IKK πρωτεϊνϊν. Ο αρικμόσ των αμινοξζων ςε κάκε 

ανκρϊπινθ πρωτεΐνθ αναγράωεται δεξιά. Οι μετα-μεταωραςτικζσ τροποποιιςεισ που 

επθρεάηουν τθν ενεργότθτα των ΙΚΚs ι τθ μεταγραωικι ενεργοποίθςθ απεικονίηονται με P, U ι 

Ac για ωωςωορυλίωςθ, ουβικιτίνωςθ ι ακετυλίωςθ, αντίςτοιχα. Αναςταλτικά γεγονότα και οι 

κζςεισ ωωςωορυλίωςθσ και ουβικιτίνωςθσ ςτισ p100, p105 και IκB, που οδθγοφν ςτθν 

αποικοδόμθςθ από το πρωτεάςωμα, ςυμβολίηονται με κόκκινο Ps και Us, αντίςτοιχα. RHD: 

περιοχι ομολογίασ με τθ Rel; TAD: Ρεριοχι Ετερόπλευρθσ Ενεργοποίθςθσ; LZ: περιοχι ωερμουάρ 

λευκίνθσ; GRR: τμιμα πλοφςιο ςε γλυκίνθ; HLH: helix περιοχι ζλικασ-κθλειάσ-ζλικασ; Z: περιοχι 

δάκτυλου ψευδαργφρου; CC1/2: περιοχζσ coiled-coil; NBD: περιοχι πρόςδεςθσ ΝΕΜΟ; 

MOD/UBD: ελάχιςτθ περιοχι ολιγομεριςμοφ και περιοχι πρόςδεςθσ ουβικιτίνθσ (Hayden MS 

and Ghosh S, 2008). 
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Οι MAPKs είναι Ser/Thr κινάςεσ και αποτελοφνται από τισ JNKs/SAPKs (stress-activated protein 

kinase, ςτρεσ-ενεργοποιοφμενθ πρωτεϊνικι κινάςθ), ERK (extracellular signal-regulated protein 

kinase, πρωτεϊνικι κινάςθ που ρυκμίηεται από εξωκυττάρια ςιματα) και p38 (Chang and Karin, 

2001). Η ωωςωορυλίωςθ τθσ ΜΚΚ6 οδθγεί ςε ενεργοποίθςθ τθσ JNK ενϊ οι ΜΚΚ3 και 7 είναι 

υπεφκυνεσ για τθν ενεργοποίθςθ τθσ p38. Οι JNK και p38 καταλιγουν ςτθν ενεργοποίθςθ του 

μεταγραωικοφ παράγοντα Α-1, που ςυμμετζχει ςτθν 

επαγωγι γονιδίων απόκριςθσ ςτθ ωλεγμονι (Karin, 

1996). Εάν και είναι γνωςτό ότι ο NF-κB προωκεί τθν 

ζκωραςθ γονιδίων που εμπλζκονται ςε ωλεγμονϊδεισ 

αποκρίςεισ και ςτθν προςταςία από τθν απόπτωςθ (Beg 

and Baltimore, 1996), θ ενεργοποίθςθ τθσ AP-1 από τισ 

MAPKs μπορεί να «αωυπνίηει» αποκρίςεισ ςε ςυνκικεσ 

ςτρεσ και να προωκεί τόςο τθν κυτταρικι επιβίωςθ όςο 

και τον κυτταρικό κάνατο (Shaulian and Karin, 2001). 

Εκτόσ από τον NF-κB, ο μεταγραωικόσ παράγοντασ IRF5 

ρυκμίηει τθν ζκωραςθ των γονιδίων των κυτοκινϊν 

(Takaoka et al., 2005). Μετά τθν ενεργοποίθςθ με τον 

προςδζτθ του TIR, ο IRF5 μεταβαίνει ςτον πυρινα και 

προςδζνει ςε πικανά μοτίβα ISRE (IFN-stimulated 

response element, ςτοιχείο απόκριςθσ ςτθν 

ενεργοποίθςθ με IFN) που βρίςκονται ςτισ περιοχζσ του 

υποκινθτι των γονιδίων των κυτοκινϊν. Η IkBη, μία 

πρωτεΐνθ που μοιάηει με τθν IκB, είναι επίςθσ αναγκαία για τθν επαγωγι μίασ ομάδασ γονιδίων 

που ενεργοποιείται κατά τθ ςθματοδότθςθ από τουσ TIRs (Yamamoto M et al., 2004). Επάγεται 

άμεςα μετά τθν κινθτοποίθςθ με τουσ TLR-προςδζτεσ, αλλά όχι με τον TNF, και ενεργοποιεί τισ 

IL-6, IL-12 και άλλα ωλεγμονϊδθ γονίδια μετά τθ ςφνδεςι τθσ με τθν p50 υπομονάδα του NF-κΒ. 

Εάν και οι TLR4 και IL-1RI ζχουν ςυγγενικι ενδοκυττάρια περιοχι TIR που κινθτοποιεί το 

μονοπάτι, ο TLR4 προςκζτει κάποια ιδιαιτερότθτα (Εικόνα 22). Σε αντίκεςθ με το ςφμπλοκο του 

IL-1RI, θ προςζλκυςθ του MyD88 ςτον TLR4 εξαρτάται από τθν TIRAP/MAL (Horng T et al., 2002; 

Yamamoto M et al., 2002). Επίςθσ, ζνα MyD88-ανεξάρτθτο ςθματοδοτικό μονοπάτι ξεκινάει από 

τον TLR4. 

1.3.1.1.2 Το MyD88-ανεξάρτθτο μονοπάτι  

Ρρόςωατα, δείχτθκε ότι ο TLR4 κινθτοποιεί τθ ςθματοδότθςθ από δφο τοποκεςίεσ (Kagan JC et 

al.). Στθν πλαςματικι μεμβράνθ προςελκφει τουσ MAL και MyD88, όπωσ περιγράωθκε 

παραπάνω. Φαίνεται ότι ςτθ ςυνζχεια μεταβαίνει ςτο ενδόςωμα, όπου «ςτρατολογεί» δφο 

άλλουσ προςαρμοςτζσ με TIR περιοχι, τουσ TRAM και TRIF (Εικόνα 20). Μελζτεσ ςε μακροωάγα 

που δεν ζχουν TRIF αποδεικνφουν ότι το μόριο αυτό διαδραματίηει ουςιαςτικό ρόλο ςτθν 

ενεργοποίθςθ του μεταγραωικοφ παράγοντα IRF3 και ςτθν τελικισ ωάςθσ ενεργοποίθςθ των NF-

κB και MAPK. Επιπροςκζτωσ, θ εξάλειψθ και του MyD88 και του TRIF οδθγεί ςε εξαιρετικά 

μειωμζνθ ενεργοποίθςθ των NF-κB και MAPK (Covert MW et al., 2005; Yamamoto M et al., 2003). 

Η C-τελικι περιοχι του TRIF, που περιζχει ζνα μοτίβο ομοτυπικισ αλλθλεπίδραςθσ με τθ RIP 

(RHIM), ςυντελεί ςτθν αλλθλεπίδραςθ με τθ RIP1 (πρωτεΐνθ που αλλθλεπιδρά με τον υποδοχζα). 

Το LPS αποτελεί ζνα από τα πλζον 

μελετθμζνα ανοςορυκμιςτικά 

ςυςτατικά των βακτθρίων και μπορεί 

να επάγει ςωματικι ωλεγμονι και 

ςιψθ. Το ςθμαντικό αυτό δομικό 

ςυςτατικό τθσ εξωτερικισ μεμβράνθσ 

των Gram-αρνθτικϊν βακτθρίων 

αποτελείται από τρία τμιματα: το 

λιπίδιο Α, τον κεντρικό 

ολιγοςακχαρίτθ και μία O πλευρικι 

αλυςίδα. 
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Αρχικά, θ RIP1 ταυτοποιικθκε ωσ μία κινάςθ ςερίνθσ/κρεονίνθσ, απαραίτθτθ για τθν TLR-

επαγόμενθ ενεργοποίθςθ του NF-κB (Cusson-Hermance N et al., 2005; Meylan E et al., 2004). 

Ωςτόςο, ωαίνεται ότι θ RIP1 δεν είναι υπεφκυνθ για τθν ενεργοποίθςθ του IRF3 που 

κινθτοποιείται από LPS. Συγκεκριμζνα, πρόςωατεσ μελζτεσ υποδθλϊνουν ότι ο TRIF προςελκφει 

τον TRAF3 για να ενεργοποιιςει τον IRF3 (Hacker H et al., 2006; Oganesyan G et al., 2006). Ο 

TRAF3, εν ςυνεχεία, μπορεί να αλλθλεπιδράςει με τισ TANK (TRAF family member-associated NF-

κB activator, ενεργοποιθτισ του NF-κB που ςχετίηεται με μζλθ τθσ TRAF οικογζνειασ), TBK1 

(TANK-binding protein, κινάςθ που προςδζνει ςτθν TANK) και IKKi (IKKε), για να μεςολαβιςει τθν 

καταρροϊκι ςθματοδότθςθ (Guo B and Cheng G, 2007; Oganesyan G et al., 2006). Οι TBK1 και IKKi 

είναι ςθμαντικζσ για το διμεριςμό και τθν πυρθνικι μεταβίβαςθ του IRF3 (Fitzgerald KA et al., 

2003a; Hemmi H et al., 2004). Ο IRF3, μαηί με τον NF-κB, ενεργοποιεί τθ μεταγραωι γονιδίων 

ςτόχων, όπωσ οι Τφπου Ι ιντερωερόνεσ (Honda K and Taniguchi T, 2006; Moynagh PN, 2005). Η 

επαγωγι των γονιδίων των ιντερωερονϊν Τφπου Ι και των επαγόμενων από τισ ιντερωερόνεσ 

γονιδίων ςυντελεί ςτισ αντι-ιικζσ και αντι-βακτθριακζσ αποκρίςεισ (Bowie AG and Haga IR, 2005; 

Perry AK et al., 2005). 

TRAF6: Η οικογζνεια των TRAFs ωαίνεται να αποτελεί ςχετικά πρόςωατθ εξελικτικι ανάπτυξθ, 

κακϊσ υπάρχει μόνο μία ςτο C. elegans, δφο ςτθ Drosophila και επτά ςτα κθλαςτικά (Xu LG et al., 

2004). Οι TRAFs αποτελοφνται από μία αμινοτελικι περιοχι πρόςδεςθσ ψευδαργφρου (zinc-

binding domain), που ςτθν ουςία είναι ζνασ δάκτυλοσ RING ακολουκοφμενοσ από αρκετοφσ 

δακτφλουσ ψευδαργφρου και μια καρβοξυτελικι TRAF περιοχι περίπου 150 αμινοξζων, που 

αποτελείται από μία coiled-coil περιοχι (γνωςτι και ωσ TRAF-N περιοχι) και μία υψθλά 

ςυντθρθμζνθ TRAF-C περιοχι (Park YC et al., 1999; Rothe M et al., 1994). Η N-τελικι περιοχι 

είναι ουςιϊδθσ για τθν ενεργοποίθςθ καταρροϊκϊν ςθματοδοτικϊν καταρρακτϊν και απάλειψι 

τθσ κακιςτά το μόριο επικρατζσ αρνθτικό για τθ ςθματοδότθςθ (Takeuchi et al., 1996). Δομικζσ 

μελζτεσ ζδειξαν ότι θ C-τελικι TRAF περιοχι υιοκετεί ζνα ςχιμα που μοιάηει με μανιτάρι με τθν 

coiled-coil TRAF-N περιοχι να αποτελεί το «μίςχο» και τθν  TRAF-C τθν «κεωαλι» (Park et al., 

1999). Αυτι θ TRAF περιοχι επιτρζπει τθν αυτοςυγκρότθςθ και τισ αλλθλεπιδράςεισ με τουσ 

υποδοχείσ και άλλεσ ςθματοδοτικζσ πρωτεΐνεσ.  

Πλοι οι TRAFs των κθλαςτικϊν εντοπίηονται ςτο κυτταρόπλαςμα, εκτόσ του TRAF4, που 

βρίςκεται ςτον πυρινα και αποτελοφν ςθμαντικοφσ μεταγωγείσ ςιματοσ για τθν υπεροικογζνεια 

των TNFRs (Bradley J and Pober JS, 2001; Chung J et al., 2002; Wajant H et al., 2001). 

Συνδυάηοντασ τθν ενεργοποίθςθ αυτϊν των υποδοχζων με καταρροϊκά ςθματοδοτικά γεγονότα 

που καταλιγουν ςτθ ρφκμιςθ τθσ γονιδιακισ μεταγραωισ, οι TRAFs αςκοφν απολφτωσ 

απαραίτθτεσ λειτουργίεσ ςε ζνα μεγάλο εφροσ ωυςιολογικϊν και πακολογικϊν διαδικαςιϊν, 

κυρίωσ ςε ποικίλεσ μορωζσ ωυςικισ και προςαρμοηόμενθσ ανοςίασ, ωλεγμονισ και ομοιόςταςθσ 

των ιςτϊν.  

O TRAF6 αποτελεί ζνα μοναδικό μζλοσ τθσ TRAF οικογζνειασ, κακϊσ αναλφςεισ εξζλιξθσ ζδειξαν 

ότι είναι ζνασ από τουσ πλζον αποκλίνοντεσ TRAFs, τόςο ςτθν ομολογία τθσ αλλθλουχίασ τθσ 

TRAF-C περιοχισ όςο και ςτθ δομι του γονιδίου του (Chung J et al., 2002). Η μοναδικι βιολογικι 

λειτουργία του TRAF6 είναι ςτθν ουςία προϊόν τθσ διακεκριμζνθσ ειδικότθτάσ του για 

αναρροϊκοφσ υποδοχείσ και ςθματοδοτικζσ πρωτεΐνεσ, θ οποία κακορίηεται από τθ μοναδικι του 

TRAF-C περιοχι. Ενϊ οι TRAF1, TRAF2, TRAF3, και TRAF5 παρουςιάηουν παρόμοια ειδικότθτα 

πρόςδεςθσ ςτoυσ TNFRs (Arch RH et al., 1998), ο TRAF6 αναγνωρίηει εντελϊσ διαωορετικζσ 
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κζςεισ πρόςδεςθσ ςτα μζλθ τθσ TNFR υπεροικογζνειασ, όπωσ ςτουσ CD40 και RANK (receptor 

activator of NF-κB, υποδοχζασ-ενεργοποιθτισ του NF-κB) (Darnay BG et al., 1999; Pullen SS et al., 

1998). Δομικζσ μελζτεσ του TRAF6 ςε ςφμπλοκο με CD40 και RANK πεπτίδια αποκάλυψαν 

εντυπωςιακζσ διαωορζσ ςτθν αναγνϊριςθ του υποδοχζα από τον TRAF6 και τον TRAF2 (Ye H et 

al., 2002). Ευκυγράμμιςθ αλλθλουχιϊν βαςιηόμενθ ςτθ δομι υποδεικνφει ότι ο TRAF6 

αναγνωρίηει ζνα ςυντθρθμζνο μοτίβο P-X-Ε-X-X-(αρωματικό/όξινο κατάλοιπο). Επιπλζον, ο 

TRAF6 ςυμμετζχει και ςτα μονοπάτια τθσ υπεροικογζνειασ IL-1R/TLR (Martin MU and Wesche H, 

2002; O'Neill L, 2002). Ρεραιτζρω επικεϊρθςθ τθσ αλλθλουχίασ ζδειξε ότι οι ςθματοδοτικζσ 

πρωτεΐνεσ IRAK1 (Cao Z et al., 1996a), IRAK2 (Muzio M et al., 1997) και IRAKM (Wesche H et al., 

1999) των παραπάνω μονοπατιϊν περιζχουν ζνα ι περιςςότερα αντίγραωα του μοτίβου 

πρόςδεςθσ του TRAF6, παρζχοντασ μία δομικι βάςθ για τθ ςυμμετοχι του ςε αυτά τα 

μονοπάτια. Η IRAK4, θ πλζον πρόςωατα χαρακτθριςμζνθ IRAK πρωτεΐνθ (Li S et al., 2002), δε 

ωαίνεται να ζχει μοτίβα πρόςδεςθσ του TRAF6, υποδθλϊνοντασ ότι αλλθλεπιδρά με τον TRAF6 

ζμμεςα, πικανότατα μζςω ετερο-ολιγομεριςμοφ με άλλεσ IRAKs. Επιπροςκζτωσ, ο TRAF6 μπορεί 

να ενεργοποιιςει τθν οικογζνεια των Src μθ-υποδοχζων κιναςϊν τυροςίνθσ, όπωσ τθν c-Src 

(Wong BR et al., 1999), προςδίδοντασ επιπλζον ποικιλία ςτθ ςθματοδότθςθ από τον TRAF6. 

Ανάλυςθ TRAF6-/- ποντικϊν ζδειξε ότι ο παράγοντασ αυτόσ είναι απαραίτθτοσ τόςο για τθν 

περιγενετικι όςο και για τθ μεταγενετικι επιβίωςθ. Επίςθσ, οι ποντικοί αυτοί παρουςιάηουν 

οςτεοπζτρωςθ. Επιπρόςκετα, κφτταρα με ανεπάρκεια TRAF6 εκδθλϊνουν ελαττωματικζσ 

αποκρίςεισ ςτθ ςθματοδότθςθ των IL-1, LPS και CD40 (Lomaga MA et al., 1999). 

1.3.2 Μονοπάτια αντι-ιικισ φυςικισ ανοςίασ 

Οι ιοί είναι ιδιαίτερα μολυςματικά πακογόνα που βαςίηονται ςε μθχανιςμοφσ του κυττάρου-

ξενιςτι για επιβίωςθ και αντιγραωι. Οι περιςςότερεσ ιικζσ μολφνςεισ αντιμετωπίηονται 

αποτελεςματικά από το ανοςοποιθτικό ςφςτθμα του ξενιςτι. Ιδιαίτερθ ςυμβολι ςτθν αντι-ιικι 

ωυςικι ανοςιακι απόκριςθ ζχει θ ςφνκεςθ και ζκκριςθ των ιντερωερονϊν (IFN) τφπου Ι, όπωσ 

είναι οι IFNα και IFNβ, οι οποίεσ εκδθλϊνουν αντι-ιικζσ, αντι-πολλαπλαςιαςτικζσ και 

ανοςορυκμιςτικζσ λειτουργίεσ (Honda K et al., 2005b). Ρροκειμζνου να κινθτοποιθκεί  μία 

αποτελεςματικι ωυςικι αντι-ιικι ανοςιακι απόκριςθ απαιτείται: α) ανίχνευςθ του ιοφ-ειςβολζα 

από τουσ υποδοχείσ του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ και β) ζναρξθ των πρωτεϊνικϊν 

ςθματοδοτικϊν καταρρακτϊν που ρυκμίηουν τθ ςφνκεςθ των IFNs. 
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Εικόνα 22. TLR και RIG-1: δφο αντι-ιικά μονοπάτια ενδογενοφσ ανοςίασ. 

Οι TLR3, TLR7, TLR8 και TLR9 ζχουν μία διαμεμβρανικι περιοχι και αναγνωρίηουν τουσ 

προςδζτεσ τουσ μζςω των LRRs ςτισ περιοχζσ που βρίςκονται ςτον αυλό. Η κυτταροπλαςματικι 

TIR περιοχι αυτϊν των υποδοχζων κακιςτά δυνατι τθν προςζλκυςθ προςαρμογζων, όπωσ των 

TRIF ι MyD88 που ςθματοδοτοφν ςτουσ καταρροϊκοφσ μεταγραωικοφσ παράγοντεσ ATF-2 

(μεταγραωικόσ παράγοντασ-ενεργοποιθτισ)/c-Jun, NF-κB και IRF. Η RIG-1 αποτελεί υποδοχζα για 

το ενδοκυττάριο dsRNA. Η C-τελικι περιοχι ελικάςθσ τθσ RIG-1 δζνει ςε dsRNA και ενεργοποιεί 

τισ N-τελικζσ CARD περιοχζσ, ζτςι ϊςτε να ξεκινιςει ο καταρροϊκόσ ςθματοδοτικόσ καταρράκτθσ. 

Η MAVS (μιτοχονδριακι πρωτεΐνθ αντι-ιικισ ςθματοδότθςθσ) είναι μία μιτοχονδριακι πρωτεΐνθ 

που ςυμμετζχει ςτο αντι-ιικό μονοπάτι καταρροϊκά τθσ RIG-1.  Η ενεργοποίθςθ οποιουδιποτε 

μονοπατιοφ οδθγεί ςτθν επαγωγι τθσ IFNβ (Seth RB et al., 2006). 

1.3.2.1 Ανίχνευςθ του ιικοφ ειςβολζα 

Υπάρχουν δφο ςυςτιματα υποδοχζα ςε κζςθ να ανιχνεφςουν τθν παρουςία ιοφ και να 

οργανϊςουν τθν ανοςιακι απόκριςθ (Εικόνα 22). Τα ςυςτιματα αυτά εντοπίηονται ςε 

διαωορετικά κυτταρικά διαμερίςματα και αναγνωρίηουν διαωορετικοφσ προςδζτεσ. Οι TLRs 3, 7, 

8 και 9 αναγνωρίηουν διακριτοφσ τφπουσ ιικά-προερχόμενων νουκλεϊκϊν οξζων, όμωσ από τθ 

ςτιγμι που όλοι οι TLRs εντοπίηονται ςε μεμβράνεσ, δεν μποροφν να ανιχνεφςουν ιοφσ όπωσ το 

Newcastle disease virus (NDV) ι το Sendai virus (SV) που ειςζρχονται άμεςα ςτο κυτταρόπλαςμα 

ι dsRNA που ςυντίκεται κατά τθν ενεργι ιικι αντιγραωι (Εικόνα 22). Δφο κυτταροπλαςματικζσ 

CARD ελικάςεσ, οι RIG-1 και MDA5, κεωρείται ότι ανιχνεφουν τζτοιουσ ιοφσ (Andrejeva J et al., 



68 

 

2004; Yoneyama M et al., 2004). Συγκεκριμζνα, θ RIG-1 είναι μία επαγϊγιμθ από τθν IFN 

πρωτεΐνθ που περιζχει CARDs και μία περιοχι ελικάςθσ DExD/H box (Yoneyama M et al., 2004). Η 

πρωτεΐνθ αυτι είναι απαραίτθτθ για τθν αναγνϊριςθ μίασ ςειράσ ssRNA ιϊν, ςτουσ οποίουσ 

ςυμπεριλαμβάνονται οι paramyxoviruses, ο ιόσ τθσ γρίππθσ, ο Vesicular stomatitis virus (VSV) και 

ο Japanese encephalitis virus (JEV) (Yoneyama M et al., 2004). Από τθν άλλθ θ MDA5 ςυμμετζχει 

ςτθν αναγνϊριςθ άλλων RNA ιϊν, ςυμπεριλαμβανομζνων των picornaviruses *π.χ. 

Encephalomyocarditis virus (EMCV), Mengo virus και Theiler’s virus] (Gitlin L et al., 2006; Kato H 

et al., 2005; Kato H et al., 2006). Επίςθσ, θ MDA5 και όχι θ RIG-1, είναι εκείνθ που ςυμμετζχει 

ςτθν αναγνϊριςθ του πολυI:C (Gitlin L et al., 2006; Kato H et al., 2006). Οι MDA5 και RIG-1 

παρουςιάηουν 23% και 35% ταυτότθτα αμινοξζων ςτισ επικράτειεσ CARD και ελικάςθσ αντίςτοιχα 

(Yoneyama M et al., 2005). Τζλοσ, θ πρωτεΐνθ LGP2 παρουςιάηει 31% και 41% ταυτότθτα με τισ 

περιοχζσ RNA ελικάςθσ των RIG-1 και, αλλά δεν ζχει CARD (Rothenfusser S et al., 2005; Yoneyama 

M et al., 2005). Ζχει προτακεί, λοιπόν, ότι θ LGP2 δρα ςαν αρνθτικόσ ρυκμιςτισ τθσ RIG-I/MDA-5 

ςθματοδότθςθσ.  

Σθματοδοτικά μονοπάτια των ελικαςϊν που μοιάηουν με τθ RIG-1: Το 2005 απομονϊκθκε και 

χαρακτθρίςτθκε από αρκετά εργαςτιρια μια πρωτεΐνθ-προςαρμοςτισ αποτελοφμενθ από μία 

αμινοτελικι CARD περιοχι που κυμίηει αυτι των MDA-5 ι RIG-I και θ οποία ονομάςτθκε IPS-1 

(ενεργοποιθτισ του υποκινθτι τθσ IFNβ), MAVS (μιτοχονδριακι πρωτεΐνθ αντι-ιικισ 

ςθματοδότθςθσ), VISA (ιικά-επαγόμενοσ ςθματοδοτικόσ προςαρμοςτισ) ι CARDIF (Kawai T et al., 

2005; Meylan E et al., 2005; Seth RB et al., 2005; Xu LG et al., 2005). Η πρωτεΐνθ αυτι, όταν 

εκωράηεται ςε ανκρϊπινα κφτταρα, ζχει τθν ικανότθτα να επάγει τθν ενεργοποίθςθ του 

υποκινθτι τθσ IFN τφπου Ι, κακϊσ και του NF-κB. Η IPS-1 ςυνδζεται με τθ RIG-1 ι τθ MDA5 μζςω 

των CARD περιοχϊν, δρα ωσ προςαρμοςτισ για τισ RIG-1 και MDA5 και κατζχει ουςιαςτικό ρόλο 

ςτθ ςθματοδότθςθ αυτϊν των μονοπατιϊν (Seth RB et al., 2005). Καταρροϊκά των RIG-1-IPS-1, οι 

TBK1 και IKKi ενεργοποιοφνται για να ωωςωορυλιϊςουν τουσ IRF3 και IRF7, υποδεικνφοντασ ότι 

τα ςθματοδοτικά μονοπάτια που εκκινοφνται από τθν ενεργοποίθςθ των TLRs και RIG-1 μπορεί 

να ςυγκλίνουν ςτο επίπεδο των TBK1/IKKi (Εικόνεσ 20, 23 και 24). Ράντωσ, δε ωαίνεται να 

υπάρχει άμεςθ αλλθλεπίδραςθ μεταξφ τθσ IPS-1 και των TBK1/IKKi. Ο TRAF3 δζνει τόςο ςτθν IPS-

1 όςο και ςτισ TBK1/IKKi, ενϊ θ απουςία του οδθγεί ςε μειωμζνθ ιικι επαγωγι των IFNs τφπου Ι. 

Φαίνεται, λοιπόν, ότι ο TRAF3 αποτελεί ζναν κρίκο ανάμεςα ςτθν IPS-1 και τισ TBK1/IKKi (Saha SK 

et al., 2006). 

Η IPS-1 αλλλθλεπιδρά, επίςθσ, με τθ FADD (Fas-ςχετιηόμενθ πρωτεΐνθ με περιοχι κανάτου), ζναν 

προςαρμοςτι που διακζτει περιοχι κανάτου και εμπλζκεται ςτθ ςθματοδότθςθ των υποδοχϊν 

κανάτου (Kawai T et al., 2005). Κφτταρα με ανεπάρκεια FADD παρουςίαηουν εξαςκενθμζνθ 

επαγωγι IFNβ και ωλεγμονωδϊν κυτοκινϊν. Η FADD ςχθματίηει ςφμπλοκο με τισ καςπάςεσ-10 

και -8, οι οποίεσ διαςπϊνται μετά τθν επίδραςθ πολυI:C ςτο κφτταρο (Balachandran S et al., 

2004; Takahashi K et al., 2006). Τα διαςπαςμζνα τμιματα των καςπαςϊν αυτϊν (τα οποία 

περιζχουν μία περιοχι τελεςτι κανάτου) είναι ικανά να ενεργοποιιςουν τον NF-κB. Κφτταρα ςτα 

οποία απουςιάηει θ καςπάςθ-8 εκδθλϊνουν μειωμζνθ ενεργοποίθςθ του NF-κB και 

περιοριςμζνθ επαγωγι ωλεγμονωδϊν κυτοκινϊν, ενϊ θ επαγωγι IFN τφπου Ι παραμζνει 

ανεπθρζαςτθ. Οπότε, οι καςπάςεσ-8 και -10 εμπλζκονται ειδικά ςτθν ενεργοποίθςθ του NF-κB 

καταρροϊκά τθσ FADD. Ωςτόςο, ο ακριβισ μθχανιςμόσ δεν ζχει αποςαωθνιςτεί ακόμα.  
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Εικόνα 23. Ενεργοποίθςθ τθσ RIG-1 από ιικό RNA ςτο κυτταρόπλαςμα.  

Φυςιολογικά, θ RIG-1 ςχθματίηει μία «κλειςτι» δομι, ςτθν οποία θ CARD είναι καλυμμζνθ. Μετά 

τθν πρόςδεςθ ςε ιικό RNA (dsRNA ι 5’-pppRNA) και ATP, θ RIG-1 αλλάηει ενεργά τθ ςτερεοδομι 

τθσ και εκκζτει τθν CARD. Η CARD τθσ RIG-1 αλλθλεπιδρά ειδικά με ζναν προςαρμοςτι που 

περιζχει, επίςθσ, CARD, τθν IPS-1, θ οποία εντοπίηεται ςτθ μιτοχονδριακι μεμβράνθ. Η IPS-1 

ενεργοποιεί τισ ρυκμιςτικζσ κινάςεσ TBK-1 and IKKi, προκειμζνου να επάγουν τθν ζκωραςθ των 

γονιδίων τθσ IFN (Fujita T et al., 2007). 

Η IPS-1 περιζχει μία διαμεμβρανικι περιοχι πλοφςια ςε υδρόωοβα κατάλοιπα ςτο C-τελικό τθσ 

άκρο και ςτοχεφει τθν πρωτεΐνθ ςτα μιτοχόνδρια (Seth RB et al., 2005). Αξίηει να ςθμειωκεί ότι θ 

διατιρθςθ τθσ IPS-1 ςτα μιτοχόνδρια είναι απαραίτθτθ για τθν ενεργοποίθςθ των IRF3, IRF7 και 

NF-κB, υποδθλϊνοντασ ότι τα μιτοχόνδρια ενδζχεται να είναι ςθμαντικά για τισ αποκρίςεισ IFN, 

πζρα από το ρόλο που κατζχουν ςτο μεταβολιςμό και ςτον κυτταρικό κάνατο (Li XD et al., 2005; 

Lin R et al., 2006; Loo YM et al., 2006; Meylan E et al., 2005; Seth et al., 2005). 
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Εικόνα 24. Σθματοδοτικό μονοπάτι ελικαςϊν που μοιάηουν με τθ RIG-1 (Kawai T and Akira S, 

2007a). 

1.3.2.2 Ιντερφερόνθ (IFN) 

Οι ιντερωερόνεσ ανακαλφωκθκαν το 1957 ωσ ςυςτατικό των μολυςμζνων με ιό κυττάρων 

(ISAACS A and LINDENMANN J, 1957) και μαηί με τουσ υποδοχείσ τουσ αποτελοφν μία υπο-ομάδα 

τθσ τάξθσ 2 των κυτοκινϊν με α-ζλικα οι οποίεσ εμωανίςτθκαν ςτα πρϊιμα χορδωτά περίπου 500 

εκατομμφρια χρόνια πριν (Krause CD and Pestka S, 2005). Οι IFNs ςυνιςτοφν μία οικογζνεια 

κυτοκινϊν με αντι-ιικζσ, αντι-πολλαπλαςιαςτικζσ και ανοςορυκμιςτικζσ ιδιότθτεσ (Boehm U et 

al., 1997; Kalvakolanu DV, 2000; Kotenko SV et al., 2003; Stark, 1998; Takemoto Y et al., 2004). 

Στθν παροφςα εργαςία μασ απαςχόλθςαν οι IFNs τφπου Ι και πιο ςυγκεκριμζνα θ IFNβ, αξιηει, 

ωςτόςο, να  αναωερκοφμε ςυνοπτικά ςτθν ταξινόμθςθ και ςτισ γενικζσ ιδιότθτεσ των 

ιντερωερονϊν. 

Ταξινόμθςθ και ιδιότθτεσ των ιντερφερονϊν: Ταξινομοφνται ςε τρεισ κφριεσ ομάδεσ, τουσ 

τφπουσ Ι, ΙΙ και ΙΙΙ. Η ταξινόμθςθ αυτι βαςίηεται ςτθ δομικι ομολογία, τθν πρόςδεςθ ςε 

υποδοχείσ κυτταρικισ επιωάνειασ και τθ λειτουργικι ενεργότθτα. 

Οι τφπου I IFNs (Roberts RM et al., 1998) αποτελοφνται από τισ  IFNα, β, ω, ε (Langer JA et al., 

2004; Pestka S et al., 2004) και κ (LaFleur DW et al., 2001). Επιπλζον, οι IFNδ (Lefevre F et al., 

1998), τ (Roberts RM et al., 1999) και η (limitin) (Oritani K et al., 2000) ςυμπεριλαμβάνονται ςε 

αυτι τθν ομάδα, εάν και ανιχνεφονται μόνο ςτουσ χοίρουσ/βοοειδι, ςτα μθρυκαςτικά και ςτουσ 

ποντικοφσ αντίςτοιχα. Η IFNγ αποτελεί τθ μοναδικι IFN τφπου II (Bach EA et al., 1997; Ikeda H et 
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al., 2002) και το γονίδιό τθσ ςτον άνκρωπο βρίςκεται ςτο χρωμόςωμα 12. Ρρόςωατα 

ταυτοποιικθκαν οι IFNλ1, IFNλ2 και IFNλ3 (γνωςτζσ και ωσ IL-29, IL-28A και IL-28B αντίςτοιχα) 

(Kotenko SV et al., 2003; Sheppard P et al., 2003). Αυτζσ οι IFNs ςυνκζτουν τθν τρίτθ ομάδα: τισ 

IFNs τφπου III. Οι τελευταίεσ ζχουν χαρτογραωθκεί ςτον άνκρωπο ςτο χρωμόςωμα 19 (Pestka S 

et al., 2004; Takaoka A and Yanai H, 2006). 

Σφμωωνα με τισ μελζτεσ θ IFNα είναι ενεργι ωσ μονομερζσ, ενϊ θ IFNβ ωσ διμερζσ (Kempner ES 

and Pestka S, 1986; Vilcek J, 2003). Πςο για τθν IFNγ, ωαίνεται να λειτουργεί ωσ τετραμερζσ 

(Kempner ES and Pestka S, 1986; Langer JA et al., 1994; Vilcek J, 2003). Λίγα είναι μζχρι ςτιγμισ 

γνωςτά για τθ δομι τθσ IFNλ και για το πϊσ προςδζνει ςτον υποδοχζα τθσ. Οι παραπάνω δομικζσ 

και λειτουργικζσ διαωορζσ είναι ςθμαντικό να λαμβάνονται υπόψθ όταν εξετάηεται θ λειτουργία 

ςυγκεκριμζνων IFNs.  

 
1.3.2.2.1 φκμιςθ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ τθσ IFΝβ κατά τθν ιικι μόλυνςθ 

Η επαγωγι των γονιδίων των IFNs τφπου Ι ρυκμίηεται ςτο επίπεδο τθσ μεταγραωισ και είναι 

περιςςότερο κατανοθτι ςτθν περίπτωςθ τθσ IFNβ (βρίςκεται ςτο χρωμόςωμα 9 ςτον άνκρωπο). 

Ο ενιςχυτισ και ο κεντρικόσ υποκινθτισ τθσ IFNβ καταλαμβάνουν μια περιοχι DNA ςυνολικοφ 

μικουσ περίπου 110 ηευγϊν βάςεων ανοδικά του ςθμείου ζναρξθσ τθσ μεταγραωισ. Η περιοχι 

του ενιςχυτι αντιςτοιχεί ςτα πλζον απομακρυςμζνα 55 ηεφγθ βάςεων και περιλαμβάνει τα 

ρυκμιςτικά ςτοιχεία (ςε κατεφκυνςθ 5´→3´) PRDIV, PRDIII-I και PRDII (Εικόνα 25). Ρρόκειται για 

τρία κετικά ρυκμιςτικά ςτοιχεία (PRDs) ςτα οποία προςδζνονται ιςάρικμοι μεταγραωικοί 

παράγοντεσ και ςυγκεκριμζνα ζνα ετεροδιμερζσ ATF-2 (μεταγραωικόσ παράγοντασ-

ενεργοποιθτισ)/c-Jun, που ςυνιςτοφν το μεταγραωικό παράγοντα AP-1, ζνα μζλοσ τθσ 

οικογζνειασ των παραγόντων IRF και ο μεταγραωικόσ παράγοντασ NF-κB αντιςτοίχωσ. Σε 

ςυνδυαςμό με τθν πρωτεΐνθ Α1 τθσ ομάδασ υψθλισ κινθτικότθτασ (high mobility group protein 

A1, HMGA1), οι παραπάνω ενεργοποιθτζσ δζνουν ςτο DNA και ςχθματίηουν ζνα ιδιαίτερα 

ςτακερό ςφμπλοκο, το αποκαλοφμενο ενιςχυόςωμα, το οποίο ενεργοποιεί τθ μεταγραωι από 

τον υποκινθτι τθσ IFNβ κατά τθν ιικι μόλυνςθ (Ford E and Thanos D, 2010). 

Πλεσ οι πρωτεΐνεσ που απαιτοφνται για τθν παραγωγι τθσ IFNβ υπάρχουν ςτο κφτταρο και πριν 

από τθν ιικι μόλυνςθ. Εξ αυτϊν, οι δραςτθριότθτεσ των NF-κB και IRF ρυκμίηονται από τον 

υποκυττάριο εντοπιςμό τουσ. ‘Ππωσ ζχει περιγραωεί παραπάνω, ςτθν ανενεργι κατάςταςθ, ο 

NF-κB διατθρείται ςτο κυτταρόπλαςμα από μζλθ τθσ οικογζνειασ των αναςταλτικϊν ΙκΒs 

(Silverman and Maniatis, 2001). Ραρουςία των διάωορων ερεκιςμάτων, όπωσ τθσ IL-1β, του TNFα 

και ιϊν, θ IKK ενεργοποιείται και εν ςυνεχεία ωωςωορυλιϊνει τον IκB. Μόλισ ωωςωορυλιϊνεται, 

ο IκB ουβικιτινϊνεται και αποικοδομείται από το πρωτεάςωμα. Ο ελεφκεροσ NF-κB μεταβαίνει 

ςτον πυρινα και ενεργοποιεί τα γονίδια-ςτόχουσ του. Στθν PRDIII-I μποροφν να προςδεκοφν 

ομοδιμερι IRF3, IRF7 ι ετεροδιμερι των δφο παραγόντων. Ραρόμοια με τον NF-κB, θ ανενεργι 

μορωι IRF3 ι IRF7 είναι επίςθσ κυτταροπλαςματικι. Ωσ απάντθςθ ςε μία ιικι απόκριςθ, ο IRF3/7 

ωωςωορυλιϊνεται από τισ κινάςεσ TBK1 και IKKi (Fitzgerald KA et al., 2003a; Sharma et al., 2003), 

διμερίηει και μεταβαίνει ςτον πυρινα για να ενεργοποιιςει τθν ζκωραςθ τθσ IFNβ (Malmgaard, 

2004; Taniguchi and Takaoka, 2002). Ζνα αρχικό μοντζλο προτείνει ότι ο IRF7 δε ςυμμετζχει ςτθν 

πρϊτθ ωάςθ επαγωγισ τθσ IFNβ, κακϊσ εκωράηεται ςε χαμθλά επίπεδα ςτα περιςςότερα 

κφτταρα απουςία ιοφ. Μετά τθν ιικι πρόκλθςθ, θ IFNβ, που παράγεται από το IRF3-εξαρτϊμενο 

μονοπάτι που περιγράωεται παραπάνω, προκαλεί τθ μεταγραωι του IRF7. Κατόπιν, ο IRF7 
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ενεργοποιείται μζςω ωωςωορυλίωςθσ από τισ 

TBK1/IKKi ςε οριςμζνα ςθμαντικά κατάλοιπα, 

ϊςτε να προςδεκεί και να επάγει τον υποκινθτι 

του γονιδίου τθσ IFNβ (αλλά κυρίωσ τθσ IFNα) 

(Honda et al., 2005). Η ιικι μόλυνςθ οδθγεί και 

ςτθν ενεργοποίθςθ των κιναςϊν ςτρεσ, όπωσ των 

JNK και p38 κινάςθσ, που ωωςωορυλιϊνουν τον 

ATF-2/c-Jun ςτον πυρινα. Ενϊ, οι NF-κB και c-

Jun/ATF2 ενεργοποιοφνται από πολλαπλοφσ 

τφπουσ ερεκιςμάτων και ρυκμίηουν τθ μεταγραωι 

μεγάλων κατθγοριϊν γονιδίων, οι IRF3 εμπλζκεται 

κυρίωσ ςτθ ρφκμιςθ τθσ παραγωγισ τθσ IFNβ 

(Malmgaard, 2004; Taniguchi and Takaoka, 2002). 

Το ενιςχυόςωμα ςχθματίηει μία μοναδικι 

τριςδιάςτατθ επιωάνεια, θ οποία αρχικά 

αναγνωρίηεται από τθν πρωτεΐνθ-

ςυνενεργοποιθτι PCAF (P300/CBP-Associated 

Factor, P300/CBP-ςυςχετιηόμενοσ παράγοντασ). Ο 

ενιςχυτισ τθσ IFNβ οριοκετείται από 

νουκλεοςϊματα και ςτισ δφο πλευρζσ, ωςτόςο θ 

ίδια θ ακολουκία του ενιςχυτι δεν περιλαμβάνει 

νουκλεόςωμα. Ο PCAF ακετυλιϊνει αρχικά το 

νουκλεόςωμα, ενϊ ζνα άγνωςτο ζνηυμο 

ωωςωορυλιϊνει τθν ιςτόνθ Η3. Το ςυνδυαςτικό 

μοτίβο ακετυλίωςθσ, ωωςωορυλίωςθσ και 

μεκυλίωςθσ των ιςτονϊν αναγνωρίηεται από μία 

ειδικι ομάδα παραγόντων. Στο ςθμείο αυτό, ο 

PCAF απομακρφνεται από τον υποκινθτι και 

αντικακίςταται από το CBP (CREB binding protein, 

πρωτεΐνθ που δζνει ςτθν CREB), ο οποίοσ 

προςελκφεται ωσ ςφμπλοκο με ζνα ολοζνηυμο 

RNA πολυμεράςθσ ΙΙ (PolII), το οποίο περιζχει τουσ 

TF (transcription factor, μεταγραωικόσ 

παράγοντασ)ΙΙΕ, ΙΙΗ, ΙΙF και το ςφμπλοκο SWI 

(switch, διακόπτθσ)/SNF (sucrose non-fermenting, 

μθ-ηφμωςθ ςουκρόηθσ) (Ford E and Thanos D, 

2010). Εάν και ο CBP μπορεί να ςχθματίςει 

ςφμπλοκο με οποιονδιποτε από τουσ 

ενεργοποιθτζσ ςτο ενιςχυόςωμα ξεχωριςτά, θ τριςδιάςτατθ γεωμετρία δθμιουργεί μία ςυνεχι 

επιωάνεια που διευκολφνει τθ ςυνεργιςτικι πρόςδεςθ του CBP με το ενιςχυόςωμα και θ οποία 

απαιτείται για τθ ςυνεργιςτικι ενεργοποίθςθ τθσ μεταγραωισ τθσ IFNβ(Ford E and Thanos D, 

2010). Το ςφμπλοκο SWI/SNF αλλάηει τθ δομι του νουκλεοςϊματοσ, επιτρζποντασ τθν 

προςζλκυςθ και τθν πρόςδεςθ ςτο DNA του TFIID ςτο κουτί TATA. Η πρόςδεςθ αυτι κάμπτει το 

Οι IRFs είναι μεταγραωικοί 

μεςολαβθτζσ ςθματοδοτικϊν 

μονοπατιϊν που επάγονται από ιοφσ, 

βακτιρια και IFNs και κατζχουν 

πρωταγωνιςτικό ρόλο ςτθν αντι-ιικι 

άμυνα, ςτθν ανοςιακι απόκριςθ, 

ςτθν απόπτωςθ και ςτθ ρφκμιςθ τθσ 

κυτταρικισ ανάπτυξθσ. Μζχρι 

ςιμερα, ζχουν ταυτοποιθκεί εννζα 

γονίδια κυτταρικϊν IRFs ςτον 

άνκρωπο (IRF1-9), κακϊσ και 

ανάλογα των IRFs ςε ιοφσ. Οι 

παράγοντεσ αυτοί ζχουν ςθμαντικι 

ομολογία ςτα 115 N-τελικά αμινοξζα, 

που ςχθματίηουν ζνα μοτίβο ζλικασ-

ςτροωισ-ζλικασ και αποτελοφν τθν 

περιοχι πρόςδεςθσ ςτο DNA. Η 

περιοχι αυτι αναγνωρίηει μία 

ςυναινετικι αλλθλουχία DNA που 

αποκαλείται ςτοιχείο απόκριςθσ 

ςτθν ενεργοποίθςθ με IFN (ISRE, IFN-

stimulated response element) 

(Escalante CR et al., 1998;). Η 

μοναδικι λειτουργία κάκε IRF 

οωείλεται ςε ζναν ςυνδυαςμό τθσ 

κυτταροειδικισ ζκωραςθσ, τθσ 

ενδογενοφσ δυνατότθτασ 

ετερόπλευρθσ ενεργοποίθςθσ και τθσ 

ικανότθτασ αλλθλεπίδραςθσ με άλλα 

μζλθ τθσ οικογζνειασ των IRFs ι με 

άλλουσ μεταγραωικοφσ παράγοντεσ 

και ςυμπαράγοντεσ (Taniguchi T et 

al., 2001). Πλοι οι IRFs, εκτοσ των 

IRF1 και IRF2, διακζτουν τθν IRF-

ςχετιηόμενθ περιοχι (IRF-associated 

domain, IAD) ςτο C-τελικό άκρο τθσ 

πρωτεΐνθσ, που διαμεςολαβεί αυτζσ 

τισ αλλθλεπιδράςεισ. 
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DNA και προκαλεί ολίςκθςθ του τροποποιθμζνου από το SWI/SNF νουκλεοςϊματοσ 36 bp 

καταρροϊκά, επιτρζποντασ τθν ζναρξθ τθσ μεταγραωισ (Εικόνα 25) (Ford E and Thanos D, 2010).   

IRF3: Ο IRF3 (μαηί με τον IRF7) αποτελεί τον κφριο ρυκμιςτι τθσ γονιδιακισ ζκωραςθσ των IFNs 

τφπου Ι κατά τθν ιικι προςβολι. Ο IRF3 εκωράηεται ςυνεχϊσ και εντοπίηεται ςτο 

κυτταρόπλαςμα. Πταν τα κφτταρα μολυνκοφν με ιοφσ, θ ενεργοποίθςθ ςυγκεκριμζνων PRRs 

(ςυμπεριλαμβανομζνων των TLR3, TLR4, RIG-1, MDA5) οδθγεί ςτθ ωωςωορυλίωςθ του IRF3 ςε 

μία ςυςτάδα καταλοίπων ςερίνθσ και κρεονίνθσ ςτθ C-τελικι περιοχι, όπου θ ςερίνθ 386 είναι 

ουςιϊδθσ για τθν ενεργοποίθςθ από τισ TBK1 και IKKi (Fitzgerald KA et al., 2003a; McWhirter SM 

et al., 2004; Sharma S et al., 2003). Εν ςυνεχεία, ο ενεργοποιθμζνοσ IRF3 ςχθματίηει ομο- ι ετερο-

διμερι με τον IRF7 και μεταβαίνει ςτον πυρινα, όπου ςυνδζεται με τισ CBP/P300 (Lin R et al., 

1998; Weaver BK et al., 1998; Yoneyama M et al., 1998) και ενεργοποιεί τθ μεταγραωι του 

γονιδίου τθσ IFNβ, κακϊσ και άλλων γονιδίων που επάγονται από τισ IFNs (ISG, interferon 

stimulated gene) (Grandvaux N et al., 2002; Juang YT et al., 1998; Lin R et al., 1999; Peters KL et 

al., 2002).  Ζχει δειχκεί ότι ο IRF3 ενεργοποιεί κατά προτίμθςθ το γονίδιο τθσ IFNβ και όχι εκείνα 

τθσ IFNα (με εξαίρεςθ το γονίδιο τθσ IFNα4), ενϊ ο IRF7 ενεργοποιεί κυρίωσ τα γονίδια τθσ IFNα. 

Τζλοσ, ωαίνεται ότι οι παραπάνω IRFs ςυμμετζχουν και ςτθν επαγωγι των γονιδίων τθσ IFN 

τφπου ΙΙΙ (Osterlund PI et al., 2007). 

Ροντικοί με ομόηυγθ απάλειψθ του IRF3 παρουςιάηουν εξαςκζνθςθ ςτθν επαγωγι των τφπου Ι 

IFNs από τον ECMV, ενϊ θ αντι-ιικι απόκριςθ IRF3-/- MEFs ςτον VSV ιταν ωυςιολογικι. Ωςτόςο, 

θ ζκωραςθ των IFNs τφπου Ι μετά τθ μόλυνςθ των  IRF3-/- MEFs με NDV ιταν αρκετά μειωμζνθ, 

εάν και θ εκτοπικι ζκωραςθ του IRF7 μποροφςε να τθν επαναωζρει ςε ωυςιολογικά επίπεδα 

(Sato M et al., 2000). Αντικζτωσ, ςε μία πιο πρόςωατθ μελζτθ, δεν επθρεάςτθκε ςθμαντικά θ ιικι 

επαγωγι των IFNs τφπου Ι ςε IRF3-/- MEFs και πλαςματοειδι δενδριτικά κφτταρα (Honda K et al., 

2005a). Ραρά αυτά τα αντικρουόμενα αποτελζςματα, δεν υπάρχει αμωιβολία για τον ουςιϊδθ 

ρόλο του IRF3 ςτθν αντι-ιικι απόκριςθ. Αρχικά, θ ζκωραςι του ςε όλουσ τουσ κυτταρικοφσ 

τφπουσ επιτρζπει τθν ενεργοποίθςθ τθσ αντι-ιικισ απόκριςθσ και τθ ςφνκεςθ τθσ IFNβ ςε κάκε 

είδοσ μολυςμζνου κυττάρου (Lowther WJ et al., 1999) και δεφτερον, ακόμα και χαμθλά επίπεδα 

αυτοκρινοφσ ι παρακρινοφσ IFNβ κινθτοποιοφν τθν ενίςχυςθ τθσ αντι-ιικισ απόκριςθσ (Marie I et 

al., 1998; Sato M et al., 1998). Τζλοσ, θ παρατιρθςθ ότι πολλοί ιοί αποτρζπουν τθν επαγωγι των 

IFNs τφπου Ι ςτοχεφοντασ ςτθ λειτουργια του IRF3, υπογραμμίηει τθ ςθμαςία του παράγοντα 

αυτοφ ςτθν άμυνα εναντίον των ιϊν (Katze MG et al., 2002; Weber F et al., 2004). 
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Εικόνα 25. Θ διαδικαςία ςχθματιςμοφ του ενιςχυοςϊματοσ. 

(α) Το γυμνό DNA του ενιςχυτι. (β) Ζνα ειδικό ςτοιχείο με μία κζςθ πρόςδεςθσ NF-κB μεταωζρει 

το NF-κB ςτον ενιςχυτι τθσ IFNβ. (γ) Ο NF-κB προςδζνει ςτον ενιςχυτι ςυνεργιςτικά με τθν 

HMGA1 ςτθν PRDII κζςθ. (δ) Οι ATF-2/c-Jun και IRF3/7 προςδζνουν με ζναν ιδιαίτερα 

ςυνεργιςτικό τρόπο με τουσ NF-κB και HMGA1. (ε) Ο PCAF προςελκφεται ςτον ενιςχυτι και 

ακετυλιϊνει τθν HMGA1 και τισ ιςτόνεσ H3 και H4. (ςτ) Ζνα ςφμπλοκο ολοενηφμου CBP–PolII 

αντικακιςτά τον PCAF. Οι SWI/SNF αναδιοργανϊνουν το κοντινό νουκλεόςωμα. (η) Ο TFIID δζνει 

και επάγει τθν ολίςκθςθ του νουκλεοςϊματοσ. (θ) Ο CBP ακετυλιϊνει τθν HMGA1 και οι 

πρωτεΐνεσ του ενιςχυοςϊματοσ αποςυνδζονται από τον ενιςχυτι (Ford E and Thanos D, 2010). 

1.4 ΣΚΟΡΟΣ 

Η TRX και ςτθ ςυνζχεια και θ GRX ανακαλφωκθκαν ωσ δότεσ θλεκτρονίου για τθ 

ριβονουκλεοτιδικι αναγωγάςθ τθσ E. coli. Οι πρωτεΐνεσ αυτζσ, όπωσ και άλλεσ με τθν 

αναδίπλωςθ τθσ κειορεδοξίνθσ, αποδείχτθκαν θ «καρδιά» πολυάρικμων κεμελιωδϊν 

διεργαςιϊν ςε όλα τα είδθ ηωντανϊν οργανιςμϊν. Στόχοσ τθσ παροφςασ διατριβισ ιταν να ωζρει 

ςτο ωωσ καινοφρια μονοπάτια ςτα οποία ςυμμετζχουν οι TRX2 και θ GRX1. 

Συγκεκριμζνα οι ςτόχοι μασ μποροφν να ςυνοψιςτοφν ςτα κάτωκι: 

1. Να διερευνιςουμε πϊσ το μιτοχονδριακό ςφςτθμα τθσ κειορεδοξίνθσ εμπλζκεται ςτθ 

ρφκμιςθ τθσ ΝΟ-επαγϊμενθσ HIF-1α. 
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2. Να εξετάςουμε εάν θ GRX1 εμπλζκεται ςε μονοπάτια ενδογενοφσ ανοςίασ μζςω τθσ 

δυνατότθτάσ τθσ να καταλφει τθν απογλουτακειονυλίωςθ των πρωτεϊνϊν ςτόχων. Για το 

λόγο αυτό, μελετιςαμε δφο μονοπάτια: 

 το μονοπάτι τθσ ιικισ επαγωγισ τθσ IFNβ. 

 το μονοπάτι ενεργοποίθςθσ του NF-κB από τθν IL-1 και το LPS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



76 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



79 

 

2.1 ΚΥΤΤΑΟΚΑΛΛΙΕΓΕΙΕΣ 

Τα HEK 293 (ATCC) κφτταρα προζκυψαν από το μεταςχθματιςμό κυτταρικϊν ςειρϊν από νεωρό 

εμβρφου ανκρϊπου (ζτςι εξθγείται και θ ονομαςία HEK: Human Embryonic Kidney) με το 

κομμζνο DNA του αδενοϊοφ 5 και περιγράωθκαν για πρϊτθ ωορά το 1977 (Graham FL et al., 

1977).  

Η κυτταρικι ςειρά HeLa (ATCC) προιλκε από κφτταρα καρκίνου του τραχιλου τθσ μιτρασ τθσ 

Henrietta Lacks, ςτο DNA των οποίων ενςωματϊκθκε μζροσ του γονιδιϊματοσ του Human 

Papillomavirus (HPV) και για αυτό «ακανατοποιικθκαν».  

Τα RAW 267.4 (ATCC) μακροωάγα προζρχονται από το Mus musculus και δθμιουργικθκαν από 

όγκο προερχόμενο από τον ιό Abelson Murine Leukemia Virus. 

2.1.1 Ανακαλλιζργεια 

Υλικά 

DMEM (Sigma) 

ορόσ εμβρφου βοόσ (FBS, GIBCO/BRL) 

L-γλουταμίνθ  (Sigma) 

γενταμυκίνθ (GIBCO/BRL) 

RPMI 1640 (PAA, Linz, Austria) 

ορόσ εμβρφου μόςχου (Biochrom, Berlin, Germany) 

πενικιλλίνθ (GIBCO/BRL) 

ςτρεπτομυκίνθ (GIBCO/BRL) 

G418 (Sigma-Aldrich) 

δοχεία καλλιζργειασ (SARSTEDT) 

διάλυμα 0,25% τρυψίνθσ - 1 mM EDTA (GIBCO) 

κωνικό ςωλθνάριο τφπου falcon (SARSTEDT) 

Η καλλιζργεια των κυττάρων πραγματοποιείται ςε αςθπτικζσ ςυνκικεσ, ενϊ πριν από τθν ζναρξι 

τθσ ζχει ιδθ προετοιμαςτεί το πλιρεσ κρεπτικό υλικό (Ρίνακεσ 7 και 8). 

Ρίνακασ 7. Σφςταςθ Ρλιρουσ Θρεπτικοφ Μζςου Καλλιζργειασ HeLa και HEK 293 

Συςτατικά Αναλογία 

DMEM 90% 

ορόσ εμβρφου βοόσ 10% 

L-γλουταμίνθ 2 mM 

γενταμυκίνθ 80 μg/ml 
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Ρίνακασ 8. Σφςταςθ Ρλιρουσ Θρεπτικοφ Μζςου Καλλιζργειασ RAW 264.7 

Συςτατικά Αναλογία 

RPMI 1640 90% 

ορόσ εμβρφου μόςχου 10% 

L-γλουταμίνθ 2 mM 

Ρενικιλλίνθ 100 units/ml 

Στρεπτομυκίνθ 100 μg/ml 

 

Οι κυτταροςειρζσ HEK ςτακερά επιμολυςμζνεσ με τον άδειο ωορζα ζκωραςθσ, με τθν TRX1, τθν 

TRX2 ι τθν TRXR2 (Damdimopoulos AE et al., 2002; Nalvarte I et al., 2004a; Zhou J et al., 2007) 

καλλιεργικθκαν παρουςία 500 μg/ml G418 (Sigma-Aldrich). Για 24 ϊρεσ πριν από τα πειράματα 

τα κφτταρα καλλιεργοφνταν ςε κρεπτικό χωρίσ G418. 

Τα κφτταρα επωάηονται ςε ειδικά δοχεία καλλιζργειασ (SARSTEDT) τα οποία μετά τθν προςκικθ 

όλων των απαραίτθτων ςυςτατικϊν τοποκετοφνται ςτον επωαςτικό κάλαμο κάτω από 

ελεγχόμενεσ ςυνκικεσ περιβάλλοντοσ (37 0C, 95% υγραςία, 5% CO2). Για τισ ςυγκεκριμζνεσ 

κυτταροςειρζσ απαιτείται θ επικάλυψθ των δοχείων καλλιζργειασ με ηελατίνθ για τθν καλφτερθ 

προςκόλλθςι τουσ. Τθν προςκόλλθςθ ακολουκεί θ διαίρεςθ και θ επζκταςθ των κυττάρων. Πταν 

καλυωκεί το 70-80% του δοχείου καλλιζργειασ, τα κφτταρα πρζπει να αποκολλθκοφν, να 

απομονωκοφν και να επιςτρωκοφν ςε αντίςτοιχα τρυβλία ανάλογα με τθν πειραματικι 

διαδικαςία που κα ακολουκθκεί. 

1. Αωαίρεςθ του πλιρουσ κρεπτικοφ υλικοφ από το δοχείο καλλιζργειασ 

2. Εκπλφςεισ με κρεπτικό υλικό χωρίσ ορό, ϊςτε να απομακρυνκοφν τα κατάλοιπα του 

οροφ ο οποίοσ αναςτζλλει τθ δράςθ τθσ κρυψινθσ. 

3. Επϊαςθ (1 λεπτό τα HEK και περίπου 3 τα HeLa) ςε διάλυμα 0,25% τρυψίνθσ - 1 mM 

EDTA (GIBCO) (3 ml/ωλάςκα 75cm2, 1 ml/ωλάςκα 25cm2) ςτουσ 37οC. Στο ωωτονικό μικροςκόπιο 

ελζγχεται εάν τα κφτταρα ζχουν αρχίςει να ςυρρικνϊνονται, να ξεχωρίηουν και να αποκολλϊνται. 

4. Τα κφτταρα αναδιαλφονται ςε πλιρεσ κρεπτικό υλικό (12 ml ςτθ μεγάλθ ωλάςκα, 4 ml 

ςτθ μικρι ωλάςκα) που περιζχει και τουσ αναςτολείσ τθσ τρυψίνθσ που βρίςκονται ςτον ορό. 

5. Τα κφτταρα μεταωζρονται ςε κωνικό ςωλθνάριο τφπου falcon προκειμζνου να 

ωυγοκεντρθκοφν ςτισ 1500 rpm για 3 λεπτά. 

6. Κατόπιν, απομακρφνεται το υπερκείμενο, το ίηθμα επαναδιαλφεται ςε καινοφριο, πλιρεσ 

κρεπτικό, μετρϊνται τα κφτταρα με αιμοκυτταρόμετρο και επεξεργάηονται περαιτζρω ανάλογα 

με τισ ανάγκεσ του εκάςτοτε πειράματοσ. 
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2.1.2 Ψφξθ-Απόψυξθ Κυττάρων 

Υλικά 

υλικά ανακαλλιζργειασ (βλ. 2.1.1) 

DMSO (Sigma-Aldrich) 

ειδικά ςωλθνάρια παγϊματοσ (NUNC) 

γλυκόηθ (Sigma-Aldrich) 

Η διατιρθςθ των ηωικϊν κυττάρων για μεγάλο χρονικό διάςτθμα είναι δυνατι με τθν 

αποκικευςι τουσ ςε υγρό άηωτο (κερμοκραςίεσ μεταξφ –1350C και –1700C). Η επιτυχισ 

διατιρθςι τουσ προχποκζτει να βρίςκονται ςε καλι κατάςταςθ πριν από τθν ψφξθ τουσ και 

αυτι να πραγματοποιθκεί βακμιαία μζχρι ενόσ ςθμείου, ζτςι ϊςτε να αποωευχκεί ο 

ςχθματιςμόσ πάγου ςτο εςωτερικό τουσ και να ελαχιςτοποιθκεί θ απϊλεια νεροφ. Για το λόγο 

αυτό, επίςθσ, τα κφτταρα καταψφχονται παρουςία διμεκυλοςουλωοξειδίου (DMSO). Μετά τθν 

παραπάνω ωυγοκζντρθςθ (Βιμα 5) το ίηθμα επαναδιαλφεται ςε ορό και μεταωζρεται ςτα ειδικά 

ςωλθνάρια παγϊματοσ (cryovials), όπου προςτίκεται το μζςο παγϊματοσ, ςε αναλογία 1 προσ 4 

ςτον τελικό όγκο παγϊματοσ. Το μζςο παγϊματοσ αποτελείται από 12% (w/v) γλυκόηθ, 40% (v/v) 

DMSO διαλυμζνα ςε κρεπτικό. Το ςωλθνάριο με τα κφτταρα τοποκετείται αρχικά ςτουσ –200C 

για 24 ϊρεσ και ςτθ ςυνζχεια μεταωζρεται ςε κατάλλθλο δοχείο αποκικευςθσ με υγρό άηωτο, 

όπου και διατθροφνται μζχρι να αποψυχκοφν. 

Στθν απόψυξθ τα κφτταρα πρζπει να περάςουν απότομα από τθ χαμθλι κερμοκραςία ςτουσ 

37οC, ϊςτε θ απόψυξθ των κρυςτάλλων να τα τραυματίςει όςο το δυνατόν λιγότερο. Για το λόγο 

αυτό, όταν τα ςωλθνάρια αναςφρονται από το υγρό άηωτο, επωάηονται ςτουσ 37οC και το 

περιεχόμενό τουσ μεταωζρεται γριγορα ςε κωνικά ςωλθνάρια τφπου falcon που περιζχουν 

πλιρεσ κρεπτικό υλικό, το οποίο επίςθσ ζχει εξιςορροπθκεί προθγουμζνωσ ςε κερμοκραςία 

37οC. Στθ ςυνζχεια ωυγοκεντροφνται όπωσ κατά τθν ανακαλλιζργεια προκειμζνου να 

απομακρυνκεί θ κρυοπροςτατευτικι ουςία (DMSO), αλλά και όλα τα νεκρά κφτταρα. 

Επαναδιαλφονται ςε πλιρεσ κρεπτικό μζςο και τοποκετοφνται ςε κατάλλθλο δοχείο 

καλλιζργειασ. 

2.1.3 Επιμόλυνςθ Κυττάρων (Transfection) 

Υλικά 

υλικά ανακαλλιζργειασ (βλ. 2.1.1) 

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 

Για τα πειράματα προςωρινισ επιμόλυνςθσ (transient transfection), 3x105 κφτταρα ανά ml 

καλλιζργειασ επιμολφνονται χρθςιμοποιϊντασ τθ Lipofectamine 2000 βάςει των οδθγιϊν τθσ 

εταιρείασ. Μετά από 4 ϊρεσ επϊαςθσ, το μίγμα τθσ επιμόλυνςθσ αντικακίςταται με πλιρεσ 

κρεπτικό καλλιζργειασ. Η απομόνωςθ των κυτταρικϊν εκχυλιςμάτων πραγματοποιείται 20-24 

ϊρεσ μετά τθν επιμόλυνςθ.  
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2.1.4 Μόλυνςθ Κυττάρων με Ιό 

Υλικά 

υλικά ανακαλλιζργειασ (βλ. 2.1.1) 

Sendai virus (SV, Cantell strain; Charles River laboratories) 

Οι ιικζσ μολφνςεισ πραγματοποιικθκαν με 50 hemagglutinating units Sendai virus (SV, Cantell 

strain; Charles River laboratories) ανά mL μζςου καλλιζργειασ (χωρίσ αντιβιοτικό) για τα 

υποδεικνυόμενα χρονικά διαςτιματα. 

2.1.5 Χοριγθςθ BSO 

Υλικά 

υλικά ανακαλλιζργειασ (βλ. 2.1.1) 

BSO (Sigma)  

Το L-buthionine-(S,R)-sulphoximine (BSO) αποτελεί αναςτολζα τθσ ςφνκεςθσ GSH (Anderson ME, 

1997). Στθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε το αντιδραςτιριο τθσ Sigma ςε ςυγκεντρϊςεισ 

και για χρονικά διαςτιματα που αναωζρονται ςτα αντίςτοιχα πειράματα. 

2.1.6 Χοριγθςθ IL-1 

Υλικά 

υλικά ανακαλλιζργειασ (βλ. 2.1.1) 

ανκρϊπινθ αναςυνδυαςμζνθ IL-1β (PeproTech) 

Οι επαγωγζσ με αναςυνδυαςμζνθ IL-1β πραγματοποιικθκαν με 15 ng/ml κρεπτικοφ μζςου 

DMEM για 25 λεπτά, εκτόσ αν αναωζρεται αλλιϊσ.   

2.1.7 Συγκαλλιζργεια Κυττάρων HEK και RAW264.7 

Υλικά 

υλικά ανακαλλιζργειασ (βλ. 2.1.1) 

δοχεία καλλζργειασ με διαχωριςτικι μεμβράνθ (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) 

LPS (Sigma)  

IFNγ (PeproTech) 

phosphate buffered saline (PBS, GIBCO) 

L-NAME (Sigma) 

Τα κφτταρα ςυγκαλλιεργικθκαν με τθ χριςθ διαχωριςτικϊν προκειμζνου τα κφτταρα να διαχωρίηονται μζςω 

μεμβράνθσ με πόρουσ 1-μm. 

1. 1×106 RAW264.7 κφτταρα επιςτρϊκθκαν ςε  6-άρια πιάτα. 

2. Ενεργοποίθςθ με LPS (1 μg/ml) και IFNγ (100 U/ml) για 16 ϊρεσ. 

3. Ρλφςθ με PBS. 

4. Ρροςκικθ ωρζςκου κρεπτικοφ με ι χωρίσ 1 mM L-nitroarginine methyl ester (L-NAME, 

Sigma). 
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5. Ραράλλθλα, 1×106 HEK κφτταρα επιςτρωμζνα ςε ςυγκαλλιεργθτικά ζνκετα, προςτίκενται. 

6. Τα κφτταρα ςυγκαλλιεργοφνται για 8 ϊρεσ. 

2.1.8 Σιμανςθ με το ραδιοϊςότοπο 35S 

Υλικά 

υλικά ανακαλλιζργειασ (βλ. ενότθτα 2.1.1) 

κρεπτικό χωρίσ μεκειονίνθ και ορό (Promocell, Heidelberg, Germany) 

[35S]methionine (Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig, Germany)  

GSNO (Fukuda R et al., 2002) 

υλικά για θλεκτροωόρθςθ SDS-PAGE (βλ. ενότθτα 2.9) 

1. Τα κφτταρα καλλιεργοφνται για 30’ ςε κρεπτικό χωρίσ μεκειονίνθ και ορό. 

2. Αντικατάςταςθ του κρεπτικοφ με κρεπτικό χωρίσ μεκειονίνθ που περιζχει 10% FCS και 100 

μCi/ml [35S]methionine. 

3. Τα κφτταρα επωάηονται παρουςία ι απουςία 0,5 mM GSNO (Fukuda R et al., 2002) για 2 h.  

4. Τα κφτταρα λφνονται και θλεκτροωοροφνται ςε 10% SDS-PAGE (βλ. ενότθτα 2.9). Η γζλθ 

ςτεγνϊνει και εκτίκεται ςε ωιλμ ακτίνων X.  

2.1.9 Μζτρθςθ ATP 

Υλικά 

υλικά ανακαλλιζργειασ (βλ. ενότθτα 2.1.1) 

ΑΤ-διάλυμα λφςθσ (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 

υλικά για δοκιμαςία Bradford (βλ. ενότθτα 2.5) 

ATP Bioluminescent Assay Kit (Sigma, Schnelldorf, Germany) 

1. Τα κφτταρα επιςτρϊνονται ςτα πιάτα μία θμζρα πριν από τα πειράματα. 

2. Μετά τθν αντίςτοιχθ επεξεργαςία, τα κφτταρα ςυλλζγονται και λφονται ςτο ΑΤ-διάλυμα 

λφςθσ και κατεργάηονται με υπεριχουσ (sonication). 

3. Φυγοκζντρθςθ (15,000g, 15 min, 4°C). 

4. Μζτρθςθ του πρωτεϊνικοφ περιεχομζνου ςτο υπερκείμενο (Bradford, βλ. ενότθτα 2.5). 

5. Αραίωςθ των δειγμάτων (1:100) ςε νερό. 

6. Μζτρθςθ του ΑΤ με το ATP Bioluminescent Assay Kit βάςει των οδθγιϊν του καταςκευαςτι. 

αντιδραςτιρια και διαλφματα 

ΑΤΡ-διάλυμα λφςθσ  

50 mM Tris/HCl (Sigma-Aldrich) 

150 mM NaCl (Sigma-Aldrich)  

0.5% Nonidet-40 (Sigma-Aldrich)  

protease inhibitor cocktail, pH 7.5 (Sigma-Aldrich) 
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2.2 ΚΛΩΝΟΡΟΙΘΣΘ DNA ΣΕ ΡΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟ ΦΟΕΑ 

Η αρχι τθσ τεχνολογίασ του αναςυνδυαςμζνου DNA είναι θ ςφνδεςθ δφο ι περιςςότερων 

διακριτϊν τμθμάτων DNA, ϊςτε να προκφψει ζνα μόνο μόριο DNA ικανό να αντιγράωεται 

αυτόνομα ςε ζναν ςυγκεκριμζνο ξενιςτι. Οι απλοφςτερεσ καταςκευζσ υβριδικϊν μορίων DNA 

περιλαμβάνουν τθν κλωνοποίθςθ παρεμβαλλόμενων αλλθλουχιϊν ςε πλαςμιδιακοφσ ι ιϊκοφσ 

ωορείσ κλωνοποίθςθσ. Οι παρεμβαλλόμενεσ αλλθλουχίεσ μπορεί να προζρχονται ουςιαςτικά 

από οποιονδιποτε οργανιςμό και μπορεί να ζχουν απομονωκεί απευκείασ από το γονιδίωμα, 

από mRNA ι από άλλα κλωνοποιθμζνα τμιματα DNA (ςε αυτι τθν περίπτωςθ θ διαδικαςία 

ονομάηεται υποκλωνοποίθςθ). Εναλλακτικά, τα παρεμβαλλόμενα DNAs ενδζχεται να ζχουν 

δθμιουργθκεί άμεςα μζςω DNA ςφνκεςθσ.  

Ρροκειμζνου να καταςκευαςτοφν τα νζα μόρια DNA, τα αρχικά DNAs επεξεργάηονται με 

κατάλλθλεσ περιοριςτικζσ ενδονουκλεάςεσ και άλλα ζνηυμα, εάν είναι απαραίτθτο. Τα 

διαωορετικά ςυςτατικά του επικυμθτοφ μορίου DNA κακαρίηονται μετά από θλεκτροωόρθςθ ςε 

γζλθ αγαρόηθσ ι πολυακρυλαμίδθσ, ςτθ ςυνζχεια αναμιγνφονται και επωάηονται με DNA λιγάςθ. 

Τα προϊόντα του μίγματοσ αυτοφ (μαηί με τα αντίςτοιχα μίγματα ελζγχου) ειςάγονται ςε δεκτικά 

κφτταρα E. coli (βακτθριακόσ μεταςχθματιςμόσ, bacterial transformation) και τα 

μεταςχθματιςμζνα κφτταρα αναγνωρίηονται μζςω κατάλλθλθσ γενετικισ επιλογισ. Για τθν 

παροφςα μελζτθ, οι ωορείσ κλωνοποίθςθσ ιταν πλαςμίδια που ωζρουν γονίδια, το προϊόν 

ζκωραςθσ των οποίων προςτατεφει τα βακτιρια από τθ δράςθ ςυγκεκριμζνων αντιβιοτικϊν 

(genes for antibiotic resistance). Χρθςιμοποιϊντασ ςτθ βακτθριακι καλλιζργεια το αντίςτοιχο 

αντιβιοτικό, ςχθματίηουν αποικίεσ μόνο τα βακτιρια που ζχουν μεταςχθματιςτεί με το 

αναςυνδυαςμζνο DNA.  Στθ ςυνζχεια απομονϊνεται DNA από τισ αποικίεσ (ι τισ πλάκεσ ςτθν 

περίπτωςθ των ιϊκϊν ωορζων κλωνοποίθςθσ) και υπόκειται ςε χαρτογράωθςθ με περιοριςτικζσ 

ενδονουκλεάςεσ προκειμζνου να διερευνθκεί εάν ζχει δθμιουργθκεί το επικυμθτό μόριο DNA.  

2.2.1 Ρλαςμιδιακζσ καταςκευζσ 

  Τα πλαςμίδια αναωοράσ PRDII4–luc, PRDIII–I3-luc, –110-luc και IL-8-luc καταςκευάςτθκαν 

με κλωνοποίθςθ τεςςάρων PRDII, επτά PRDIII-I κζςεων, του υποκινθτι τθσ IFNβ (-1 ωσ –110 bp 

αναρροϊκά του κωδικονίου ζναρξθσ του γονιδίου τθσ IFNβ) και του υποκινθτι τθσ IL-8 (κζςεισ –40 

ζωσ +40) αντίςτοιχα ςτον pGL3 ωορζα κλωνοποίθςθσ (Promega) (Koutroubas, 2008). Αυτά τα 

πλαςμίδια χρθςιμοποιικθκαν για τισ μετριςεισ ενεργοποίθςθσ των NF-κB, IRF και του υποκινθτι 

τθσ IFNβ. 

 Το πλαςμίδιο GFP-IRF3 καταςκευάςτθκε μετά από κλωνοποίθςθ ολόκλθρου του 

Ανοιχτοφ Ρλαιςίου Ανάγνωςθσ (ΑΡΑ) του IRF3 ςτο pEGFP-C2 ωορζα ζκωραςθσ (BD Biosciences) 

και χρθςιμοποιικθκε για τα πειράματα μετάβαςθσ του IRF3 ςτον πυρινα. Για το ςυγκεκριμζνο 

ςκοπό χρθςιμοποιικθκαν οι εξισ εκκινθτζσ: 

5’-GCGAAGCTTGGGAACCCCAAAGCCACGGATC-3’ (παράλλθλοσ εκκινθτισ, με ζντονα γράμματα 

είναι θ κζςθ που αναγνωρίηεται από τθν περιοριςτικι ενδονουκλεάςθ HindIII) 

5’-GCGTCTAGATCAGCTCTCCCCAGGGCCCTG-3’ (αντιπαράλλθλοσ εκκινθτισ, με ζντονα γράμματα 

είναι θ κζςθ που αναγνωρίηεται από τθν περιοριςτικι ενδονουκλεάςθ XbaI) 
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 To pIRES–GRX1 καταςκευάςτθκε μετά από κλωνοποίθςθ ολόκλθρου του ΑΡΑ τθσ GRX1 

ςτον pIRES-neo ωορζα ζκωραςθσ (CLONTECH) και χρθςιμοποιικθκε ςτα πειράματα 

υπερζκωραςθσ τθσ GRX1. Για το ςυγκεκριμζνο ςκοπό χρθςιμοποιικθκαν οι εξισ εκκινθτζσ: 

5’-GCGGAATTCGCCACCATGGATTAC-3’ (παράλλθλοσ εκκινθτισ, με ζντονα γράμματα είναι θ κζςθ 

που αναγνωρίηεται από τθν περιοριςτικι ενδονουκλεάςθ EcoRI, ενϊ με πλάγια γράμματα θ κζςθ 

Kozak) 

5’-GCGGGATCCTTACTGCAGAGCTCCAATC-3’ (αντιπαράλλθλοσ εκκινθτισ, με ζντονα γράμματα 

είναι θ κζςθ που αναγνωρίηεται από τθν περιοριςτικι ενδονουκλεάςθ BamHI) 

 Τα πλαςμίδια GAL4-luc (5xGAL4-TATA-luc) (Sun P et al., 1994), GAL4–IRF3 DN133 (Senger 

K et al., 2000), GAL4–VP16 (White J et al., 1992), IL-8 promoter-luc (Agelopoulos, 2006), pRSV–

CBP (Merika M et al., 1998), pCDNA3-HA-Ub (Ehrlund A et al., 2009), pCDNA3-FLAG-TRAF6, pGK–

β-gal (Luftig M et al., 2003) και pCDNA3-TLR4 (Fitzgerald KA et al., 2003a) ζχουν περιγραωεί.  

 Το pCDNA3-IL-1R1 ιταν ευγενικι παροχι του Dr. O’Neill (Trinity College Δουβλίνο, 

Δουβλίνο, Ιρλανδία) (Brint EK et al., 2002).  

 Το pCDNA3-FLAG-ΔRF-TRAF6 καταςκευάςτθκε με ςθμειακι μετάλλαξθ του cDNA του 

TRAF6 αντικακιςτϊντασ τισ κυςτεΐνεσ 73 και 93 ςε αλανίνθ.  

 Τα μεταλλαγμζνα pCDNA3-FLAG-IRF3 C167S, C222S, C267S, C289S, C347S και C371S, 

κακϊσ και το pCDNA3-FLAG-ΔRF-TRAF6 δθμιουργικθκαν με τθ βοικεια του QuikChange Site-

Directed Mutagenesis Kit (STRATAGENE). 

 Το πλαςμίδιο pHRE-Luc που ωζρει τρία ςτοιχεία απόκριςθσ ςτθν υποξιά (HRE) τθσ 

ερυκροποιθτίνθσ ιταν ευγενικι προςωορά του Dr. T. Kietzmann (Technical University of 

Kaiserslautern, Kaiserslautern, Germany). Το πλαςμίδιο αναωοράσ pCap-luc αποκτικθκε από τθν 

Promega. Ο Dr. S. Weg-Remers (Institute of Toxicology and Genetics, Research Center Karlsruhe 

of the Helmohotz-Society, Karlsruhe, Germany) προςζωερε τα πλαςμίδια με τθν ενεργι πρωτεΐνθ 

ςφντθξθσ ERK2–MEK1(pERK2-MEK1-LA) και τθν ανενεργι μεταλλαγμζνθ κινάςθ ERK–MEK1–K52R 

(pERK2-MEK1-KR) (Robinson MJ et al., 1998; Weg-Remers S et al., 2002) 

 Το ςφςτθμα Vector pSuperior-puro siRNA είναι τθσ Oligo Engine και χρθςιμοποιικθκε για 

τθ δθμιουργία ςτακερά επιμολυςμζνων κυτταρικϊν ςειρϊν με siRNA (βλ. ενότθτα 2.4).  

Πλεσ οι πλαςμιδιακζσ καταςκευζσ ελζγχκθκαν με αλλθλοφχιςθ DNA. 

Ρειραματικι πορεία 

Υλικά 

ςωλθνάρια προπυλενίου 1,5 mL (SARSTEDT) 
10× διάλυμα περιοριςτικισ ενδονουκλεάςθσ (New England Biolabs, NEB) 
περιοριςτικζσ ενδονουκλεάςεσ (NEB) 
αλκαλικι ωωςωατάςθ (Calf intestine phosphatase,CIP, NEB) 
10× διάλυμα αλκαλικισ ωωςωατάςθσ (NEB) 
10 mM ATP (NEB) 
T4 DNA λιγάςθσ (NEB) 
10× διάλυμα T4 DNA λιγάςθσ (NEB) 
διάλυμα θλεκτροωόρθςθσ TBE (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 
βρωμιοφχο αικίδιο (Sigma-Aldrich) 
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αγαρόηθ (Sigma-Aldrich) 
10× διάλυμα ωορτϊματοσ (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 
μίγμα τμθμάτων DNA γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ (1 kb DNA marker, Invitrogen)  
υδατόλουτρο 55°C  
ςυςκευι οριηόντιασ θλεκτροωόρθςθσ γζλθσ 
πλατωόρμα τοποκζτθςθσ τθσ γζλθσ 
χτενάκια γζλθσ 
τροωοδοτικό 
κιτ απομόνωςθσ DNA από αγαρόηθ (QIAGEN)  
LB μζςο (Sigma-Aldrich) 
LB άγαρ (Sigma-Aldrich) 
αντιβιοτικά (Sigma-Aldrich) 
υδατόλουτρο 42°C  
κλίβανοσ 37°C 
ρότορασ 37°C 
κιτ απομόνωςθσ DNA ςε μικρι κλίμακα (QIAGEN) 

1. Σε όγκο αντίδραςθσ 20 μl πραγματοποιείται θ πζψθ ενόσ μορίου DNA με μία ι περιςςότερεσ 

περιοριςτικζσ ενδονουκλεάςεσ ςτισ κατάλλθλεσ ςυνκικεσ αντίδραςθσ (ςυνικωσ ςτουσ 370C). Το 

μίγμα περιζχει: 

x μl DNA (0,1 ωσ 4 μg DNA ςε H2O ι TE διάλυμα) 

2 μl 10x διάλυμα περιοριςτικισ ενδονουκλεάςθσ 

18 − x μl H2O 

και 1 ζωσ 5 U/μg DNA περιοριςτικι(ζσ) ενδονουκλεάςθ(εσ) 

2. Μετά το πζρασ τθσ αντίδραςθσ (ςυνικωσ 2-3 ϊρεσ) πραγματοποιείται διακοπι τθσ 

αντίδραςθσ (πολλά ζνηυμα χρειάηονται απενεργοποίθςθ μζςω κζρμανςθσ ςτουσ 650C για 20 

λεπτά ι ςτουσ 750C για 15 λεπτά). Εάν δεν είναι απαραίτθτεσ περαιτζρω ενηυμικζσ επεξεργαςίεσ 

του DNA ακολουκεί το Βιμα 4. 

3. Εάν το 5ϋ άκρο κάποιου DNA πρζπει να απομακρυνκεί, ςτο παραπάνω μίγμα πζψθσ 

προςτίκενται 2 μl 10x διαλφματοσ CIP και 1 U CIP και το μίγμα επωάηεται 30 με 60 λεπτά ςτουσ 

370C. Μετά το πζρασ τθσ αντίδραςθσ θ  CIP απενεργοποιείται με κζρμανςθ ςτουσ 750C για 15 

λεπτά.  

4. Ηλεκτροωόρθςθ των τμθμάτων DNA ςε γζλθ αγαρόηθσ κατάλλθλθσ ςυγκζντρωςθσ (Ρίνακασ 

10) υπό ςτακερι τάςθ (ςυνικωσ 1 ζωσ 10 V/cm). Στο διάλυμα τθσ θλεκτροωόρθςθσ προςτίκεται 

βρωμιοφχο αικίδιο τελικισ ςυγκζντρωςθσ 0,5 μg/ml.  Με αυτό τον τρόπο, μετά το πζρασ τθσ 

θλεκτροωόρθςθσ, το DNA μπορεί να γίνει ορατό με τθ χριςθ λάμπασ UV. 
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Ρίνακασ 9. Κατάλλθλεσ ςυγκεντρϊςεισ αγαρόηθσ για το διαχωριςμό τμθμάτων DNA διαφόρων 

μεγεκϊν 

Αγαρόηθ (%) ςε 0,5x TBE 
Αποτελεςματικό εφροσ διαχωριςμοφ 

γραμμικών τμθμάτων DNA (kb) 

0,5 30 ζωσ 1 

0,7 12 ζωσ 0,8 

1,0 10 ζωσ 0,5 

1,2 7 ζωσ 0,4 

1,5 3 ζωσ 0,2 

 

5. Απομόνωςθ των επικυμθτϊν τμθμάτων DNA από γζλθ αγαρόηθσ με τθ χριςθ κιτ 

απομόνωςθσ (QIAGEN). 

6. Σε αποςτειρωμζνο ςωλθνάριο μικροωυγοκζντρου προςτίκενται: 

9 μl των ςυςτατικϊν DNAs (0,1 ζωσ 5 μg) 

2 μl 10x διαλφματοσ λιγάςθσ 

1 μl 10 mM ATP 

20 ζωσ 500 U T4 DNA λιγάςθσ 

Το μίγμα επωάηεται για 1 ζωσ 24 hr ςτουσ 150C. 

7. Μεταςχθματιςμόσ δεκτικϊν κυττάρων E. coli του ςτελζχουσ XL1-blue  με 1 ζωσ 10 μl από τα 

προϊόντα τθσ αντίδραςθσ τθσ λιγάςθσ: 

 Στθν κατάλλθλθ ποςότθτα DNA (~10 ng ι παραπάνω, όταν πρόκειται για αντιδράςεισ 

λιγάςθσ) προςτίκενται 100 μl δεκτικϊν κυττάρων. 

 Επϊαςθ του μίγματοσ ςτον πάγο για 10 λεπτά. 

 Επϊαςθ του μίγματοσ ςτουσ 420C για 2 λεπτά. 

 Ρροςκικθ 1 mL LB μζςου ςε κάκε ςωλθνάριο. Επϊαςθ χωρίσ ανάδευςθ ςτουσ  370C για 1 

ϊρα. 

 Επίςτρωςθ τμθμάτων τθσ καλλιζργειασ μεταςχθματιςμοφ ςε πιάτα LB με το κατάλλθλο 

αντιβιοτικό. 

 Επϊαςθ για 12-16 ϊρεσ ςτουσ 370C. 

8. Μεταωορά αποικιϊν ςε υγρι καλλιζργεια (3-5 mL LB/αποικία) και επϊαςθ για 16-18 ϊρεσ 

ςτουσ 370C υπό ανάδευςθ. 

9. Από κάκε αποικία ακολουκεί απομόνωςθ DNA με το κιτ για απομόνωςθ DNA ςε μικρι 

κλίμακα (QIAGEN). 

10. Χαρτογράωθςθ των απομονωμζνων DNAs με περιοριςτικζσ ενδονουκλεάςεσ. 
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αντιδραςτιρια και διαλφματα 

10× διάλυμα φορτώματοσ 

20% Ficoll 400 (Sigma-Aldrich) 

0,1 M disodium EDTA, pH 8,0 (SIGMA) 

1,0% κειϊκό δωδεκυλικό νάτριο (SDS, Sigma-Aldrich) 

0,25% μπλε τθσ βρωμοωαινόλθσ (Sigma-Aldrich) 

TBE (Tris/borate/EDTA) διάλυμα θλεκτροφόρθςθσ 

10× διάλυμα: 

890 mM Tris base (Sigma-Aldrich) 

890 mM boric acid (Sigma-Aldrich) 

20 mM EDTA, pH 8,0 (Sigma-Aldrich) 

2.2.2 Αλυςιδωτι Αντίδραςθ Ρολυμεραςθσ (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

Η κλωνοποίθςθ μζςω PCR είναι ςυνικωσ ταχφτερθ και πιο ευζλικτθ ςε ςχζςθ με τισ κοινζσ 

τεχνικζσ που απαιτοφν ιδθ υπάρχουςεσ κζςεισ περιοριςμοφ και ποςότθτεσ DNA τθσ τάξεωσ των 

μικρογραμμαρίων. Σε αυτι τθ μζκοδο, ςυνκετικά ολιγονουκλεοτίδια που περιζχουν νζεσ και 

μοναδικζσ κζςεισ περιοριςμοφ χρθςιμοποιοφνται για να πολλαπλαςιάςουν τθν περιοχι του DNA 

που πρόκειται να υποκλωνοποιθκεί ςε ζναν ωορζα που ωζρει ςυμβατζσ κζςεισ περιοριςμοφ.  

Ρειραματικι πορεία 

Υλικά 

DNA-καλοφπι (1 ζωσ 10 ng πλαςμιδιακοφ DNA; 20 ζωσ 300 ng γενωμικοφ ι cDNA) 

εκκινθτζσ (10 μM, βλ. Ενότθτα 2.1, Invitrogen) 

Pfu DNA πολυμεράςθ (Promega) 

10× διάλυμα Pfu DNA πολυμεράςθσ (Promega) 

μίγμα 4dNTPs (2mΜ από το κακζνα, NEB) 

αυτόματοσ κερμοκυκλοποιθτισ 

πλαςτικά ςωλθνάρια PCR με λεπτά τοιχϊματα (Sigma-Aldrich) 

1. Στο ςωλθνάριο τθσ PCR ςε τελικό όγκο 50 μl τοποκετοφνται: 

5 μl 10× διάλυμα Pfu DNA πολυμεράςθσ 

1 μl 10 μM παράλλθλοσ εκκινθτισ  

1 μl 10 μM αντιπαράλλθλοσ εκκινθτισ 

5 μl μίγματοσ των 4 dNTPs (2mΜ από το κακζνα) 

DΝΑ-καλοφπι 

Pfu πολυμεράςθ 2,5 U 

Η2Ο ζωσ τα 50 μl 

 Οι ςυνκικεσ τθσ PCR εξαρτϊνται από τθν αλλθλουχία και το μικοσ του DNA-καλουπιοφ, 

τθν αλλθλουχία και το ποςοςτό ςυμπλθρωματικότθτασ των εκκινθτϊν και το κερμοκυκλοποιθτι 

που χρθςιμοποιείται. Τζλοσ, ο αρικμόσ των κφκλων εξαρτάται τόςο ςτθν αποτελεςματικότθτα 

τθσ αντίδραςθσ όςο και ςτθν ποςότθτα του DNA-καλουπιοφ ςτθν αντίδραςθ.  
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2. Βάςει των ακόλουκων οδθγιϊν προγραμματίςτθκε ο κερμοκυκλοποιθτισ ανάλογα με τισ 

απαιτιςεισ τθσ κάκε αντίδραςθσ: 

   

2.2.3 Δεκτικά Κφτταρα XL-1 Blue (competent cells) 

Ρειραματικι πορεία 

Υλικά 

αποικίεσ κυττάρων E. coli XL-1 Blue (STRATAGENE) 

LB μζςο (Sigma-Aldrich) 

αποςτειρωμζνο, παγωμζνο διάλυμα CaCl2 (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 

1. Εμβολιαςμόσ μίασ αποικίασ κυττάρων E. coli XL-1 Blue ςε 5 ml LB μζςο.  

2. Επϊαςθ για 16-18 ϊρεσ ςτουσ 37°C με ιπια ανάδευςθ (250 rpm)  

3. 4 ml από τθν καλλιζργεια εμβολιάηονται ςε 400 ml LB  

4. Επϊαςθ υπό ανάδευςθ ςτουσ 37°C, μζχρι θ A590 να γίνει περίπου  0,3-0,4. 

5. Επϊαςθ ςτον πάγο για 5-10 λεπτά. 

6. Φυγοκζντρθςθ για 7 λεπτά ςτισ 1600 × g ςτουσ 4°C. 

7. Ήπια επαναδιάλυςθ του ιηιματοσ ςε 80 ml παγωμζνο διάλυμα CaCl2. 

8. Φυγοκζντρθςθ για 5 λεπτά ςτισ 1100 × g ςτουσ 4°C. 

9. Ήπια επαναδιάλυςθ του ιηιματοσ ςε 80 ml παγωμζνο διάλυμα CaCl2. 

10. Επϊαςθ ςτον πάγο για 30 λεπτά. 

11. Φυγοκζντρθςθ για 5 λεπτά ςτισ 1100 × g ςτουσ 4°C. 

12. Ήπια επαναδιάλυςθ του ιηιματοσ ςε 16 ml παγωμζνο διάλυμα CaCl2. 

13. Μοίραςμα των κυττάρων ςε αποςτειρωμζνα ςωλθνάρια προπυλενίου (περίπου 250 

μl/ςωλθνάριο). 

14. Άμεςο πάγωμα ςτουσ -70°C. 

αντιδραςτιρια και διαλφματα 

διάλυμα CaCl2 

60 mM CaCl2 (Sigma-Aldrich) 

15% γλυκερόλθ (Sigma-Aldrich) 

10 mM PIPES [piperazine-N,Nϋ-bis(2-hydroxypropanesulfonic acid)], pH 7,0 (Sigma-Aldrich) 

2.3 ΔΟΚΙΜΑΣΙΑ ΛΟΥΣΙΦΕΑΣΘΣ 

Η επιμόλυνςθ αποτελεί τθν πλζον κοινά χρθςιμοποιοφμενθ διαδικαςία για τθν in vivo ανάλυςθ 

τθσ γονιδιακισ ζκωραςθσ ςτα κθλαςτικά. Ρολλοί ερευνθτζσ χρθςιμοποιοφν ςυςτιματα που 

βαςίηονται ςε ςυντθγμζνα γονίδια και υπολογίηουν τθ γονιδιακι ζκωραςθ ςε χρονικό διάςτθμα 

48 ωρϊν από τθν ειςαγωγι του DNA. Το ςυντθγμζνο γονίδιο ςυνικωσ αποτελείται από τθ κζςθ 

πρόςδεςθσ του ενεργοποιθτι ςτον υποκινθτι ι από τθν αλλθλουχία ενιςχυτι που μελετάται 
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προςκολλθμζνθ ςε ζνα γονίδιο που οδθγεί ςτθ ςφνκεςθ ενόσ μορίου-αναωοράσ. Η ποςότθτα τθσ 

πρωτεΐνθσ-αναωοράσ που ςυντίκεται υπό διαωορετικζσ ςυνκικεσ κεωρείται ότι αντανακλά τθν 

ικανότθτα τθσ ζνκετθσ αλλθλουχίασ να κακοδθγιςει ι/ και να προωκιςει τθ μεταγραωι. 

Ρροωανϊσ, ζνα χριςιμο ςφςτθμα προςωρινισ επιμόλυνςθσ κα πρζπει να βαςίηεται ςτθ ςφνκεςθ 

μίασ εφκολα προςδιοριηόμενθσ πρωτεΐνθσ-αναωοράσ θ οποία ζχει ελάχιςτεσ ι κακόλου 

επιδράςεισ ςτθ ωυςιολογία του επιμολυςμζνου κυττάρου. Ιδεατά, θ δοκιμαςία για αυτό το 

μόριο-αναωοράσ κα πρζπει να είναι εξαιρετικά ευαίςκθτθ.  

Η κλωνοποίθςθ του γονιδίου τθσ λουςιωεράςθσ (luc) από τθν πυγολαμπίδα Photinus pyralis (De 

Wet JR et al., 1987) παρείχε το πρϊτο μθ-ιςοτοπικό γονιδιακό ςφςτθμα αναωοράσ με ευρεία 

χριςθ ςτα κφτταρα των κθλαςτικϊν. Η λουςιωεράςθ τθσ πυγολαμπίδασ χρθςιμοποιείται ευρζωσ 

ωσ πρωτεΐνθ-αναωοράσ για τουσ ακόλουκουσ λόγουσ: 

 Η πρωτεΐνθ δε χρειάηεται μετα-μεταωραςτικι τροποποίθςθ (De Wet JR et al., 1987; Ow 

DW et al., 1986). 

 Η δοκιμαςία είναι ιδιαίτερα ευαίςκθτθ, επειδι θ εκπομπι ωωτόσ ζχει τθ μεγαλφτερθ 

γνωςτι κβαντικι απόδοςθ από οποιαδιποτε άλλθ αντίδραςθ χθμειοωωταφγειασ, ενϊ δε 

ωαίνεται να υπάρχει χθμειοωωταφγεια υποβάκρου.    

 Η διαδικαςία είναι γριγορθ, απαιτϊντασ μόνο μερικά δευτερόλεπτα ανά δείγμα.  

Το παραπάνω ζνηυμο είναι μία μονομερισ πρωτεΐνθ 61 kDa, που καταλφει τθν οξείδωςθ τθσ 

λουςιωερίνθσ χρθςιμοποιϊντασ ATP•Mg2+ ωσ ςυν-υπόςτρωμα. Στο ςφςτθμα που 

χρθςιμοποιικθκε ςτθν παροφςα εργαςία, ςτθν αντίδραςθ χρθςιμοποιείται το ςυνζνηυμο Α (CoA) 

για τθ βελτίωςθ τθσ κινθτικισ (Wood KV, 1991), επιτρζποντασ καλφτερθ ανακφκλωςθ του 

ενηφμου και οδθγϊντασ ςε αυξθμζνθ ζνταςθ ωωτόσ που είναι ςχεδόν ςτακερι για τουλάχιςτον 1 

λεπτό.  

Το  lacZ γονίδιο από τθν E. coli, το οποίο κωδικοποιεί το ζνηυμο β-γαλακτοςιδάςθ, είναι γονίδιο 

αναωοράσ με πλικοσ εωαρμογϊν. Το ζνηυμο καταλφει τθν υδρόλυςθ ποικίλων β-γαλακτοςιδίων. 

Η ζκωραςθ τθσ β-γαλακτοςιδάςθσ υπό τον ζλεγχο ενόσ ςυςτατικοφ υποκινθτι χρθςιμοποιείται 

ςυχνά ωσ εςωτερικό control, για να κανονικοποιιςει τθ μεταβλθτότθτα άλλων ςυςτθμάτων 

αναωοράσ. Η β-γαλακτοςιδάςθ είναι ιδιαίτερα χριςιμθ για τθν κανονικοποίθςθ τθσ 

λουςιωεράςθσ τθσ πυγολαμπίδασ, κακϊσ τα κυτταρικά εκχυλίςματα που παραςκευάηονται για τθ 

μζτρθςι τθσ είναι επίςθσ κατάλλθλα για τθ μζτρθςθ τθσ ενεργότθτασ τθσ β-γαλακτοςιδάςθσ 

(Alam J and Cook JL, 1990). Η ανάπτυξθ χθμειοωωταυγϊν 1,2-διοξετανίων υποςτρωμάτων για τθ 

β-γαλακτοςιδάςθ ζχει προωκιςει ιδιαίτερα τθ χρθςιμότθτα του lacZ ωσ μεταγραωικοφ γονιδίου-

αναωοράσ αυξάνοντασ τθν ευαιςκθςία τθσ δοκιμαςίασ και επεκτείνοντασ το γραμμικό εφροσ 

ανίχνευςθσ (Bronstein I et al., 1994). 

Ρειραματικι πορεία 

Υλικά 

κφτταρα επιμολυςμζνα με τουσ ωορείσ ζκωραςθσ τθσ λουςιωεράςθσ και τθσ β-γαλακτοςιδάςθσ 

24 ϊρεσ νωρίτερα (pGK-β-gal)  (βλ. 2.1.3) ςε πιάτα 12 «πθγαδιϊν»   

PBS  

5x διάλυμα λφςθσ (Promega) 

διάλυμα μζτρθςθσ λουςιωεράςθσ (Promega) 
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ςφςτθμα μζτρθςθσ β-γαλακτοςιδάςθσ  (Tropix, Bedford, MA) 

χθμειοωωταυγειόμετρο  

κυβζττεσ (Berthold) 

1. 3 πλφςεισ με PBS. 

2. Τα κφτταρα ςυγκεντρϊνονται ςε PBS κα ωυγοκεντροφνται για 5’ ςτισ 10.000 rpm. 

3. Απομακρφνεται το υπερκείμενο. 

4. Τα κφτταρα διαλφονται ςε 1x διάλυμα λφςθσ. 

5. Vortex για 10’’. 

6. 15ϋ ςε κερμοκραςία δωματίου ςτο ςκοτάδι. 

7. Vortex. 

8. Η μζτρθςθ τθσ λουςιωεράςθσ πραγματοποιείται με το ςφςτθμα τθσ Promega, με βάςθ τισ 

οδθγίεσ του καταςκευαςτι.  

9. Η μζτρθςθ τθσ β-γαλακτοςιδάςθσ πραγματοποιείται με το ςφςτθμα Tropix (Bedford, MA), με 

βάςθ τισ οδθγίεσ του καταςκευαςτι. 

 Στα πειράματα υπερζκωραςθσ του CBP, οι μετριςεισ λουςιωεράςθσ κανονικοποιθκθκαν 

με το ποςό τθσ ςυνολικισ πρωτεΐνθσ του δείγματοσ, όπωσ αυτό προςδιορίςτθκε με τθ 

μζκοδο Bradford (βλ. ενότθτα 2.5). 

2.4  RNA ΑΡΟΣΙΩΡΘΣΘ (RNAi) 

Πταν τα ευκαρυωτικά κφτταρα μολφνονται από ιοφσ ι όταν μετακετά ςτοιχεία ενςωματϊνονται 

τυχαία ςτο γονιδίωμα των ξενιςτϊν, παράγεται ςυχνά δίκλωνο RNA (double-stranded RNA, 

dsRNA) από τα γονίδια ειςβολείσ. Οι ευκαρυωτικοί οργανιςμοί ζχουν αναπτφξει ζνα ςφςτθμα 

άμυνασ των κυττάρων που αποκρίνεται ςτο dsRNA και προςτατεφει τα γονιδιϊματά τουσ από 

αυτά τα ξζνα ςτοιχεία-ειςβολείσ (Εικόνα 26). Το dsRNA κόβεται άμεςα από ζνα κυτταρικό ζνηυμο 

(Dicer) ςε μικρά τμιματα dsRNA διαωορετικοφ μεγζκουσ και δομισ (Bernstein E et al., 2001), τα 

οποία ςτθ ςυνζχεια κατευκφνουν τθν ειδικι αποικοδόμθςθ των μονόκλωνων mRNAs των 

γονιδίων-ειςβολζων (Elbashir SM et al., 2001). Αυτά τα μικρά δίκλωνα RNAs ονομάςτθκαν μικρά 

επεμβατικά RNAs (short interfering RNAs, siRNAs). Η όλθ διαδικαςία τθσ μετα-μεταγραωικισ 

απενεργοποίθςθσ γονιδίων μζςω dsRNA χαρακτθρίηεται ωσ RNA-αποςιϊπθςθ (RNA interference, 

RNAi) (Hammond SM et al., 2001; Hutvagner G and Zamore PD, 2002; Matzke M et al., 2001; 

Sharp, 2001; Tuschl T, 2001; Waterhouse PM et al., 2001). 

Στθν παροφςα μελζτθ οι ςτακερά επιμολυςμζνεσ με siRNA κυτταρικζσ ςειρζσ παριχκθςαν με το 

ςφςτθμα «pSuperior-puro vector» για επαγϊγιμθ ζκωραςθ του siRNA (OligoEngine). Το ςφςτθμα 

παρζχει ζναν ωορζα ζκωραςθσ ςε κφτταρα κθλαςτικϊν που κατευκφνει τθν ενδοκυττάρια 

ςφνκεςθ μεταγράωων που μοιάηουν με siRNA. Ο ωορζασ χρθςιμοποιεί τον υποκινθτι του 

γονιδίου πολυμεράςθσ III H1-RNA και παράγει ζνα μικρό RNA μετάγραωο που δεν ζχει ουρά 

πολυαδενοςίνθσ και ζχει ζνα καλά κακοριςμζνο ςθμείο ζναρξθσ τθσ μεταγραωισ και ζνα ςινιάλο 

τερματιςμοφ που αποτελείται από πζντε κυμιδίνεσ ςτθ ςειρά (T5).  
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Εικόνα 26: Μοντζλο μθχανιςμοφ δράςθσ του RNAi.  

Τα κφτταρα χρθςιμοποιοφν το ζνηυμο dicer για να κοντφνουν τθ διπλι αλυςίδα του RNA και να 

δθμιουργιςουν κραφςματα siRNA ι miRNA (microRNA). Μία εξωγενοφσ προζλευςθσ διπλι 

αλυςίδα dsRNA ι ζνα ενδογενζσ προ-miRNA μπορεί να επεξεργαςτεί από το dicer και να 

ενςωματωκεί ςτο ςφμπλοκο RISC (RNA-induced silencing complex), το οποίο ςτοχεφει ςτο 

αντίςτοιχο mRNA, προκαλϊντασ τθν καταςτολι τθσ μετάωραςθσ των ςτοχευκζντων γονιδίων. 

Επίςθσ, τα ακόλουκα ολιγονουκλεοτίδια που κωδικοποιοφν τισ επικυμθτζσ αλυςίδεσ siRNA για το 

mRNA τθσ GRX1 χρθςιμοποιικθκαν: 

5ϋ-GTACCCCCCATCAAACAAGGGCTTCTTTCAAGAGAAGAAGCCCTTGTTTGATGGGGC-3ϋ (κωδικι) 

5ϋ-TCGAGCCCCATCAAACAAGGGCTTCTTCTCTTGAAAGAAGCCCTTGTTTGATGGGGG-3ϋ (αντικωδικι) 

Ρειραματικι πορεία 

Υλικά 

HeLa και HEK-293 κφτταρα για επιμόλυνςθ  

κωδικι και αντικωδικι αλυςίδα siRNA (Invitrogen) 

pSUPER.retro ωορζασ κλωνοποίθςθσ (OligoEngine) 

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 

τρυβλία καλλιζργειασ ( SARSTEDT) 

ςωλθνάρια προπυλενίου 1,5 mL (SARSTEDT) 

διάλυμα αναδιάταξθσ: 100 mM NaCl ςε 20 mM διαλφματοσ ωωςωορικοφ νατρίου pH 6,8 

πουρομυκίνθ (SIGMA) 

υλικά κυτταροκαλλιζργειων (βλ. ενότθτα 2.1.1) 

υλικά για κλωνοποίθςθ DNA (βλ. ενότθτα 2.2.1) 
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2.4.1 Αναδιάταξθ siRNA και ειςαγωγι του ςτο φορζα κλωνοποίθςθσ 

1. Ανάμιξθ ίςων ποςοτιτων κωδικισ και αντικωδικισ αλυςίδασ, ϊςτε θ ςυγκζντρωςθ του siRNA 

(διπλι αλυςίδα) να είναι 20 μM ςε τελικό όγκο 100-500 μl διαλφματοσ αναδιάταξθσ. 

2. Θζρμανςθ ενόσ γυάλινου ποτθριοφ που περιζχει 500 ml νεροφ μζχρι τουσ 90°C ςε ζναν 

μαγνθτικό αναδευτιρα με προςαρμόςιμθ κερμοκραςία.  

3. Το ςωλθνάριο με τθν αντίδραςθ τοποκετείται ςε κατάλλθλθ ςυςκευι επίπλευςθσ ςτο ποτιρι 

και επωάηεται για 3 λεπτά ςτουσ 90°C. 

4. Διακόπτεται θ κζρμανςθ και το υδατόλουτρο ωτάνει ςταδιακά ςε κερμοκραςία δωματίου 

(~3 ϊρεσ), ενϊ πραγματοποιείται θ αναδιάταξθ του siRNA. 

5. Ο pSUPER.retro ωορζασ κλωνοποίθςθσ γίνεται γραμμικόσ μετά από πζψθ με BglII and HindIII. 

6. Τα αναδιατεταγμζνα ολιγονουκλεοτίδια κλωνοποιοφνται ςτο ωορζα κλωνοποίθςθσ. 

7. Μεταςχθματιςμόσ δεκτικϊν κυττάρων XL1 blue με το αναςυνδυαςμζνο μόριο. 

8. Μεταωορά αποικιϊν ςε υγρι καλλιζργεια. 

9. Απομόνωςθ DNA. 

2.4.2 Δθμιουργία κυτταρικϊν ςειρϊν ςτακερά επιμολυςμζνων με το siRNA τθσ GRX1 

1. Σε τρυβλία εμβαδοφ 9,6 cm2 επιςτρϊνονται 2 ml που περιζχουν 3×105 κφτταρα και 

επωάηουμε για 24 ϊρεσ. 

2. Ρραγματοποιείται επιμόλυνςθ των κυττάρων με το siRNA τθσ GRX1 με τθ βοικεια 

λιποωεκταμίνθσ βάςει των οδθγιϊν τθσ καταςκευάςτριασ εταιρείασ. Επίςθσ, ςε κάποια κφτταρα 

γίνεται επιμόλυνςθ μόνο με το ωορζα κλωνοποίθςθσ και κα χρθςιμοποιθκοφν ωσ κυτταροςειρά 

ελζγχου. 

3. 24 ϊρεσ μετά τθν επιμόλυνςθ τα κφτταρα κρυψινοποιοφνται και μεταωζρονται ςε τρυβλίο 

εμβαδοφ 55 cm2. 

4. 48 ϊρεσ μετά τθν επιμόλυνςθ προςτίκεται πουρομυκίνθ ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 2 γ/ml. 

5. Κάκε 48 ϊρεσ πραγματοποιείται αλλαγι του κρεπτικοφ μζςου με ωρζςκο το οποίο περιζχει 2 

γ/ml πουρομυκίνθ. 

6. Μετά από 7 θμζρεσ ελζγχεται αν ζχουν ςχθματιςτεί αποικίεσ ςτο τρυβλίο. 

7. Οι αποικίεσ μεταωζρονται ςε καινοφρια τρυβλία εμβαδοφ 0,95 cm2. 

8. Ο ζλεγχοσ των αποικιϊν για τα επίπεδα ζκωραςθσ τθσ GRX1 πραγματοποιικθκε με Real Time 

PCR (βλ. ενότθτα 2.6). 

αντιδραςτιρια και διαλφματα 

100 mM διάλυμα φωςφορικοφ νατρίου pH 6,8 

Διάλυμα  A: 27,6 g NaH2PO4
.H2O ανά λίτρο (0,2 M) (Sigma-Aldrich) 

Διάλυμα B: 53,65 g Na2HPO4
.7H2O ανά λίτρο (0,2 M) (Sigma-Aldrich) 

Ανάμιξθ 51 mL από το διάλυμα Α και 49 mL από το διάλυμα Β και αραίωςθ με H2O μζχρι τα 200 

mL 
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2.5 ΑΡΟΜΟΝΩΣΘ RNA ΑΡΟ ΕΥΚΑΥΩΤΙΚΑ ΚΥΤΤΑΑ 

Η απομόνωςθ κακαροφ, άκικτου RNA από κφτταρα είναι ουςιϊδθσ για πειράματα τα οποία 

μετροφν επίπεδα μεταγράωων, για κλωνοποίθςθ άκικτων cDNAs και για τθ λειτουργικι ανάλυςθ 

του RNA μεταβολιςμοφ. Η δυςκολία ςτθν απομόνωςθ RNA είναι ότι οι περιςςότερεσ 

ριβονουκλεάςεσ είναι ιδιαίτερα ςτακερά και ενεργά ζνηυμα, ενϊ δεν απαιτοφν ςυμπαράγοντεσ 

για να λειτουργιςουν. Για αυτό και το πρϊτο βιμα ςε όλα τα πρωτόκολλα απομόνωςθσ RNA 

περιλαμβάνει τθ λφςθ των κυττάρων ςε χθμικό περιβάλλον που οδθγεί ςε αποδιάταξθ των 

ριβονουκλεαςϊν. Το RNA εν ςυνεχεία απομονϊνεται από τα υπόλοιπα κυτταρικά μακρομόρια 

υπό ςυνκικεσ που περιορίηουν ι εξαλείωουν οποιαδιποτε εναπομείναςα ενεργότθτα RNάςθσ. Ο 

κυτταρικόσ τφποσ από τον οποίο κα απομονωκεί το RNA και θ τελικι του χριςθ  κακορίηουν το 

ποια διαδικαςία είναι θ καταλλθλότερθ. 

Στθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκε το TRI αντιδραςτιριο (Chomczynski, 1987), ζνα 

διάλυμα που χρθςιμοποιείται ςτθν απομόνωςθ πρωτεϊνϊν/RNA/DNA και βαςίηεται ςτθ μζκοδο 

απομόνωςθσ Guanidinium thiocyanate-ωαινόλθσ-χλωροωορμίου. Η μζκοδοσ αυτι προτιμάται 

για τθν απομόνωςθ RNA από ζναν μεγάλο αρικμό δειγμάτων, κακϊσ και από μικρζσ ποςότθτεσ 

ιςτοφ ι κυττάρων. Συνεπϊσ, είναι θ πλζον κατάλλθλθ για μελζτεσ γονιδιακισ ζκωραςθσ που θ 

ποςότθτα των κυττάρων ι του ιςτοφ είναι περιοριςμζνεσ.  

Η μζκοδοσ που χρθςιμοποιικθκε και κα παρουςιαςτεί ςτθ ςυνζχεια βαςίηεται ςτθν ικανότθτα 

του RNA να παραμζνει υδατοδιαλυτό ςε ζνα διάλυμα που περιζχει 4 M guanidine thiocyanate, 

pH 4, παρουςία μίασ οργανικισ ωάςθσ ωαινόλθσ/χλωροωορμίου. Υπό τζτοιεσ όξινεσ ςυνκικεσ, οι 

περιςςότερεσ πρωτεΐνεσ και τα μικρά τμιματα DNA (50 βάςεισ με 10 kb) μζνουν ςτθν οργανικι 

ωάςθ, ενϊ τα μεγαλφτερα τμιματα DNA και μερικζσ πρωτεΐνεσ βρίςκονται ςτθ μεςόωαςθ. Η 

κατάτμθςθ του DNA κατά τθ διάρκεια τθσ ομογενοποίθςθσ απομακρφνει το DNA από τθν 

υδατικι ωάςθ. 

Ρειραματικι πορεία 

Υλικά 

Η2Ο με DEPC (Ambion)  

TRI αντιδραςτιριο (Sigma-Aldrich)  

παγωμζνο PBS (GIBCO) 

80% αικανόλθ (TECHLINE) 

χλωροωόρμιο (Sigma-Aldrich) 

ιςοπροπανόλθ (Sigma-Aldrich) 

ςωλθνάρια προπυλενίου των 2mL, αποςτειρωμζνα (SARSTEDT) 

ρφγχθ με ωίλτρο (SARSTEDT) 

ψυχϊμενθ ωυγόκεντροσ 

1. Τα κφτταρα πλζνονται με παγωμζνο PBS και ςτθ ςυνζχεια λφνονται με προςκικθ 1 ml TRI 

αντιδραςτθρίου/ 10 cm
2 

επιωάνειασ τρυβλίου και μεταωζρονται ςτα αποςτειρωμζνα ςωλθνάρια 

ωυγοκζντρου των 2mL.  

2. 5 λεπτά επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίου, ϊςτε να πραγματοποιθκεί θ πλιρθσ 

αποδιάταξθ των νουκλεοπρωτεϊνικϊν ςυμπλόκων. 
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3. Για το διαχωριςμό των ωάςεων, προςτίκενται 0,2 ml χλωροωορμίου ανά ml αντιδραςτθρίου 

TRI. Ακολουκεί ανάδευςθ για 15 δευτερόλεπτα. 

4. Επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίου για 2-3 λεπτά. 

5. Φυγοκζντρθςθ ςτα 12.000 g για 15 λεπτά ςτουσ 40C. Μετά τθ ωυγοκζντρθςθ το μίγμα 

διαχωρίηεται ςε μία κατϊτερθ κόκκινθ ωάςθ ωαινόλθσ-χλωροωορμίου, μία ενδιάμεςθ ωάςθ και 

μία ανϊτερθ άχρωμθ, υδατικι ωάςθ. Το RNA βρίςκεται αποκλειςτικά ςτθν ανϊτερθ ωάςθ.  

6. Η υδατικι ωάςθ μεταωζρεται ςε καινοφριο, αποςτειρωμζνο ςωλθνάριο. Για να 

κατακρθμνιςτεί το RNA προςτίκεται 0,5 mL ιςοπροπανόλθ ανά ml αντιδραςτθρίου TRI.  

7. Επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίου  για 2-15 λεπτά. 

8. Φυγοκζντρθςθ ςτα 12.000 g για 10 λεπτά ςτουσ 40C. Το RNA κακιηάνει ςχθματίηοντασ ζνα 

ίηθμα ςαν γζλθ ςτισ πλευρζσ και ςτον πάτο του ςωλινα. 

9. Ρλιρθσ απομάκρυνςθ του υπερκειμζνου. 

10. Ξζπλυμα με τουλάχιςτον 1 ml 80% αικανόλθσ ανά ml αντιδραςτθρίου TRI. 

11. Φυγοκζντρθςθ ςτα 7,500 g για 5 λεπτά ςτουσ 40C. 

12. Απομάκρυνςθ του υπερκειμζνου. 

13. Το RNA ςτεγνϊνει για 5 με 10 λεπτά. 

14. Επαναδιάλυςθ ςε Η2Ο με DEPC. 

15. Ρροκειμζνου να προςδιοριςτεί θ ςυγκζντρωςθ και θ κακαρότθτα του RNA μετράται θ 

απορρόωθςι του ςε κυβζττα χαλαηία ςτα 260 και ςτα 280 nm. Ο λόγοσ  A260/A280 πρζπει να είναι 

πάνω από 1,6. 

2.6 PCR ΡΑΓΜΑΤΙΚΟΥ ΧΟΝΟΥ (REAL-TIME PCR) 

Η ενηυμικι μετατροπι του mRNA ςε ςυμπλθρωματικό DNA (cDNA) περιλαμβάνει τθ δράςθ τθσ 

αντίςτροωθσ μεταγραωάςθσ (reverse transcriptase, rt) και τθν κακοδθγοφμενθ από εκκινθτζσ 

ςφνκεςθ cDNA.  

Η υψθλι ανάλυςθ τθσ ζκωραςθσ του RNA μπορεί να πραγματοποιθκεί μζςω τθσ ποςοτικισ PCR 

πραγματικοφ χρόνου. Ο ειδικόσ ςχεδιαςμόσ επιτρζπει τθν ταυτόχρονθ ανάλυςθ των επιπζδων 

μεταγράωων από ζναν αρικμό γονιδίων που μασ ενδιαωζρουν (genes of Interest, GOIs) 

χρθςιμοποιϊντασ το κατάλλθλο ςετ εκκινθτϊν για κάκε γονίδιο (ςτο εξισ ο όροσ GOI κα 

αναωζρεται ςτο ίδιο το γονίδιο που μασ ενδιαωζρει, αλλά και ςτο RNA μετάγραωο ι ςτο cDNA 

αντίγραωο). Η μζκοδοσ αυτι βαςίηεται ςτθν ανίχνευςθ και ποςοτικοποίθςθ ενόσ ςιματοσ 

ωκοριςμοφ. Αυτό το ςιμα αυξάνει αναλογικά με το ποςό του προϊόντοσ τθσ PCR ςε μία 

αντίδραςθ. Καταγράωοντασ το ποςό τθσ εκπομπισ ωκοριςμοφ ςε κάκε κφκλο είναι δυνατι θ 

παρακολοφκθςθ τθσ αντίδραςθσ τθσ PCR κατά τθ διάρκεια τθσ εκκετικισ ωάςθσ όπου θ πρϊτθ 

ςθμαντικι αφξθςθ ςτο ποςό του προϊόντοσ τθσ PCR ςυςχετίηεται με το αρχικό ποςό του 

καλουπιοφ-ςτόχου. Πςο περιςςότερα είναι τα αρχικά αντίγραωα του mRNA-ςτόχου, τόςο 

γρθγορότερα κα παρατθρθκεί ςθμαντικι αφξθςθ ςτο ωκοριςμό.  

Ζνα κακοριςμζνο κατϊωλι ωκοριςμοφ τοποκετείται ςθμαντικά υψθλότερα από τθ γραμμι 

αναωοράσ και μπορεί να τροποποιθκεί από το χειριςτι. Η παράμετροσ CT (κφκλοσ-κατϊωλι, 

threshold cycle) ορίηεται ωσ ο κφκλοσ ςτον οποίον θ εκπομπι ωκοριςμοφ υπερβαίνει το 

κακοριςμζνο κατϊωλι. Υπάρχουν τρία κφρια ςυςτιματα ωκοριςμοφ για τθν καταγραωι τθσ 

ενίςχυςθσ του DNA (Whittwer CT et al., 1997): (1) οι ανιχνευτζσ υδρόλυςθσ, (2) οι ανιχνευτζσ 

υβριδιςμοφ και (3) οι παράγοντεσ που προςδζνουν ςτο DNA.  
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Στθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε θ χθμεία τθσ χρϊςθσ που προςδζνει ςτο δίκλωνο DNA 

και που αποτελεί τθ ωκθνότερθ εναλλακτικι λφςθ. Συγκεκριμζνα, θ παραγωγι του προϊόντοσ 

ποςοτικοποιείται μζςω τθσ χριςθσ ενόσ ωκορίηοντα παρεμβαλλόμενου παράγοντα (SYBR-green) 

ο οποίοσ δεν προςδζνει ςε ssDNA. Ο CT είναι όταν το ςφςτθμα αρχίηει να ανιχνεφει τθν αφξθςθ 

ςτο ςιμα που ςχετίηεται με μία εκκετικι αφξθςθ του προϊόντοσ τθσ PCR κατά τθ διάρκεια τθσ 

λογαρικμικισ (γραμμικισ) ωάςθσ. Αυτι θ ωάςθ παρζχει τισ πλζον χριςιμεσ πλθροωορίεσ ςχετικά 

με τθν αντίδραςθ. Η κλίςθ τθσ ωάςθσ αυτισ αποτελεί αντανάκλαςθ τθσ απόδοςθσ 

πολλαπλαςιαςμοφ. Η απόδοςθ αυτι (Efficiency, Eff)μπορεί να υπολογιςκεί από τον τφπο:  

Eff=10(-1/κλίςθ) – 1 

Υπάρχουν δφο είδθ ποςοτικοποίθςθσ, θ απόλυτθ και θ ςχετικι. Κατά τθν απόλυτθ 

ποςοτικοποίθςθ υπολογίηεται ο ακριβισ αρικμόσ αντιγράωων του GOI. Κατά τθ ςχετικι 

ποςοτικοποίθςθ υπολογίηεται θ ποςοτικι διαωορά ςτον αρικμό αντιγράωων μεταξφ των 

δειγμάτων (υπάρχει δείγμα-μάρτυρασ) και θ κανονικοποίθςθ όλων των δειγμάτων γίνεται με ζνα 

ενδογενζσ γονίδιο-αναωοράσ.  

Στθν παροφςα μελζτθ χρθςιμοποιικθκε θ ςυγκριτικι μζκοδοσ CT (ΔΔCT) για τθ ςχετικι 

ποςοτικοποίθςθ τθσ γονιδιακισ ζκωραςθσ των γονιδίων-ςτόχων (Livak KJ and Schmittgen TD, 

2001). Η μζκοδοσ αυτι αποτελεί τθ μζκοδο-επιλογισ όταν το επικυμθτό αποτζλεςμα εκωράηεται 

ςε «ωορζσ αλλαγισ, fold-change». Στθν περίπτωςθ αυτι δεν απαιτοφνται πρότυπα διαλφματα, 

οπότε εξοικονομοφνται αντιδραςτιρια. 

Οι υπολογιςμοί για τθν ποςοτικοποίθςθ ξεκινοφν με τθ διαωορά των τιμϊν του CT ανάμεςα ςτο 

γονίδιο-ςτόχοσ και ςτο γονίδιο αναωοράσ:  

ΔCT = CT (ςτόχοσ) - CT (αναωορά)  

Αυτι θ τιμι υπολογίηεται για όλα τα δείγματα. Ζνα από αυτά τα δείγματα κα πρζπει να οριςτεί 

ωσ θ γραμμι αναωοράσ (το δείγμα-μάρτυρασ) προκειμζνου να πραγματοποιθκοφν οι ςυγκρίςεισ. 

Η ΔΔCT τιμι αποτελεί τθ διαωορά μεταξφ του ΔCT κάκε δείγματοσ και του ΔCT του δείγματοσ-

μάρτυρα. Το τελευταίο βιμα ςτθν ποςοτικοποίθςθ είναι θ μετατροπι αυτϊν των τιμϊν ςε 

απόλυτεσ τιμζσ μζςω του τφπου:  

Σχετικό επίπεδο ζκωραςθσ = 2 – ΔΔCt 

Εκκινθτζσ  

Τα ακόλουκα ηεφγθ εκκινθτϊν χρθςιμοποιικθκαν για τθ Real-Time PCR: 

 GRX1 παράλλθλοσ: CACAGCCACCAACCACACTA 
GRX1 αντιπαράλλθλοσ; GCCGCGTCAGCAGTTCCCC 

 GRX2 παράλλθλοσ: CTTTGGAGAATTTAGCGACGGC 
GRX2 αντιπαράλλθλοσ: CTGGTTTCCATATTCAAGCAGGT 

 IFNβ παράλλθλοσ: CACGACAGCTCTTTCCATGA 
IFNβ αντιπαράλλθλοσ: AGCCAGTGCTCGATGAATCT 

 IL-8 παράλλθλοσ: TAGGACAAGAGCCAGGAAGAAAC 
IL-8 αντιπαράλλθλοσ: GGAGTATGTCTTTATGCACTG 

 GAPDH παράλλθλοσ: CATGAGAAGTATGACAACAGCCT 
GAPDH αντιπαράλλθλοσ: AGTCCTTCCACGATACCAAAGT 

 HIF-1α παράλλθλοσ: CTCAAAGTCGGACAGCCTCA 
HIF-1α αντιπαράλλθλοσ: CCCTGCAGTAGGTTTCTGCT 
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 Ακτίνθ παράλλθλοσ: TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA 
Ακτίνθ αντιπαράλλθλοσ: CTAGAAGCATTTGCGGTCGACGATGGAGGG 

Ρειραματικι πορεία-Αντίςτροωθ Μεταγραωι 

Υλικά 

Η2Ο με DEPC (Ambion)  

3 mg/ml random primers (Invitrogen) 

5x διάλυμα  αντίςτροωθσ μεταγραωάςθσ (Invitrogen) 

0,1 Μ DTT (Invitrogen) 

dNTPs 2mM από το κακζνα (Invitrogen) 

SuperScript II Αντίςτροωθ Μεταγραωάςθ 200 U/μl (Invitrogen) 

RNAaseOUT 40 U/μl (Invitrogen) 

1. Σε αποςτειρωμζνα ςωλθνάρια προπυλενίου προςτίκενται τα εξισ: 

0,8 μl random primers  

2 μg ολικοφ RNA  

Η2Ο με DEPC μζχρι τα 7 μl  

2. Επϊαςθ ςτουσ 650C για 5 λεπτά. 

3. Ρροςτίκενται: 

4 μl διαλφματοσ 5x αντίςτροωθσ μεταγραωάςθσ  

2 μl 0,1 Μ DTT  

5 μl dNTPs 2mM από το κακζνα  

1 μl RNAaseOUT 40 U/μl 

1 μl αντίςτροωθ μεταγραωάςθ 200 U/μl 

4. Επϊαςθ για 12 λεπτά ςτουσ 250C. 

5. Επϊαςθ για 50 λεπτά ςτουσ 420C.  

6. Η αντίδραςθ τερματίηεται με κζρμανςθ ςτουσ 700C για 15 λεπτά. 

Ρειραματικι πορεία-Real Time PCR 

Υλικά 

εκκινθτζσ (Invitrogen) 

SYBR Green PCR master mix, 200 αντιδράςεισ (Invitrogen) 

ςωλθνάρια και καπάκια για Real Time PCR (Bio-Rad) 

Chromo4 Real-Time (Bio-Rad) 

Opticon Monitor Version 3.1 λογιςμικό (Bio-Rad) 
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1. Ετοιμάηεται το ακόλουκο μίγμα: 

12,5 μl μίγμα SYBR Green (2x) 

0,2 μl cDNA 

1 μl παράλλθλοσ εκκινθτισ (10 μM) 

1 μl αντιπαράλλθλοσ εκκινθτισ (10 μM)  

11,3 μl H2O 

2. Οι αντιδράςεισ πραγματοποιικθκαν ςτο ςφςτθμα Chromo4 Real-Time (BIORAD) εισ τριπλοφν 

βάςει του ακόλουκου προγράμματοσ: 

 

3. Τα αποτελζςματα αποκτικθκαν με τθ χριςθ του λογιςμικοφ Opticon Monitor Version 3. 

2.7 ΑΡΟΜΟΝΩΣΘ ΡΩΤΕΪΝΩΝ ΑΡΟ ΕΥΚΑΥΩΤΙΚΑ ΚΥΤΤΑΑ 

Για να λυκοφν τα κφτταρα ζχει υιοκετθκεί μία ποικιλία μεκόδων όπωσ θ οςμωτικι λφςθ, θ πζψθ 

με ζνηυμα και θ ομογενοποίθςθ. Για κυτταροπλαςματικζσ πρωτεΐνεσ όπωσ θ αιμοςωαιρίνθ δεν 

απαιτείται περαιτζρω απομόνωςθ από το διάλυμα. Ωςτόςο, πολλζσ ςθμαντικζσ κυτταρικζσ 

πρωτεΐνεσ, όπωσ αυτζσ που ςυνδζονται με μεμβράνεσ, με ςυςτατικά του κυτταροςκελετοφ ι με 

DNA, παραμζνουν αδιάλυτεσ. Για τθν περαιτζρω διαλυτοποίθςθ των κυτταρικϊν πρωτεϊνϊν 

χρθςιμοποιοφνται τόςο μθ-ιοντικά (π.χ. Triton X-100) όςο και ιοντικά (π.χ. SDS) απορρυπαντικά. 

Τα απορρυπαντικά είναι μικρά αμωιπακι μόρια που αλλθλεπιδροφν και με μθ-πολικά και με 

πολικά περιβάλλοντα και διαςποφν τθ μεμβράνθ. Επίςθσ, προςδζνουν ςε υδρόωοβεσ περιοχζσ 

των πρωτεϊνϊν, όπωσ είναι οι διαμεμβρανικζσ περιοχζσ, αντικακιςτϊντασ κατ’ αυτόν τον τρόπο 

τισ μθ ευνοϊκζσ επαωζσ ανάμεςα ςε υδρόωοβεσ πρωτεϊνικζσ περιοχζσ και το νερό με τισ πιο 

ευνοϊκζσ υδρόωιλεσ περιοχζσ του απορρυπαντικοφ. Οπότε, οι υδρόωοβεσ περιοχζσ τθσ 

πρωτεΐνθσ δε ςχθματίηουν ζνα ςυςςωμάτωμα ςτον πυκμζνα του δοκιμαςτικοφ ςωλινα, θ 

πρωτεΐνθ γίνεται διαλυτι και μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ςτισ περιςςότερεσ  in vitro αναλφςεισ.   

Στθν παροφςα εργαςία, χρειάςτθκε να διαχωριςτοφν οι πυρθνικζσ από τισ κυταροπλαςματικζσ 

πρωτεΐνεσ. Για το ςκοπό αυτό χρθςιμοποιικθκε ζνα υπότονο διάλυμα λφςθσ  που οδιγθςε ςε 

διόγκωςθ των κυττάρων, κακϊσ και ζνα μθ ιονικό απορρυπαντικό για τθ διάςπαςθ τθσ 

κυτταρικισ (και όχι τθσ πυρθνικισ) μεμβράνθσ. Με αυτόν τον τρόπο λφςθσ μποροφν να 

απομονωκοφν άκικτοι πυρινεσ. Οι πυρινεσ και τα περιςςότερα οργανίδια κακαρίηονται ςε 

ςουκρόηθ, θ οποία αποτελεί τθν πιο διαδεδομζνθ, ουςία ςτθν υποκυττάρια κλαςμάτωςθ. Η 

υψθλισ ποιότθτασ ςουκρόηθ (απαλλαγμζνθ από τισ RNάςεσ) είναι οικονομικά προςιτι, ιδιαίτερα 

διαλυτι και μπορεί να χρθςιμοποιθκεί άμεςα για τθν παραςκευι διαλυμάτων που καλφπτουν το 

εφροσ πυκνοτιτων των περιςςότερων βιολογικϊν οργανιδίων. Στθ ςυνζχεια, με τθ βοικεια ενόσ 

υπζρτονου διαλφματοσ λφςθσ, οι πυρινεσ ςυρρικνϊνονται λόγω ϊςμωςθσ και όλεσ οι διαλυτζσ 
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πρωτεΐνεσ εξζρχονται μζςω τθσ πυρθνικισ μεμβράνθσ ςτο διάλυμα. Το πλεονζκτθμα τθσ 

μεκόδου αυτισ είναι ότι θ πυρθνικι μεμβράνθ δε διαςπάται, οπότε το DNA δεν 

απελευκερϊνεται ςτο διάλυμα λφςθσ. Ζτςι αποωεφγονται οι επίπονεσ διαδικαςίεσ 

κατακερματιςμοφ του (π.χ. κατεργαςία με υπεριχουσ). 

Από τθ ςτιγμι που απομονωκοφν οι πρωτεΐνεσ πρζπει να υπολογιςτεί θ ςυγκζντρωςι τουσ. Η 

χρωματομετρικι μζκοδοσ Bradford είναι ευρζωσ διαδεδομζνθ και βαςίηεται ςτθν αλλαγι τθσ 

απορρόωθςθσ τθσ χρωςτικισ Coomassie όταν θ αρχικά κόκκινθ μορωι του αντιδραςτθρίου 

αλλάηει και γίνεται μπλε λόγω τθσ πρόςδεςθσ πρωτεΐνθσ. Από τθ μζτρθςθ τθσ οπτικισ 

απορρόωθςθσ ςτα 595 (Α595) γνωςτϊν ςυγκεντρϊςεων πρότυπων διαλυμάτων αλβουμίνθσ από 

ορό βοόσ (Bovine Serum Albumin) προκφπτει μία πρότυπθ καμπφλθ αναωοράσ. Συγκρίνοντασ τθν 

απορρόωθςθ του δείγματοσ, κάτω από κατάλλθλθ αραίωςθ, με τθν οπτικι απορρόωθςθ των 

προτφπων, προκφπτει θ ςυγκζντρωςθ των πρωτεïνϊν ςτο δείγμα.  

Ρειραματικι πορεία 

Υλικά 

PBS, pH 7,4 (GIBCO)  

4x SDS-διάλυμα ωορτϊματοσ (ROTH) 

υδατόλουτρο 1000C 

ςωλθνάρια προπυλενίου 1,5 mL 

Bradford κιτ (Sigma-Aldrich) 

μίγμα αναςτολζων πρωτεαςϊν (Roche Diagnostics) 

ομογενοποιθτισ Dounce  

ψυχϊμενθ ωυγόκεντροσ 

υπότονο διάλυμα Α (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 

υπζρτονο διάλυμα Β (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 

1. Τα τρυβλία των κυτταροκαλλιεργειϊν τοποκετοφνται ςτον πάγο προκειμζνου να αναςταλεί θ 

όποια μεταβολικι δραςτθριότθτα.  

2. Ρλφςεισ με PBS, pH 7,4. 

3. Τα κφτταρα ςυλλζγονται ςε PBS και μεταωζρονται ςε ςωλθνάριο μικροωυγοκζντρου. 

4. Φυγοκζντρθςθ ςτα 3000 g για 1 λεπτό. 

5. Απομάκρυνςθ του υπερκείμενου. 

6. Ομογενοποίθςθ με ομογενοποιθτι Dounce ςτο υπότονο διάλυμα Α (250 μl/10cm2 τρυβλίο). 

7. Φυγοκζντρθςθ ςτα 12.000 g για 20 δευτερόλεπτα ςτουσ 40C. 

8. Το υπερκείμενο μεταωζρεται ςε νζο ςωλθνάριο και αποτελεί το εκχφλιςμα των 

κυτταροπλαςματικϊν πρωτεϊνϊν. 

9. Αναδιάλυςθ του ιηιματοσ (το οποίο αποτελείται κυρίωσ από πυρινεσ) ςε Διάλυμα Α που 

περιζχει 0,25 M ςουκρόηθ. 

10. Φυγοκζντρθςθ ςτα 1.000 g. 

11. 5 εκπλφςεισ του ιηιματοσ με υπότονο διάλυμα Α χωρίσ ςουκρόηθ. 

12. Αναδιάλυςθ του ιηιματοσ ςε υπζρτονο διάλυμα Β. 

13. Επϊαςθ για 20 λεπτά υπό ανάδευςθ ςτουσ 40C. 

14. Φυγοκζντρθςθ ςτα 12 000 g για 20 λεπτά ςτουσ 40C. 
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15. Μεταωορά του υπερκειμζνου που αποτελεί το πυρθνικό πρωτεϊνικό εκχφλιςμα ςε νζο 

ςωλθνάριο. 

16. Οι πρωτεΐνεσ διατθροφνται ςτουσ -800C. 

17. Η ςυγκζντρωςθ των πρωτεϊνϊν μετρικθκε με χριςθ τθσ δοκιμαςίασ Bradford. 

18. Για τα ολικά κυτταρικά πρωτεϊνικά εκχυλίςματα μετά το Βιμα 5 ακολουκεί προςκικθ 1x 

SDS-διαλφματοσ ωορτϊματοσ και κζρμανςθ για 5 λεπτά ςτουσ  1000C. Σε αυτι τθ μορωι 

διατθροφνται ςτουσ -200C. 

αντιδραςτιρια και διαλφματα 

υπότονο Διάλυμα Α 

10mM HEPES–KOH, pH 7,9 (Sigma-Aldrich) 

1,5mM MgCl2 (Sigma-Aldrich) 

10mM KCl (Sigma-Aldrich) 

1mM Na3VO4 (Sigma-Aldrich) 

0,5% Nonidet P-40 (Sigma-Aldrich) 

1mM phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF, Sigma-Aldrich)  

1x μίγμα αναςτολζων πρωτεαςϊν (Roche Diagnostics) 

υπζρτονο Διάλυμα Β 

25mM HEPES–KOH, pH 7,9 (Sigma-Aldrich) 

420mM NaCl (Sigma-Aldrich) 

1,5mM MgCl2 (Sigma-Aldrich) 

1mM Na3VO4 (Sigma-Aldrich) 

0,5% Nonidet P-40 (Sigma-Aldrich) 

1mM phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF, Sigma-Aldrich) 

1x μίγμα αναςτολζων πρωτεαςϊν (Roche Diagnostics)  

2.8 ΑΝΟΣΟΚΑΤΑΚΘΜΝΙΣΘ 

Η ανοςοκατακριμνιςθ είναι μία τεχνικι κατά τθν οποία ζνα αντιγόνο απομονϊνεται λόγω τθσ 

πρόςδεςισ του ςε ζνα ειδικό αντίςωμα που είναι προςδεδεμζνο ςε «ςτρϊμα κακίηθςθσ». 

Αρχικά, το ςυγκεκριμζνο αντίςωμα ακινθτοποιείται ςε ζνα κακιηάνον ςτρϊμα ςτζρεασ ωάςθσ. Αν 

και υπάρχουν πολλοί τρόποι για τθν πρόςδεςθ των αντιςωμάτων ςτο ςτρϊμα αυτό, οι πιο κοινζσ 

μζκοδοι βαςίηονται ςτθν ιδιότθτα των ανοςοςωαιρινϊν να προςδζνονται είτε ςτθν πρωτεΐνθ Α 

του Staphylococcus aureus είτε ςτθν πρωτεΐνθ G τθσ ομάδασ G των Streptococcus. Τα καλφτερα 

αποτελζςματα επιτυγχάνονται με τθν πρόςδεςθ του αντιςϊματοσ ςτθν πρωτεΐνθ Α ι G θ οποία 

είναι ομοιοπολικά προςδεδεμζνθ ςε ςωαιρίδια αγαρόηθσ. Στθν παροφςα εργαςία 

χρθςιμοποιικθκαν ςωαιρίδια ςεωαρόηθσ (πρόκειται για μία πιο ςτακερι μορωι αγαρόηθσ). Η 

ανοςοκατακριμνιςθ ςυνικωσ πραγματοποιείται με τθ χριςθ πολυκλωνικϊν ι μονοκλωνικϊν 

αντιςωμάτων τα οποία με κάποιεσ εξαιρζςεισ (π.χ. IgG1 από ποντικό) προςδζνουν 

αποτελεςματικά ςτθν πρωτεΐνθ Α. Τα αντιςϊματα που δεν προςδζνονται ςτθν πρωτεΐνθ Α-

αγαρόηθ μποροφν να προςροωθκοφν ςτθν πρωτεΐνθ G-αγαρόηθ χρθςιμοποιϊντασ ακριβϊσ το 

ίδιο πρωτόκολλο. 
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Στθν παροφςα εργαςία για να διευκολυνκεί θ πρόςδεςθ του αντιςϊματοσ ςτα ςωαιρίδια 

χρθςιμοποιικθκε το DSS (Pierce). To Disuccinimidyl suberate (DSS) περιζχει εςτζρεσ ςτο κάκε 

άκρο (Εικόνα 27) που μποροφν να αντιδράςουν με πρωτογενείσ αμίνεσ ςε pH 7-9 και να 

ςχθματίςουν ςτακεροφσ αμιδικοφσ δεςμοφσ. Οι πρωτεΐνεσ, ςυμπεριλαμβανομζνων και των 

αντιςωμάτων, ζχουν αρκετζσ πρωτογενείσ αμίνεσ ςτθν πλευρικι αλυςίδα των καταλοίπων 

λυςίνθσ, κακϊσ και ςτο αμινοτερματικό άκρο κάκε πολυπεπτιδίου, που αποτελοφν ςτόχουσ των 

εςτζρων του DSS. Το DSS διαλφεται αρχικά ςε ζναν οργανικό διαλφτθ όπωσ είναι το DMF ι το 

DMSO και ςτθ ςυνζχεια προςτίκεται ςτθν υδατικι αντίδραςθ διαςφνδεςθσ. 

 

Εικόνα 27: DSS. 

Το τελικό ςτάδιο τθσ ανοςοκατακριμνιςθσ περιλαμβάνει το ςυνδυαςμό του κυτταρικοφ 

εκχυλίςματοσ με τα ςωαιρίδια ςτα οποία ζχει προςδεκεί το αντίςωμα και τθν απομόνωςθ του 

αντιγόνου. Ζνα προαιρετικό βιμα προκαταρκτικοφ κακαριςμοφ ενδζχεται να προθγθκεί αυτοφ 

του βιματοσ κατά το οποίο το κυτταρικό εκχφλιςμα απορροωάται είτε με «άδεια» ςωαιρίδια 

πρωτεΐνθσ Α-αγαρόηθσ ι με ζνα άςχετο αντίςωμα προςδεδεμζνο ςτα ςωαιρίδια αυτά. Μετά τθν 

πρόςδεςθ του αντιγόνου ςτα ςυνδεδεμζνα με το αντίςωμα ςωαιρίδια, οι μθ προςδεδεμζνεσ 

πρωτεΐνεσ απομακρφνονται με διαδοχικά πλυςίματα. 

2.8.1 Ραραςκευι αντιςωμάτων ςυηευγμζνων ςτα ςφαιρίδια 

Υλικά 

DSS (Pierce)  

πρωτεΐνθ Α ι G-ςεωαρόηθ (Roche) 

ςωλθνάρια προπυλενίου 1,5 mL 

DMSO (Sigma-Aldrich) 

αντίςωμα (Santa Cruz) 

επιτραπζηια μικροωυγόκεντροσ  

διάλυμα πρόςδεςθσ (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 
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Εικόνα 28: Σχθματικι αναπαράςταςθ των ςταδίων τθσ ανοςοκατακριμνιςθσ. 

1. Σε ςωλθνάριο μικροωυγοκζντρου 1,5 ml τοποκετοφνται 300 μl εναιωριματοσ ςωαιριδίων 

πρωτεΐνθσ Α-ςεωαρόηθσ (ι πρωτεΐνθσ G-ςεωαρόηθσ αν το αντίςωμα είναι IgG1 ποντικοφ) 

αραιωμζνων ςε νερό και πλζνονται 4 ωορζσ με το διάλυμα πρόςδεςθσ.  

2. Τα ςωαιρίδια αναδιαλφονται ςτο παραπάνω διάλυμα και ςε τελικό όγκο 600 μl (προκφπτει 

ζτςι ζνα εναιϊρθμα 50% πυκνό). 

3. Ρροςτίκενται 3 μg από το προσ πρόςδεςθ αντίςωμα ανά 50 μl (εν προκειμζνω 18 μg 

αντιςϊματοσ). 

4. Επϊαςθ για 1-2 ϊρεσ ςτουσ 40C με περιςτροωι.   

5. 4 πλυςίματα με το διάλυμα πρόςδεςθσ για να απομακρυνκεί όςο αντίςωμα δεν ζχει 

προςδεκεί.  

6. Τα ςωαιρίδια αναδιαλφονται ςε τελικό όγκο 650 μl ςτο παραπάνω διάλυμα. 

7. Ρροςκικθ 50 μl ωρζςκου διαλφματοσ 20 mM DSS ςε DMSO. 

8. Επϊαςθ για 45’ ςε κερμοκραςία δωματίου με περιςτροωι. 

9. Ρροςκικθ 1 mL 1Μ Tris-HCl pH 7,5 (για τον τερματιςμό τθσ αντίδραςθσ).  

10. Επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίου για 10’.  

11. Ρλφςιμο με 1 mL 0,5M Tris-HCl pH 7.5. 

12. Ρλφςιμο με 1 mL 0,25M Tris-HCl pH 7,5. 
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13. 3 πλυςίματα με 25mM Tris-HCl pH 7,5. 

14. Τα ςωαιρίδια διατθροφνται ςτουσ 40C ςε 25mM Tris-HCl pH 7,5, 150mM NaCl ςε εναιϊρθμα 

50% πυκνό.  

αντιδραςτιρια και διαλφματα 

διάλυμα πρόςδεςθσ 

20 mM Hepes pH 7,5 (Sigma-Aldrich) 

150 mM NaCl (Sigma-Aldrich) 

2.8.2 Ανοςοκατακριμνιςθ 

Υλικά 

μερκαπτοαικανόλθ (Sigma)  

πρωτεΐνθ Α ι G-ςεωαρόηθ (Roche) 

ςωλθνάρια προπυλενίου 1,5 mL 

επιτραπζηια μικροωυγόκεντροσ 

2x διάλυμα ωορτϊματοσ (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 

1. Σε ςωλθνάριο μικροωυγοκζντρου 1,5 ml τοποκετοφνται 50 μl εναιωριματοσ ςωαιριδίων 

πρωτεΐνθσ Α-ςεωαρόηθσ (ι πρωτεΐνθσ G-ςεωαρόηθσ αν το αντίςωμα είναι IgG1 ποντικοφ) ςε 

εναιϊρθμα 25mM Tris-HCl pH 7,5, 150mM NaCl 50% πυκνό. Επίςθσ, τοποκετοφνται 0,3-1 mg 

πρωτεϊνικοφ εκχυλίςματοσ (ανάλογα με το αντίςωμα και τα επίπεδα τθσ πρωτεΐνθσ ςτο κφτταρο). 

Ο τελικόσ όγκοσ όλων των δειγμάτων πρζπει να είναι ο ίδιοσ. 

2. 30’ επϊαςθ ςτουσ 40C με περιςτροωι (το βιμα αυτό αποτελεί τον προκαταρκτικό 

κακαριςμό, preclear, των πρωτεϊνϊν).  

3. Το πρωτεϊνικό εκχφλιςμα μεταωζρεται ςε καινοφριο ςωλθνάριο μικροωυγοκζντρου και 

προςτίκενται 50 μl από τα ςυηευγμζνα με το αντίςωμα ςωαιρίδια.  

4. Επϊαςθ για 1-2 ϊρεσ ςτουσ 40C με περιςτροωι.   

5. Απομάκρυνςθ του υπερκειμζνου. 

6. 4 πλυςίματα των ςωαιριδίων με 25mM Tris-HCl pH 7,5.  

7. Ρροςκικθ 2x διαλφματοσ ωορτϊματοσ (αραιωμζνο ςτο διάλυμα των πλυςιμάτων), 2% 

μερκαπτοαικανόλθσ και ζκλουςθ των πρωτεϊνϊν με κζρμανςθ ςτουσ 920C για 10’. 

αντιδραςτιρια και διαλφματα 

2x διάλυμα φορτώματοσ 

20% γλυκερόλθ (Sigma-Aldrich) 

4% SDS (Sigma-Aldrich) 

2,5% w/v bromophenol blue (Sigma-Aldrich) 

25% 1M Tris – HCl pH 6,8 (Sigma-Aldrich) 

H2O 
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2.9 ΘΛΕΚΤΟΦΟΘΣΘ ΜΙΑΣ ΔΙΑΣΤΑΣΘΣ ΚΑΙ ΣΤΥΡΩΣΘ ΚΑΤΑ WESTERN 

Η θλεκτροωόρθςθ χρθςιμοποιείται για να διαχωρίςει ςφνκετα μίγματα πρωτεϊνϊν (π.χ. από 

κφτταρα, υποκυττάρια κλάςματα ι ανοςοςυμπλζγματα), να διερευνιςει τθ ςφςταςθ και να 

πιςτοποιιςει τθν ομοιογζνεια των πρωτεϊνικϊν δειγμάτων. Κατά τθν θλεκτροωόρθςθ ςε γζλθ 

ακρυλαμίδθσ, οι πρωτεΐνεσ κινοφνται λόγω ενόσ θλεκτρικοφ πεδίου μζςω πόρων ςτο ςτρϊμα τθσ 

γζλθσ. Πςο αυξάνεται θ ςυγκζντρωςθ τθσ ακρυλαμίδθσ τόςο μειϊνεται το μζγεκοσ των πόρων. Ο 

ςυνδυαςμόσ του μεγζκουσ των πόρων τθσ γζλθσ και του ωορτίου, του μεγζκουσ και του 

ςχιματοσ τθσ πρωτεΐνθσ κακορίηει το ρυκμό μετατόπιςθσ τθσ πρωτεΐνθσ.  

Πταν ςτόχοσ είναι να διαχωριςτοφν οι πρωτεΐνεσ βάςει μεγζκουσ και όχι βάςει ωορτίου ι 

ςχιματοσ, τότε πραγματοποιείται αποδιατακτικι θλεκτροωόρθςθ. Συνικωσ ωσ αποδιατακτικό 

χρθςιμοποιείται το κειϊκό δωδεκυλικό νάτριο  (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) ςε ςυνδυαςμό με 

κάποιον αναγωγικό παράγοντα και κερμότθτα. Αυτόσ ο τφποσ θλεκτροωόρθςθσ αναωζρεται 

ςυνικωσ ωσ θλεκτροωόρθςθ ςε γζλθ SDS-πολυακρυλαμίδθσ (SDS-Polyacylamide Gel 

Electrophoresis, SDS-PAGE). Η χριςθ ενόσ αςυνεχοφσ ςυςτιματοσ (δλδ. απόκεςθ πθκτωμάτων 

«επιςτοίβαξθσ» και «διαχωριςμοφ») οδθγεί ςτθ ςυγκζντρωςθ των αραιωμζνων δειγμάτων και 

ςτθν αυξθμζνθ ευκρίνεια των ηωνϊν.  

Το επικυμθτό ποςοςτό τθσ ακρυλαμίδθσ ςτο πικτωμα διαχωριςμοφ εξαρτάται από το μοριακό 

βάροσ τθσ πρωτεΐνθσ που διαχωρίηεται. Σε γενικζσ γραμμζσ χρθςιμοποιείται 5% γζλθ για 

πρωτεΐνεσ από  60 ζωσ 200 kDa, 10% γζλθ για πρωτεΐνεσ από  16 ζωσ 70 kDa και 15% γζλθ για 

πρωτεΐνεσ από 12 ζωσ 45 kDa. Το πικτωμα επιςτοίβαξθσ είναι το ίδιο ανεξάρτθτα από το 

πικτωμα διαχωρςμοφ που χρθςιμοποιείται. 

Μία ακόμα χριςιμθ μζκοδοσ για τον θλεκτροωορθτικό διαχωριςμό των κυτταρικϊν πρωτεϊνϊν 

είναι θ μίασ διάςταςθσ θλεκτροωόρθςθ υπό μθ αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ. Αυτό που διακρίνει 

αυτι τθ μζκοδο από τθν προθγοφμενθ είναι ότι τα πρωτεϊνικά δείγματα δεν εκτίκενται ςε 

αποδιατακτικοφσ παράγοντεσ  (π.χ. SDS ι ουρία). Ζτςι οι πρωτεΐνεσ κινοφνται ανάλογα με τισ 

ωυςικζσ τουσ ιδιότθτεσ, δθλαδι το μζγεκοσ, το ςχιμα και το ωορτίο. Επιτρζπεται, λοιπόν, θ 

ανάλυςθ τθσ ολιγομερικισ κατάςταςθσ των πρωτεϊνϊν, των αλλαγϊν ςτθ ςτερεοδιάταξθ και των 

μετα-μεταωραςτικϊν τροποποιιςεων που επθρεάηουν τθ διαμόρωωςθ ι το ωορτίο, ενϊ ζχουν 

ελάχιςτεσ επιδράςεισ ςτο μοριακό βάροσ των πρωτεϊνϊν.  

Μετά τον θλεκτροωορθτικό διαχωριςμό των πρωτεϊνϊν ακολουκεί θ ανοςοςτφπωςθ (γνωςτι και 

ωσ ςτφπωςθ κατά Western). Το πρϊτο βιμα αυτισ τθσ τεχνικισ περιλαμβάνει τθν 

θλεκτροωορθτικι μεταωορά των πρωτεϊνϊν από τθ γζλθ ςε μία μεμβράνθ. Η μεμβράνθ, που 

κατά αυτόν τον τρόπο γίνεται ζνα ακριβζσ αντίγραωο τθσ γζλθσ τθσ πολυακρυλαμίδθσ, ςτθ 

ςυνζχεια ερευνάται για τθν φπαρξθ ςυγκεκριμζνων πρωτεϊνϊν με τθ βοικεια των αντίςτοιχων 

αντιςωμάτων. Τα πρωτογενι αντιςϊματα ανιχνεφονται κατόπιν με τθ βοικεια δευτερογενϊν 

αντιςωμάτων ςυηευγμζνων με τθν υπεροξειδάςθ του μαφρου ραπανιοφ. Το ζνηυμο αυτό 

καταλφει τθ μετατροπι του υποςτρϊματόσ του ςε προϊόν που εκπζμπει χθμειοωωταφγεια.  
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2.9.1 Αποδιατακτικι θλεκτροφόρθςθ μίασ διάςταςθσ 

Υλικά 

διαλφματα για τισ γζλεσ επιςτοίβαξθσ και διαχωριςμοφ  (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 

ιςοπροπανόλθ (Sigma-Aldrich) 

30% ακρυλαμίδθ/0,8% bis-ακρυλαμίδθ (Roth) 

2Χ και 4Χ SDS διαλφματα ωόρτωςθσ (βλ. 2.8.2) 

μίγμα πρωτεϊνϊν γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ (marker, Invitrogen) 

1Χ SDS διάλυμα θλεκτροωόρθςθσ (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 

ςυςκευι θλεκτροωόρθςθσ (Bio-Rad)  

ωίλτρα 0,45-μm (για τθν παραςκευι των διαλυμάτων) 

0,75-mm και 1,5 mm χτενάκια Teflon με 9 ι 10 κζςεισ (Bio-Rad) 

τροωοδοτικό ςτακερισ παροχισ  

1. Ρροετοιμαςία του πθκτϊματοσ διαχωριςμοφ όπωσ ωαίνεται ςτον Ρίνακα 10.  

Ρίνακασ 10. Γζλεσ πολυακρυλαμίδθσ διαχωριςμοφα 

Διάλυμα ςτοκ Τελικι ςυγκζντρωςθ ακρυλαμίδθσ ςτθ γζλθ διαχωριςμοφ (%) 

 5 6 7 8 9 10 

30% 

ακρυλαμίδθ/ 

0,8% bis-

ακρυλαμίδθ 

(mL) 

2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00 

4Χ 

Tris·Cl/SDS, 

pH 8,8 

(mL) 

3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 

H2O 

(mL) 
8,75 8,25 7,75 7,25 6,75 6,25 

10% (w/v) 

ammonium 

persulfate 

(APS) 

(mL) 

0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

TEMEDβ 

(mL) 
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 

α
 Ραράγονται 15 ml γζλθσ διαχωριςμοφ που είναι αρκετι ποςότθτα για μία γζλθ διαςτάςεων 1,5 mm Χ 14 

cm Χ 16 cm 
β
 TEMED, N,N,N,N-tetramethylethylenediamine  
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2. Το διάλυμα τθσ γζλθσ τοποκετείται άμεςα (αλλιϊσ κα πολυμεριςτεί) ςτο ςάντουιτσ ανάμεςα 

ςτα δφο τηαμάκια μζχρι να ωτάςει ςε φψοσ περίπου 11 cm. 

3. Χρθςιμοποιϊντασ πιπζττα Pasteur καλφπτεται θ επιωάνεια τθσ γζλθσ διαχωριςμοφ με ζνα 

ςτρϊμα ιςοπροπανόλθσ πάχουσ ~1 cm. Το ςτρϊμα αυτό αποτελεί ζνα εμπόδιο για το οξυγόνο 

που αναςτζλλει τον πολυμεριςμό, ενϊ επιτρζπει τθ δθμιουργία επίπεδθσ ενδιάμεςθσ ωάςθσ 

κατά το ςχθματιςμό τθσ γζλθσ. 

4. Η γζλθ χρειάηεται περίπου 30-60 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου για να πολυμεριςτεί. 

5. Απομακρφνεται εντελϊσ το ςτρϊμα τθσ ιςοπροπανόλθσ. 

Ρίνακασ 11. Γζλθ πολυακρυλαμίδθσ επιςτοίβαξθσα 

Διάλυμα ςτοκ Πγκοσ ςτο διάλυμα τθσ γζλθσ επιςτοίβαξθσ (mL) 

30% ακρυλαμίδθ/ 

0,8% bis-ακρυλαμίδθ 
0,650 

4Χ Tris·Cl/SDS, 

pH 6,8 
1,250 

H2O 3,050 

10% (w/v) ammonium 

persulfate 

(APS) 

0,025 

TEMED 0,005 
α
 Ραράγονται 5 ml γζλθσ επιςτοίβαξθσ που είναι αρκετι ποςότθτα για μία γζλθ διαςτάςεων 1,5 mm Χ 14 cm 

Χ 16 cm 

6.   Ρροετοιμαςία του πθκτϊματοσ επιςτοίβαξθσ όπωσ ωαίνεται ςτον Ρίνακα 11. 

7. Το διάλυμα τθσ γζλθσ τοποκετείται άμεςα πάνω από το πικτωμα διαχωριςμοφ και ςτθ 

ςυνζχεια τοποκετείται το αντίςτοιχο χτενάκι. 

8. Η γζλθ χρειάηεται περίπου 30-60 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου για να πολυμεριςτεί. 

9. Απομακρφνεται προςεχτικά το «χτενάκι» και τα πθγαδάκια ξεπλζνονται με 1x διάλυμα SDS. 

10.  Η γζλθ τοποκετείται ςτθ ςυςκευι θλεκτροωόρθςθσ βάςει των οδθγιϊν του καταςκευαςτι. 

11.  Στθ ςυςκευι τοποκετείται 1x SDS διάλυμα θλεκτροωόρθςθσ. 

12.  Τα πρωτεϊνικά δείγματα ςτα οποία ζχει προςτεκεί το κατάλλθλο διάλυμα ωόρτωςθσ 

τοποκετοφνται  ςτα αντίςτοιχα πθγαδάκια. Σε ζνα πθγαδάκι τοποκετείται μίγμα πρωτεϊνϊν 

γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ.  

13. Συνδζεται το τροωοδοτικό ςτθ ςυςκευι θλεκτροωόρθςθσ και για μία γζλθ πάχουσ 0,75 mm 

ρυκμίηεται ςε ςτακερι ζνταςθ 10 mA μζχρι θ χρωςτικι να περάςει ςτο πικτωμα διαχωριςμοφ. 

Στθ ςυνζχεια θ ζνταςθ αυξάνεται ςτα 15 mA.  

αντιδραςτιρια και διαλφματα 

4Χ Tris·Cl/SDS, pH 6.8  

0,5 M Tris·Cl με 0,4% SDS 

4Χ Tris·Cl/SDS, pH 8.8 

1,5 M Tris·Cl με 0,4% SDS 
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SDS διάλυμα θλεκτροφόρθςθσ, 5Χ 

0,125 M Tris base  

0,96 M glycine  

0,5% SDS  

H2O  

2.9.2 Μθ-αποδιατακτικι θλεκτροφόρθςθ μίασ διάςταςθσ (native gel) 

Υλικά 

διάλυμα για τθ γζλθ (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 

30% ακρυλαμίδθ/0,8% bis-ακρυλαμίδθ (Roth) 

διάλυμα ωόρτωςθσ (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 

διαλφματα θλεκτροωόρθςθσ ανόδου και κακόδου (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 

ςυςκευι θλεκτροωόρθςθσ (Bio-Rad)  

ωίλτρα 0,45 μm (για τθν παραςκευι των διαλυμάτων) 

0,75 mm και 1,5 mm χτενάκια Teflon με 9 ι 10 κζςεισ (Bio-Rad) 

τροωοδοτικό ςτακερισ παροχισ  

1. Ρροετοιμαςία του πθκτϊματοσ διαχωριςμοφ όπωσ ωαίνεται ςτον Ρίνακα 12.  

Ρίνακασ 12. Μθ-αποδιατακτικζσ  γζλεσ πολυακρυλαμίδθσ α 

Διάλυμα ςτοκ Τελικι ςυγκζντρωςθ ακρυλαμίδθσ ςτθ γζλθ διαχωριςμοφ (%) 

 5 7,5 10 12,5 15 17,5 20 

30% 

ακρυλαμίδθ/ 

0,8% bis-

ακρυλαμίδθ 

(mL) 

3,35 5,00 6,65 8,40 10,00 11,66 13,30 

4Χ Tris·Cl/, 

pH 8,8 

(mL) 

5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 

H2O 

(mL) 
11,54 9,89 8,24 6,49 4,89 3,23 1,59 

10% (w/v) 

ammonium 

persulfate 

(APS) 

(mL) 

0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 

TEMED 

(mL) 
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 

α
 Ραράγονται 20 ml γζλθσ διαχωριςμοφ που είναι αρκετι ποςότθτα για μία γζλθ διαςτάςεων 1,5 mm Χ 14 

cm Χ 16 cm 
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2. Το διάλυμα τθσ γζλθσ τοποκετείται άμεςα (αλλιϊσ κα πολυμεριςτεί) ςτο ςάντουιτσ ανάμεςα 

ςτα δφο τηαμάκια μζχρι να ωτάςει ςε φψοσ περίπου 2 cm από τθν κορυωι. Τοποκετείται άμεςα 

το χτενάκι. 

3. Η γζλθ χρειάηεται περίπου 30-60 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου για να πολυμεριςτεί. 

4. Απομακρφνεται προςεχτικά το «χτενάκι» και τα πθγαδάκια ξεπλζνονται με 1x διάλυμα 

θλεκτροωόρθςθσ. 

5. Η γζλθ τοποκετείται ςτθ ςυςκευι θλεκτροωόρθςθσ βάςει των οδθγιϊν του καταςκευαςτι. 

6. Στθν άνοδο και τθν κάκοδο τθσ ςυςκευισ τοποκετοφνται τα αντίςτοιχα διαλφματα 

θλεκτροωόρθςθσ. 

7. Συνδζεται το τροωοδοτικό ςτθ ςυςκευι θλεκτροωόρθςθσ και για μία γζλθ πάχουσ 1,5 mm 

ρυκμίηεται ςε ςτακερι ζνταςθ 40 mA για 30’. 

Σε αυτό το ςτάδιο απομακρφνονται φορτιςμζνα ςυςτατικά από τη γζλη, όπωσ το APS,  πριν από 

την τοποθζτηςη των δειγμάτων ςτα «πηγαδάκια».  

8. Τα πρωτεϊνικά δείγματα ςτα οποία ζχει προςτεκεί το κατάλλθλο διάλυμα ωόρτωςθσ 

τοποκετοφνται  ςτα αντίςτοιχα πθγαδάκια.  

9. Ηλεκτροωόρθςθ ςτα 15 mA για 1 ϊρα.  

10. Η γζλθ τοποκετείται ςε 25 mL 1x SDS-διαλφματοσ θλεκτροωόρθςθσ (βλζπε παραπάνω) για 

30ϋ. 

αντιδραςτιρια και διαλφματα 

4Χ Tris·Cl, pH 8.8 

1,5 M Tris·Cl με 0,4% SDS 

διαλφματα θλεκτροφόρθςθσ 

Άνοδοσ (-)    25 mM Tris-HCl (Sigma-Aldrich) 

                     192 mM γλυκίνθ (Sigma-Aldrich) 

                       1% deoxycholate (DOC, Sigma-Aldrich)) 

                          pH 8,4   

                   διατθρείται ςτουσ 40C 

Κάκοδοσ (+) 25 mM Tris-HCl (Sigma-Aldrich) 

                      192 mM γλυκίνθ (Sigma-Aldrich)  

                          pH 8,4  

                   διατθρείται ςε κερμοκραςία δωματίου 

διάλυμα φορτώματοσ 

125 mM Tris-HCl (Sigma-Aldrich) 

30% γλυκερόλθ (Sigma-Aldrich) 

2% DOC (Sigma-Aldrich) 

                          pH 6,8 

                   διατθρείται ςτουσ 40C  
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2.9.3 Aνοςοςτφπωςθ κατά Western 

Υλικά 

διάλυμα μεταωοράσ (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 

ςυςκευι μεταωοράσ (Bio-Rad) 

3mm χαρτί διικθςθσ Whatman   

μεμβράνθ μεταωοράσ, 0,45 μm νιτροκυτταρίνθ (Millipore) 

τροωοδοτικό ςτακερισ παροχισ 

διάλυμα δζςμευςθσ μθ-ειδικϊν κζςεων (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 

πρωτογενζσ αντίςωμα ειδικό για τθν πρωτεΐνθ που μασ ενδιαωζρει  

TBSΤ (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 

δευτερογενζσ αντίςωμα ςυηευγμζνο με τθν υπεροξειδάςθ του μαφρου ραπανιοφ (HRPO) 

(Jackson Immunoresearch Lab) 

υπόςτρωμα χθμειοωωταφγειασ (enhanced chemiluminescent substrate, ECL, Pierce) 

18cm x 24cm μπλε ωιλμ ακτίνων Χ (Kodak) 

μεταλλικι καςζτα για ωιλμ 

developer (Kodak)  

fixer (Kodak)  

1. Η γζλθ, θ νιτροκυτταρίνθ και το χαρτί διικθςθσ εξιςορροποφνται ςτο διάλυμα μεταωοράσ. 

2. Μετά το πζρασ τθσ θλεκτροωόρθςθσ, ςυγκροτείται θ καςζτα τθσ μεταωοράσ όπωσ ωαίνεται 

ςτθν Εικόνα 29. Από τθν αποδιατακτικι γζλθ απομακρφνεται το πικτωμα επιςτοίβαξθσ.  

3. Μετά τθ μεταωορά των πρωτεϊνϊν, θ μεμβράνθ επωάηεται ςτο διάλυμα δζςμευςθσ των μθ-

ειδικϊν κζςεων για 30 λεπτά υπό ανάδευςθ ςε κερμοκραςία δωματίου. 

4. Επϊαςθ με το πρωτογενζσ αντίςωμα υπό ανάδευςθ. 

Τα μονοκλωνικά αντιςώματα για την GSH ςτισ πρωτεΐνεσ (101-A, Virogen,Watertown, MA), την 

GRX1 (ABNOVA), τη β-ακτίνη (Sigma), το GAPDH (Chemicon) και το FLAG επίτοπο (Santa Cruz) 

χρηςιμοποιήθηκαν ςε αραιώςεισ 1:1000, 1:500, 1:5000, 1:2000 και 1:300 ςε TBST, αντίςτοιχα, για 

18 ώρεσ ςτουσ 4°C. Τα πολυκλωνικά αντιςώματα για τουσ IRF3, STAT1 και CBP (Santa Cruz) 

χρηςιμοποιήθηκαν ςε αραίωςη 1:300 ςε TBST για 3 ώρεσ ςε θερμοκραςία δωματίου. Τα 

αντιςώματα για τισ φωςφο-p42/44 MAPK, p42/44 MAPK, φωςφο-p70S6K (Thr421/Ser424) και 

p70S6K (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA) και τον HIF-1α (BD Biosciences, Heidelberg, 

Germany) χρηςιμοποιήθηκαν ςε αραίωςη 1:1000 ςε TBST για 18 ώρεσ ςτουσ 4°C. Τα αντιςώματα 

για τουσ TRAF6, TRAF2 και HA επιτόπουσ (Santa Cruz) χρηςιμοποιήθηκαν ςε αραίωςη 1:300 ςε 

TBST για 18 ώρεσ ςτουσ 4oC.  

5. Η περίςςεια του αντιςϊματοσ απομακρφνεται με τρεισ επωάςεισ ςε TBST (15 λεπτά/πλφςθ). 

6. Επϊαςθ με το δευτερογενζσ αντίςωμα ςε αραίωςθ 1:40.000 ςε TBST για 1 ϊρα ςε 

κερμοκραςία δωματίου υπό ανάδευςθ. 

7. Η περίςςεια του αντιςϊματοσ απομακρφνεται με τρεισ επωάςεισ ςε TBST (15 λεπτά/πλφςθ). 

8. Για 1ϋ θ μεμβράνθ καλφπτεται με ECL. 
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Εικόνα 29. Συγκρότθςθ «καςζτασ» μεταφοράσ. 

Η γζλθ πολυακρυλαμίδθσ που περιζχει τισ πρωτεΐνεσ τοποκετείται πάνω ςε χαρτί διικθςθσ. Στθν 

άλλθ περιοχι τθσ γζλθσ τοποκετείται νιτροκυτταρίνθ, θ οποία εν ςυνεχεία καλφπτεται με ζνα 

ακόμα χαρτί διικθςθσ. Τα χαρτιά διικθςθσ που περιζχουν τθ γζλθ και τθ μεμβράνθ 

τοποκετοφνται ανάμεςα ςτα ςωουγγαράκια. Αυτό το «ςάντουιτσ» τοποκετείται ςε μία πλαςτικι 

υποςτιριξθ και ολόκλθρθ θ καταςκευι ςε ζνα δοχείο που περιζχει διάλυμα μεταωοράσ. Για τθ 

μεταωορά των αρνθτικά ωορτιςμζνων πρωτεϊνϊν, θ μεμβράνθ τοποκετείται ςτθν ανοδικι 

πλευρά τθσ γζλθσ. Οι ωορτιςμζνεσ πρωτεΐνεσ μεταωζρονται θλεκτροωορθτικά από τθ γζλθ ςτθ 

μεμβράνθ. Η μεταωορά επιτυγχάνεται εωαρμόηοντασ τάςθ 100 V για 1 με 2 hr. 

9. Με χαρτί διικθςθσ Whatman ςτεγνϊνουμε τθ μεμβράνθ και τθν τυλίγουμε ςε πλαςτικι 

μεμβράνθ. 

Για τη βελτιςτοποίηςη τησ εικόνασ, μόνο ζνα ςτρώμα πλαςτικοφ πρζπει να υπάρχει ανάμεςα ςτη 

μεμβράνη και ςτο φιλμ. Η υγραςία δεν πρζπει να ζρθει ςε επαφή με το φιλμ. 

10. Σε ςκοτεινό δωμάτιο, θ μεμβράνθ τοποκετείται πάνω ςτο ωιλμ. 

11. Το ωιλμ εκτίκεται για χρονικό διάςτθμα από λίγα δευτερόλεπτα ωσ 1-2 ϊρεσ. 

αντιδραςτιρια και διαλφματα 

διάλυμα μεταφοράσ 

0,125 M Tris base (Sigma-Aldrich) 

0,96 M γλυκίνθ (Sigma-Aldrich) 

20% μεκανόλθ (Sigma-Aldrich) 

Η2Ο 
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διάλυμα δζςμευςθσ μθ-ειδικών θζςεων 

5% BSA ςε TBST 

TBS 

100 mM Tris.Cl, pH 7,5 (Sigma-Aldrich) 

0,9% (150 mM) NaCl (Sigma-Aldrich) 

TBST 

0,1% Tween-20 ςε TBS (Sigma-Aldrich) 

2.10 ΔΟΚΙΜΑΣΙΑ ΡΟΣΔΕΣΘΣ ΡΩΤΕΪΝΘΣ-DNA 

Για το ςκοπό αυτό χρθςιμοποιικθκε το ςφςτθμα ςτρεπταβιδίνθσ/βιοτίνθσ, το οποίο βαςίηεται 

ςτο ιςχυρό και ουςιαςτικά αδιάςπαςτο ςφμπλοκο που ςχθματίηουν τα δφο παραπάνω μόρια. 

Κατά τθ διαδικαςία αυτι παραςκευάηεται ζνα τμιμα DNA που περιζχει μία κζςθ πρόςδεςθσ 

υψθλισ ςυγγζνειασ για τθν πρωτεΐνθ-ςτόχο και ςτθ ςυνζχεια ζνα μόριο βιοτινυλιωμζνου 

νουκλεοτιδίου ενςωματϊνεται ςε ζνα από τα άκρα του παραπάνω τμιματοσ. Το τμιμα αυτό 

προςδζνει μζςω τθσ βιοτίνθσ ςε ςωαιρίδια που είναι ςυηευγμζνα με ςτρεπταβιδίνθ. Κατόπιν, θ 

πρωτεΐνθ-ςτόχοσ δζνει ςτο DNA, Οι πρωτεΐνεσ που δεν προςδζνουν απομακρφνονται με 

πλυςίματα, ενϊ θ ζκλουςθ τθσ προςδεδεμζνθσ πρωτεΐνθσ μπορεί να γίνει με κζρμανςθ, χαμθλό 

pH, υψθλι αλατότθτα κ.ά. (Εικόνα 30). 

Ρειραματικι πορεία 

Υλικά 

μαγνθτικά ςωαιρίδια ςτρεπταβιδίνθσ (Dynal) 

διάλυμα πρόςδεςθσ Α (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 

διάλυμα πρόςδεςθσ Β (βλ. αντιδραςτιρια και διαλφματα) 

5x SDS διάλυμα (βλ. ενότθτα 2.8.2) 

διαλφματα για θλεκτροωόρθςθ και ανοςοτφπωςθ κατά Western (βλ. ενότθτα 2.9) 

βιοτινυλιωμζνα και μθ- ολιγονουκλεοτίδια (Invitrogen) 

Bio-ISRE από τον ISG15 υποκινθτι: Βιοτίνθ-CATGCCTCGGGAAAGGGAAACCGAAACTGAAGCC (Lin R 

et al., 1998) 

ISRE: CATGCCTCGGGAAAGGGAAACCGAAACTGAAGCC (Lin R et al., 1998) 

Μεταλλαγμζνο ISRE: GGCGGGATCGGGACACCGACACTGAA 
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Εικόνα 30: Αρχι τθσ μεκόδου για τθ μελζτθ τθσ πρόςδεςθσ πρωτεΐνθσ-DNA. 

2.10.1 Ακινθτοποίθςθ των νουκλεϊκϊν οξζων 

1. Η αναδιάταξθ των δφο κλϊνων DNA πραγματοποιείται όπωσ περιγράωεται ςτθν Ενότθτα 

2.4.1. 

2. Τα μαγνθτικά ςωαιρίδια ςτρεπταβιδίνθσ εξιςορροποφνται ςτο διάλυμα πρόςδεςθσ Α. 

3. Το βιοτινυλιωμζνο DNA (ςε H2O) επωάηεται με τα εξιςορροπθμζνα ςωαιρίδια για 20’ ςε 

κερμοκραςία δωματίου με περιςτροωι.  

4. 2-3 πλφςεισ των ςωαιριδίων με το διάλυμα πρόςδεςθσ Α. 

5. Επαναιϊρθςθ των ςωαιριδίων ςτο διάλυμα πρόςδεςθσ Α. Η πρόςδεςθ ζχει ολοκλθρωκεί. 

2.10.2 Ρροετοιμαςία τθσ αντίδραςθσ πρόςδεςθσ 

6. Τα πυρθνικά κυτταρικά εκχυλίςματα ετοιμάηονται όπωσ αναωζρεται ςτθν προθγοφμενθ 

ενότθτα (Ενότθτα 2.7.1). 
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7. Ωσ control για τθν ειδικότθτα τθσ πρόςδεςθσ, ίςεσ ποςότθτεσ εκχυλιςμάτων επωάηονται με 

το δίκλωνο μθ-βιοτινυλιωμζνο ολιγονουκλεοτίδιο (ςε 50 ωορζσ περίςςεια) ι με το μεταλλαγμζνο 

δίκλωνο μθ-βιοτινυλιωμζνο ολιγονουκλεοτίδιο ςτο διάλυμα πρόςδεςθσ Β για 10’ ςτον πάγο. 

2.10.3 Ρρόςδεςθ πρωτεΐνθσ-DNA 

8. Κςεσ ποςότθτεσ ςωαιριδίων προςδεδεμζνων ςτο ολιγονουκλεοτίδιο προςτίκενται ςε όλα τα 

δείγματα. Επίςθσ ςε ζνα δείγμα-control προςτίκενται άδεια ςωαιρίδια (χωρίσ το 

ολιγονουκλεοτίδιο). Επϊαςθ για 20’ ςε κερμοκραςία δωματίου. 

9. 4-5 πλφςεισ των ςωαιριδίων με το διάλυμα πρόςδεςθσ Β. 

10. Η ζκλουςθ των πρωτεϊνϊν πραγματοποιείται ςε 1x SDS διάλυμα ςτουσ 100°C για 5’. 

11. Ακολουκεί θλεκτροωόρθςθ και ανοςοτφπωςθ κατά Western όπωσ περιγράωεται ςτθν 

Ενότθτα 2.9 με αντιςϊματα ενάντια ςτον IRF3 και το GSH. 

αντιδραςτιρια και διαλφματα 

διάλυμα πρόςδεςθσ Α 

1M NaCl (Sigma-Aldrich) 

5mM Tris–HCl, pH 7,5 (Sigma-Aldrich) 

0,5mM EDTA, pH 8,0 (Sigma-Aldrich) 

διάλυμα πρόςδεςθσ Β 

100mM Tris–HCl, pH 7,5 (Sigma-Aldrich) 

10mM EDTA, pH 8,0 (Sigma-Aldrich) 

50% γλυκερόλθ (Sigma-Aldrich) 

2 mg/ml poly dI/dC (Sigma-Aldrich) 

2.11 ΔΟΚΙΜΑΣΙΑ ΓΛΟΥΤΑΘΕΙΟΝΘΣ 

Η μζτρθςθ τθσ γλουτακειόνθσ (GSH) περιλαμβάνει μία δοκιμαςία κινθτικισ ςτθν οποία 

καταλυτικζσ ποςότθτεσ (nmoles) GSH προκαλοφν μία ςυνεχι μείωςθ του  5,5’-dithiobis (2-

nitobenzoic acid) (DTNB) ςε 5-thio-2-nitobenzoic acid (TNB), ενϊ το GSSG που ςχθματίηεται 

ανακυκλϊνεται μζςω τθσ αναγωγάςθσ τθσ γλουτακειόνθσ και NADPH.  

0. 2GSH + DTNB -> GSSG + 2TNB 

1. GSSG + NADPH + H+ ΑΝΑΓΩΓΑΣΗ ΓΛΟΥΤΑΘΕΙΟΝΗΣ> 2GSH + NADP+ 

Η ςυνολικι αντίδραςθ: 

     DTNB + H+ + NADPH ΑΝΑΓΩΓΑΣΗ ΓΛΟΥΤΑΘΕΙΟΝΗΣ > 2TNB + NADP+ 

                                               GSSG/GSH                                      

Ο ρυκμόσ τθσ αντίδραςθσ είναι ανάλογοσ με τθ ςυγκζντρωςθ τθσ γλουτακειόνθσ ωσ τα 2 μM. Το 

κίτρινο προϊόν, το TNB, μετράται ωωτομετρικά ςτα  412 nm. Η μζκοδοσ χρθςιμοποιεί μία 

πρότυπθ καμπφλθ ανθγμζνθσ γλουτακειόνθσ προκειμζνου να προςδιορίςει τθν ποςότθτα τθσ 

γλουτακειόνθσ ςτο βιολογικό δείγμα.  
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Ρειραματικι πορεία 

Υλικά 

96άρια τρυβλία (Greiner Bio-One) 

ωωτόμετρο που να δζχεται 96άρια τρυβλία 

Glutathione Assay Kit (Sigma) 

2.11.1 Ραραςκευι δείγματοσ 

Για καλφτερα αποτελζςματα το δείγμα πρζπει να είναι ωρζςκο 

1. Ρλφςιμο ~107 κυττάρων με PBS και επαναδιάλυςθ ςε PBS. 

2. Φυγοκζντρθςθ ςτα 600g και απομάκρυνςθ του υπερκειμζνου.  

3. Επαναδιάλυςθ των κυττάρων ςε 3 όγκουσ 5% TCA. 

4. Ράγωμα και ξεπάγωμα 2 ωορζσ. 

5. 5ϋ ςτουσ 4 0C 

6. Φυγοκζντρθςθ ςτισ 10.000 g για 10ϋ. 

7. Για τθ μζτρθςθ τθσ γλουτακειόνθσ ενδζχεται να χρειαςτεί αραίωςθ (ζωσ 20 ωορζσ), ϊςτε να 

βρίςκεται το δείγμα ςτο όριο ανίχνευςθσ.  

Εάν η διαδικαςία δεν μπορεί να πραγματοποιηθεί άμεςα (δλδ. μζςα ςε 2 ώρεσ), το εκχφλιςμα 

μπορεί να διατηρηθεί ςτουσ–70 0C για περίπου 10 ημζρεσ.   

2.11.2 Διαδικαςία 

1. Ραραςκευι των πρότυπων διαλυμάτων γλουτακειόνθσ με ςειριακι αραίωςθ όπωσ ωαίνεται 

ςτον Ρίνακα 13. 

Ρίνακασ 13. Ρρότυπθ καμπφλθ για τθ μζτρθςθ γλουτακειόνθσ 

«Ρθγάδι» 1 2 3 4 5 

Συγκζντρωςθ 

GSH (μM) 
50,000 25,000 12,500 6,250 3,125 

50μΜ 

Διάλυμα GSH 

(μl) 

50 

25 

(από το 

«πθγάδι» 1) 

25 

(από το 

«πθγάδι» 2) 

25 

(από το 

«πθγάδι»  3) 

25 

(από το 

«πθγάδι»  4) 

5% TCA (μl) Κακόλου 25 25 25 25 

nmoles GSH 

ςε ζνα δείγμα 

10 μl 

0,5000 0,2500 0,1250 0,0625 0,0312 

 

2. Το ωωτόμετρο ρυκμίηεται ςτα 412 nm και να παίρνει μετριςεισ ανά 1ϋ για 5ϋ.    

3. Οι αντιδράςεισ παραςκευάηονται βάςει του Ρίνακα 14. Κάκε δοκιμαςία γίνεται εισ διπλοφν.  
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Ρίνακασ 14. Αντιδράςεισ 

Δείγμα που 

μετράται 

Πγκοσ δείγματοσ 

 

μl 

5% SSA 

 

μl 

Πγκοσ μίγματοσ-

εργαςίασ 

μl 

NADPH 

(0,16mg/ml) 

μl 

Τυφλό - 10 150 50 

Ρρότυπθ 

καμπφλθ 

(διάφορεσ 

αραιϊςεισ) 

10 - 150 50 

Άγνωςτο δείγμα x 10-x 150 50 

 

2.11.3 Υπολογιςμοί 

Με τθ χριςθ των τιμϊν των πρότυπων διαλυμάτων γλουτακειόνθσ μπορεί να κακοριςτεί θ 

πρότυπθ καμπφλθ και να υπολογιςτεί  το ΔA412/λεπτό που ιςοδυναμεί με  1 nmole ανθγμζνθσ 

γλουτακειόνθσ ανά «πθγαδάκι. 

Τα nmoles τθσ GSH ςτο άγνωςτο δείγμα υπολογίηονταιι ωσ εξισ: 

nmoles GSH/mL δείγματοσ =  ΔA412/λεπτό(δείγμα) x αραιϊςθ 

                                                        ΔA412/λεπτό(1 nmole) x όγκο 

ΔA412/λεπτό(δείγμα) = θ κλίςθ που προκφπτει από το δείγμα (αωοφ αωαιρζςουμε τισ τιμζσ που 

δίνει θ αντίδραςθ του τυωλοφ).  

ΔA412/λεπτό(δείγμα) = θ κλίςθ που προκφπτει από τθν πρότυπθ καμπφλθ για 1 nmole GSH  

Αραίωςθ = ο παράγοντασ αραίωςθσ του αρχικοφ δείγματοσ 

Πγκοσ = ο όγκοσ του δείγματοσ ςτθν αντίδραςθ ςε mL  

αντιδραςτιρια και διαλφματα 

DTNB διάλυμα- ςτοκ  

1,5 mg DTNB/ml DMSO (Sigma-Aldrich) 

Το διάλυμα μπορεί να αποκθκευτεί ςε κλάςματα ςτουσ –20 °C για τουλάχιςτον 3 μινεσ.  

NADPH διάλυμα-ςτοκ 

40 mg/ml Η2Ο (Sigma-Aldrich) 

Το διάλυμα μπορεί να αποκθκευτεί ςτουσ –20 °C για τουλάχιςτον 6 μινεσ. 

5-Sulfosalicylic Acid (SSA) Διάλυμα 

5% w/v ςε Η2Ο (Sigma-Aldrich) 

Διατθρείται ςτουσ 4 °C. 

Glutathione (GSH) Standard διάλυμα-ςτοκ  

10 mM ςε Η2Ο (Sigma-Aldrich) 

Το διάλυμα μπορεί να αποκθκευτεί ςτουσ –20 °C για τουλάχιςτον 3 μινεσ. 
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1X διάλυμα δοκιμαςίασ  

100mM ωωςωορικό κάλιο pH 7,0 (Sigma-Aldrich) 

1mM EDTA (Sigma-Aldrich) 

διάλυμα αναγωγάςθσ τθσ γλουταθειόνθσ  

6 units/ml διαλφματοσ δοκιμαςίασ 

διάλυμα NADPH 

0,16 mg/ml διαλφματοσ δοκιμαςίασ 

μίγμα εργαςίασ (8 ml)  

8 ml 1X διάλυμα δοκιμαςίασ, 

228 μl διαλφματοσ αναγωγάςθσ τθσ γλουτακειόνθσ (6 units/ml) 

228 μl διαλφματοσ-ςτοκ DTNB (1,5 mg/ml)  

Το διάλυμα αυτό μπορεί να διατθρθκεί για 3 ϊρεσ ςε κερμοκραςία δωματίου. 
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3.1 ΤΟ ΜΙΤΟΧΟΝΔΙΑΚΟ ΣΥΣΤΘΜΑ ΤΘΣ TRX ΥΘΜΙΗΕΙ ΤΘ ΝΟ-ΕΡΑΓΟΜΕΝΘ HIF-1α  

Ο HIF-1, ο οποίοσ αποτελείται από δφο υπομονάδεσ τισ HIF-1α και HIF-1β, αποτελεί κφριο 

ρυκμιςτι για τθν προςαρμογι ςε χαμθλι διακεςιμότθτα οξυγόνου, δθλαδι ςτθν υποξία. Σε 

αντίκεςθ με τθ ςυνεχϊσ εκωραηόμενθ HIF-1β υπομονάδα, θ HIF-1α ρυκμίηεται από τθν υποξία, 

αλλά και υπό ωυςιολογικι ςυγκζντρωςθ οξυγόνου (21% O2) από διάωορα ερεκίςματα, όπωσ το 

μονοξείδιο του αηϊτου (NO). Στθν παροφςα μελζτθ εξετάςαμε πϊσ οι TRX2 και TRXR2 

επθρεάηουν τθ ςυςςϊρευςθ τθσ HIF-1α και τθν ικανότθτα του HIF-1 για trans ενεργοποίθςθ που 

προκαλεί το ΝΟ ςε HEK293 κφτταρα.  

3.1.1 Οι TRX2/TRXR2 και TRX1, θ ςυςςϊρευςθ τθσ HIF-1α και θ ενεργότθτα του HIF-1  

Χρθςιμοποιιςαμε HEK κφτταρα ςτακερά επιμολυςμζνα με τισ TRX1, TRX2, TRXR2 ι με ζναν 

πλαςμιδιακό ωορζα-μάρτυρα (HEKi) (Zhou J et al., 2007). Ππωσ ιταν αναμενόμενο, θ ζκκεςθ των 

HEKi κυττάρων για 2 h ςε 0,5 mM GSNO αυξάνει τθν ποςότθτα τθσ HIF-1α πρωτεΐνθσ ςε ςφγκριςθ 

με τα μθ-διεγερμζνα κφτταρα. Η ικανότθτα του GSNO να αυξάνει τθ HIF-1α είναι πιο ζντονθ ςτα 

επιμολυςμζνα με τθν TRX1 κφτταρα ςε ςφγκριςθ με τα  HEKi, αλλά είναι ςθμαντικά μικρότερθ 

ςτα επιμολυςμζνα με τισ TRX2 ι TRXR2 κφτταρα (Εικόνεσ 31Α και Β). Οπότε, θ υπερζκωραςθ είτε 

τθσ TRX2 είτε τθσ αναγωγάςθσ τθσ, δθλαδι τθσ TRXR2, εξαςκενεί τθν ικανότθτα του ΝΟ να 

ςτακεροποιεί τθ HIF-1α. 

Στθ ςυνζχεια, χρθςιμοποιιςαμε ζνα ςφςτθμα ςυγκαλλιζργειασ, το οποίο επιτρζπει τθν 

παραγωγι NO από τα ενεργοποιθμζνα μακροωάγα 

ποντικοφ RAW267.4 και με αυτόν τον τρόπο 

μπορζςαμε να διερευνιςουμε τθν επίδραςθ του 

ενδογενϊσ παραγόμενου ΝΟ ςτθ ςυςςϊρευςθ τθσ 

HIF-1α ςτα HEK κφτταρα. Σε ςυμωωνία με τα 

αποτελζςματα από τα πειράματα με το GSNO, το 

ενδογενϊσ παραγόμενο ΝΟ ενεργοποιεί τθ 

ςυςςϊρευςθ τθσ HIF-1α ςτα HEKi. Η απόκριςθ είναι 

πιο ζκδθλθ ςτα TRX1-κφτταρα και μειωμζνθ ςτα TRX2 

ςε ςχζςθ με τα κφτταρα-μάρτυρεσ (Εικόνα 31Γ). Η 

παρουςία του αναςτολζα τθσ ΝΟ-ςυνκετάςθσ, L-NAME, ςτθ ςυγκαλλιζργεια των μακροωάγων με 

τα HEK κφτταρα οδθγεί ςτθν πλιρθ καταςτολι τθσ ςυςςϊρευςθσ τθσ HIF-1α. Τα αποτελζςματα 

δείχνουν ότι το ενδογενϊσ παραγόμενο ΝΟ ωτάνει ςε ςυγκεντρϊςεισ αρκετά υψθλζσ για να 

ςτακεροποιθκεί θ HIF-1α, υπογραμμίηοντασ ζτςι τθν (πακο)ωυςιολογικι ικανότθτα του ΝΟ να 

επθρεάηει τθ ςυςςϊρευςθ τθσ  HIF-1α.  

Για να εξετάςουμε τθ μεταγραωικι ενεργότθτα του HIF-1, χρθςιμοποιιςαμε ζνα ςφςτθμα 

πλαςμιδίου αναωοράσ που βαςίηεται ςτο HRE (ςτοιχείο που αποκρίνεται ςτο HIF). Η χοριγθςθ 

0,5 mM GSNO για 16 h επάγει τθν ενεργότθτα του HRE-πλαςμιδίου αναωοράσ ςτα HEKi κφτταρα. 

Η ενεργότθτα τθσ λουςιωεράςθσ ενιςχφεται ακόμα περιςςότερο ςτα TRX1-κφτταρα, ενϊ 

μειϊνεται ουςιωδϊσ ςτα TRX2- και TRXR2 κφτταρα (Εικόνα 31Δ).  

S-Nitrosoglutathione, GSNO 

(C10H16N4O7S): Ζνασ χριςιμοσ δότθσ 

NO, ο οποίοσ αυκόρμθτα 

απελευκερϊνει NO υπό 

ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ (Mathews 

WR and Kerr SW, 1993).  
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Εικόνα 31. Ζκφραςθ τθσ HIF-1α ςε κφτταρα που υπερεκφράηουν TRX1, TRX2 ι TRXR2.  

(Α, Β) Χορθγικθκε 0,5 mM GSNO για 2 h ςε HEK κφτταρα επιμολυςμζνα με τον άδειο ωορζα 

(HEKi) και ςε κφτταρα που υπερεκωράηουν τθν TRX1, τθν TRX2 ι τθν TRXR2. Ανοςοςτφπωςθ κατά 

Western των HIF-1α και β-ακτίνθ. (Γ) Οι παραπάνω κυτταρικζσ ςειρζσ ςυγκαλλιεργικθκαν με 

LPS/IFNγ ενεργοποιθμζνα RAW267.4 για 8 h παρουςία ι απουςία 1 mM L-NAME. Ανοςοςτφπωςθ 

κατά Western των HIF-1α και β-ακτίνθ. (Δ) HEKi, TRX1-, TRX2- ι TRXR2-κφτταρα επιμολφνκθκαν 

με το πλαςμίδιο αναωοράσ pHRE-Luc και επωάςτθκαν παρουςία ι απουςία 0,5 mM GSNO για 16 

h. Μετά τθν κυτταρικι λφςθ, οι ενεργότθτεσ τθσ λουςιωεράςθσ μετρικθκαν και 

κανονικοποιικθκαν. Οι τιμζσ τθσ λουςιωεράςθσ εκωράηονται ωσ ο μζςοσ όροσ±s.d. από 

τουλάχιςτον τρία ανεξάρτθτα πειράματα. *p<0,05. 

3.1.2 Θ TRX1 και θ TRX2/TRXR2 ρυκμίηουν διαφορετικά τθ μετάφραςθ τθσ HIF-1α 

Η ρφκμιςθ του ποςοφ τθσ HIF-1α πρωτεΐνθσ μπορεί να γίνει είτε ενιςχφοντασ τθν 

πρωτεϊνοςφνκεςθ είτε αναςτζλλοντασ τθν αποικοδόμθςθ μζςω του πρωτεοςϊματοσ. Αωοφ ζχει 

αποδειχκεί ότι το ΝΟ ζχει τθν ικανότθτα που ζχει και θ υποξία, δθλαδι μειϊνει τθν 

αποικοδόμθςθ τθσ HIF-1α, εξετάςαμε εάν θ διαδικαςία αυτι επθρεάηεται και από τισ 

κειορεδοξίνεσ. HEki, TRX1- και TRX2-κφτταρα επωάςτθκαν με 0,5 mM GSNO για 2 h, ϊςτε να 

ςυςςωρευτεί θ HIF-1α (Εικόνα 32Α). Στθ ςυνζχεια απομακρφνκθκε το GSNO και προςτζκθκε 

κυκλοεξαμίδιο για να αναςτείλει τθν πρωτεϊνοςφνκεςθ. Η προ-ςυςςωρευμζνθ HIF-1α άρχιςε να 

μειϊνεται μετά από 30 min και μζςα ςε 60 min είχε εξαωανιςτεί. Δεν υπιρξαν διαωορζσ ςτο 

ρυκμό αποςφνκεςθσ ανάμεςα ςτα κφτταρα μάρτυρεσ και ςτισ ςτακερά επιμολυςμζνεσ 

κυτταροςειρζσ. Από τθ ςτιγμι που δεν παρατθριςαμε διαωορά ςτθν αποικοδόμθςθ τθσ HIF-1α, 

κεωριςαμε ότι θ διαωορετικι επίδραςθ των TRX1 και TRX2/TRXR2 ςτθ HIF-1α πρωτεΐνθ 
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προζρχεται από διαωοροποιιςεισ ςτθν πρωτεϊνοςφνκεςθ. Η ιδζα αυτι ενιςχφεται από τα όμοια 

επίπεδα του mRNA τθσ HIF-1α που ανιχνεφονται ςτα TRX1-, TRX2- και TRXR2-κφτταρα (Εικόνα 

32Β). Για να αποδείξουμε τθν υπόκεςθ του ελζγχου τθσ μετάωραςθσ, χρθςιμοποιιςαμε ζνα 

πλαςμίδιο αναωοράσ που ωζρει ζναν μονίμωσ ενεργό SV40 υποκινθτι, ϊςτε να μελετιςουμε τθν 

πρωτεϊνικι μετάωραςθ που εξαρτάται από το κάλυμμα (cap-dependent translation) ςτισ 

διαωορετικά ςτακερά επιμολυςμζνεσ κυτταροςειρζσ. Ενϊ θ υπερζκωραςθ τθσ TRX1 αφξθςε τθν 

εξαρτϊμενθ από το κάλυμμα ενεργότθτα τθσ λουςιωεράςθσ, οι TRX2 και TRXR2 μείωςαν τθν 

ενεργότθτα αυτι κάτω από τα επίπεδα του μάρτυρα (Εικόνα 32Γ). Τα αποτελζςματα αυτά 

υποδθλϊνουν ότι οι TRX1 και TRX2/TRXR2 ελζγχουν τα επίπεδα τθσ HIF-1α μζςω ενόσ 

μθχανιςμοφ που ςχετίηεται με τθ μετάωραςθ που εξαρτάται από το κάλυμμα. Για να 

αποκλείςουμε το ενδεχόμενο να επθρεάηεται θ ρφκμιςθ τθσ μετάωραςθσ τθσ HIF-1α από 

αλλοιϊςεισ ςτον ολικό ρυκμό τθσ πρωτεϊνοςφνκεςθσ, πραγματοποιιςαμε ζνα πείραμα 

ςιμανςθσ με [35S+ μεκειονίνθ. Ππωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 32Δ, οφτε οι TRX1, TRX2 οφτε το ΝΟ 

επθρεάηουν τθ ςυνολικι πρωτεϊνικι μετάωραςθ, που ςθμαίνει ότι οι κειορεδοξίνεσ επιλεκτικά 

ρυκμίηουν τθ μετάωραςθ τθσ HIF-1α. 

Για να διερευνιςουμε πϊσ οι TRX1, TRX2 και TRXR2 επιδροφν ςτθ μετάωραςθ τθσ  HIF-1α, 

μελετιςαμε τθ ωωςωορυλίωςθ τθσ p42/44 MAPK, θ οποία ςυμμετζχει ςτθ ρφκμιςθ τθσ 

μετάωραςθσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ πρωτεΐνθσ. Η ωωςωορυλίωςθ τθσ κινάςθσ αυτισ δεν 

επθρεάηεται από τθν προςκικθ 0,5 mM GSNO (για 2 h), ωςτόςο είναι πιο ζντονθ ςτα TRX1-

κφτταρα (Εικόνα 33Α). Από τθν άλλθ, το ποςό τθσ ωϊςωο-p42/44 MAPK μειϊνεται ςθμαντικά 

ςτα TRX2- και TRXR2-κφτταρα (Εικόνεσ 33Α και Β). Η δράςθ των κειορεδοξινϊν ςτθν p42/44 

MAPK επιβεβαιϊκθκε ςτθ ςυνζχεια με τον ζλεγχο τθσ ωωςωορυλίωςθσ τθσ p70S6K, που 

αποτελεί καταρροϊκό ςτόχο τθσ p42/44 MAPK και αποδεδειγμζνθ κινάςθ ελζγχου τθσ 

μετάωραςθσ. Ρράγματι, θ ωωςωορυλίωςι τθσ παρουςιάηει ςθμαντικι μείωςθ ςτα TRX2- και 

TRXR2-κφτταρα, ενϊ αυξάνει ςτα TRX1 (Εικόνα 33Γ). Λαμβάνοντασ υπόψθ ότι το ςυνολικό ποςό 

τθσ MAPK ι τθσ p70S6K παραμζνει αναλλοίωτο, είναι πικανό θ ενεργότθτα τθσ πρϊτθσ να 

ενιςχφεται από τθν TRX1 και να μειϊνεται από τθν TRX2 ι τθν TRXR2.  
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Εικόνα 32. Μετάφραςθ τθσ HIF-1α υπό τον ζλεγχο των TRX1 ι TRX2/TRXR2.  

(Α) HEK κφτταρα επιμολυςμζνα με τον άδειο ωορζα (HEKi) και κφτταρα που υπερεκωράηουν τθν 

TRX1 ι τθν TRX2 επωάςτθκαν με 0,5 mM GSNO για 2 h. Στθ ςυνζχεια ξεπλφναμε τα κφτταρα και 

προςκζςαμε ωρζςκο κρεπτικό με 50 μM κυκλοεξαμίδιο (CHX). Οι επωάςεισ ςυνεχίςτθκαν για 30 
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ι 60 min και με ανοςοςτφπωςθ κατά Western ανιχνεφτθκαν οι HIF-1α και ακτίνθ. (Β) HEKi, TRX1-, 

TRX2- ι TRXR2-κφτταρα επωάςτθκαν είτε ςε ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ ι με 0,5 mM GSNO για 2 h. 

Κατόπιν ςυλλζξαμε τα κφτταρα για να μετριςουμε το mRNA του HIF-1α  και τθσ ακτίνθσ με 

ποςοτικι PCR πραγματικοφ χρόνου. (Γ) HEKi, TRX1-, TRX2- ι TRXR2-κφτταρα επιμολφνκθκαν με 

το πλαςμίδιο αναωοράσ pCap-Luc και επωάςτθκαν με 0,5 mM GSNO για 16 h. Μετά τθν 

κυτταρικι λφςθ οι ενεργότθτεσ τθσ λουςιωεράςθσ μετρικθκαν και κανονικοποιικθκαν. (Δ) HEKi, 

TRX1- ι TRX2-κφτταρα ςθμάνκθκαν με *35S+μεκειονίνθ και επωάςτθκαν με 0,5 mM GSNO ι 

διατθρικθκαν ωσ μάρυρεσ για 2 h, όπωσ περιγράωεται ςτισ πειραματικζσ διαδικαςίεσ. 

Αναλφκθκαν 100 μg από κάκε δείγμα με 10% SDS–PAGE και οπτικοποιικθκαν με 

αυτοραδιογραωία. Οι εικόνεσ είναι αντιπροςωπευτικζσ από τρία ανεξάρτθτα πειράματα. Τα 

επίπεδα mRNA και οι τιμζσ ενεργότθτασ λουςιωεράςθσ είναι οι μ.ό. ±s.d. από τρία τουλάχιςτον 

ανεξάρτθτα πειράματα. *p<0,05. 

 

 

 

Εικόνα 33. Φωςφορυλίωςθ των p42/44 MAPK και p70S6K υπό τον ζλεγχο τθσ TRX1 ι των 

TRX2/TRXR2.  

Ρραγματοποιικθκε ανοςοςτφπωςθ κατά Western ςε HEKi, TRX1-, TRX2-, TRXR2-κφτταρα για να 

ανιχνευκεί θ (Α, Β) ωϊςωο- p42/44 MAPK ςε ςχζςθ με τθ ςυνολικι p42/44 MAPK πρωτεΐνθ ι (Γ) 

θ ωϊςωο- p70S6K (Thr421/Ser424) ςε ςχζςθ με τθ ςυνολικι p70S6K με ι χωρίσ ζκκεςθ ςε 0,5 

mM GSNO για 2 h. Οι εικόνεσ είναι αντιπροςωπευτικζσ τριϊν ανεξάρτθτων πειραμάτων. 

Ρροκειμζνου να αξιολογιςουμε τθν ιδζα ότι οι παραπάνω αλλαγζσ ςτθν ενεργότθτα τθσ MAPK 

οδθγοφν και ςε αλλαγζσ ςτθν ποςότθτα τθσ HIF-1α, επιμολφναμε τα TRX1- και TRX2-κφτταρα με 

πλαςμίδια με μία μονίμωσ ενεργι (pLA) ι ανενεργι (pKR) μεταλλαγμζνθ μορωι τθσ MAPK και 

μελετιςαμε τθ ςυμπεριωορά τουσ μετά τθν επϊαςθ με  GSNO.  Στα TRX1-κφτταρα, θ ενεργι p44 

μεταλλαγμζνθ πρωτεΐνθ οδθγεί ςε μία μικρι αφξθςθ ςτθ HIF-1α, ενϊ θ ανενεργι ςε μία μικρι 
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μείωςθ (Εικόνα 34Α). Ριο εμωατικά, θ εξαναγκαςμζνθ ενεργοποίθςθ τθσ p44 MAPK επζτρεψε τθ 

ςθμαντικι ςυςςϊρευςθ τθσ  HIF-1α ςτα TRX2-κφτταρα ςε ςφγκριςθ με τθν ελαττωμζνθ ποςότθτα 

που παρατθρείται ςτα αντίςτοιχα TRX2-κφτταρα-μάρτυρεσ. Η επιμόλυνςθ με τθν ανενεργι MAPK 

μορωι, εξαςκενεί ακόμα περιςςότερο τθν ικανότθτα του GSNO να αυξάνει τα επίπεδα τθσ HIF-

1α (Εικόνα 34Β). Τα αποτελζςματά μασ υποδεικνφουν ότι θ αποκατάςταςθ τθσ ενεργότθτασ τθσ 

MAPK ςτα TRX2-κφτταρα επαναωζρει τθν απόκριςθ τθσ HIF-1α ςτο NO. 

 

Εικόνα 34. Αφξθςθ τθσ ςυςςϊρευςθσ τθσ HIF-1α με επιμόλυνςθ ενεργισ p44 MAPK ςε TRX1- ι 

TRX2-κφτταρα.  

(A) TRX1- ι (Β) TRX2-κφτταρα επιμολφνκθκαν με πλαςμίδιο που κωδικοποιεί μία μονίμωσ ενεργι 

p44 MAPK (pLA), με πλαςμίδιο που κωδικοποιεί μία ανενεργι p44 MAPK (pKR) ι με πλαςμίδιο 

μάρτυρα (pContl). Μετά τθν επιμόλυνςθ τα κφτταρα επωάςτθκαν με 0,5 mM GSNO για 2 h. Οι 

HIF-1α και ακτίνθ ανιχνεφτθκαν με ανοςοςτφπωςθ κατά Western. Οι εικόνεσ είναι 

αντιπροςωπευτικζσ τριϊν ανεξάρτθτων πειραμάτων. 

3.1.3 Οι TRX1 και TRX2/TRXR2 επθρεάηουν διαφορετικά τα επίπεδα του ATP 

Λαμβάνοντασ υπόψθ ότι οι TRX2 και TRXR2 εντοπίηονται ςτα μιτοχόνδρια, όπου παράγεται το 

ATP, κακϊσ και ότι το μόριο αυτό απαιτείται, ανάμεςα ςε άλλεσ διαδικαςίεσ και για τθν 

πρωτεϊνοςφνκεςθ, αναρωτθκικαμε εάν θ TRX2 ι/ και θ TRXR2 επθρεάηουν τα επίπεδά του. 

Μετρϊντασ το ενδοκυττάριο ποςό του ATP, παρατθριςαμε αυξθμζνα επίπεδα ςτα TRX1-

κφτταρα, αλλά μειωμζνα ςτα TRX2 και TRXR2 ςε ςφγκριςθ με τα κφτταρα-μάρτυρεσ (Εικόνα 35Α).  

Κατά τθ διάρκεια αυτϊν των μετριςεων δεν παρατθριςαμε διαωορά ςτα επίπεδα ATP ανάμεςα 

ςτα κφτταρα που επωάςτθκαν με GSNO και ςτα αντίςτοιχα κφτταρα μάρτυρεσ. Η ολιγομυκίνθ 

αναςτζλλει τθν ATP-ςυνκετάςθ και, ςυνεπϊσ, μειϊνει τα ενδοκυττάρια επίπεδα ΑΤ. Ρράγματι, 

θ χοριγθςθ 0,5 μM ολιγομυκίνθσ μείωςε ςθμαντικά το περιεχόμενο ΑΤ ςε όλα τα κφτταρα 

(Εικόνα 35Β), κακϊσ και τθν GSNO-επαγόμενθ ςυςςϊρευςθ τθσ  HIF-1α ςτα TRX1-κφτταρα 

(Εικόνα 35Γ). Μία εναλλακτικι προςζγγιςθ για τθ μείωςθ του ΑΤ είναι θ χριςθ κρεπτικοφ 

μζςου χωρίσ γλυκόηθ ςε ςυνδυαςμό με 2-δεοξυγλυκόηθ. Χρθςιμοποιϊντασ αυτό το πειραματικό 

ςφςτθμα, δείξαμε ότι θ ςυςςϊρευςθ τθσ HIF-1α ελαττϊνεται ςθμαντικά ςε όλα τα κφτταρα 

(Εικόνα 35Δ). Τα αποτελζςματα αυτά υποςτθρίηουν τθ κεωρία ότι το ενδοκυττάριο ATP 

ςυνειςωζρει ςτθν ενιςχυμζνθ ι ελαττωμζνθ μετάωραςθ τθσ HIF-1α και, κατά αυτόν τον τρόπο, 

μπορεί να επθρεάηει τθν ζκωραςθ τθσ HIF-1α ωσ απόκριςθ ςτο GSNO. 
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Εικόνα 35. Οι TRX1 και TRX2/TRXR2 επθρεάηουν διαφορετικά τα κυτταρικά επίπεδα ΑΤ. 

(Α και Β) HEKi, TRX1-, TRX2- και TRXR2-κφτταρα επωάςτθκαν ςε ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ, με 0,5 

mM GSNO για 2 h, με 0,5 mM GSNO και 0,5 μΜ ολιγομυκίνθ για 2 h (GSNO+OλιγοM) ι με 0,5 μΜ 

ολιγομυκίνθ για 2 h (OλιγοM). Το περιεχόμενο του κυττάρου ςε ΑΤ μετρικθκε όπωσ 

περιγράωεται ςτα «Υλικά και Μεκόδουσ» και κανονικοποιικθκε ωσ προσ τα HEKi κφτταρα-

μάρτυρεσ. Οι τιμζσ που δίνονται είναι οι μ.ό. ± τυπικι απόκλιςθ από τρία τουλάχιςτον 

ανεξάρτθτα πειράματα. (Γ) TRX1-κφτταρα επωάςτθκαν υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ, με 0,5 μΜ 

ολιγομυκίνθ για 2 h (OλιγοM), με 0,5 mM GSNO για 2 h ι με 0,5 mM GSNO και 0,5 μΜ 

ολιγομυκίνθ για 2 h (GSNO+OλιγοM). (Δ) HEKi κφτταρα-μάρτυρεσ, TRX1-, TRX2- και TRXR2- HEK 

κφτταρα επωάςτθκαν 0,5 mM GSNO παρουςία ι απουςία 5 mM 2-δεοξυγλυκόηθσ (2-DG) ςε 

πλιρεσ κρεπτικό ι ςε κρεπτικό χωρίσ γλυκόηθ, όπωσ υποδεικνφεται. Οι HIF-1α και ακτίνθ 

ανιχνεφτθκαν με ανοςοςτφπωςθ κατά Western. Οι εικόνεσ είναι αντιπροςωπευτικζσ τριϊν 

ανεξάρτθτων πειραμάτων. *p<0,05. 

3.2 Ο ΟΛΟΣ ΤΘΣ GRX1 ΣΕ ΜΟΝΟΡΑΤΙΑ ΕΝΔΟΓΕΝΟΥΣ ΑΝΟΣΙΑΣ  

Ππωσ ζχει ιδθ αναλυκεί, θ GRX1 διαδραματίηει πρωταγωνιςτικό ρόλο ςτο αντιοξειδωτικό 

ςφςτθμα άμυνασ. Στόχοσ μασ ιταν να διερευνιςουμε το ρόλο τθσ ςε δφο μονοπάτια ενδογενοφσ 

ανοςίασ: ςε αυτό που κινθτοποιείται από τον IL-1R ι τον TLR4 και ςε εκείνο που οδθγεί ςτθν 

παραγωγι IFNβ μετά τθν προςβολι με Sendai virus.  

3.2.1 Κυτταρικζσ ςειρζσ με μειωμζνα επίπεδα GRX1 

Ρροκειμζνου να μελετιςουμε το ρόλο τθσ GRX1 ςε διαωορετικά μονοπάτια τθσ ενδογενοφσ 

ανοςίασ, δθμιουργιςαμε μία κυτταρικι ςειρά HEK293 που ςτακερά υποεκωράηει τθν GRX1 μζςω 

παρεμβόλιμου RNA (RNAi, RNA interference), τα TGi14, κακϊσ και τθν αντίςτοιχθ κυτταροςειρά 

ελζγχου, τα TV7, που είναι επιμολυςμζνα με τον άδειο ωορζα κλωνοποίθςθσ. Τα επίπεδα του 

mRNA τθσ GRX1 ςτα TGi14 και TV7 κφτταρα υπολογίςκθκαν με ποςοτικι PCR πραγματικοφ 

χρόνου(Real-Time PCR, RT-PCR). Τα TGi14 κφτταρα παρουςίαηαν 71% μείωςθ ςτο mRNA τθσ GRX-

1 ςε ςφγκριςθ με τθν κυτταροςειρά ελζγχου (Εικόνα 36A). Η ειδικότθτα του RNAi για τθν GRX1 

επιβεβαιϊκθκε με RT-PCR για τθν GRX-2, μία άλλθ γλουταρεδοξίνθ που βρίςκεται ςτα 

μιτοχόνδρια (Εικόνα 36A). Τα ενδογενι πρωτεϊνικά επίπεδα τθσ GRX-1 ιταν κάτω από το όριο 

ανίχνευςθσ του αντι-GRX1 αντιςϊματοσ που χρθςιμοποιιςαμε, ζτςι εξετάςαμε τα πρωτεϊνικά 
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επίπεδα τθσ GRX1 ςε TV7 και TGi14 κφτταρα επιμολυςμζνα με τα pIRES–GRX1 και ΔRF–TRAF6 

πλαςμίδια ζκωραςθσ (το τελευταίο χρθςιμοποιικθκε ωσ δείκτθσ ελζγχου τθσ 

αποτελεςματικότθτασ τθσ επιμόλυνςθσ). Η GRX1 ιταν μειωμζνθ ςτα TGi14 κφτταρα ςε ςφγκριςθ 

με τα TV7 (Εικόνα 36B). Η μείωςθ των επιπζδων τθσ GRX1 δεν επθρζαςε τθ ςυγκζντρωςθ τθσ 

γλουτακειόνθσ TGi14 κφτταρα (Εικόνα 36Γ). 

 

 

 

Εικόνα 36.  Μείωςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ GRX1 μζςω RNAi. 

(A) Ρραγματοποιικθκε ανάλυςθ μζςω RT-PCR ςε cDNA από TV7 και TGi14 κφτταρα για να 

υπολογιςτοφν τα επίπεδα του mRNA τθσ GRX1 (διάγραμμα αριςτερά) και τθσ GRX2 

(διάγραμμα δεξιά). Οι τιμζσ ζχουν διορκωκεί από τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ του mRNA τθσ 

GAPDH για κάκε δείγμα. Ραρουςιάηονται οι μζςεσ τιμζσ τριϊν ανεξάρτθτων πειραμάτων. (Β) 

TV7 και TGi14 κφτταρα επιμολφνκθκαν με 0,5 μg pIRES-GRX1 μαηί με 0,5 μg cDNA3 FLAG-

ΔRF-TRAF6 για να ελεγχκεί θ απόδοςθ τθσ επιμόλυνςθσ. Ολικά κυτταρικά εκχυλίςματα 

διαχωρίςτθκαν ςε SDS-PAGE και ανοςοςτυπϊκθκαν με αντιςϊματα για τθν GRX1, το FLAG 

επίτοπο και τθ β-ακτίνθ ωσ δείκτθ των ποςοτιτων που ωορτϊκθκαν. (Γ) Η ςυγκζντρωςθ τθσ 
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γλουτακειόνθσ υπολογίςτθκε ςε TV7 και TGi14 κφτταρα. Ραρουςιάηονται οι μζςεσ τιμζσ από 

τρία ανεξάρτθτα πειράματα εκωραςμζνεσ ςε nmol/ml κυτταρικϊν εκχυλιςμάτων. *p<0,05. 

Με τον ίδιο τρόπο, δθμιουργιςαμε μία HeLa κυτταρικι ςειρά που υποεκωράηει τθν GRX1 μζςω 

RNAi, τθν HGR7 και μία κυτταρικι ςειρά ελζγχου, τθν HV7, επιμολυςμζνθ με τον άδειο ωορζα 

(Εικόνα 37). 

 

Εικόνα 37. Μείωςθ των επιπζδων τθσ GRX1 μζςω RNAi. 

Τα cDNAs από HV7 και HGR7 Hela κφτταρα αναλφκθκαν μζςω Real-time PCR προκειμζνου να 

υπολογιςτοφν τα επίπεδα mRNA των GRX1 (διάγραμμα αριςτερά) και GRX2 (διάγραμμα δεξιά). 

Οι τιμζσ ζχουν διορκωκεί από τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ του mRNA τθσ GAPDH για κάκε δείγμα. 

Ραρουςιάηονται οι μζςεσ τιμζσ τριϊν ανεξάρτθτων πειραμάτων. *p<0,05. 

3.2.2 Θ GRX1 ρυκμίηει τθν ενεργοποίθςθ του TRAF6 και τθν IL-1/TLR4 ςθματοδότθςθ 

Ο TRAF6 είναι ζνα κρίςιμο ςθματοδοτικό μόριο για τα μζλθ των οικογενειϊν των ιντερλευκίνθ-

1/Toll-like υποδοχζων (IL-1R1/TLR) και του υποδοχζα του TNF (TNFR). Ο TRAF6 δρα ωσ λιγάςθ 

ουβικιτίνθσ και ωσ μόριο-προςαρμοςτισ ςτθ διαμόρωωςθ ςθματοδοτικϊν ςυγκροτθμάτων μετά 

τθν ενεργοποίθςθ του υποδοχζα. Ελζγξαμε πϊσ ςυμμετζχει θ GRX1 ςτο παραπάνω μονοπάτι και 

ςυγκεκριμζνα ςτθν ενεργοποίθςθ του TRAF6. 

3.2.2.1 Θ GRX1 είναι αναγκαία για τθν προερχόμενθ από τον TRAF6 ενεργοποίθςθ του NF-κB 

Ο TRAF6 ενεργοποιεί το μονοπάτι του NF-κB όταν υπερεκωράηεται ςτα κφτταρα (Baud V et al., 

1999). HEK 293 κφτταρα επιμολφνκθκαν με το πλαςμίδιο αναωοράσ PRDII-luciferase (PRDII-luc) 

μαηί με pCDNA-TRAF6 ωσ ενεργοποιθτι του NF-κB. Στα κφτταρα χορθγικθκαν ι όχι αυξανόμενεσ 

ςυγκεντρϊςεισ BSO για 4 θμζρεσ. Ππωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 38A, το BSO ανζςτειλε τθν TRAF6-

επαγόμενθ ενεργοποίθςθ του NF-κB κατά ζναν δοςοεξαρτϊμενο τρόπο. Το BSO είναι μια ουςία 

που εμποδίηει το ςχθματιςμό τθσ γλουτακειόνθσ μζςα ςτα κφτταρα, ωσ εκ τοφτου κεωριςαμε 

ότι θ γλουτακειόνθ ιταν απαραίτθτθ για τθν ενεργοποίθςθ του NF-κB μονοπατιοφ από τον 

TRAF6.  
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Εικόνα 38. Θ TRAF6-επαγόμενθ ενεργοποίθςθ του NF-κB εξαρτάται από τισ GSH και GRX1. 

(A) Η ενεργοποίθςθ του NF-κΒ από τον TRAF6 αναςτζλλεται με τθ χοριγθςθ BSO: Μζςθ 

ποςοςτιαία (%) ενεργοποίθςθ του NF-κΒ ςε HEK293 κφτταρα επιμολυςμζνα με το pCDNA-TRAF6 

(0,5 μg/~300.000 κφτταρα) ςτα οποία ζχουν χορθγθκεί ι όχι αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ BSO. Ο 

NF-κΒ ενεργοποιείται λιγότερο ςτα κφτταρα που υποεκωράηουν τθν GRX1: Ροςοςτιαία (%) 

ενεργοποίθςθ του NF-κΒ ςε HEK 293  και HeLa κυτταρικζσ ςειρζσ επιμολυςμζνεσ είτε με το (B) 

pCDNA3 – TLR4 (0,5 μg/~300.000 κφτταρα) ι με το (Γ) pCDNA3 – IL-1R1 (0,5 μg/~300.000 

κφτταρα). Σε όλα τα πειράματα οι τιμζσ λουςιωεράςθσ κανονικοποιικθκαν με τισ αντίςτοιχεσ 

τιμζσ β-γαλακτοςιδάςθσ (0,1 μg pGK-β-gal πλαςμιδίου αναωοράσ ανά ~300.000 κφτταρα). Τα 

αποτελζςματα εκωράηονται ωσ μζςοσ όροσ±s.d. από τρία τουλάχιςτον ανεξάρτθτα πειράματα. 

*p<0,05. 
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Είναι γνωςτό ότι θ γλουτακειόνθ είναι απαραίτθτθ για να αναγεννθκεί θ δραςτικι (ανθγμζνθ) 

μορωι τθσ GRX1, άρα χρειάηεται για τθν ενεργότθτα του ενηφμου (Yang Y et al., 1998). Επομζνωσ, 

ίςωσ αυτόσ να είναι ο ρόλοσ τθσ GSH ςτθν TRAF6-επαγόμενθ ενεργοποίθςθ του NF-κΒ, να 

ςυμμετζχει ςτθν αναγζννθςθ τθν GRX1. Ρροκειμζνου να διερευνιςουμε αυτι τθν υπόκεςθ, 

χρθςιμοποιιςαμε τισ ςτακερά επιμολυςμζνεσ κυτταρικζσ ςειρζσ HEK 293 και HeLa που 

περιγράψαμε και ελζγξαμε εάν θ ζλλειψθ τθσ GRX1 επθρεάηει το παραπάνω μονοπάτι με τα 

πειράματα επιμόλυνςθσ που περιγράωονται ςτισ Εικόνεσ 38Β και Γ. Η υπερζκωραςθ του TLR4 και 

του IL-1R1 μιμείται τθ ςθματοδότθςθ του LPS και τθσ IL-1 αντίςτοιχα και ενεργοποιεί το NF-κB 

μονοπάτι (Brint EK et al., 2002; Medzhitov R et al., 1997). Τόςο το LPS όςο και θ IL-1 

ενεργοποιοφν τον NF-κB μζςω του TRAF6 (Lomaga MA et al., 1999; Naito A et al., 1999). Τα 

κφτταρα που υποεκωράηουν τθν GRX1 παρουςιάηουν 45-63% λιγότερθ NF-κB ενεργοποίθςθ. Τα 

ςτοιχεία αυτά δείχνουν ότι θ TRAF6-διαμεςολαβοφμενθ ενεργοποίθςθ του NF-κB βαςίηεται ςτθ 

δράςθ τθσ GRX1. 

3.2.2.2 Ο TRAF6 γλουτακειονυλιϊνεται ςτθν περιοχι του RING δαχτφλου 

Από τθ ςτιγμι που θ GRX1 εμπλζκεται ςτθ διαδικαςία S-γλουτακειονυλίωςθσ/ 

απογλουτακειονυλίωςθσ διάωορων πρωτεϊνϊν (Gallogly MM and Mieyal JJ, 2007), διερευνιςαμε 

αν ο TRAF6 είναι S-γλουτακειονυλιωμζνοσ. Ανοςοκατακρθμνίςαμε TRAF6 από 

κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα TV7 και TGi14 κυττάρων και ανοςοςτυπϊςαμε κατά Western 

με αντι-TRAF6 και αντι-GSH αντιςϊματα. Ππωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 39Α, ο TRAF6 είναι S-

γλουτακειονυλιωμζνοσ υπό κανονικζσ ςυνκικεσ. Ο υπερεκωραςμζνοσ, ςθμαςμζνοσ με FLAG 

TRAF6, που ανοςοκατακρθμνίςτθκε με αντι-FLAG αντίςωμα βρζκθκε, επίςθσ, S-

γλουτακειονυλιωμζνοσ (Εικόνα 39B). Αντικζτωσ, ο ανοςοκατακρθμνιςμζνοσ, FLAG-ςθμαςμζνοσ 

ΔRF-TRAF6 δεν ιταν S-γλουτακειονυλιωμζνοσ, οπότε θ S-γλουτακειονυλίωςθ του TRAF6 

λαμβάνει χϊρα ςτο μοτίβο RING finger του μορίου. 

3.2.2.3 Ο TRAF6 απογλουτακειονυλιϊνεται μετά τθν επαγωγι με IL-1  

Από τθ ςτιγμι που θ GRX1 είναι υπεφκυνθ για τθν απογλουτακειονυλίωςθ αρκετϊν S-

γλουτακειονυλιωμζνων πρωτεϊνϊν, εξετάςαμε εάν ο TRAF6 υπόκειται ςε 

απογλουτακειονυλίωςθ κατά τθν επαγωγι. Κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα από HV7 κφτταρα 

ενεργοποιθμζνα ι μθ με IL-1 (15 ng/~300.000 κφτταρα, 25 min) χρθςιμοποιικθκαν για τθν 

ανοςοκατακριμνιςθ του TRAF6. Ανάλυςθ κατά Western ζδειξε ότι ο TRAF6 

απογλουτακειονυλιϊνεται κατά τθν επαγωγι με IL-1 (Εικόνα 40A). Η ςυνολικι 

απογλουτακειονυλίωςθ του TRAF6 είναι πολφ λιγότερθ ςτα HGR7 κφτταρα, ςτα οποία θ GRX1 

υποεκωράηεται (Εικόνεσ 40B Γ, ςφγκρινε ςτιλεσ 2 και 4). Τα αποτελζςματα αυτά υποδεικνφουν 

ότι θ απογλουτακειονυλίωςθ του TRAF6 που παρατθρείται κατά τθν επαγωγι ελζγχεται από τθν 

GRX1. 



131 

 

 

 

 

Εικόνα 39. Ο TRAF6 είναι S-γλουτακειονυλιωμζνοσ υπό φυςιολογικζσ ςυνκικεσ ςτθν περιοχι 

του RING finger.  

(A) Ανοςοκατακριμνιςθ TRAF6 από κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα TV7 και TGi14 κυττάρων. 

Με αντί-TRAF6 και αντί-GSH αντιςϊματα. Ο TRAF6 είναι S-γλουτακειονυλιωμζνοσ υπό 

ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ. (B) Ανοςοκατακριμνιςθ του FLAG-TRAF6 από κυτταροπλαςματικά 

εκχυλίςματα TV7 και TGi14 κυτάρων επιμολυςμζνων με pCDNA3-FLAG-TRAF6. Ανοςοςτφπωςθ 

κατά Western με αντι-FLAG και αντί-GSH αντιςϊματα αποκαλφπτουν ότι ο υπερεκωραςμζνοσ 

FLAG-ςθμαςμζνοσ TRAF6 είναι S-γλουτακειονυλιωμζνοσ υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ. (Γ) 

Ανοςοκατακριμνιςθ του FLAG-ΔRF TRAF6 από κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα TV7 και TGi14 

κυττάρων επιμολυςμζνων με pCDNA3-FLAG-ΔRF TRAF6. Ανάλυςθ με ανοςοςτφπωςθ κατά 

Western με αντί-FLAG και αντί-GSH αντιςϊματα αποκάλυψαν ότι ο ΔRF-TRAF6 δεν είναι S-

γλουτακειονυλιωμζνοσ. 
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Εικόνα 40. Ο TRAF6 απογλουτακειονυλιϊνεται κατά τθν επαγωγι με IL-1 και το βιμα αυτό 

ελζγχεται από τθν GRX1.  

(A) Ανοςοκατακριμνιςθ του TRAF6 από κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα HV7 κυττάρων 

ενεργοποιθμζνων ι μθ με IL-1 (15 ng/ml) για 25 min. Ο TRAF6 απογλουτακειονυλιϊνεται μετά 

τθν επαγωγι με IL-1. (B) Ανοςοκατακριμνιςθ του TRAF6 από κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα 

HV7 και HGR7 κυττάρων ενεργοποιθμζνων ι μθ με IL-1 (15 ng/ml) για 25 min. Οι πρωτεΐνεσ 

ανοςοκατακρθμνικθκαν με το αντί-TRAF6 αντίςωμα και ανοςοςτυπϊκθκαν κατά Western με τα 

αντί-TRAF6 και αντί-GSH αντιςϊματα. Η ςυνολικι απογλουτακειονυλίωςθ του TRAF6 είναι 

μεγαλφτερθ ςτα HV7 κφτταρα από ό,τι ςτα HGR7 που υποεκωράηουν τθν GRX1.  (Γ) Ροςοςτιαία 

(%) πυκνότθτα των ηωνϊν τθσ ανοςοςτφπωςθσ κατά Western. Οι πυκνότθτεσ των GSH ηωνϊν 

ζχουν κανονικοποιθκεί με βάςθ τισ πυκνότθτεσ των αντίςτοιχων TRAF6 ηωνϊν. Η 

απογλουτακειονυλίωςθ του TRAF6 κατά τθν επαγωγι με IL-1 είναι 5 ωορζσ λιγότερθ ςτα HGR7 

από ό,τι ςτα κφτταρα ελζγχου.  

3.2.2.4 Θ απογλουτακειονυλίωςθ του TRAF6 είναι απαραίτθτθ για τθν ενεργοποίθςι του    

Ο TRAF6 ζχει ενεργότθτα λιγάςθσ ουβικιτίνθσ και θ ενεργοποίθςι του βαςίηεται ςτθν αυτό-

πολυουβικιτίνωςι του (Deng L et al., 2000; Lamothe B et al., 2007). Για να διερευνιςουμε εάν θ 

GRX1 επθρεάηει τθν ενεργοποίθςθ του TRAF6, επιμολφναμε TV7 και TGi14 κφτταρα με FLAG-

ςθμαςμζνο TRAF6 μαηί με pCDNA3-HA-Ub και τον άδειο ωορζα κλωνοποίθςθσ ι τον pCDNA3-IL-

1R1 ωσ ενεργοποιθτι. Τα κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα από τα επιμολυςμζνα κφτταρα 
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χρθςιμοποιικθκαν για τθν ανοςοκατακριμνιςθ του FLAG-TRAF6 και εν ςυνεχεία 

ανοςοςτυπϊκθκαν κατά Western με τα αντι-FLAG και αντι-HA αντιςϊματα.  

 

Εικόνα 41. Θ πολυουβικιτίνωςθ του TRAF6 κατά τθν επαγωγι μειϊνεται αιςκθτά ςτα κφτταρα 

που υποεκφράηεται θ GRX1 και θ ελάττωςθ αυτι είναι ειδικι για τθν πρωτεΐνθ του TRAF6.  

(A) Η ενεργοποίθςθ – πολυουβικιτίνωςθ του TRAF6 μειϊνεται ςτα TV7. Ανοςοκατακριμνιςθ του 

FLAG-TRAF6 από κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα TV7 και TGi14 κυττάρων επιμολυςμζνων με 

τα pCDNA3-FLAG-TRAF6 και pCDNA3-HA-ubiquitin. Τα κφτταρα ςυνεπιμολφνκθκαν είτε με το 

pCDNA3-IL-1R1 ι με τον άδειο ωορζα pCDNA3. Οι πρωτεΐνεσ ανοςοςτυπϊκθκαν κατά Western 

με τα αντί-TRAF6 και αντί-HA αντιςϊματα. Η ουβικιτίνωςθ του TRAF6 μειϊνεται αιςκθτά ςτα 

κφτταρα με ελαττωμζνα επίπεδα GRX1 KD που ενεργοποιικθκαν με τον IL-1R1. (B) Ο pCDNA3-

FLAG-TRAF2 υπερεκωράςτθκε ςε TV7 και TGi14 μαηί με το pCDNA3-HA-ουβικιτίνθ και 

ανοςοκατακρθμνίςτθκαν με το αντί-FLAG αντίςωμα. Η ενεργοποίθςθ – πολυουβικιτίνωςθ του 

TRAF2 δε μειϊκθκε ςτα TGi14 κφτταρα.  

Ππωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 41A, θ ουβικιτίνωςθ του TRAF6 μειϊνεται ςτα κφτταρα όπου θ GRX1 

υποεκωράηεται. Αυτά τα αποτελζςματα δείχνουν ξεκάκαρα ότι θ απογλουτακειονυλίωςθ του 

TRAF6 απαιτείται για τθν αποτελεςματικι ουβικιτίνωςθ και τθ μετζπειτα ενεργοποίθςθ του 

μορίου. Η GRX1 ελζγχοντασ τθν απογλουτακειονυλίωςθ του TRAF6 ελζγχει και τθν ενεργοποίθςι 
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του. Η ειδικότθτα του ωαινομζνου αυτοφ υπογραμμίηεται από τθν παρατιρθςθ που 

αποτυπϊνεται ςτθν Εικόνα 41B. Ο υπερεκωραςμζνοσ TRAF2 ουβικιτινϊνεται και ςτισ δφο 

κυτταρικζσ ςειρζσ, αλλά θ μείωςθ τθσ GRX1 ωαίνεται να προωκεί αυτι τθν ουβικιτίνωςθ. 

3.2.3 Θ GRX1 ςυμμετζχει ςτθ μεταγραφικι ενεργοποίθςθ του γονιδίου τθσ IFNβ  

Ο IRF3 είναι απαραίτθτοσ μεταγραωικόσ παράγοντασ για τα γονίδια τθσ IFN. Ο IRF3 είναι ςυνεχϊσ 

παρϊν ςε λανκάνουςα κατάςταςθ ςτο κυτταρόπλαςμα. Σε κφτταρα που ζχουν προςβλθκεί από 

τον ιό Sendai (SV), ο IRF3 ωωςωορυλιϊνεται, ςχθματίηει ομοδιμερι, μεταβαίνει ςτον πυρινα, 

ςυνδζεται με τα γονίδια-ςτόχο και ενεργοποιεί τθ μεταγραωι του γονιδίου τθσ IFNβ 

αλλθλεπιδρϊντασ με τουσ ςυν-ενεργοποιθτζσ CBP/p300. Σε αυτι τθ μελζτθ, διερευνιςαμε εάν 

το παραπάνω μονοπάτι επθρεάηεται από τθν GRX1.  

3.2.3.1 Θ GRX1 είναι απαραίτθτθ για τθν ιικι ενεργοποίθςθ τθσ –110 γενετικισ περιοχισ  

Για να διερευνιςουμε κατά πόςο θ GRX1 ςυμμετζχει ςτο μονοπάτι ενεργοποίθςθσ του γονιδίου 

τθσ IFNβ, TV7 και TGi14 κφτταρα επιμολφνκθκαν με πλαςμίδια αναωοράσ είτε με τον -110-luc 

(υποκινθτισ τθσ IFNβ) ι με τον IL-8-υποκινθτι-luc και 18 ϊρεσ αργότερα μολφνκθκαν ι όχι με τον 

ιό Sendai για 9 ϊρεσ. Η υποζκωραςθ τθσ GRX1 οδιγθςε ςε περίπου 60% χαμθλότερθ 

ενεργοποίθςθ του ςυνόλου του υποκινθτι τθσ IFNβ κατά τθν ιικι προςβολι (Εικόνα 42Α), ενϊ 

δεν υπιρχε ςχεδόν καμία διαωορά ςτθν ενεργοποίθςθ του υποκινθτι τθσ IL-8 (Εικόνα 42Β). 

Τόςο ο υποκινθτισ τθσ IL-8 όςο και ο και -110 περιζχουν NF-κB και AP-1-κζςεισ δζςμευςθσ, αλλά 

ο πρϊτοσ ζχει κζςθ πρόςδεςθσ C/EBP αντί των IRF-κζςεων πρόςδεςθσ. Ζτςι, το επόμενο βιμα 

μασ ιταν να εξετάςουμε εάν θ μείωςθ των επιπζδων τθσ GRX1 επθρεάηει τθν ενεργοποίθςθ του 

NF-κB χρθςιμοποιϊντασ το PRDII4-luc (τζςςερισ NF-κB-κζςεισ πρόςδεςθσ) πλαςμίδιο αναωοράσ. 

Χρθςιμοποιιςαμε επίςθσ το PRDIII-Ι3-luc (12 IRF-κζςεισ πρόςδεςθσ) πλαςμίδιο αναωοράσ. Ππωσ 

βλζπουμε ςτισ Εικόνεσ 42Γ, Δ, θ NF-κB ενεργοποίθςθ ςτα μολυςμζνα με ιό TGi14 κφτταρα 

επθρεάςτθκε ελαωρά, ενϊ ςε αυτά τα κφτταρα θ IRF-εξαρτϊμενθ ενεργοποίθςθ μετά τθν ιικι 

μόλυνςθ μειϊκθκε αιςκθτά. Τα αποτελζςματα αυτά δείχνουν ότι GRX-1 απαιτείται για IRF- 

εξαρτϊμενθ μεταγραωι μετά τθν ιικι μόλυνςθ. 
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Εικόνα 42.  Ενεργοποίθςθ των πλαςμιδίων αναφοράσ –110, IL-8, PRDII και PRDIII-I ςτισ TV7 και 

TGi14 κυτταρικζσ ςειρζσ.  
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Τα κφτταρα επιμολφνκθκαν με τα πλαςμίδια  (0,3 μg ανά ~300.000 κφτταρα) και 18 h μετά 

επιμολφνκθκαν με τον ιό Sendai  (SV) για 9 h. (A) ενεργοποίθςθ του -110-luc, (B) ενεργοποίθςθ 

του IL-8-luc, (Γ) ενεργοποίθςθ του PRDII4–luc, (Δ) ενεργοποίθςθ του PRDIII–I3-luc. Σε όλα τα 

πειράματα οι τιμζσ λουςιωεράςθσ κανονικοποιικθκαν με τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ β-

γαλακτοςιδάςθσ (0,1 μg pGK-β-gal πλαςμιδίου αναωοράσ ανά ~300.000 κφτταρα). Τα 

αποτελζςματα εκωράηονται ωσ μζςοσ όροσ±s.d. από τρία τουλάχιςτον ανεξάρτθτα πειράματα. 

*p<0,05. 

Σε ςυμωωνία με τα παραπάνω βρίςκονται και τα αποτελζςματα από τα αντίςτοιχα πειράματα 

επιμόλυνςθσ ςτισ HGR7 και HV7 κυτταροςειρζσ (Εικόνα 43). 

 

Εικόνα 43.  Ενεργοποίθςθ των πλαςμιδίων αναφοράσ –110, IL-8, PRDIII-I και PRDII ςτισ HV7 και 

HGR7 κυτταρικζσ ςειρζσ.  

Τα κφτταρα επιμολφνκθκαν με τα πλαςμίδια  (0,3 μg ανά ~300.000 κφτταρα) και 18 h μετά 

μολφνκθκαν με τον ιό Sendai (SV) για 9 h. (A) ενεργοποίθςθ του -110-luc, (B) ενεργοποίθςθ του 

IL-8-luc, (Γ) ενεργοποίθςθ του PRDIII–I3-luc, (Δ) ενεργοποίθςθ του PRDII4–luc. Σε όλα τα 

πειράματα οι τιμζσ λουςιωεράςθσ κανονικοποιικθκαν με τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ β-

γαλακτοςιδάςθσ (0,1 μg pGK-β-gal πλαςμιδίου αναωοράσ ανά ~300.000 κφτταρα). Τα 
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αποτελζςματα εκωράηονται ωσ μζςοσ όροσ±s.d. από τρία τουλάχιςτον ανεξάρτθτα πειράματα. 

*p<0,05. 

3.2.3.2 Αποκατάςταςθ τθσ ιικισ επαγωγισ ςτα TGi14 μζςω υπερζκφραςθσ τθσ GRX1 Για να 

ελζγξουμε τθν ειδικότθτα τθσ παραπάνω παρατιρθςθσ, TV7 και TGi14 κφτταρα επιμολφνκθκαν 

με το πλαςμίδιο αναωοράσ PRDIII-Ι3-luc μαηί με τον άδειο ωορζα ι με το pIRES-GRX1 και 

μολφνκθκαν με τον ιό Sendai, όπωσ περιγράωεται παραπάνω. Ππωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 44, τα 

επιμολυςμζνα με τθν GRX1 κφτταρα ελζγχου όταν ενεργοποιθκοφν με τον ιό Sendai επάγουν τθ 

μεταγραωι πιο αποτελεςματικά ςε ςφγκριςθ με τα επιμολυςμζνα με τον άδειο ωορζα κφτταρα 

που ενεργοποιικθκαν από τον ίδιο ιό, υποδεικνφοντασ ςυνεργιςτικζσ αλλθλεπιδράςεισ 

(ςφγκρινε τισ ςτιλεσ 2, 3 και 4). Η επιμόλυνςθ των  TGi14 με GRX1 οδιγθςε ςτθν αποκατάςταςθ 

τθσ IRF-ενεργοποίθςθσ μετά τθν ιικι επαγωγι, ωκάνοντασ ςε επίπεδα παρόμοια με αυτά των 

κυττάρων ελζγχου που επιμολφνκθκαν με τον άδειο ωορζα και μολφνκθκαν με τον ιό (ςφγκρινε 

τισ ςτιλεσ 2 και 8). 

  

Εικόνα 44. Ενεργοποίθςθ του PRDIII-I πλαςμιδίου αναφοράσ ςε TV7 και TGi14 κφτταρα 

επιμολυςμζνα ι μθ με τθν GRX1 και ενεργοποιθμζνα ι μθ από το Sendai virus.  

Τα κφτταρα επιμολφνκθκαν με PRDIII-I3-luc (0,3 μg ανά ~300.000 κφτταρα) και GRX-1 (0,4 μg/ 

~300.000 κφτταρα) και 18 h μετά μολφνκθκαν με το Sendai virus για 9 h. Σε όλα τα πειράματα οι 

τιμζσ λουςιωεράςθσ κανονικοποιικθκαν με τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ β-γαλακτοςιδάςθσ (0,1 μg pGK-

β-gal πλαςμιδίου αναωοράσ ανά ~300.000 κφτταρα). *p<0,05. 

3.2.3.3 Τα επίπεδα τθσ GRX1 επθρεάηουν τθν παραγωγι τθσ IFNβ μετά τθν επαγωγι με ιό 

Για να εκτιμθκεί θ ωυςιολογικι ςυμμετοχι τθσ GRX1 ςτθν αντί-ιικι απόκριςθ, TV7 και TGi14 

κφτταρα μολφνκθκαν με τον ιό Sendai και 9 ϊρεσ μετά, απομονϊκθκε ςυνολικό RNA και 

χρθςιμοποιικθκε για τθν παραγωγι cDNA μζςω τθσ αντίδραςθσ τθσ αντίςτροωθσ μεταγραωισ 

(reverse transcription, rt). Το cDNA χρθςιμοποιικθκε ωσ εκμαγείο ςε θμι-ποςοτικι PCR 

προςδιοριςμοφ IFNβ και GAPDH (για τθν κανονικοποίθςθ των αποτελεςμάτων) (Εικόνα 45Α). 

Επίςθσ, πραγματοποιικθκε ποςοτικι PCR πραγματικοφ χρόνου για τθν IFNβ και τθν IL-8 (Εικόνα 
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45B). Και οι δφο αναλφςεισ ζδειξαν ότι ςτα TGi14 κφτταρα θ μεταγραωι του γονιδίου τθσ IFNβ 

μετά τθν ιικι επαγωγι ιταν μειωμζνθ, ενϊ θ παραγωγι τθσ IL-8 δεν επθρεάςτθκε, 

υποδεικνφοντασ ζναν βαςικό ρόλο για τθν GRX1 ςτθν πρωτογενι αντι-ιικι απόκριςθ των 

κυττάρων.   

 

 

Εικόνα 45. Θ υποζκφραςθ τθσ GRX1 μειϊνει δραςτικά τθ μεταγραφι του γονιδίου τθσ IFNβ 

μετά τθ μόλυνςθ με ιό.  

(A) Ημιποςοτικι rt–PCR για τθν ζκωραςθ τθσ IFNβ ςε TV7 και TGi14 ενεργοποιθμζνα με ιό ι όχι 

για 9 h. Το επάνω ςχιμα δείχνει τθν αντίςτοιχθ ζκωραςθ τθσ GAPDH ςε αυτά τα κφτταρα. (B) 

Real-time PCR για τθ γονιδιακι ζκωραςθ τθσ IFNβ (διάγραμμα αριςτερά) και τθσ IL-8 (διάγραμμα 

δεξιά), ςτα TV7 και TGi14 κφτταρα μολυςμζνα με ιό για 9 h. Και τα δφο πειράματα 

κανονικοποιικθκαν με τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ για GAPDH και τα αποτελζςματα παρουςιάηονται ωσ 

μ.ό. τθσ % ποςοςτιαίασ παραγωγισ mRNA±s.d. τριϊν ανεξάρτθτων πειραμάτων. *p<0,05. 

 

 

 



139 

 

3.2.3.4 GRX1-καταλυόμενθ απογλουτακειονυλίωςθ του IRF3 κατά τθν ιικι προςβολι 

Η GRX1 είναι ζνα ςυνεχϊσ ενεργό κυτταροπλαςματικό ζνηυμο, γνωςτό για τον ζλεγχο τθσ S-

γλουτακειονυλίωςθσ των πρωτεϊνϊν-ςτόχων (Gravina S and Mieyal J, 1993; Yang Y et al., 1998). 

Κακϊσ ο IRF3 είναι ζνασ μεταγραωικόσ παράγοντασ που εντοπίηεται ςε λανκάνουςα μορωι ςτο 

κυτταρόπλαςμα των μθ μολυςμζνων κυττάρων (Nguyen H et al., 1997), ελζγξαμε αν ο IRF3 ιταν 

S-γλουτακειονυλιωμζνοσ και αν θ GRX1 ελζγχει αυτι τθν τροποποίθςθ. TV7 κφτταρα 

προςβλικθκαν με ιό για 9h ι καλλιεργικθκαν παρουςία 200 mm BSO για 4 θμζρεσ ι δεν 

υπζςτθςαν τίποτα από τα παραπάνω. Ραραςκευάςτθκαν κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα και 

χρθςιμοποιικθκαν ςε πειράματα ανοςοκατακριμνιςθσ με αντίςωμα ενάντια ςτον IRF3 τα οποία 

ακολουκικθκαν από ανοςοςτφπωμα κατά Western με αντί-IRF3 και αντί-GSH αντιςϊματα 

(Εικόνα 46Α). Διαπιςτϊςαμε ότι ο IRF3 ιταν S-γλουτακειονυλιωμζνοσ ςε ανενεργι μορωι 

(ςτιλθ 1) και θ S-γλουτακειονυλίωςθ μειϊκθκε ςθμαντικά κατά τθν ιικι επαγωγι (ςτιλθ 2). Το 

ποςό του S-γλουτακειονυλιωμζνου IRF3 μετά τθν ιικι μόλυνςθ είναι ςε παρόμοια επίπεδα με 

εκείνο των μθ-μολυςμζνων κυττάρων που καλλιεργικθκαν ςε BSO (ςτιλθ 3). 

Ρραγματοποιικθκε, επίςθσ, ανοςοκατακριμνιςθ με αντί-STAT1 αντίςωμα ςε 

κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα TV7 κυττάρων ενεργοποιθμζνων ι μθ με αναςυνδυαςμζνθ  

IFNβ, ωσ πείραμα ελζγχου για τθν ειδικότθτα τθσ S-γλουτακειονυλίωςθσ. Ππωσ ωαίνεται ςτθν 

Εικόνα 46Β, δεν παρατθρικθκε S-γλουτακειονυλίωςθ ςτο STAT1 υπό κανονικζσ ςυνκικεσ ι μετά 

τθν επαγωγι με IFNβ. Για να εξετάςουμε τθν ειδικότθτα τθσ απογλουτακειονυλίωςθσ του IRF3 

μετά τθν επαγωγι με τον ιό, αξιολογιςαμε τθν ζκταςθ τθσ απογλουτακειονυλίωςθσ τθσ GAPDH, 

μίασ πρωτεΐνθσ που ζχει αναωερκεί ότι είναι S-γλουτακειονυλιωμζνθ (Lind C et al., 1998). Η 

GAPDH ανοςοκατακρθμνίςτθκε από κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα TV7 κυττάρων 

ενεργοποιθμζνων με τον ιό για 9 h ι μθ και ανοςοςτυπϊκθκαν κατά Western  με το αντί-GSH 

αντίςωμα. Δεν παρατθρικθκε διαωορά ςτθ S-γλουτακειονυλίωςθ τθσ GAPDH μετά τθν ιικι 

επαγωγι (Εικόνα 46Γ), γεγονόσ που υποδθλϊνει ότι θ δράςθ τθσ επαγωγισ του ιοφ Sendai ςτα 

επίπεδα S-γλουτακειονυλίωςθσ του IRF3 είναι ςυγκεκριμζνθ. Η GRX1 ιταν υπεφκυνθ για τθν 

απογλουτακειονυλίωςθ του IRF3, κακϊσ το ςυνολικό ποςό του S-γλουτακειονυλιωμζνου IRF3 

που απογλουτακειονυλιϊκθκε μετά τθν ιικι επαγωγι ςτα TGi14 κφτταρα ιταν πολφ μικρότερο, 

ςε ςφγκριςθ με τα κφτταρα ελζγχου (Εικόνα 46Δ). 

Στθ ςυνζχεια, αναλφςαμε τθν κατάςταςθ γλουτακειονυλίωςθσ του IRF3 που προςδζνει ςε Bio-

ISRE (ολιγονουκλεοτίδια που προςδζνουν IRF3) ςε πυρθνικά εκχυλίςματα από ενεργοποιθμζνα 

από ι μθ TV7 κφτταρα. Η πρόςδεςθ του IRF3 ςτο Bio-ISRE ολιγονουκλεοτίδιο παρατθρικθκε ςε 

πυρθνικά εκχυλίςματα από κφτταρα μολυςμζνα με τον ιό (Εικόνα 46Ε, ςτιλεσ 4 και 5). Ωςτόςο, 

δεν παρατθρικθκε S-γλουτακειονυλίωςθ ςτον IRF3 που προςδζνει ςτο DNA (ςτιλθ 2). Ο 

ανοςοκατακρθμνιςμζνοσ IRF3 από κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα μθ-ενεργοποιθμζνων TV7 

κυττάρων χρθςιμοποιικθκε ωσ κετικόσ μάρτυρασ για τθν S-γλουτακειονυλίωςθ (Εικόνα 46E, 

ςτιλθ 3). Τα αποτελζςματα αυτά δείχνουν ότι ο ενεργοποιθμζνοσ IRF3 που μπορεί να δεςμεφςει 

το DNA είναι απογλουτακειονυλιωμζνοσ, όμωσ, από αυτά τα πειράματα, δεν μποροφμε να 

ςυμπεράνουμε εάν θ γλουτακειονυλίωςθ επθρεάηει τθν πρόςδεςθ του IRF3 ςτο DNA. 
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Εικόνα 46. Ο IRF3 είναι S-γλουτακειονυλιωμζνοσ ςτθν ανενεργι κατάςταςθ και θ κατάςταςθ 

γλουτακειονυλίωςθσ αλλάηει μετά τθν ιικι μόλυνςθ.  

(A) Ο IRF3 ανοςοκατακρθμνίςτθκε από κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα (300 μg) TV7 κυττάρων 

χωρίσ καμία ενεργοποίθςθ ι μετά από ενεργοποίθςθ με τον ιό Sendai virus για 9 h ι μετά από 

καλλιζργεια 4 θμερϊν ςε κρεπτικό με 200 mM BSO. Οι πρωτεΐνεσ διαχωρίςτθκαν ςε SDS–PAGE 

και ανοςοςτυπϊκθκαν με αντί-IRF3 και αντί-GSH αντιςϊματα. (B) Κυτταροπλαςματικά 

εκχυλίςματα (300 μg) TV7 κυττάρων με ι χωρίσ επαγωγι από IFNβ (500 IU ml−1) για 30 min 

χρθςιμοποιικθκαν για τθν ανοςοκατακριμνιςθ του STAT1. Οι πρωτεΐνεσ διαχωρίςτθκαν ςε SDS–

PAGE και ανοςοςτυπϊκθκαν με αντί-STAT1 και αντί-GSH αντιςϊματα. (Γ) Ο GAPDH 

ανοςοκατακρθμνίςτθκε από κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα (300 μg) TV7 κυττάρων με ι χωρίσ 

επαγωγι από Sendai virus για 9 h. Οι πρωτεΐνεσ διαχωρίςτθκαν ςε SDS–PAGE και 

ανοςοςτυπϊκθκαν με αντί-GAPDH και αντί-GSH αντιςϊματα. (Δ) Ο IRF3 ανοςοκατακρθμνίςτθκε 

από κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα (300 μg) TV7 και TGi14 κυττάρων μθ ενεργοποιθμζνων ι 

ενεργοποιθμζνων με Sendai virus για 9 h. Οι πρωτεΐνεσ διαχωρίςτθκαν με SDS–PAGE και 

ανοςοςτυπϊκθκαν με αντί-IRF3 και αντί-GSH αντιςϊματα. (E) Δίκλωνο βιοτινυλιωμζνο-ISRE 

ολιγονουκλεοτίδιο προςδζκθκε ςε μαγνθτικά ςωαιρίδια ςτρεπταβιδίνθσ. Κςεσ ποςότθτεσ 

πυρθνικϊν εκχυλιςμάτων (100 μg) από TV7 κφτταρα μθ ενεργοποιθμζνων ι ενεργοποιθμζνων με 

Sendai virus για 4 h αναμίχκθκαν με τα Bio-ISRE ςωαιρίδια παρουςία ι απουςία μεταλλαγμζνου 

ISRE ι αγρίου τφπου ISRE, επωάςτθκαν ςε κερμοκραςία δωματίου για 20 min, πλφκθκαν και 

διαχωρίςτθκαν με SDS–PAGE. Οι πρωτεΐνεσ ανοςοςτυπϊκθκαν με αντί-IRF3 και αντί-GSH 

αντιςϊματα. Ανοςοκατακρθμνιςμζνοσ  IRF3 από κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα μθ 

ενεργοποιθμζνων TV7 κυττάρων χρθςιμοποιικθκε ωσ κετικό δείγμα ελζγχου (ςτιλεσ 3 και 9).  

3.2.3.5 Θ GRX1 δε χρειάηεται για το διμεριςμό και τθ μετάβαςι του IRF3 ςτον πυρινα  

Η ιογενισ μόλυνςθ ενεργοποιεί τον IRF3 μζςω ενόσ βιοχθμικοφ καταρράκτθ που οδθγεί ςτθ 

ωωςωορυλίωςθ και τον επακόλουκο διμεριςμό του μορίου. Ο ενεργοποιθμζνοσ IRF3 ειςζρχεται 

ςτον πυρινα, ςυνδζεται με μεταγραωικοφσ ςυν-ενεργοποιθτζσ και προωκεί τθ μεταγραωι των 

γονιδίων-ςτόχων (Lin et al., 1998; Sato et al., 1998; Weaver et al., 1998; Yoneyama et al., 1998). 

Για να διερευνθκεί κατά πόςον θ GRX1 διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτο διμεριςμό του IRF3, 

παραςκευάςτθκαν ολικά κυτταρικά εκχυλίςματα από TV7 και TGi14 κφτταρα, ενεργοποιθμζνα ι 

μθ από τον ιό Sendai για 9 ϊρεσ. Τα εκχυλίςματα διαχωρίςτθκαν ςε 7,5% μθ-αποδιατακτικι γζλθ 

και ανοςοςτυπϊκθκαν με το αντί-IRF3 αντίςωμα (Εικόνα 47Α). Η μείωςθ τθσ ζκωραςθσ τθσ GRX1 

ςτα TGi14 κφτταρα δεν επθρζαςε το ςχθματιςμό του ομοδιμεροφσ του IRF3 από τθν ιικι 

επαγωγι (ςυγκρίνε ςτιλεσ 2 και 4).  
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Εικόνα 47. Θ μείωςθ των επιπζδων τθσ GRX1 δεν επθρεάηει το διμεριςμό και τθν πυρθνικι 

μεταβίβαςθ του IRF3 μετά τθν ιικι μόλυνςθ.  

(A) Ανάλυςθ του IRF3 με ανοςοςτφπωςθ κατά Western ςε TV7 και TGi14 κφτταρα 

ενεργοποιθμζνα ι μθ με ιό Sendai για 9 h. Ολικά κυτταρικά εκχυλίςματα (20 μg) διαχωρίςτθκαν 

ςε 7,5% μθ-αποδιατακτικι γζλθ ακρυλαμίδθσ και το ενεργό διμερζσ του IRF3 είναι ορατό. (B) TV7 

και TGi14 κφτταρα επιμολφνκθκαν με GFP–IRF3 (0,5 μg ανά ~300,000 κφτταρα) και διεγζρκθκαν 

ι όχι με ιό για 16 h. Η πυρθνικι μεταβίβαςθ του GFP–IRF3 μετρικθκε με μικροςκοπικι 

παρατιρθςθ 250 ηωντανϊν κυττάρων ςε κάκε «πθγάδι». (Γ) Το ποςοςτό των κυττάρων ςτα 

οποία ζχει επαχκεί θ πυρθνικι μετατόπιςθ του GFP–IRF3 από τον ιό. 

Επιπλζον, τα πειράματα πυρθνικισ μετατόπιςθσ που πραγματοποιικθκαν ςε TV7 και TGi14 

κφτταρα, επιμολυςμζνα με τον GFP-IRF3 και ςτθ ςυνζχεια ενεργοποιθμζνα με τον ιό Sendai, δεν 

ζδειξαν ςθμαντικζσ διαωορζσ ςτθν πυρθνικι μεταβίβαςθ του IRF3 μεταξφ των δφο κυτταρικϊν 

ςειρϊν (Εικόνα 47B και Γ). 
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3.2.3.6 Θ GRX1 είναι απαραίτθτθ για τθν ικανότθτα του IRF3 να προωκεί τθ μεταγραφι 

Αωοφ ο IRF3 μπορεί να ενεργοποιθκεί και να μετατοπιςτεί ςτον πυρινα ακόμα και παρουςία 

μειωμζνων επιπζδων GRX1, εξετάςαμε αν θ απογλουτακειονυλίωςθ είναι απαραίτθτθ για τθν 

προϊκθςθ τθσ μεταγραωισ από τον IRF3.  

Επιμολφναμε τισ δφο κυτταρικζσ ςειρζσ με το πλαςμίδιο αναωοράσ GAL4-luc και το GAL4-IRF3 

ςτο οποίο θ περιοχι του IRF3 για τθν πρόςδεςθ ςτο DNA ζχει αντικαταςτακεί με τθν αντίςτοιχθ 

του GAL4, διαςωαλίηοντασ ζτςι τθν πρόςδεςθ ςτο πλαςμίδιο αναωοράσ GAL4-luc. Επιπλζον, το 

πλαςμίδιο αυτό ωζρει το δικό τθσ ςιμα εντοπιςμοφ ςτον πυρινα (NLS) για να εγγυθκεί τθν 

είςοδο του παράγοντα ςτον πυρινα. Ππωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 48Α, μετά τθν ιικι μόλυνςθ, θ 

μεταγραωικι ενεργοποίθςθ του GAL4-luc ιταν 80% μικρότερθ ςτα TGi14 κφτταρα ςε ςφγκριςθ 

με τα κφτταρα ελζγχου (ςτιλεσ 2 και 4), γεγονόσ που υποδθλϊνει ότι θ μείωςθ τθσ GRX1 

επθρεάηει τθν ικανότθτα του παράγοντα να προωκιςει τθ μεταγραωι μζςω τθσ περιοχισ 

ετερόπλευρθσ ενεργοποίθςθσ. Για να εξαςωαλιςτεί ότι θ ικανότθτα πρόςδεςθσ των GAL4 

καταςκευϊν δεν επθρεάηεται από τθ μείωςθ τθσ GRX1, πραγματοποιικθκαν αντίςτοιχα 

πειράματα με GAL4-VP16, ζναν ιςχυρό ενεργοποιθτι τθσ μεταγραωισ. Δεν παρατθρικθκαν 

ςθμαντικζσ διαωορζσ ςτθν ενεργοποίθςθ του GAL4-luc πλαςμιδίου αναωοράσ μεταξφ των TV7 

και των TGi14 κυτταρικϊν ςειρϊν (Εικόνα 48Β). 

 

 

Εικόνα 48. Θ GRX-1 επθρεάηει τθν ικανότθτα του IRF3 να προωκεί τθ μεταγραφι μζςω τθσ 

περιοχισ του ετερόπλευρθσ ενεργοποίθςθσ.  
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(A) Μζςθ ενεργοποίθςθ του πλαςμιδίου αναωοράσ GAL4-luc (0,5 μg ανά ~300.000 κφτταρα) ςε 

TV7 και TGi14 κφτταρα επιμολυςμζνα και με το GAL4–IRF3 DN133 (0,2 μg ανά ~300.000 κφτταρα) 

ενεργοποιθμζνα ι μθ με ιό για 9 h. Σε όλα τα πειράματα οι τιμζσ λουςιωεράςθσ 

κανονικοποιικθκαν με τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ β-γαλακτοςιδάςθσ (0,1 μg pGK-β-gal πλαςμιδίου 

αναωοράσ ανά ~300.000 κφτταρα). Τα αποτελζςματα εκωράηονται ωσ μζςοσ όροσ±s.d. από τρία 

τουλάχιςτον ανεξάρτθτα πειράματα. (B) Μζςθ ποςοςτιαία ενεργοποίθςθ (%) του GAL4-luc 

πλαςμιδίου αναωοράσ (0,5 μg ανά ~300.000 κφτταρα) ςε TV7 και TGi14 κφτταρα επιμολυςμζνα 

και με το GAL4-VP16 (0,2 μg ανά ~300.000 κφτταρα) ενεργοποιθμζνα ι μθ με ιό για 9 h. Σε όλα τα 

πειράματα οι τιμζσ λουςιωεράςθσ κανονικοποιικθκαν με τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ β-

γαλακτοςιδάςθσ (0,1 μg pGK-β-gal πλαςμιδίου αναωοράσ ανά ~300.000 κφτταρα). Τα 

αποτελζςματα εκωράηονται ωσ μζςοσ όροσ±s.d. από τρία τουλάχιςτον ανεξάρτθτα πειράματα. 

*p<0,05. 

3.2.3.7 Θ απογλουτακειονυλίωςθ του IRF3 απαιτείται για τθν αλλθλεπίδραςθ IRF3–CBP  

Ο IRF3 ωζρει μία υδρόωοβθ επιωάνεια, που εκτίκεται κατά τθ δθμιουργία του διμεροφσ, 

προςελκφει το CBP/p300 ςυν-ενεργοποιθτι και λειτουργεί ωσ περιοχι ετερόπλευρθσ 

ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραωισ (Qureshi SA et al., 1996). Αωοφ θ GRX1 ιταν απαραίτθτθ για τθν 

ενεργοποίθςθ τθσ μεταγραωισ από τον IRF3, διερευνικθκε θ πικανότθτα να επθρεάηει τθν 

αλλθλεπίδραςθ IRF3-CBP. Για να εξετάςουμε αν θ υπερζκωραςθ του CBP μπορεί να 

αποκαταςτιςει τθν απϊλεια τθσ μεταγραωικισ ενεργότθτασ του IRF3, όταν μειϊνονται τα 

επίπεδα τθσ GRX1, διεξιχκθςαν τα πειράματα επιμόλυνςθσ που περιγράωονται ςτθν Εικόνα 49.  

Ππωσ ιταν αναμενόμενο, θ υπερζκωραςθ του CBP βελτίωςε τθ μεταγραωικι ενεργοποίθςθ 

όλων των πλαςμιδίων αναωοράσ που χρθςιμοποιικθκαν (GAL4-luc, PRDIII-Ι3-luc και-110-luc), 

αλλά δεν μπόρεςε να αποκαταςτιςει τθν ικανότθτα ετερόπλευρθσ ενεργοποίθςθσ τθσ 

μεταγραωισ από τον IRF3 ςτα TGi14 κφτταρα (ςφγκρινε τισ ςτιλεσ 4 και 8 ςτισ Εικόνεσ 49A , Β 

και Γ). Τα αποτελζςματα αυτά δείχνουν ότι ο IRF3 δεν μπορεί να αλλθλεπιδρά αποτελεςματικά 

με το CBP, αν δεν απογλουτακειονυλιωκεί. Αντίκετα, θ μεταγραωικι ενεργοποίθςθ του 

πλαςμιδίου αναωοράσ με τον υποκινθτι τθσ IL-8 δεν επθρεάςτθκε ςτα TGi14 κφτταρα, 

δείχνοντασ ότι θ GRX1 δεν μεταβάλλει τθν ικανότθτα του CBP να ενεργοποιιςει τθ μεταγραωι 

(Εικόνα 49Δ, ςφγκρινε τισ ςτιλεσ 4 και 8).  
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Εικόνα 49. Θ ενεργοποίθςθ των πλαςμιδίων αναφοράσ GAL4-luc, PRDIII-I και -110 ςτα TV7 και 

TGi14 κφτταρα κατά τθν υπερζκφραςθ του CBP.  

Μζςθ ενεργοποίθςθ των πλαςμιδίων αναωοράσ ςε TV7 και TGi14 κφτταρα επιμολυςμζνα και με 

το RSV–CBP (0,5 μg ανά ~300.000 κφτταρα) μολυςμζνα ι μθ με ιό για 9 h. (A) GAL4-luc (0,5 μg 

ανά ~300.000 κφτταρα) και GAL-4–IRF3 DN133 (0,2 μg ανά ~300.000 κφτταρα), (B) -110-luc (0,3 

μg ανά ~300.000 κφτταρα), (Γ) PRDIII–I3-luc (0,3 μg ανά ~300.000 κφτταρα), (Δ) IL-8-luc (0,5 μg 

ανά ~300.000 κφτταρα). Και ςτα τζςςερα πειράματα οι τιμζσ τθσ λουςιωεράςθσ ζχουν 

κανονικοποιθκεί βάςει τθσ ποςότθτασ του ςυνόλου των πρωτεϊνϊν ςτα εκχυλίςματα και τα 

αποτελζςματα εκωράηονται ωσ μ.ό.±s.d. από τουλάχιςτον τρία ανεξάρτθτα πειράματα. *p<0,05. 

Για να διερευνθκεί περαιτζρω ο ρυκμιςτικόσ ρόλοσ τθσ GRX1 ςτθν αλλθλεπίδραςθ IRF3-CBP, 

παραςκευάςτθκαν πυρθνικά εκχυλίςματα από TV7 και TGi14 κφτταρα ενεργοποιθμζνα για 9 
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ϊρεσ με τον ιό Sendai, ανοςοκατακρθμνίςτθκαν με αντι-CBP αντίςωμα και με Western 

ανοςοςτφπωςθ ανιχνεφκθκαν ο CBP και ο IRF3.  

Ππωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 50Α, ςυγκατακρθμνίςτθκε πολφ λιγότεροσ IRF3 με το CBP ςτα 

μολυςμζνα με τον ιό TGi14 κφτταρα από ό,τι ςτα αντίςτοιχα TV7 κφτταρα, αν και τα ποςά του 

ανοςοκατακρθμνιςμζνου CBP ιταν παρόμοια (ςφγκρινε τισ ςτιλεσ 6 και 8). Αυτά τα 

αποτελζςματα ζδειξαν ότι θ GRX1 ιταν αναγκαία για τθν αποτελεςματικι αλλθλεπίδραςθ του 

CBP με τον ενεργοποιθμζνο IRF3 ςτα μολυςμζνα από τον ιό κφτταρα. Ρροκειμζνου να 

επιβεβαιωκεί θ παρατιρθςθ ότι ο S-γλουτακειονυλιωμζνοσ IRF3 δεν δεςμεφει το CBP, 

επεξεργαςτικαμε πυρθνικά εκχυλίςματα από TGi14 κφτταρα μολυςμζνα ι μθ από τον ιό με DTT 

(μθ-ειδικό αναγωγικό των διςουλωιδικϊν δεςμϊν) ι με κακαριςμζνθ hGRX-1 πριν από τθν 

ανοςοκατακριμνιςθ με CBP. Ππωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 50Β, θ επεξεργαςία με DTT είχε ωσ 

αποτζλεςμα τθν ακόμα μικρότερθ από κοινοφ κατακριμνιςθ του IRF3 με το CBP (ςφγκρινε τισ 

ςτιλεσ 5 και 6), γεγονόσ που υποδθλϊνει ότι οριςμζνοι διςουλωιδικοί δεςμοί απαιτοφνται για 

τθν αποτελεςματικι αλλθλεπίδραςθ μεταξφ CBP και ενεργοποιθμζνου IRF3. Αντίκετα, μετά τθν 

επεξεργαςία με GRX1, θ ςυγκατακριμνιςθ IRF3 αυξικθκε ζντονα ςτα μολυςμζνα από τον ιό 

πυρθνικά εκχυλίςματα (Εικόνα 50Γ, ςφγκρινε τισ ςτιλεσ 5 και 6). Τα αποτελζςματα αυτά 

υποδεικνφουν ότι θ απογλουτακειονυλίωςθ του IRF3 απαιτείται για τθν αποτελεςματικι 

αλλθλεπίδραςι του με το CBP. Στο πείραμα ελζγχου δείξαμε ότι θ αναςυνδυαςμζνθ ανκρϊπινθ 

GRX1 (hr GRX1) μπορεί να απογλουτακειονυλιϊςει τον IRF3 υπό πειραματικζσ ςυνκικεσ (Εικόνα 

50Δ). 

 

Εικόνα 50. Θ μείωςθ των επιπζδων τθσ GRX1 επθρεάηει τθν αλλθλεπίδραςθ IRF3–CBP.  

(A) Ανοςοκατακριμνιςθ του CBP από πυρθνικά εκχυλίςματα (150 mg) TV7 και TGi14 κυττάρων 

μολυςμζνων ι μθ με ιό για 9 h. Οι πρωτεΐνεσ διαχωρίςτθκαν με SDS–PAGE και ανιχνεφτθκαν με 

αντί-IRF3 και αντί-CBP αντιςϊματα. (B) Ανοςοκατακριμνιςθ του CBP από πυρθνικά εκχυλίςματα 

(300 mg) επεξεργαςμζνα ι μθ με DTT (10mM για 15 min ςτουσ 250C) από TGi14 κφτταρα 
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ενεργοποιθμζνα ι μθ με ιό για 9 h. Οι πρωτεΐνεσ ανοςοςτυπϊκθκαν κατά Western με αντί-IRF3 

και αντί-CBP αντιςϊματα. (Γ) Ανοςοκατακριμνιςθ του CBP από πυρθνικά εκχυλίςματα (300 mg) 

επεξεργαςμζνα ι μθ με hGRX1 (400 mg/ml για 15 min ςτουσ 250C) από TGi14 κφτταρα 

ενεργοποιθμζνα ι μθ με ιό για 9 h. Οι πρωτεΐνεσ ανοςοςτυπϊκθκαν κατά Western με αντι-IRF3 

και αντι-CBP αντιςϊματα. (Δ) Ανοςοκατακριμνιςθ του IRF3 από κυτταροπλαςματικά 

εκχυλίςματα (300 mg) επεξεργαςμζνα ι μθ με hr GRX1 (400 mg/ml για 15 min ςτουσ 250C) TV7 

κυττάρων. Οι πρωτεΐνεσ ανοςοςτυπϊκθκαν κατά Western με αντι-IRF3 και αντι-GSH αντιςϊματα. 

3.2.3.8 Σε ποια κυςτεΐνθ λαμβάνει χϊρα θ γλουτακειονυλίωςθ? 

Ο ρόλοσ των κυςτεϊνϊν ςτθ δράςθ τθσ ετερόπλευρθσ ενεργοποίθςθσ του IRF3 διερευνικθκε με 

πειράματα επιμόλυνςθσ μεταλλαγμζνων μορωϊν του  IRF3 που ζωεραν αντικαταςτάςεισ 

κυςτεΐνθσ ςε ςερίνθ. Καταςκευάςαμε ζξι ςθμειακά μεταλλαγμζνεσ μορωζσ για κάκε μία από τισ 

κυςτεΐνεσ του IRF3 (C167S, C222S, C267S, C289S, C347S and C371S) και αναλφςαμε τα επίπεδα 

γλουτακειονυλίωςθσ αυτϊν των μεταλλαγμζνων πρωτεϊνϊν ςε πειράματα ανοςοκατακριμνιςθσ 

από επιμολυςμζνα TV7 κφτταρα. Πλεσ οι παραπάνω πρωτεΐνεσ βρζκθκαν S-

γλουτακειονυλιωμζνεσ, υποδεικνφοντασ ότι υπάρχουν περιςςότερεσ από μία 

γλουτακειονυλιωμζνεσ κυςτεΐνεσ ςτο μόριο.    

   1 mgtpkprilp wlvsqldlgq legvawvnks rtrfripwkh glrqdaqqed fgifqawaea 

61 tgayvpgrdk pdlptwkrnf rsalnrkegl rlaedrskdp hdphkiyefv nsgvgdfsqp 

     121 dtspdtnggg stsdtqedil dellgnmvla plpdpgppsl avapepcpqp lrspsldnpt 

     181 pfpnlgpsen plkrllvpge ewefevtafy rgrqvfqqti scpeglrlvg sevgdrtlpg 

     241 wpvtlpdpgm sltdrgvmsy vrhvlsclgg glalwragqw lwaqrlghch tywavseell 

     301 pnsghgpdge vpkdkeggvf dlgpfivdli tftegsgrsp ryalwfcvge swpqdqpwtk 

     361 rlvmvkvvpt clralvemar vggasslent vdlhisnshp lsltsdqyka ylqdlvegmd 

     421 fqgpges 

Εικόνα 51. Θ αμινοξικι αλλθλουχία του IRF3 ςτον άνκρωπο (NP_001562). 

Ζχουν ςθμειωκεί οι κυςτεΐνεσ του μορίου. 

Επίςθσ, ελζγξαμε τθν ικανότθτα ετερόπλευρθσ ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραωισ ςε πειράματα 

επιμόλυνςθσ ςε TV7 και TGi14 κφτταρα. Στα TV7 κφτταρα, οι μεταλλαγζσ C164S και C267S είχαν 

τθν ίδια ικανότθτα ετρόπλευρθσ ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραωισ με τον άγριου τφπου IRF3. Η 

μεταλλαγι των κυςτεϊνϊν 222 ι 347 οδιγθςε ςε 25 και 30% μικρότερθ ενεργοποίθςθ, 

αντίςτοιχα. Τζλοσ, θ μεταλλαγι των κυςτεϊνϊν 289 ι 371 οδιγθςε ςε 50% μείωςθ τθσ 

ικανότθτασ ετερόπλευρθσ ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραωισ, αντίςτοιχα (Εικόνα 52). Τα 

αποτελζςματα αυτά υποδεικνφουν ότι περιςςότερεσ τθσ μίασ κυςτεΐνθσ μπορεί να εμπλζκονται 
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ςτθν ικανότθτα του IRF3 να ενεργοποιεί τθ μεταγραωι, ενδεχομζνωσ μζςω ενόσ δικτφου δεςμϊν 

κείου.  

 

Εικόνα 52. Ικανότθτα ετερόπλευρθσ ενεργοποίθςθσ των διαφόρων μορφϊν μεταλλαγμζνου 

IRF3. Μζςθ ποςοςτιαία μεταγραωικι ενεργοποίθςθ (%) του πλαςμιδίου αναωοράσ PRDIII-I3-luc 

(0,3μg ανά ~300.000 κφτταρα) ςε TV7 (πίνακασ δεξιά) και TGi14 κφτταρα (πίνακασ αριςτερά), 

επιμολυςμζνα με αγρίου τφπου (WT) IRF3 ι με μεταλλάξεισ του (04μg ανά ~300.000 κφτταρα) 

και ενεργοποιθμζνα με ιό Sendai για 6h. Τα αποτελζςματα εκωράηονται ωσ μ.ό.sd από 

τουλάχιςτον τρία ανεξάρτθτα πειράματα. Με ανοςοςτφπωςθ κατά Western εξετάςτθκαν τα 

επίπεδα ζκωραςθσ των μεταλλαγμζνων IRF3 και βρζκθκαν ίδια. 
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Τα ςυςτιματα τθσ κειορεδοξίνθσ και τθσ γλουταρεδοξίνθσ διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτθν 

κυτταρικι άμυνα ενάντια ςτο οξειδωτικό ςτρεσ και ςτθ διατιρθςθ τθσ οξειδοαναγωγικισ 

ομοιόςταςθσ λόγω τθσ ρφκμιςθσ τθσ ανταλλαγισ κειόλθσ-διςουλωιδίου. Οι ιςομορωζσ τθσ 

κειορεδοξίνθσ TRX1 (κυτταροπλαςματικι μορωι) και TRX2 (μιτοχονδριακι μορωι) μποροφν να 

ανάγουν ενδο-και διαμοριακοφσ διςουλωιδικοφσ δεςμοφσ πρωτεϊνϊν, κυρίωσ περοξυρεδοξινϊν, 

που διαςποφν οργανικά υδροπεροξείδια, Η2Ο2 και περοξυνιτρικό. Η NADPH-εξαρτϊμενθ 

αναγωγάςθ τθσ κειορεδοξίνθσ, θ οποία ανάγει ζνα εφροσ υποςτρωμάτων ςυμπεριλαμβανομζνθσ 

τθσ οξειδωμζνθσ μορωισ τθσ κειορεδοξίνθσ, μπορεί επίςθσ να ανάγει άμεςα λιπιδικά 

υδροπεροξείδια, Η2Ο2, το διχδροαςκορβικό και το λιποϊκό οξφ. Η γλουταρεδοξίνθ, τθσ οποίασ οι 

κφριεσ ιςομορωζσ ςτα κθλαςτικά είναι οι GRX1, GRX2, GRX3 και GRX5, δρα μζςω ενόσ 

μθχανιςμοφ παρόμοιου με τθσ κειορεδοξίνθσ και ςυντελεί και αυτι ςτθ διατιρθςθ του 

αναγωγικοφ περιβάλλοντοσ ενδοκυττάρια. Σε αντίκεςθ, όμωσ, με τθ κειορεδοξίνθ, θ 

γλουταρεδοξίνθ ανάγει μικτά διςουλωίδια με GSH και καταλφει τθν αντίδραςθ όχι μόνο μζςω 

του δικειολικοφ μθχανιςμοφ, αλλά και μζςω τθσ μονοκειολικισ αναγωγισ (βλζπε κεφάλαιο 

1.2.2). Εκτόσ από το ρόλο τουσ ςτθν αντιοξειδωτικι άμυνα του κυττάρου, οι παραπάνω 

πρωτεΐνεσ διαδραματίηουν πλθκϊρα ςθμαντικϊν λειτουργιϊν που απαιτοφνται για τθν επιβίωςθ 

του κυττάρου: ρυκμίηουν τισ ενεργότθτεσ μεταγραωικϊν παραγόντων, λειτουργοφν ωσ ενηυμικοί 

ςυμπαράγοντεσ, λαμβάνουν μζροσ ςτθ ρφκμιςθ του κυτταρικοφ κφκλου και εμπλζκονται ςε 

αντιαποπτωτικοφσ μθχανιςμοφσ.  

Στόχοσ τθσ παροφςασ διδακτορικισ διατριβισ ιταν θ ανάδειξθ του ρόλου μελϊν τθσ 

υπεροικογζνειασ των κειορεδοξινϊν ςε διαωορετικά είδθ ςτρεσ. 

4.1 ΤΟ ΣΥΣΤΘΜΑ ΤΘΣ ΘΕΙΟΕΔΟΞΙΝΘΣ ΚΑΙ Θ ΝΟ-ΕΡΑΓΟΜΕΝΘ HIF-1α  

Τα τελευταία 15 χρόνια ζχουν δθμοςιευτεί αρκετζσ ζρευνεσ που εμπλζκουν το ςφςτθμα τθσ 

κειορεδοξίνθσ ςτθν ενεργοποίθςθ του HIF-1. Για παράδειγμα, ζχει δειχτεί ότι θ υπερζκωραςθ τθσ 

TRX1 προωκεί τθ δράςθ του HIF-1 (Ema M et al., 1999; Huang LE et al., 1996; Zhou J et al., 2007) 

και κινθτοποιεί τθν αφξθςθ τθσ HIF-1α πρωτεΐνθσ τόςο κάτω από ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ 

οξυγόνου όςο και ςε υποξικζσ (Welsh SJ et al., 2002; Zhou J et al., 2007). Ραράλλθλα, θ 

εξαςκζνθςθ τθσ ενεργότθτασ τθσ TRXR1 εμποδίηει τθν trans ενεργοποίθςθ τθσ μεταγραωισ από 

το HIF-1 (Moos PJ et al., 2003). Από τθν άλλθ, θ TRX2 ωαίνεται να εμποδίηει τθ μετάωραςθ τθσ 

HIF-1α υπομονάδασ (Zhou J et al., 2007). Τζλοσ, θ υπερζκωραςθ τθσ TRX2 αλλοιϊνει το επίπεδο 

των ROS, το οποίο ωσ γνωςτόν επθρεάηει τθ ςθματοδότθςθ από το NO (Kohl R et al., 2006; 

Thomas DD et al., 2006). Θελιςαμε, λοιπόν, να εξακριβϊςουμε εάν θ TRX1 ι θ TRX2 επθρεάηει 

τθν ενεργοποίθςθ τθσ HIF-1α από το NO.   

Οι δότεσ NO μποροφν να χρθςιμοποιιςουν διακριτά μονοπάτια για να επθρεάςουν τα επίπεδα 

τθσ HIF-1α, τα οποία εξαρτϊνται είτε από τθ ςυγκζντρωςθ που χρθςιμοποιείται είτε από τον 

κυτταρικό τφπο. Οι υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ NO μειϊνουν τθν ουβικιτίνωςθ και τθν υδροξυλίωςθ 

τθσ HIF-1α, εμποδίηουν τθν πρόςδεςθ του pVHL ςτθ ςυγκεκριμζνθ υπομονάδα και, τελικά, τθ 

ςτακεροποιοφν (Metzen E et al., 2003). Από τθν άλλθ, οι χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ NO είναι 

δυνατόν να οδθγιςουν ςε ςυςςϊρευςθ HIF-1α λόγω ενίςχυςθσ τθσ ςφνκεςισ τθσ μζςω του 

μονοπατιοφ PI3K ι MAPK (Kasuno K et al., 2004) (Εικόνα 53).  
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Εικόνα 53. Σθμαντικά μονοπάτια που ρυκμίηουν τθ μετάφραςθ τθσ HIF-1α. 

Υπό ςυνκικεσ ωυςιολογικισ ςυγκζντρωςθσ οξυγόνου το mRNA τθσ HIF-1α μεταωράηεται μζςω 

μθχανιςμϊν που εξαρτϊνται από το κάλυμμα (cap-dependent translation). Σε ςυγκεκριμζνεσ 

κυτταρικζσ ςυνκικεσ θ μετάωραςθ τθσ παραπάνω υπομονάδασ μπορεί να κινθτοποιθκεί από 

αναπτυξιακοφσ παράγοντεσ (GFs), ογκοπρωτεΐνεσ ι κυτοκίνεσ που ενεργοποιοφν τα μονοπάτια 

των PI3K-Akt–mTOR και των MAPK (RAS–MEK–ERK). Ζχει προτακεί ότι κατά τθν υποξία θ HIF-1α 

μπορεί να μεταωραςκεί και μζςω ενόσ μθχανιςμοφ που δεν εξαρτάται από το κάλυμμα (cap-

independent translation), πικανότατα μζςω του IRES (Koh MY et al., 2008).  

PTB: πρωτεΐνθ που δζνει ςε πολυπυριμιδίνθ, TSC: ςφμπλοκο οηϊδουσ ςκλιρυνςθσ, PERK: κινάςθ του 

ενδοπλαςματικοφ δικτφου που μοιάηει με τθν PKR, MNK: κινάςεσ που ενςωματϊνουν το ΜΑΚ ςινιάλο, 

TC: τριμερζσ ςφμπλοκο. 

Ο δότθσ NO που χρθςιμοποιείται ςτα πειράματά μασ δεν επθρεάηει τθν κατάςταςθ 

ωωςωορυλίωςθσ των MAPK ι p70S6K ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα, ςυνεπϊσ το NO ωαίνεται να 

επεμβαίνει ςτθν ενεργότθτα που ζχει θ PHD να αναςτζλλει τθν αποικοδόμθςθ τθσ HIF-1α και 

άρα ςυςςωρεφεται θ πρωτεΐνθ. Οι μεταβολζσ ςτθν ζκωραςθ των κειορεδοξινϊν επθρεάηουν τθ 

βαςικι ενεργότθτα των MAPK και p70S6K, που ςυνειςωζρει ςτον ζλεγχο τθσ μετάωραςθσ του 

mRNA τθσ HIF-1α, χωρίσ ωςτόςο υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ να προκαλεί ςτακεροποίθςθ τθσ 

αντίςτοιχθσ πρωτεΐνθσ, πικανότατα επειδι θ αποικοδόμθςθ τθσ HIF-1α ςυνεχίηει να υπερβαίνει 

τουσ βαςικοφσ ρυκμοφσ πρωτεϊνικισ ςυςςϊρευςθσ. Ραρόλα αυτά, κάποια αλλαγι ςτθ 

μετάωραςθ τθσ HIF-1α γίνεται εμωανισ, όταν ο δότθσ NO παρεμβαίνει ςτθν αποικοδόμθςι τθσ. 

Στθν παροφςα μελζτθ, διαπιςτϊςαμε ότι θ κυτταροπλαςματικι TRX1 ενιςχφει τθ ςυςςϊρευςθ 

τθσ HIF-1α ωσ απόκριςθ ςτο NO που παράγεται από το GSNO ι ενδογενϊσ μζςω τθσ ΝΟ-
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ςυνκετάςθσ. Από τθν άλλθ οι μιτοχονδριακζσ TRX2 ι TRXR2 ζχουν τθν αντίκετθ δράςθ. Οι 

παραπάνω παρατθριςεισ επιβεβαίωςαν προθγοφμενεσ μελζτεσ που ζδειχναν ότι θ TRX1 αυξάνει 

τθ μετάωραςθ τθσ HIF-1α, ενϊ θ TRX2 μετριάηει αυτι τθ διαδικαςία (Zhou J et al., 2007). Εδϊ 

παρζχουμε πρόςκετεσ πλθροωορίεσ πωσ όχι μόνο θ TRX2, αλλά και θ TRXR2 μειϊνει τθ 

μετάωραςθ τθσ HIF-1α. Επιπλζον, τα αποτελζςματά μασ υποδεικνφουν ότι οι p42/44 MAPK και 

p70S6K εμπλζκονται ουςιωδϊσ ςτθ ρφκμιςθ τθσ μετάωραςθσ τθσ παραπάνω υπομονάδασ από 

τισ κειορεδοξίνεσ. Ενϊ οι ενεργότθτεσ των p42/44 MAPK και p70S6K ενιςχφονται ςτα κφτταρα 

που υπερεκωράηουν τθν TRX1, μειϊνονται ςε εκείνα που υπερεκωράηουν τθν TRX2 ι τθν TRXR2. 

Μία ςχζςθ αιτίασ-αποτελζςματοσ αποκαλφωκθκε, όταν θ αφξθςθ τθσ ενεργότθτασ τθσ MAPK ςτα 

TRX2 κφτταρα αποκατζςτθςε τθ λειτουργικι απόκριςθ ςτο NO. Τζλοσ, τα αποτελζςματά μασ 

υποδεικνφουν ότι το ενδοκυττάριο ATP αυξάνει ςτα TRX1 κφτταρα, ενϊ μειϊνεται ςτα TRX2 και 

TRXR2. Σθμειϊνεται εδϊ ότι θ μείωςθ του ATP οδθγεί ςε ελάττωςθ τθσ ςυςςϊρευςθσ τθσ HIF-1α. 

Το γεγονόσ ότι θ προςκικθ NO άωθςε αναλλοίωτα τα ενδοκυττάρια επίπεδα ATP υποδεικνφει 

πωσ θ ςυγκζντρωςι του ρυκμίηεται μάλλον από τισ κειορεδοξίνεσ και όχι από το ΝΟ. 

Είναι γνωςτό ότι θ TRX1 αυξάνει τα επίπεδα τθσ HIF-1α (Welsh SJ et al., 2002). Στθν παροφςα 

εργαςία δείξαμε ότι ςε ςυνκικεσ υποξίασ θ TRX1 ενιςχφει τθν εξαρτϊμενθ από το κάλυμμα 

μετάωραςθ (cap-dependent translation) μζςω τθσ ενεργοποίθςθσ των Akt, p70S6K, eIF-4E και 

4EBP-1 και κατά αυτόν τον τρόπο προωκεί τθ μετάωραςθ τθσ HIF-1α, ενϊ θ TRX2 ζχει τθν 

αντίκετθ δράςθ (Zhou J et al., 2007). Συςςϊρευςθ τθσ HIF-1α λόγω αυξθμζνου ρυκμοφ 

πρωτεϊνοςφνκεςθσ παρατθρείται ςυχνά μετά τθ δράςθ αναπτυξιακϊν παραγόντων ι κυτοκινϊν 

ι ςε κφτταρα που ωζρουν ογκογονίδια με μεταλλάξεισ που οδθγοφν ςε νζα ι ενιςχυμζνθ 

λειτουργία (Semenza GL, 2003). Συχνά, το μονοπάτι των MAPK επθρεάηει τθν ζκωραςθ τθσ HIF-

1α μετά τθ δράςθ αναπτυξιακϊν παραγόντων,  όπωσ τθσ ινςουλίνθσ και του HER2 (neu) (Fukuda 

R et al., 2002; Laughner E et al., 2001). Εμείσ προςπακιςαμε να ανιχνεφςουμε αλλαγζσ ςτθν 

ενεργότθτα τθσ p42/44 MAPK ςε κφτταρα που υπερεκωράηουν τισ TRX1, TRX2 και TRXR2. Πμοια 

με τθσ AKT (Zhou J et al., 2007), θ ωωςωορυλίωςθ τθσ p42/p44 MAPK αυξάνεται, όταν 

υπερεκωράηεται θ TRX1, ενϊ μειϊνεται με τθν υπερζκωραςθ των TRX2 ι TRXR2. Η αναςφςταςθ 

τθσ MAPK με ενιςχυμζνθ λειτουργικότθτα ςτα TRX2 κφτταρα αποκατζςτθςε τθ NO-

προκαλοφμενθ ςυςςϊρευςθ τθσ HIF-1α και ζτςι, αποδεικνφεται θ ςθμαςία τθσ MAPK για τισ 

λειτουργικζσ HIF-1 αποκρίςεισ. Οι μθχανιςμοί μεταωραςτικοφ ελζγχου τθσ κειορεδοξίνθσ που 

επθρεάηουν τθν ζκωραςθ τθσ HIF-1α περιλαμβάνουν αυξθμζνεσ ενεργότθτεσ των AKT, p70S6K, 

eIF-4E και 4EBP-1 και με τα νζα δεδομζνα θ MAPK μπορεί να προςτεκεί ςτθ λίςτα. Είναι γνωςτό 

ότι αλλαγζσ ςτθν ενδοκυττάρια οξειδοαναγωγικι κατάςταςθ επθρεάηουν τθν ζκωραςθ τθσ HIF-

1α. Λαμβάνοντασ υπόψθ ότι οι κειορεδοξίνεσ είναι ςθμαντικά οξειδοαναγωγικά ςυςτατικά που 

ανιχνεφουν και αποκρίνονται ςτισ αλλαγζσ αυτζσ ςτο κυτταρόπλαςμα και ςτα μιτοχόνδρια, είναι 

πλζον δυνατόν να ςυνδεκεί θ ενεργότθτα των οξειδοαναγωγικϊν ανιχνευτϊν με μθχανιςμοφσ 

ελζγχου τθσ μετάωραςθσ. Αυτό μπορεί να ςυντελζςει ςτθν καλφτερθ κατανόθςθ του 

ςυντονιςμοφ των HIF-1α αποκρίςεων και παρζχει μοριακοφσ ςτόχουσ, όπωσ τισ κειορεδοξίνεσ, 

που ελζγχουν αυτζσ τισ αποκρίςεισ. Εάν και ο τρόποσ με τον οποίον οι κειορεδοξίνεσ ελζγχουν τθ 

μετάωραςθ τθσ HIF-1α χρειάηεται περαιτζρω διερεφνθςθ, θ ρφκμιςθ των επιπζδων του ATP 

ενδεχομζνωσ να προςωζρει μία εξιγθςθ. Είναι γνωςτό ότι θ πρωτεϊνοςφνκεςθ είναι μία 

διαδικαςία υψθλισ κατανάλωςθσ ενζργειασ. Τα αυξθμζνα επίπεδα ATP που παρατθροφνται ςτα 

TRX1 κφτταρα, ςε αντίκεςθ με τα μειωμζνα επίπεδα των TRX2 κυττάρων, μπορεί να 
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υποδεικνφουν μία παρεμβολι ςτο ςχθματιςμό του πολυπεπτιδίου. Ρειράματα με ολιγομυκίνθ 

για τθ μείωςθ του ATP ςτα TRX1 κφτταρα οδιγθςαν, πράγματι, ςε μείωςθ τθσ ςυςςϊρευςθσ τθσ 

HIF-1α παρουςία GSNO και επιβεβαίωςαν τθ ςθμαςία του ATP ςτθν πρωτεϊνοςφνκεςθ. Μπορεί 

να υποτεκεί ότι θ μείωςθ του ATP ςτα TRX2 κφτταρα οδθγεί ςε ενεργοποίθςθ τθσ AMP-

ενεργοποιοφμενθσ πρωτεϊνικισ κινάςθσ  (AMPK), που είναι γνωςτό ότι επθρεάηει το ςτόχο τθσ 

ραπαμυκίνθσ ςτα κθλαςτικά (mammalian target of rapamycin, mTOR) και τουσ τελεςτζσ του, 

4EBP-1 και p70S6K, μειϊνοντασ ζτςι τθν ζκωραςθ τθσ HIF-1α υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ 

(Brugarolas J and Kaelin WG Jr, 2004). Ωςτόςο, ςτθν περίπτωςθ τθσ οξείασ υποξίασ, θ AMPK 

αποκλείςκθκε από τθ ρφκμιςθ του mTOR και τθσ πρωτεϊνοςφνκεςθσ (Brugarolas J et al., 2004). 

Ραρά το γεγονόσ ότι λείπει μία ςχζςθ αιτίασ-αποτελζςματοσ ςε αυτό το ςθμείο, τα δεδομζνα μασ 

υποδθλϊνουν ότι οι κειορεδοξίνεσ επθρεάηουν τθ μετάωραςθ τθσ HIF-1α ρυκμίηοντασ το ATP. 

Ρροωανϊσ, θ μετάωραςθ τθσ HIF-1α είναι πιο ευαίςκθτθ ςτισ διακυμάνςεισ του ATP ςε ςφγκριςθ 

με άλλεσ πρωτεΐνεσ, αωοφ θ ολικι πρωτεϊνοςφνκεςθ (υπολογιηόμενθ με ςιμανςθ με 

*35S+μεκειονίνθ) δεν επθρεάηεται ςτα TRX1 κφτταρα ςε ςχζςθ με τα TRX2. Ζχει δειχκεί ότι τα 

κφτταρα που υπερεκωράηουν τθν TRX2 παρουςιάηουν ςχεδόν διπλάςια αφξθςθ ςτο δυναμικό τθσ 

μιτοχονδριακισ μεμβράνθσ (Δψm) (Damdimopoulos AE et al., 2002). Ρροκειμζνου να 

κακορίςουμε εάν θ TRX2 μπορεί να εμπλζκεται ςτθ ρφκμιςθ του Δψm μζςω τθσ ATP-

ςυνκετάςθσ, θ οποία και ςυμμετζχει ςτθ ρφκμιςθ αυτοφ του δυναμικοφ (Buckman JF and 

Reynolds IJ, 2001), χορθγιςαμε ςτα ςυγκεκριμζνα κφτταρα ολιγομυκίνθ και παρατθριςαμε ότι 

είναι πιο ευαίςκθτα από τα κφτταρα-μάρτυρεσ ςτθν αναςτολι τθσ ATP-ςυνκετάςθσ. Τα ανωτζρω 

αποτελζςματα, λοιπόν, ςυναινοφν ςτο ό,τι θ υπερζκωραςθ τθσ TRX2 μπορεί να ρυκμίςει τθν 

ενεργότθτα τθσ ATP-ςυνκετάςθσ. Ο μθχανιςμόσ πίςω από αυτι τθ ρφκμιςθ δεν είναι γνωςτόσ, 

ενδεχομζνωσ, πάντωσ, να περιλαμβάνει άμεςθ ι ζμμεςθ ρφκμιςθ των κειολϊν τθσ ΑΤ-

ςυνκετάςθσ. Η πρωτεΐνθ αυτι ςτουσ χλωροπλάςτεσ ρυκμίηεται μζςω κειόλθσ λόγω ενόσ μοτίβου 

9 αμινοξζων που περιλαμβάνουν 2 κυςτεΐνεσ ςτθ γ υπομονάδα του χλωροπλάςτθ F1. Αωοφ αυτό 

το αμινοξικό τμιμα βρίςκεται μόνο ςτα ανϊτερα ωυτά (Miki J et al., 1998), θ δράςθ τθσ TRX2 

μπορεί να είναι ζμμεςθ και να μθν ανάγει τισ κειόλεσ ςτισ πρωτεΐνεσ που ςυνιςτοφν τθν ATP-

ςυνκετάςθ, αλλά να μεςολαβεί ςτθ λειτουργία του Ραράγοντα Β (Belogrudov GI and Hatefi Y, 

2002). Ο Ραράγοντασ Β είναι ζνασ ενεργοποιθτισ/ρυκμιςτισ τθσ ATP ςυνκετάςθσ και 

αναςτζλλεται από αντιδραςτιρια που τροποποιοφν μονοκειόλεσ και κυρίωσ δικειόλεσ. Οπότε, θ 

TRX2, ανάγοντασ τον Ραράγοντα Β, κα μποροφςε να επθρεάςει τθν ενεργότθτα τθσ ΑΤ-

ςυνκετάςθσ. Εκτόσ τθσ ATPάςθσ, ζνασ άλλοσ μθχανιςμόσ τον οποίον θ TRX2 μπορεί να 

χρθςιμοποιεί για να επθρεάςει τθ μιτοχονδριακι λειτουργία είναι θ ρφκμιςθ των 

μιτοχονδριακϊν πρωτεϊνϊν.  

Σε ζνα ευρφτερο πλάνο, τα παραπάνω αποτελζςματα μπορεί να βοθκιςουν ςτθ διερεφνθςθ του 

τρόπου μζςω του οποίου το NO το οποίο παρζχεται από χθμικά διαωορετικοφσ δότεσ ι 

δθμιουργείται από τθν επαγόμενθ ΝΟ ςυνκετάςθ μπορεί να επθρεάςει τθ HIF-1α. Υπάρχουν 

αντικρουόμενεσ αναωορζσ ςχετικά με το αν το NO προκαλεί τθ ςυςςϊρευςθ τθσ HIF-1α ι τθν 

αποικοδόμθςι τθσ. Ζχει προτακεί ότι το ΝΟ παρεμβαίνει ςτθν ενεργότθτα τθσ PHD να 

ςτακεροποιεί τθ HIF-1α υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ, ενϊ μειϊνει τα επίπεδά τθσ HIF-1α 

πρωτεΐνθσ ςτθν υποξία (Brόne B and Zhou J, 2003). Επιπλζον, ζχει αναωερκεί ότι θ SIN-1 

εμποδίηει τθ ςυςςϊρευςθ τθσ HIF-1α, ενϊ το GSNO τθν επάγει (Wellman TL et al., 2004). Τα 

αποτελζςματά μασ από κφτταρα που υπερεκωράηουν τθ κειορεδοξίνθ υπογραμμίηουν ότι οι 
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αλλαγζσ ςτο οξειδοαναγωγικό περιβάλλον, που προκαλοφνται από τθν υπερζκωραςθ των 

κειορεδοξινϊν, μάλλον επθρεάηουν τθν πρωτεϊνοςφνκεςθ τθσ HIF-1α και όχι τθ δυνατότθτα του 

NO να ςτακεροποιεί τα πρωτεϊνικά τθσ επίπεδα. Ρεραιτζρω μελζτεσ είναι απαραίτθτεσ για να 

διερευνθκεί πϊσ οι οξειδοαναγωγικζσ αλλαγζσ, που ανιχνεφονται και μεταβιβάηονται από τισ 

κειοροδοξίνεσ, επιδροφν ςτθν ικανότθτα των ΝΟ-δοτϊν να προκαλοφν διακριτζσ HIF-1α 

αποκρίςεισ. Μπορεί να προβλεωκεί ότι το επίπεδο του NO ι/ και οι ρυκμοί αντιςτακμιςτικισ 

ροισ τθσ ελεφκερθσ ρίηασ του υπεροξειδίου επθρεάηουν το ενδοκυττάριο οξειδοαναγωγικό 

περιβάλλον, όπωσ και οι κειορεδοξίνεσ και άρα τθ ςυςςϊρευςθ τθσ HIF-1α. Ο οξειδοαναγωγικόσ 

ζλεγχοσ τθσ πρωτεϊνικισ μετάωραςθσ τθσ HIF-1α ενδζχεται να είναι ςθμαντικόσ για ζναν αρικμό 

πακολογικϊν καταςτάςεων, όπωσ για τθ ωλεγμονι ι τον καρκίνο, ςτθ δυςλειτουργία των 

οποίων ςυνειςωζρει ο HIF-1. 

4.2 GRX1, ΓΛΟΥΤΑΘΕΙΟΝΥΛΙΩΣΘ ΚΑΙ ΕΝΔΟΓΕΝΘΣ ΑΝΟΣΙΑ 

Η S-γλουτακειονυλίωςθ αποτελεί μία μετα-μεταωραςτικι τροποποίθςθ κατά τθν οποία θ 

ςουλωυδρυλ-ομάδα τθσ κυςτεΐνθσ τθσ GSH ςχθματίηει διςουλωιδικό δεςμό με τθ ςουλωυδρυλ-

ομάδα μίασ πρωτεϊνικισ κυςτεΐνθσ και αποτελεί ζναν μθχανιςμό αντιςτρεπτισ οξειδοαναγωγικισ 

ρφκμιςθσ τθσ πρωτεϊνικισ ενεργότθτασ και τθσ κυτταρικισ ςθματοδότθςθσ (Gallogly MM and 

Mieyal JJ, 2007; Shelton MD et al., 2005). Κάποιεσ πρωτεΐνεσ παραμζνουν γλουτακειονυλιωμζνεσ 

ςτο αναγωγικό περιβάλλον του κυττάρου, ενϊ θ γλουτακειονυλίωςθ κάποιων άλλων λαμβάνει 

χϊρα μετά το κατάλλθλο ερζκιςμα (Mieyal JJ et al., 2008). Ζχει αποδειχτεί ότι θ GRX ςυνιςτά 

ζναν αποτελεςματικό και ειδικό καταλφτθ τθσ απογλουτακειονυλίωςθσ (Chrestensen, 2000; 

Gravina S and Mieyal J, 1993; Thomas JA et al., 1995; Yang Y et al., 1998). Ο καταλυτικόσ 

μθχανιςμόσ τθσ γλουτακειονυλίωςθσ δεν ζχει εξακριβωκεί ακόμα, εάν και ζχει αποδοκεί ςε 

αρκετά ζνηυμα, ςυμπεριλαμβανομζνθσ και τθσ GRX υπό ςυγκεκριμζνεσ ςυνκικεσ (Gallogly MM 

and Mieyal JJ, 2007). Η ωυςιολογικι και πακολογικι ςυςχζτιςθ τθσ GRX και τθσ 

γλουτακειονυλίωςθσ αποδεικνφεται από τθν πρόςωατθ ζξαρςθ των αντίςτοιχων άρκρων ςτο 

PubMed (Shelton MD and Mieyal JJ, 2008).  

H GRX και θ γλουτακειονυλίωςθ ζχουν εμπλακεί ςε αρκετζσ νόςουσ που περιλαμβάνουν 

ωλεγμονϊδεισ διαμεςολαβθτζσ (π.χ. ςτο διαβιτθ, ςτθ ωλεγμονϊδθ πνευμονικι νόςο, ςτον 

καρκίνο και ςτθ νευροεκωυλιςτικι αςκζνεια του Alzheimer) (Shelton MD and Mieyal JJ, 2008). 

Ωςτόςο, τα ευριματα δεν είναι αρκετά ςαωι για να κακοριςτεί εάν θ GRX ςυνιςτά 

αποτελεςματικό κεραπευτικό ςτόχο. Στθν παροφςα εργαςία μελετικθκε θ επίδραςθ τθσ GRX1 

ςτο μονοπάτι των IL-1R1/TLR4 και ςτθν ιικι επαγωγι από το Sendai virus.  

4.2.1 Θ GRX1 εμπλζκεται ςτθ ςθματοδότθςθ των IL-1R/TLR4  

Ζχει βρεκεί ότι θ GRX1 των κθλαςτικϊν ελζγχει τθν απογλουτακειονυλίωςθ αρκετϊν τζτοιων 

πρωτεϊνϊν με τρόπο ειδικό για το υπόςτρωμα (Fernandes AP and Holmgren A, 2004; Gravina S 

and Mieyal J, 1993) και κεωρείται πλζον ζνα ζνηυμο που ρυκμίηει τθ μεταγωγι ςιματοσ. Η 

λειτουργία τθσ GRX1 βαςίηεται ςτθν παρουςία γλουτακειόνθσ. Πταν το ζνηυμο 

απογλουτακειονυλιϊνει ζνα S-γλουτακειονυλιωμζνο υπόςτρωμα, δθμιουργείται ζνα ενδιάμεςο 

ςφμπλοκο GRX1-SSG (Gravina S and Mieyal J, 1993; Yang Y et al., 1998). Η ελεφκερθ 

γλουτακειόνθ ανάγει το ενδιάμεςο ςφμπλοκο και «ξαναγεμίηει» τθν GRX1 για να ςυνεχίςει τθν 

κατάλυςθ (Yang Y et al., 1998). Σε ςυμωωνία με τα παραπάνω, τα αποτελζςματά μασ απζδειξαν 
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ότι θ επαγόμενθ από τθν υπερζκωραςθ του TRAF6 ενεργοποίθςθ του NF-κB ελαττϊνεται 

παρουςία BSO, υποδεικνφοντασ τθν ανάγκθ για γλουτακειόνθ ςτθ ςθματοδότθςθ που 

μεςολαβείται από τον TRAF6. Επιπλζον, κφτταρα με μειωμζνα επίπεδα GRX1 είναι 45-63% 

λιγότερο αποτελεςματικά ςτθν ετερόπλευρθ (trans) ενεργοποίθςθ του NF-κB-εξαρτϊμενου PRDII 

ςτοιχείου του υποκινθτι, ςε ςφγκριςθ με τα κφτταρα-μάρτυρεσ κατά τθν TLR4- ι IL-1R1- 

επαγόμενθ μεταγωγι ςιματοσ. Η εγκυρότθτα των παρατθριςεϊν μασ ενδυναμϊνει από το 

γεγονόσ ότι παρόμοια αποτελζςματα αποκτικθκαν από πειράματα διενεργθκζντα ςε δφο 

διαωορετικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ με μειωμζνα επίπεδα GRX1 (HeLa και HEK293).  

Η S-γλουτακειονυλίωςθ κεωρείται ότι ςυμβαίνει αυκόρμθτα ςτισ κυςτεΐνεσ που εκτίκενται λόγω 

τθσ ςτερεοδομισ τθσ πρωτεΐνθσ (Gallogly MM and Mieyal JJ, 2007). Ο TRAF6 περιζχει ζνα 

αμινοτερματικό μοτίβο RING δακτφλου πλοφςιο ςε κατάλοιπα κυςτεΐνθσ και ιςτιδίνθσ που 

κεωρείται απαραίτθτο για τα καταρροϊκά ςθματοδοτικά γεγονότα (Cao Z et al., 1996b; Rothe M 

et al., 1995; Takeuchi M et al., 1996). Τα πειράματα ανοςοκατακριμνιςθσ αποκάλυψαν ότι ο 

ανενεργόσ TRAF6 είναι S-γλουτακειονυλιωμζνοσ και ότι θ GRX1 είναι υπεφκυνθ για τθν 

απογλουτακειονυλίωςι του μετά τθν ενεργοποίθςθ με IL-1. Αντίκετα, ο ανοςοκατακρθμνιςμζνοσ 

TRAF6 με ελαττωματικό μοτίβο RING δαχτφλου δε γλουτακειονυλιϊνεται υπό ωυςιολογικζσ 

ςυνκικεσ. Εάν και θ κζςθ ι οι κζςεισ τθσ S-γλουτακειονυλίωςθσ του TRAF6 δεν είναι ακόμα 

γνωςτζσ, τα ευριματά μασ αποκαλφπτουν ότι θ παραπάνω τροποποίθςθ εξαρτάται από το 

μοτίβο RING δακτφλου του μορίου.   

Μετά τθν ενεργοποίθςθ του υποδοχζα, ο TRAF6 δρα ωσ E3 λιγάςθ ουβικιτίνθσ καταλφοντασ τθν 

αυτό-πολυουβικιτίνωςι του (Deng L et al., 2000). Αυτι θ K63 (λυςίνθ 63)- πολυουβικιτίνωςθ 

προωανϊσ μεςολαβεί τθν προςζλκυςθ και ενεργοποίθςθ του ςυμπλόκου τθσ TAK1, το οποίο με 

τθ ςειρά του ωωςωορυλιϊνει τον IKKβ, οδθγϊντασ ςτθν ενεργοποίθςι του και τελικά ςτθν 

ενεργοποίθςθ του NF-κB (Wang C et al., 2001). Με πειράματα ανοςοκατακριμνιςθσ δείξαμε ότι 

τα μειωμζνα επίπεδα τθσ GRX1 εξαςκενοφν τθν αυτό-πολυουβικιτίνωςθ του TRAF6 μετά τθν 

ενεργοποίθςθ με τον IL-1R1, κακϊσ και τθν επακόλουκθ ενεργοποίθςθ του NF-κB. Ο ακριβισ 

μθχανιςμόσ μζςω του οποίου θ S-γλουτακειονυλίωςθ επθρεάηει τθν πολυουβικιτίνωςθ του 

TRAF6 είναι αςαωισ. Είναι πικανόν θ S-γλουτακειονυλίωςθ να επθρεάηει τθ ςυνολικι 

ςτερεοδομι του TRAF6 και να αναςτζλλει τθν ενεργότθτα E3 λιγάςθσ. Εναλλακτικά, ενδεχομζνωσ 

θ γλουτακειονυλίωςθ να επθρεάηει τθν αλλθλεπίδραςθ του TRAF6 με τισ Ubc13/UEV1A ι άλλεσ 

πρωτεΐνεσ που είναι απαραίτθτεσ για τθν αυτό-πολυουβικιτίνωςθ του TRAF6. Σε κάκε 

περίπτωςθ, θ απογλουτακειονυλίωςθ του TRAF6 από τθν GRX1 είναι προαπαιτοφμενο για τθν 

πολφ-ουβικιτίνωςθ του μορίου. Επιπλζον, το ωαινόμενο είναι ειδικό για τον TRAF6, αωοφ ο 

γενικόσ μθχανιςμόσ ουβικιτίνωςθσ του κυττάρου δεν επθρεάηεται από τθ μείωςθ τθσ GRX1, 

όπωσ ωαίνεται από τθν επιτυχι ουβικιτίνωςθ του υπερεκωραςμζνου TRAF2 ςτα TGi14.  

Η S-γλουτακειονυλίωςθ ζχει αναδειχκεί ςε μετα-μεταωραςτικι τροποποίθςθ που χρθςιμεφει ωσ 

εν δυνάμει «ςθματοδοτικόσ διακόπτθσ», ο οποίοσ ελζγχεται από τθν GRX1 (Bandyopadhyay S et 

al., 1998; Klatt P et al., 1999; Pineda-Molina E et al., 2001; Qanungo S et al., 2007; Reynaert NL et 

al., 2006; Xie Y et al., 2009). Είναι αξιοςθμείωτο ότι ο «διακόπτθσ» αυτόσ χρθςιμοποιείται 

εκτεταμζνα ςε ωλεγμονϊδθ κα αντι-ιικά μονοπάτια απόκριςθσ (Shelton MD and Mieyal JJ, 2008).  

Η κινάςθ-1 που ρυκμίηει το ςινιάλο τθσ απόπτωςθσ (Apoptosis signal-regulating kinase 1, ASK1) 

είναι μία MAP3K που απαιτείται για τθν ενδογενι ανοςιακι απόκριςθ. Η ASK1 ενεργοποιείται 

από ποικίλα ςτρεσ ςυμπεριλαμβανομζνου του οξειδωτικοφ, κακϊσ και ωλεγμονωδϊν ςινιάλων 
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που μεςολαβοφνται από τον υποδοχζα, όπωσ των TNF και LPS (Matsuzawa A et al., 2005). Το 

τελευταίο εκκινεί τθ ROS-επαγόμενθ ςφνδεςθ μεταξφ ASK1 και TRAF6 που είναι απαραίτθτθ για 

τθν επακόλουκθ ενεργοποίθςθ τθσ ASK1 (Takeda K et al., 2008). Κατά τουσ Song και ςυνεργάτεσ 

(Song JJ et al., 2002), θ GRX1 δζνει ςτο C-τελικό άκρο τθσ ASK1 καταςτζλλοντασ τθν ενεργοποίθςι 

τθσ.  Συνεπϊσ, κα αποτελοφςε πρόκλθςθ να διερευνθκεί εάν κατά τθν ενεργοποίθςθ με LPS 

ςχθματίηεται ζνα ςφμπλοκο μεταξφ TRAF6-ASK1-GRX1, όπου και λαμβάνει χϊρα θ 

απογλουτακειονυλίωςθ του TRAF6. Ακόμα, ο TRAF6 μπορεί να ςυντονίηει το διαχωριςμό μεταξφ 

GRX1 και ASK1 που απαιτείται για τθν ενεργοποίθςθ τθσ ASK1.  

Ο TRAF6 αποτελεί μόριο-κλειδί για τθν προϊκθςθ των ωλεγμονωδϊν μονοπατιϊν που 

επάγονται από τουσ TLRs και τθν IL-1 και, ςφμωωνα με τα αποτελζςματά μασ, θ ενεργοποίθςι 

του βρίςκεται κάτω από τον ζλεγχο του «διακόπτθ» τθσ S-γλουτακειονυλίωςθσ (Εικόνα 54). 

Φλεγμονϊδεισ αςκζνειεσ, όπωσ θ αρτθριοςκλιρυνςθ (Seong SY and Matzinger, 2004), κακϊσ και 

διάωορεσ κακοικειεσ, όπωσ θ μεταςτατικι αςκζνεια των οςτϊν (Jin W et al., 2008), ωαίνεται να 

εξαρτϊνται από τθ ςθματοδότθςθ που μεςολαβείται από τον TRAF6. Η GRX1 ωσ ουςιϊδθσ 

ελεγκτισ τθσ ενεργοποίθςθσ του TRAF6 μπορεί να αποδειχκεί ςθμαντικόσ ςτόχοσ για τθ 

κεραπεία αυτϊν των αςκενειϊν.   

 

Εικόνα 54. Θ GRX1 εμπλζκεται ςτο μονοπάτι των IL-1R/TLR4. 

4.2.2 Θ GRX1 εμπλζκεται ςτθν ιικι επαγωγι του γονιδίου τθσ IFNβ 

Στόχοσ μασ ιταν να διερευνιςουμε ζναν πικανό ρόλο τθσ GRX1 ςτο μονοπάτι τθσ IFNβ. Σφμωωνα 

με τα αποτελζςματά μασ, ςτα TGi14 κφτταρα θ trans ενεργοποίθςθ του υποκινθτι τθσ IFNβ μετά 

τθν επαγωγι με το Sendai virus είναι τουλάχιςτον 50% λιγότερο αποτελεςματικι ςε ςφγκριςθ με 

τα κφτταρα-μάρτυρεσ. Η μείωςθ αυτι είναι ειδικι για τον υποκινθτι τθσ IFNβ, κακϊσ ο 
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υποκινθτισ τθσ IL-8, ο οποίοσ επίςθσ περιζχει NF-κB- και AP1 κζςεισ πρόςδεςθσ, αλλά μία C/EBP 

κζςθ αντί των IRF, είναι πλιρωσ ενεργόσ ςτα κφτταρα με ελαττωμζνα επίπεδα GRX1. 

Αποδείχτθκε πρόςωατα από τουσ Reynaert και ςυνεργάτεσ (Reynaert NL et al., 2006) ότι θ GRX1 

ρυκμίηει τθν ενεργοποίθςθ τθσ IKKβ μετά τθ διζγερςθ με TNFα. Τα ευριματά αυτά αποκάλυψαν 

ότι θ IKKβ είναι S-γλουτακειονυλιωμζνθ και χρειάηεται να απογλουτακειονυλιωκεί από τθν GRX1 

για να είναι πλιρωσ ενεργι καταλυτικά. Στθν παροφςα εργαςία παρατθρικθκε μία απϊλεια 25% 

ςτθν ενεργοποίθςθ του PRDII υποκινθτι ςτα GRX1 KD κφτταρα, ενδεικτικι μίασ μικρισ πτϊςθσ 

ςτθ δραςτθριοποίθςθ του NF-κB, πικανότατα λόγω τθσ ανεπαρκοφσ ενεργοποίθςθσ τθσ IKKβ. Η 

παραπάνω εξαςκζνθςθ τθσ ενεργοποίθςθσ του NF-κB ςτα GRX1 KD κφτταρα αντανακλάται 

επίςθσ ςτθ μικρι ελάττωςθ τθσ ενεργοποίθςθσ του IL-8 υποκινθτι, που παρατθρείται ςτα ίδια 

κφτταρα. Το αξιοςθμείωτο είναι ότι ςτα GRX1 KD κφτταρα μετά τθν επαγωγι με ιό ο υποκινθτισ 

PRDIII-I, που προςδζνει IRFs, είναι 85% λιγότερο ενεργόσ ςε ςχζςθ με τα κφτταρα-μάρτυρεσ. 

Ρροωανϊσ, λοιπόν θ πτϊςθ του -110 υποκινθτι ςτα ςυγκεκριμζνα κφτταρα οωείλεται κφρια 

ςτουσ IRFs. Ρροκειμζνου να αναδείξουμε τθ γενικι ιςχφ τθσ παρατιρθςισ μασ, επαναλάβαμε τα 

πειράματα αυτά με παρόμοια αποτελζςματα ςε HeLa κυτταροςειρά ςτακερά επιμολυςμζνθ με 

το RNAi τθσ GRX1.  

Τα πειράματα αποκατάςταςθσ τθσ GRX1 αποκάλυψαν ότι θ ελαττωμζνθ ενεργοποίθςθ των IRFs 

ςυςχετίηεται ειδικά με τθ μείωςθ των επιπζδων τθσ GRX1 ςτα KD κφτταρα. Ζνα ενδιαωζρον 

εφρθμα αποτελεί το ό,τι θ υπερζκωραςθ τθσ GRX1 ςε ςυνδυαςμό με τθν ιικι μόλυνςθ ςτα 

κφτταρα-μάρτυρεσ οδθγεί ςε υπζρ-ενεργοποίθςθ του PRDIII-I υποκινθτι κατά ζναν ςυνεργιςτικό 

τρόπο, υποδεικνφοντασ ότι θ GRX1 ενδζχεται να αποτελεί περιοριςτικό παράγοντα για τθν 

ενεργοποίθςθ του IRF. Ωςτόςο, θ ιικι μόλυνςθ δεν είχε επίδραςθ ςτθ γονιδιακι ζκωραςθ τθσ 

GRX1. Επιπλζον, πειράματα PCR πραγματικοφ χρόνου για τθ γονιδιακι ζκωραςθ τθσ IFNβ 

αποκάλυψαν ότι θ υποζκωραςθ τθσ  GRX1 οδθγεί ςε δραματικι μείωςθ τθσ μεταγραωισ τθσ 

IFNβ κατά τθν ιικι μόλυνςθ. Φαίνεται, λοιπόν, ότι θ  GRX1 είναι ουςιϊδθσ ρυκμιςτισ του 

μονοπατιοφ τθσ IFNβ. 

Ζχει, προθγοφμενα, αναωερκεί ότι ο Sendai virus επάγει τθν ενεργοποίθςθ του IRF3 (Hiscott J et 

al., 1999; Lin R et al., 1998; Yoneyama M et al., 1998) και θ οποία είναι ανεξάρτθτθ τόςο από τθν 

παραγωγι τθσ ιντερωερόνθσ όςο και από τον πολλαπλαςιαςμό του ιοφ (Collins SE et al., 2004). 

Επιπλζον, ο IRF3, ςε αντίκεςθ με τουσ IRF1, IRF7 και IRF9, ιταν απαραίτθτοσ για τθν αρχικι 

απόκριςθ ςτθν είςοδο του ιικοφ ςωματίου (Collins SE et al., 2004). Για αυτόν το λόγο 

διερευνιςαμε τθν πικανότθτα θ GRX1 να ρυκμίηει το μονοπάτι ενεργοποίθςθσ του IRF3. 

Ρειράματα ανοςοκατακριμνιςθσ αποκάλυψαν ότι ο IRF3 είναι S-γλουτακειονυλιωμζνοσ υπό 

ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ και ότι θ GRX1 είναι υπεφκυνθ για τθν απογλουτακειονυλίωςι του κατά 

τθν ιικι μόλυνςθ. 

Επιπρόςκετα, μία δοκιμι πρόςδεςθσ του IRF3 ςτο DNA ζδειξε ότι ο ενεργοποιθμζνοσ 

παράγοντασ προςδζνει ςτο DNA ςτθν απογλουτακειονυλιωμζνθ μορωι. Κατά τθν ιικι επαγωγι, 

ο IRF3 ωωςωορυλιϊνεται ςτο C-άκρο, διμερίηει και μεταβαίνει ςτον πυρινα για να προωκιςει τθ 

μεταγραωι από ςυγκεκριμζνουσ υποκινθτζσ που ωζρουν αλλθλουχίεσ πρόςδεςθσ ISRE. Τα 

δεδομζνα μασ δείχνουν ότι ο ςχθματιςμόσ των ομοδιμερϊν του IRF3, απαραίτθτθ προχπόκεςθ 

για τθν πορεία ενεργοποίθςθσ του παράγοντα, δεν επθρεάηεται ςτα GRX1 KD κφτταρα, 

υποδθλϊνοντασ ότι θ απογλουτακειονυλίωςθ του IRF3 δε χρειάηεται για τθ ωωςωορυλίωςθ και 

το διμεριςμό του παράγοντα ςτο κυτταρόπλαςμα. Ακόμα, θ πυρθνικι μεταβίβαςθ των GFP-IRF3 



159 

 

καταςκευϊν κατά τθν ιικι μόλυνςθ δεν επθρεάηεται από τθ μείωςθ των επιπζδων τθσ GRX1. 

Χρθςιμοποιιςαμε, λοιπόν, τθν IRF3-GAL4 καταςκευι για να κακορίςουμε τθν trans 

ενεργοποίθςθ από τον IRF3 κατά τθν επαγωγι με ιό ςτα κφτταρα-μάρτυρεσ και ςτα GRX-1 KD. Η 

υποζκωραςθ τθσ GRX1 μείωςε ςθμαντικά τθν ενεργοποίθςθ του GAL4-luc, υποδεικνφοντασ ότι θ 

GRX1 ρυκμίηει τθν trans ενεργοποίθςθ από τον IRF3 και ότι θ απογλουτακειονυλίωςθ απαιτείται 

για τθν ικανότθτα αυτι. Οι CBP/p300 είναι ςθμαντικοί ςυν-ενεργοποιθτζσ για διάωορουσ 

μεταγραωικοφσ παράγοντεσ και βρίςκονται in vivo ςε μάλλον περιοριςτικζσ ποςότθτεσ (Tanaka Y 

et al., 1997). Ο IRF3 αλλθλεπιδρά με τουσ CBP/p300 ςυν-ενεργοποιθτζσ για να ξεκινιςει τθ 

μεταγραωι (Yoneyama M et al., 1998). Η αρχικι μασ υπόκεςθ ιταν ότι θ απογλουτακειονυλίωςθ 

του IRF3 ενδεχομζνωσ να απαιτείται για τθν αποτελεςματικι αλλθλεπίδραςθ με το CBP. Η 

υπερζκωραςθ του CBP ςτα κφτταρα αφξθςε τθ μεταγραωικι ενεργότθτα του IRF3, αλλά δεν 

κατάωερε να αποκαταςτιςει τθν απϊλεια αυτισ ςτα GRX1 KD κφτταρα, υποδεικνφοντασ ότι ο S-

γλουτακειονυλιωμζνοσ IRF3 δεν μπορεί να αλλθλεπιδράςει με το CBP. Η ανοςοκατακριμνιςθ 

του CBP από πυρθνικά εκχυλίςματα κυττάρων-μάρτυρα και GRX1 KD ζδειξε ςθμαντικά μειωμζνθ 

ποςότθτα ςυγκατακρθμνιηόμενου IRF3 ςτα τελευταία μετά τθν επαγωγι με ιό. Συνεπϊσ, θ 

απογλουτακειονυλίωςθ του IRF3 χρειάηεται για τθν αποτελεςματικι αλλθλεπίδραςθ μεταξφ του 

CBP και του ενεργοποιθμζνου παράγοντα. Η ςθμαςία τθσ απογλουτακειονυλίωςθσ του IRF3 για 

τθν αλλθλεπίδραςι του με το CBP ωαίνεται, επίςθσ, από τθν αυξθμζνθ ποςότθτα IRF3 που 

ςυγκατακρθμνίηεται με το CBP ςε ιικά ενεργοποιθμζνα πυρθνικά εκχυλίςματα από GRX1 KD 

κφτταρα επωαςμζνα με hGRX1. Ακόμα, χοριγθςθ DTT ςε ιικά μολυςμζνα πυρθνικά εκχυλίςματα 

οδιγθςε ςε εξάλειψθ τθσ ςυγκατακριμνιςθσ  CBP-IRF3, δείχνοντασ τθν ανάγκθ των κειολικϊν 

δεςμϊν για αυτι τθν αλλθλεπίδραςθ. Κυςτεΐνεσ που ςυμμετζχουν ςε δεςμοφσ κειολϊν είναι 

ουςιϊδεισ για τθ λειτουργία του IRF3 (Qin BY et al., 2003) και κάποιεσ από αυτζσ μπορεί να τισ 

προςτατεφει θ S-γλουτακειονυλίωςθ από μθ-αναςτρζψιμθ οξείδωςθ, ενϊ ο παράγοντασ 

παραμζνει ανενεργόσ ςτο κυτταρόπλαςμα. Η επαγωγι με το Sendai virus καταλιγει ςτθν 

απογλουτακειονυλίωςθ αυτϊν των κυςτεϊνϊν μζςω τθσ GRX1, οπότε ο ενεργοποιθμζνοσ IRF3 

μπορεί να ςχθματίςει του απαραίτθτουσ δεςμοφσ κειολϊν για τθν αλλθλεπίδραςθ με το CBP. 

Ο ρόλοσ των κυςτεϊνϊν ςτθν ικανότθτα trans ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραωισ από τον IRF3 

διερευνικθκε με πειράματα επιμόλυνςθσ χρθςιμοποιϊντασ μεταλλαγμζνεσ μορωζσ του IRF3 που 

ωζρουν αντικαταςτάςεισ κυςτεΐνθσ με ςερίνθ. Καταςκευάςαμε 6 ςθμειακζσ μεταλλάξεισ, μία για 

κάκε κυςτεΐνθ του μορίου του IRF3 (C167S, C222S, C267S, C289S, C347S και C371S) και 

αναλφςαμε τα επίπεδα γλουτακειονυλίωςθσ αυτϊν των μεταλλαγμζνων πρωτεϊνϊν ςε 

πειράματα ανοςοκατακριμνιςθσ από επιμολυςμζνα TV7 κφτταρα. Πλεσ οι μεταλλαγμζνεσ 

πρωτεΐνεσ ιταν S-γλουτακειονυλιωμζνεσ, άρα πρζπει να υπάρχουν περιςςότερεσ από μία 

γλουτακειονυλιωμζνεσ κυςτεΐνεσ ςτο μόριο. Επίςθσ, ελζγξαμε τθν ικανότθτά τουσ για trans 

ενεργοποίθςθ τθσ μεταγραωισ με πειράματα επιμόλυνςθσ ςε TV7 και TGi14 κφτταρα. Στα TV7, οι 

πρωτεΐνεσ με τισ μεταλλάξεισ C164S και C267S ζχουν παρόμοια ικανότθτα ετερόπλευρθσ 

ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραωισ με τον αγρίου-τφπου IRF3. Η μεταλλαγι τθσ κυςτεΐνθσ 222 ι 347 

οδθγεί ςε 25 και 30% μειωμζνθ ενεργοποίθςθ αντίςτοιχα. Η μεταλλαγι των κυςτεϊνϊν 289 ι 371 

προκαλεί 50% απϊλεια τθσ ικανότθτασ ετερόπλευρθσ ενεργοποίθςθσ του μορίου. Επομζνωσ, 

περιςςότερεσ τθσ μίασ κυςτεΐνθσ εμπλζκονται ςτθν ικανότθτα του IRF3 για ετερόπλευρθ 

ενεργοποίθςθ τθσ μεταγραωισ, πικανότατα μζςω ενόσ δικτφου δεςμϊν κειολϊν. Οπότε, αυτοί οι 

δεςμοί κειολϊν δεν μποροφν να ςχθματιςτοφν όταν θ μία ι και οι δφο ςυμμετζχουςεσ κυςτεΐνεσ 
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είναι γλουτακειονυλιωμζνεσ. Η μεταλλαγι αυτϊν των κυςτεϊνϊν κα μποροφςε να επθρεάςει όχι 

μόνο τθν κατάςταςθ γλουτακειονυλίωςισ τουσ, αλλά και τθν ικανότθτά τουσ να ςυμμετζχουν ςε 

διςουλωίδια. Η εξάλειψθ, λοιπόν, μίασ ςυγκεκριμζνθσ κυςτεΐνθσ δε κα οδθγοφςε απαραίτθτα ςε 

υπερ-ενεργοποίθςθ του IRF3, αλλά κα μποροφςε να μειϊςει τθν ικανότθτά του για trans 

ενεργοποίθςθ τθσ μεταγραωισ. Ρράγματι, βρικαμε ότι κάποιεσ από τισ παραπάνω μεταλλαγζσ 

ελαττϊνουν αυτι τθν ικανότθτα του  IRF3. Για να προςδιορίςουμε τισ κυςτεΐνεσ που 

γλουτακειονυλιϊνονται, ανοςοκατακρθμνίςαμε τον IRF3 και πραγματοποιιςαμε ανάλυςθ με 

ωαςματομετρία μάηασ (mass spectrometry, MS). Ραρά τισ ζντονεσ προςπάκειζσ μασ, οι κλαςικζσ 

μζκοδοι MS απζτυχαν να ταυτοποιιςουν τον IRF3, πικανότθτα λόγω ζλλειψθσ ιονιςμοφ του 

μορίου. Θα πρζπει να ςθμειωκεί ότι μζχρισ ςτιγμισ δεν ζχει επιτευχκεί ταυτοποίθςθ του IRF3 

μζςω MS.  

Η GRX1 είναι ςυνεχϊσ ενεργι και ικανι να καταλφει τθν απογλουτακειονυλίωςθ S-

γλουτακειονυλιωμζνων πρωτεϊνϊν, όταν οι τροποποιθμζνεσ κυςτεΐνεσ μποροφν να 

προςεγγιςτοφν από το ζνηυμο (Fernandes AP and Holmgren A, 2004; Ghezzi P, 2005). Η 

ωωςωορυλίωςθ του IRF3, που οδθγεί ςε ζκκεςθ τθσ περιοχισ ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραωισ, 

μπορεί να αποτελεί επίςθσ το κρίςιμο γεγονόσ που χρειάηεται για να πλθςιάςει θ  GRX1 και να 

απογλουτακειονυλιϊςει τον παράγοντα. Ο Sendai virus δεν επάγει τθν ζκωραςθ τθσ GRX1 και για 

αυτό πιςτεφουμε ότι κακιςτά τον IRF3 διακζςιμο για υπόςτρωμα τθσ GRX1. Ο ανενεργόσ IRF3 

κινείται ςυνεχϊσ από και προσ τον πυρινα, με το ςινιάλο εξόδου του να είναι πιο ενεργό από το 

ςινιάλο ειςόδου ςτον πυρινα, ευνοϊντασ τθν παρουςία του παράγοντα ςτο κυτταρόπλαςμα 

(Reich NC, 2002). Δείξαμε ότι θ S-γλουτακειονυλίωςθ του IRF3 αναςτζλλει τθν ικανότθτα 

ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραωισ, οπότε θ τροποποίθςθ μπορεί να λειτουργεί ςαν μία επιπλζον 

«δικλείδα αςωαλείασ» αποτρζποντασ κάποια μθ-αναγκαία ι τυχαία ενεργοποίθςθ του IRF3 και 

επομζνωσ τθσ IFNβ. Εν κατακλείδι, τα ευριματά μασ επιδεικνφουν ζναν καινοφριο ρυκμιςτικό 

ρόλο τθσ GRX1 ςτο μονοπάτι τθσ IFNβ (Εικόνα 55).  

Ο TRAF6 αποτελεί και αυτόσ ζνα μόριο-κλειδί ςτθν παραγωγι των IFNα/β ωσ απόκριςθ ςτθν ιικι 

προςβολι. Εάν και ο ακριβισ του ρόλοσ ςτο μονοπάτι που επάγεται από τισ RLHs δεν είναι 

ακόμα ξεκάκαροσ (Konno H et al., 2009; Yoshida R et al., 2008), είναι απαραίτθτοσ για τθν 

ενεργοποίθςθ των IRF7 και NF-κB κατά τθ διζγερςθ των TLR7, 8, 9 (Kawai T and Akira S, 2007b). Η 

GRX1, λοιπόν, κα μποροφςε να ελζγχει το μονοπάτι τθσ  IFNβ που επάγεται ιικά, επιδρϊντασ 

τόςο ςτθν ενεργοποίθςθ του IRF3 όςο και του TRAF6.  
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Εικόνα 55. Θ GRX1 εμπλζκεται ςτθν ιικι επαγωγι του γονιδίου τθσ IFNβ. 
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 Η υπερζκωραςθ τθσ TRX1 ενιςχφει τθν GSNO-επαγόμενθ ςυςςϊρευςθ τθσ HIF-1α και τθν 

ικανότθτα του HIF-1 να προωκεί τθ μεταγραωι. 

 Η υπερζκωραςθ τθσ TRX2 ι τθσ TRXR2 ελαττϊνει τθν GSNO-επαγόμενθ ςυςςϊρευςθ τθσ 

HIF-1α και τθν ικανότθτα του HIF-1 να προωκεί τθ μεταγραωι. 

 Οι TRX1, TRX2 και TRXR2 επθρεάηουν τθ ςυςςϊρευςθ τθσ HIF-1α μζςω ρφκμιςθσ τθσ 

μετάωραςθσ που εξαρτάται από το κάλυμμα (cap-dependent translation). Στο μονοπάτι 

αυτό εμπλζκονται και οι p42/44 MAPK και θ p70S6K κινάςθ. 

 Τα επίπεδα ATP είναι αυξθμζνα ςτα κφτταρα που υπερεκωράηουν τθν TRX1 ςε ςχζςθ με 

τα κφτταρα-μάρτυρεσ. ενϊ είναι μειωμζνα ςε εκείνα που υπερεκωράηουν TRX2 ι TRXR2. 

Μείωςθ του ATP ςτα TRX1-υπερεκωράηοντα κφτταρα οδθγεί ςε μείωςθ τθσ GSNO-

επαγόμενθσ ςυςςϊρευςθσ τθσ HIF-1α. Κςωσ, οι TRXs να επθρεάηουν τθ μετάωραςθ τθσ 

HIF-1α ρυκμίηοντασ το ATP. 

  Τα TRX2-υπερεκωράηοντα κφτταρα είναι πιο ευαίςκθτα από τα κφτταρα-μάρτυρεσ ςτθν 

αναςτολι τθσ ATP-ςυνκετάςθσ. Ενδεχομζνωσ, λοιπόν, θ υπερζκωραςθ τθσ TRX2 να 

ρυκμίηει τθν ενεργότθτα τθσ ATP-ςυνκετάςθσ. 

 Ο ανενεργόσ TRAF6 με ακζραιο RING μοτίβο είναι γλουτακειονυλιωμζνοσ. 

 Κατά τθν ενεργοποίθςθ με IL-1, θ GRX1 καταλφει τθν απογλουτακειονυλίωςθ του TRAF6. 

 Η απογλουτακειονυλίωςθ του TRAF6 είναι απαραίτθτθ για τθν αυτό-πολυουβικιτίνωςι 

του και τθ μετζπειτα ενεργοποίθςθ του NF-κΒ. 

 Η GRX1 είναι απαραίτθτθ για τθν ιικι ενεργοποίθςθ του IRF3 και τθ μετζπειτα επαγωγι 

τθσ IFNβ. 

 Ο ανενεργόσ IRF3 είναι S-γλουτακειονυλιωμζνοσ και θ GRX1 είναι απαραίτθτθ για τθν 

απογλουτακειονυλίωςι του μετά τθν ιικι προςβολι. 

 Η GRX1 είναι απαραίτθτθ για τθν ικανότθτα του IRF3 να προωκεί τθ μεταγραωι. 

Συγκεκριμζνα, θ GRX1 είναι αναγκαία για τθν αποτελεςματικι αλλθλεπίδραςθ μεταξφ 

IRF3 και CBP. 
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6.1 Ο ΟΛΟΣ ΤΘΣ ΥΡΕΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑΣ ΤΩΝ ΘΕΙΟΕΔΟΞΙΝΩΝ ΣΤΘ ΥΘΜΙΣΘ ΘΕΜΕΛΙΩΔΩΝ 

ΚΥΤΤΑΙΚΩΝ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΩΝ 

Οι μθχανιςμοί που εξαρτϊνται από τθν οξειδοαναγωγι επθρεάηουν τθ λειτουργικότθτα πολλϊν 

πρωτεϊνϊν και ςυμμετζχουν ςτθ ρφκμιςθ των πλζον ουςιωδϊν ηωτικϊν διαδικαςιϊν του 

κυττάρου, όπωσ ςτον πολλαπλαςιαςμό, τθ διαωοροποίθςθ και τθν απόπτωςθ. Τα τελευταία 

χρόνια  οι ερευνθτζσ ζχουν εςτιάςει τθν προςοχι τουσ ςτθ ρφκμιςθ κειόλθσ-διςουλωιδίου, θ 

οποία πραγματοποιείται από τισ οξειδοαναγωγικζσ πρωτεΐνεσ, των οποίων οι ενεργότθτεσ 

εξαρτϊνται από ζνα οξειδοαναγωγικό ενεργό κζντρο με τθ μορωι μίασ αμινοξικισ ακολουκίασ 

με μία ι δφο ενεργζσ κειόλεσ. Μεταξφ αυτϊν ξεχωρίηουν δφο αναγωγάςεσ κειόλθσ-

διςουλωιδίου: θ κειορεδοξίνθ (TRX) και θ γλουταρεδοξίνθ (GRX). Τα ζνηυμα αυτά ζχουν πολλζσ 

λειτουργίεσ και ςυνιςτοφν ςυςτιματα που εξαρτϊνται από τθ κειορεδοξίνθ και τθ 

γλουταρεδοξίνθ διαδραματίηοντασ ςθμαντικό ρόλο ςτθ διατιρθςθ τθσ ενδοκυττάριασ 

οξειδοαναγωγικισ ομοιόςταςθσ.  

Το πρϊτο ςφςτθμα περιζχει εκτόσ από τθν TRX, μία NADPH-εξαρτϊμενθ αναγωγάςθ τθσ 

κειορεδοξίνθσ (TRXR), θ οποία ανάγει τθν οξειδωμζνθ μορωι τθσ TRX. Στα ευκαρυωτικά ζχουν 

εντοπιςτεί δφο κφριεσ ιςομορωζσ τθσ TRX, θ TRX1, που είναι κυρίωσ κυτταροπλαςματικι και 

ανάγεται από τθν TRXR1 και θ μιτοχονδριακι TRX2, που ανάγεται από τθν TRXR2. Στόχοσ τθσ 

παροφςασ διατριβισ ιταν να διερευνθκεί εάν οι πρωτεΐνεσ αυτζσ εμπλζκονται ςτθν 

ενεργοποίθςθ του παράγοντα-1 που επάγεται από τθν υποξία (HIF-1) από το μονοξείδιο του 

αηϊτου (NO). 

Ο HIF-1 αποτελείται από δφο υπομονάδεσ, τισ HIF-1α και HIF-1β και ςυνιςτά πρωταγωνιςτικό 

ρυκμιςτι για τθν προςαρμογι ςε χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ οξυγόνου, δθλαδι ςτθν υποξία. Σε 

αντίκεςθ με τθ ςυνεχϊσ εκωραηόμενθ HIF-1β, θ HIF-1α ρυκμίηεται από τθν υποξία, αλλά μπορεί 

να επαχκεί και υπό ωυςιολογικι ςυγκζντρωςθ οξυγόνου (21% O2) από διάωορα ερεκίςματα, 

όπωσ είναι το ΝΟ. Στθν παροφςα μελζτθ χρθςιμοποιιςαμε τθν S- nitrosoglutathione (GSNO), που 

κεωρείται ζνασ από τουσ πιο ωυςιολογικοφσ δότεσ ΝΟ. Ο ςυγκεκριμζνοσ δότθσ ΝΟ οδθγεί ςε 

ςυςςϊρευςθ τθσ HIF-1α, αωοφ ςτθν ουςία μειϊνει τθν ουβικίτινωςι τθσ και, ςυνεπϊσ, τθν 

αποικοδόμθςι τθσ από το πρωτεάςωμα. 

Τα αποτελζςματά μασ υποδεικνφουν ότι θ υπερζκωραςθ τθσ TRX2 ι τθσ TRXR2 ςε HEK293 

κφτταρα εμποδίηει τθ ΝΟ-επαγόμενθ ςυςςϊρευςθ τθσ HIF-1α, κακϊσ και τθν ικανότθτα 

ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραωισ του HIF-1. Αντίκετα, θ TRX1 ενιςχφει τθν ποςότθτα τθσ HIF-1α 

πρωτεΐνθσ και τθ δράςθ του HIF-1 μετά τθ χοριγθςθ NO. Επίςθσ, λαμβάνοντασ υπόψθ ότι οι 

κειορεδοξίνεσ επθρεάηουν τθ μετάωραςθ τθσ HIF-1α που εξαρτάται από το κάλυμμα (cap-

dependent translation), δείξαμε ότι ςτο μονοπάτι αυτό εμπλζκεται θ p42/44 πρωτεϊνικι κινάςθ 

που ενεργοποιείται από μιτογόνα (MAPK) και θ p70S6 κινάςθ. Τζλοσ, το ενδοκυττάριο ATP 

αυξάνεται ςτα κφτταρα που υπερεκωράηουν τθν TRX1, ενϊ μειϊνεται ςε εκείνα που 

υπερεκωράηουν τθν TRX2 ι τθν TRXR2, παρζχοντασ μία επιπλζον ζνδειξθ για το πϊσ θ 

πρωτεϊνοςφνκεςθ επθρεάηεται από τισ κειορεδοξίνεσ. 

Το δεφτερο από τα οξειδοαναγωγικά ςυςτιματα που αναωζρκθκαν ςτθν αρχι, εκείνο τθσ GRX, 

περιλαμβάνει ακόμα τθ γλουτακειόνθ (GSH), θ οποία ανάγει τθν οξειδωμζνθ GRX και τθ NADPH-

εξαρτϊμενθ αναγωγάςθ τθσ γλουτακειόνθσ, που ανάγει με τθ ςειρά τθσ τθν οξειδωμζνθ 

γλουτακειόνθ (GSSG). Ζνα ςθμαντικό ποςοςτό τθσ γλουτακειόνθσ μπορεί να προςδεκεί 

αντιςτρεπτά ςτθ ςουλωυδρυλικι ομάδα (-SH) κάποιων πρωτεϊνικϊν καταλοίπων κυςτεΐνθσ (PSH) 
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μζςω ενόσ μθχανιςμοφ που καλείται S-γλουτακειονυλίωςθ και ο οποίοσ οδθγεί ςε S-

γλουτακειονυλιωμζνεσ πρωτεΐνεσ (PSSGs). Η αναγωγι αυτϊν των μικτϊν διςουλωιδίων (δθλαδι 

θ διαδικαςία τθσ απογλουτακειονυλίωςθσ) καταλφεται από τθν GRX. Ραράλλθλα, οι GRXs 

μποροφν να ανάγουν ενδο- ι δια-μοριακοφσ πρωτεϊνικοφσ διςουλωιδικοφσ δεςμοφσ, όπωσ και οι 

TRXs. 

Η S-γλουτακειονυλίωςθ αποτελεί μία μετα-μεταωραςτικι τροποποίθςθ που αναδεικνφεται ςε 

οξειδοαναγωγικό ρυκμιςτικό μθχανιςμό τθσ πρωτεϊνικισ ενεργότθτασ και των ςχετιηόμενων 

κυτταρικϊν λειτουργιϊν. Ρολλζσ διαωορετικζσ κυτταρικζσ πρωτεΐνεσ, όπωσ μεταγραωικοί 

παράγοντεσ, μόρια κυτταρικισ προςκόλλθςθσ, ζνηυμα και κυτοκίνεσ, ζχουν βρεκεί να είναι 

γλουτακειονυλιωμζνεσ, εάν και θ βιολογικι ςθμαςία τθσ τροποποίθςισ τουσ δεν ζχει 

αποςαωθνιςτεί. Η αναςτρεψιμότθτα τθσ γλουτακειονυλίωςθσ αποτελεί βαςικό κριτιριο για να 

κεωρθκεί ρυκμιςτικόσ μθχανιςμόσ. 

Στθν παροφςα εργαςία διερευνιςαμε το ρόλο τθσ κυτταροπλαςματικισ GRX1 ςε μονοπάτια 

ενδογενοφσ ανοςίασ. Για το ςκοπό αυτό χρθςιμοποιιςαμε HEK293 και HeLa κυτταροςειρζσ που 

υποεκωράηουν τθν GRX1. Το πρϊτο μονοπάτι με το οποίο αςχολθκικαμε είναι αυτό που 

κινθτοποιείται από τον υποδοχζα τθσ ιντερλευκίνθσ-1 (IL-1R) ι από τον υποδοχζα4 που μοιάηει 

με τον Toll (TLR4). Ρρωταγωνιςτικό ρόλο ςτον παραπάνω ςθματοδοτικό καταρράκτθ κατζχει ο 

παράγοντασ6 που ςχετίηεται με τον υποδοχζα του TNF (TRAF6). Το μόριο αυτό ζχει ζνα RING 

μοτίβο με ενεργότθτα Ε3 λιγάςθσ τθσ ουβικιτίνθσ. Κατά τθν ενεργοποίθςθ του, λοιπόν, υπόκειται 

ςε Κ63-ςυνδεόμενθ αυτό-πολυουβικιτίνωςθ, θ οποία ςτθν ουςία είναι απαραίτθτθ για τθν 

καταρροϊκι μεταγωγι του ςιματοσ και πιο ςυγκεκριμζνα για τθν ενεργοποίθςθ του NF-κΒ. Τα 

αποτελζςματά μασ δείχνουν ότι ο ανενεργόσ TRAF6 με ακζραιο RING μοτίβο είναι S-

γλουτακειονυλιωμζνοσ και ότι μετά τθν ενεργοποίθςθ με IL-1 καταλφεται θ 

απογλουτακειονυλίωςι του από τθν GRX1. Επίςθσ, το βιμα αυτό είναι απαραίτθτο για τθν αυτό-

πολυουβικιτίνωςι του και τθν επακόλουκθ ενεργοποίθςθ του NF-κΒ. 

Το δεφτερο μονοπάτι ενδογενοφσ ανοςίασ ςτο οποίο διερευνιςαμε το ρόλο τθσ GRX1 είναι αυτό 

τθσ επαγωγισ τθσ ιντερωερόνθσβ (IFNβ) από το Sendai virus. Ο τρίτοσ ρυκμιςτικόσ παράγοντασ 

τθσ ιντερωερόνθσ (IRF3) αποτελεί ζναν ςθμαντικό μεταγραωικό ρυκμιςτι των γονιδίων τθσ 

ιντερωερόνθσ. Ο ανενεργόσ IRF3 βρίςκεται ςτο κυτταρόπλαςμα, μετά τθ μόλυνςθ με Sendai 

virus, ωωςωορυλιϊνεται, ομοδιμερίηει, μεταβαίνει ςτον πυρινα, προςδζνεται ςε γονίδια 

ςτόχουσ και ενεργοποιεί τθ μεταγραωι αλλθλεπιδρϊντασ με τουσ ςυν-ενεργοποιθτζσ CBP/p300. 

Η μελζτθ μασ ζδειξε ότι ο ανενεργόσ IRF3 είναι S-γλουτακειονυλιωμζνοσ. Κατά τθν ιικι μόλυνςθ 

απογλουτακειονυλιϊνεται από τθν GRX1. Ελλείψει GRX1, ο ιόσ επάγει τθ ωωςωορυλίωςθ, τον 

ομοδιμεριςμό και τθ μετάβαςθ του IRF3 ςτον πυρινα. Ωςτόςο, εμποδίηεται θ αλλθλεπίδραςθ 

του IRF3 με το CBP και άρα θ ζκωραςθ τθσ IFNβ. 

Εν κατακλείδι, αυτζσ οι μελζτεσ αποκαλφπτουν ότι ο «διακόπτθσ» τθσ S-γλουτακειονυλίωςθσ και 

θ GRX1 εμπλζκονται εκτεταμζνα ςε μονοπάτια ωυςικισ ανοςίασ. 
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6.2 THE ROLE OF THIOREDOXIN SUPERFAMILY ON THE REGULATION OF FUNDAMENTAL 

CELLULAR PROCESSES 

Eleni Chantzoura 

Redox-dependent mechanisms influence the functional activity of many proteins and participate 

in the regulation of vital cellular processes such as proliferation, differentiation, and apoptosis. 

Researchers have recently focused on thiol–disulfide regulation, which is carried out by redox 

proteins, whose activities depend on an active site containing one or two active thiols. Among 

these proteins, two thiol–disulfide reductases stand out: thioredoxin (TRX) and glutaredoxin 

(GRX), which are members of the thioredoxin superfamily. These enzymes are multifunctional and 

comprise thioredoxin- and glutaredoxin-dependent systems playing an important role in 

maintenance of intracellular redox homeostasis.  

The first system contains, apart from TRX, a NADPH-dependent thioredoxin reductase (TRXR), 

which reduces the oxidised form of thioredoxin. The major TRX isoforms in eukaryotes are the 

mainly cytosolic TRX1 which is reduced by TRXR1 and the mitochondrial TRX2 which is reduced by 

TRXR2. We wanted to investigate whether the above proteins are implicated in the NO-induced 

activation of the hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1). 

HIF-1 consists of two subunits, HIF-1α and HIF-1β and it is a key regulator for adaptation to low 

oxygen availability, i.e., hypoxia. In contrast to the constitutively expressed HIF-1β, HIF-1α is 

regulated by hypoxia, but also under normoxia (21% O2) by several stimuli, including nitric oxide 

(NO). In this study, we used S- nitrosoglutathione (GSNO, considered the most physiological NO 

donor), which results in HIF-1α protein accumulation due to decreased ubiquitination and 

proteasomal degradation. 

We present evidence that overexpression of TRX2 or TRXR2 attenuates NO-evoked HIF-1α 

accumulation and transactivation of HIF-1 in HEK293 cells. In contrast, cytosolic-located TRX1 

enhances HIF-1α protein amount and activity under NO treatments. Furthermore, taking into 

consideration that TRXs affect HIF-1α cap-dependent translation, we show that p42/44 mitogen-

activated protein kinase (MAPK) and p70S6 kinase are involved in the above pathway. Finally, the 

intracellular ATP was increased in TRX1-overexpressing cells but reduced in cells overexpressing 

TRX2 or TRXR2, providing thus an understanding of how protein synthesis is regulated by 

thioredoxins.  

The second redox system mentioned above includes GRX, glutathione (GSH) as an agent reducing 

the oxidised GRX and NADPH-dependent glutathione reductase reducing glutathione from its 

oxidised form (GSSG). 

A notable amount of GSH can be reversibly bound to the –SH of protein cysteinyl residues (PSH) 

by a mechanism called S-glutathionylation, which generates S-glutathionylated proteins (PSSGs). 

The reduction of the above mixed disulfides (i.e., the deglutathionylation process) is catalysed by 

GRX. Also, GRXs, like TRXs, can reduce intra- or inter-molecular protein disulfide bonds. 

S-glutathionylation is a post-translational modification that has emerged as a potential redox 

regulatory mechanism of protein activity and associated cellular functions. Many diverse cellular 

proteins such as transcription factors, adhesion molecules, enzymes, and cytokines are reported 

to undergo glutathionylation, although the functional impact has been less well characterised. 
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Reversibility of glutathionylation is critical in determining the physiological relevance of 

glutathionylation as a means of protein regulation. 

In the present study, we tried to shed light on the role of cytoplasmic GRX1 on certain pathways 

of innate immunity. For this scope, we used HEK293 and HeLa cell lines stably underexpressing 

GRX1. The first pathway we dealt with is the one triggered by Interleukin-1 receptor (IL-1R) or 

Toll-like receptor4 (TLR4). TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6) is a critical intermediate 

signaling molecule involved in the above cascade. The particular protein has a RING-finger motif 

with an E3 ubiquitin ligase activity. Upon its activation, TRAF6 undergoes K63-linked auto-

polyubiquitination which mediates signal propagation and is, specifically, required for the 

subsequent NF-κB activation. We found that TRAF6 with an intact RING-finger motif is S-

glutathionylated under normal conditions. Moreover, upon IL-1 stimulation TRAF6 undergoes 

deglutathionylation catalysed by GRX1. The deglutathionylation of TRAF6 is essential for its auto-

polyubiquitination and subsequent activation. 

We also investigated the role of GRX1 on the induction of interferon β (IFNβ) by Sendai virus. 

Interferon regulatory factor 3 (IRF3) is an essential transcriptional regulator of the interferon 

genes. IRF3 is constitutively present in a latent conformation in the cell cytoplasm. In cells 

infected by Sendai virus, IRF3 becomes phosphorylated, homodimerises, translocates to the 

nucleus, binds to target genes and activates transcription by interacting with CBP/p300 co-

activators. In this study, we report that in non-infected cells IRF3 is post-translationally modified 

by S-glutathionylation. Upon viral-infection, it undergoes a deglutathionylation step that is 

controlled by GRX1. In virus-infected GRX-1 knockdown cells, phosphorylation, homodimerisation 

and nuclear translocation of IRF3 were not affected, but the transcriptional activity of IRF3 and 

the expression of IFNβ, were severely reduced. Actually, deglutathionylation of IRF3 is necessary 

for efficient interaction of IRF3 with CBP, an event essential for transcriptional activation of the 

interferon genes. 

Notably, these studies reveal that the S-glutathionylation “switch” is extensively involved in 

inflammatory and anti-viral response pathways. 
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2OG: 2-Oxoglutarate (2-Οξογλουταρικό) 

AP: activator protein (πρωτεΐνθ-ενεργοποιθτισ) 

APC: antigen-presenting cell (αντιγονοπαρουςιαςτικό κφτταρο) 

ARE: AU rich element (ςτοιχείο πλοφςιο ςε AU) 

ARM domain: Armadillo domain 

ARNT: aryl hydrocarbon nuclear translocator (πυρθνικόσ μεταωορζασ αρυλ-

υδατανκρακϊν)  

ArsC: arsenate reductase (αναγωγάςθ αρςενικοφ) 

ASK: apoptosis signal-regulating kinase (κινάςθ που ρυκμίηει τθ ςθματοδότθςθ τθσ 

απόπτωςθσ) 

ATF: activating transcription factor (μεταγραωικόσ παράγοντασ-ενεργοποιθτισ) 

BCL: B-cell lymphoma (λζμωωμα Β-κυττάρων) 

BCL-xL: B-cell lymphoma-extra large (λζμωωμα Β-κυττάρων-πολφ μεγάλο) 

bHLH: basic helix-loop-helix (βαςικι ζλικα-κθλιά-ζλικα) 

CARD: caspase-recruiting domain (περιοχι προςζλκυςθσ καςπαςϊν) 

CAT: catalase (καταλάςθ) 

CBP: CREB binding protein (πρωτεΐνθ που δζνει ςτθν CREB)  

CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (διαμεμβρανικόσ ρυκμιςτισ 

αγωγιμότθτασ κυςτικισ ίνωςθσ) 

cGMP: cyclic guanosine monophosphate (κυκλικι μονοωωςωορικι γουανοςίνθ) 

COPD: chronic obstructive pulmonary disease (χρόνια αποωρακτικι πνευμονικι νόςοσ) 

CREB: cyclic AMP-responsive element binding protein (πρωτεΐνθ που προςδζνει ςτο 

ςτοιχείο που αποκρίνεται ςτο κυκλικό AMP) 

DC: dendritic cell (δενδριτικό κφτταρο) 

DD: death domain (περιοχι κανάτου) 

DSB: disulfide bond protein (πρωτεΐνθ διςουλωιδικοφ δεςμοφ) 
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ECEF: eosinophil cytotoxicity-enhancing factor (παράγοντασ ενίςχυςθσ τθσ 

κυτταροτοξικότθτασ των θωςινόωιλων) 

EGF: epidermal growth factor (επιδερμικόσ αυξθτικόσ παράγοντασ) 

EPR: electron paramagnetic resonance (θλεκτρονικόσ παραμαγνθτικόσ ςυντονιςμόσ) 

ER: Endoplasmic Reticulum (Ενδοπλαςματικό Δίκτυο) 

ERK: extracellular signal-regulated protein kinase (πρωτεϊνικι κινάςθ που ρυκμίηεται από 

εξωκυττάρια ςιματα) 

ET-1: Endothelin-1 (Ενδοκθλίνθ-1) 

FADD: Fas-associated death domain-containing protein (Fas-ςχετιηόμενθ πρωτεΐνθ με 

περιοχι κανάτου) 

FBS: fetal bovine serum (ορόσ εμβρφου βοόσ) 

FIH-1: factor-inhibiting HIF-1 (παράγοντασ που αναςτζλλει το HIF-1) 

FKBP: FK506 binding protein (πρωτεΐνθ που προςδζνει ςτθν FK506) 

GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (αωυδρογονάςθ τθσ 3-ωωςωορικισ 

γλυκεραλδεφδθσ) 

GAS: gamma-activated sequence (γάμμα-ενεργοποιθμζνθ αλλθλουχία) 

GR: glutathione reductase (αναγωγάςθ τθσ γλουτακειόνθσ) 

GRR: glycine-rich region (τμιμα πλοφςιο ςε γλυκίνθ) 

GRX: Glutaredoxin (Γλουταρεδοξίνθ) 

GSH: Glutathione (Γλουτακειόνθ) 

GSHPx, GPx: glutathione peroxidase (περοξυδάςθ γλουτακειόνθσ) 

GST: glutathione S-transferase (S-τρανςωεράςθ τθσ γλουτακειόνθσ) 

HAT: histone acetylase (ακετυλάςθ ιςτονϊν) 

HDAC: histone deacetylase (αποακετυλάςθ ιςτονϊν) 

HIF-1: hypoxia inducible factor-1 (παράγοντασ-1 που επάγεται από τθν υποξία) 

HIV: human immunodeficiency virus (ιόσ τθσ ανκρϊπινθσ ανοςοανεπάρκειασ) 

HLH: helix-loop-helix domain (περιοχι ζλικασ-κθλειάσ-ζλικασ) 



177 

 

HMG: high-mobility group (ομάδα υψθλισ κινθτικότθτασ)  

HRE: HIF-responsive element (ςτοιχείο που αποκρίνεται ςτο HIF) 

Hsp: heat-shock protein (πρωτεΐνθ κερμικοφ ςοκ) 

IAM: iodoacetamide (ιωδοακεταμίδιο)  

IFN: interferon (ιντερωερόνθ) 

Ig: immunoglobulin (ανοςοςωαιρίνθ) 

IGF: insulin-like growth factor (αναπτυξιακόσ παράγοντασ που μοιάηει με τθν ινςουλίνθ) 

IKK: IκB kinase (κινάςθ τθσ IκB) 

IL: interleukin (ιντερλευκίνθ) 

IL-1R: IL-1 Receptor (Υποδοχζασ Ιντερλευκίνθσ) 

IL-1RA: IL-1R antagonist (ανταγωνιςτισ του IL-1R) 

IL-1RAcP: IL-1R accessory protein (βοθκθτικι πρωτεΐνθ του IL-1R) 

IL-1RAPL: IL-1R accessory protein-like (πρωτεΐνθ που μοιάηει με τθ βοθκθτικι πρωτεΐνθ 

του IL-1R) 

IL-1Rrp: IL-1R-related protein (ςυγγενικι πρωτεΐνθ του IL-1R) 

IPS: IFN-beta promoter stimulator (ενεργοποιθτισ του υποκινθτι τθσ IFNβ) 

IRAK: IL-1R-associated kinase (κινάςθ που ςχετίηεται με τον IL-1R) 

IRF: interferon regulatory factor (ρυκμιςτικόσ παράγοντασ τθσ ιντερωερόνθσ) 

IRS: insulin receptor substrate (υπόςτρωμα του υποδοχζα τθσ ινςουλίνθσ) 

ISG: interferon stimulated gene (γονίδιο που ενεργοποιείται από τθν IFN) 

ISGF: IFN-stimulated gene factor (γονιδιακόσ παράγοντασ που ενεργοποιείται από τθν 

IFN) 

ISRE: IFN-stimulated response element (ςτοιχείο απόκριςθσ ςτθν ενεργοποίθςθ με IFN) 

IκB: Inhibitor of κB (Αναςτολζασ τθσ κB) 

JAK: Janus kinase (Janus κινάςθ) 

JH: JAK homology domain (επικράτεια ομολογίασ των JAKs) 
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JNK: c-jun N-terminal kinase (c-jun N-τελικι κινάςθ) 

LBP: LPS-binding protein (πρωτεΐνθ που προςδζνει ςτο LPS)  

LPS: lipopolysaccharides (λιποπολυςακχαρίτεσ) 

LRR: leucine-rich repeat (επανάλθψθ πλοφςια ςε λευκίνθ) 

LZ: leucine zipper domain (περιοχι ωερμουάρ λευκίνθσ) 

MAL: MyD88-adaptor-like (όμοια με τον προςαρμοςτι MyD88) 

MAPK: mitogen signal-regulated protein kinase (πρωτεϊνικι κινάςθ που ρυκμίηεται από 

μιτογόνα ςιματα) 

MAVS: mitochondrial antiviral-signaling protein (μιτοχονδριακι πρωτεΐνθ αντι-ιικισ 

ςθματοδότθςθσ) 

MDA: melanoma differentiation-associated gene (γονίδιο που ςχετίηεται με τθ 

διαωοροποίθςθ του μελανϊματοσ) 

MEKK: MAPK/ERK kinase kinase (κινάςθ τθσ κινάςθσ τθσ MAPK ι τθσ ERK)  

MHC: major histocompatibility complex (μείηον ςφμπλεγμα ιςτοςυμβατότθτασ) 

MIP: macrophage inflammatory protein (ωλεγμονϊδθσ πρωτεΐνθ των μακροωάγων) 

ΜΚΚ: MAP kinase kinase (κινάςθ MAPK) 

MNK: MAPK signal-integrating kinases (κινάςεσ που ενςωματϊνουν το ΜΑΚ ςινιάλο) 

MTS: Mitochondrial Translocation Signal (Σιμα Εντοπιςμοφ ςτα Μιτοχόνδρια) 

MyD: myeloid differentiation protein (μυελοειδισ πρωτεΐνθ διαωοροποίθςθσ) 

NBD: NEMO-binding domain (περιοχι πρόςδεςθσ ΝΕΜΟ) 

NDP: nucleoside diphosphate (διωωςωορικό νουκλεοςίδιο) 

NEMO: NF-κB essential modulator (αναγκαίοσ τροποποιθτισ του NF-κB) 

NF-κB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (πυρθνικόσ 

παράγοντασ που ενιςχφει τθν κάππα ελαωρά αλυςίδα των ενεργοποιθμζνων Β 

κυττάρων) 

NK cell: natural killer cell (κφτταρο ωυςικόσ ωονζασ)  

NLR: NOD-like receptor (υποδοχζασ που μοιάηει με NOD) 
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NLS: nuclear localization signal (ςινιάλο εντοπιςμοφ ςτον πυρινα) 

NOD: nucleotide-binding oligomerization domain (περιοχι ολιγομεριςμοφ που προςδζνει 

νουκλεοτίδια) 

NOS: nitric oxide synthase (ςυνκετάςθ του μονοξείδιου του αηϊτου) 

NRD: negative regulatory domain (αρνθτικι ρυκμιςτικι περιοχι) 

OAS: 2ϋ-5ϋ oligo-Adenylate synthetase (2ϋ-5ϋ ολιγοαδενυλικι ςυνκετάςθ) 

ODDD: O2-dependent degradation domain (Ο2-εξαρτϊμενθ επικράτεια αποικοδόμθςθσ) 

ΟΜΜ: outer membrane (εξωτερικι μεμβράνθ) 

PAMP: pathogen-associated molecular pattern (μοριακό μοτίβο που ςχετίηεται με το 

πακογόνο) 

PAPS: 3ϋ-phosphoadenylylsulfate (3-ωωςωοαδενυλοκειϊκό)  

PCAF: P300/CBP-associated factor (P300/CBP-ςυςχετιηόμενοσ παράγοντασ) 

PDI: protein disulfide isomerase (ιςομεράςθ των πρωτεϊνικϊν διςουλωιδίων) 

PERK: PKR-like ER kinase (κινάςθ του ενδοπλαςματικοφ δικτφου που μοιάηει με τθν PKR) 

PHD: prolyl hydroxylase domain protein (πρωτεΐνθ με περιοχι προλυλ-υδροξυλαςισ) 

PI3K: phosphatidylinositol-3-kinase (κινάςθ τθσ ωωςωατιδυλοϊνοςιτόλθσ-3) 

PKA: cyclic AMP-dependent protein kinase (πρωτεϊνικι κινάςθ που εξαρτάται από το 

κυκλικό AMP) 

PKC: protein kinase C (πρωτεϊνικι κινάςθ C) 

PKR: dsRNA-dependent protein kinase  (πρωτεϊνικι κινάςθ που εξαρτάται από το 

δίκλωνο RNA) 

PRD: positive regulatory domain (κετικι ρυκμιςτικι περιοχι) 

PRR: pattern-recognition receptor (υποδοχζασ αναγνϊριςθσ μοτίβου) 

PRX: Peroxiredoxin (περοξυρεδοξίνθ) 

PTB: polypyrimidine tract-binding protein (πρωτεΐνθ που δζνει ςε πολυπυριμιδίνθ) 

PTEN: phosphatase and tensin homolog (ομόλογο τθσ ωωςωατάςθσ και τθσ τενςίνθσ) 

PTP: protein tyrosine phosphatase (ωωςωατάςθ πρωτεϊνικισ τυροςίνθσ) 
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QSOX: quiescin-sulfhydryl oxidase (οξειδάςθ ςουλωυδρυλίων πρωτεϊνϊν)  

RANK: receptor activator of NF-κB (υποδοχζασ-ενεργοποιθτισ του NF-κB) 

RANTES: regulated on activation normal T-cell expressed and secreted (χθμοκίνθ που 

ρυκμίηεται κατά τθν ενεργοποίθςθ, εκωράηεται και εκκρίνεται από ωυςιολογικά Τ-

κφτταρα) 

REF: redox factor (παράγοντασ οξειδοαναγωγισ) 

RHD: Rel homology domain (περιοχι ομολογίασ με τθ Rel) 

RHIM: RIP homotypic interaction motif (μοτίβο ομοτυπικισ αλλθλεπίδραςθσ με τθ RIP) 

RIG: retinoic acid inducible gene (γονίδιο που επάγεται από το ρετινοϊκό οξφ) 

RING: really interesting new gene (πολφ ενδιαωζρον νζο γονίδιο) 

RIP: ribosome-inactivating protein (πρωτεΐνθ απενεργοποίθςθσ του ριβοςϊματοσ) 

RNR: ribonucleotide reductase (ριβονουκλεοτιδικι αναγωγάςθ) 

RNS: reactive nitrogen species (δραςτικζσ μορωζσ αηϊτου) 

ROS: reactive oxygen species (δραςτικζσ μορωζσ οξυγόνου) 

RSV: respiratory syncytial virus (ςυγκυτιακόσ ιόσ του αναπνευςτικοφ) 

SAM: sterile alpha motif (ςτείρο άλωα μοτίβο)  

SAPK: stress-activated protein kinase (ςτρεσ-ενεργοποιοφμενθ πρωτεϊνικι κινάςθ) 

SARM: sterile alpha motif (SAM) and Armadillo motif (ARM) domain–containing protein 

(πρωτεΐνθ που περιζχει μοτίβα SAM και ARM) 

SCO: synthesis of cytochrome c oxidase (ςφνκεςθ τθσ οξειδάςθσ του κυτοχρϊματοσ c) 

Sec: Selenocysteine (Σελθνοκυςτεΐνθ) 

SECIS: Sec insertion sequence (ακολουκία ειςαγωγισ ςελθνοκυςτεΐνθσ) 

SERCA: sarco/ endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (ATPάςθ Ca2+ του ςαρκο/ 

ενδοπλαςματικοφ δικτφου) 

SIGIRR: single immunoglobulin IL-1R related molecule (ςυγγενικό μόριο του IL-1R με μία 

περιοχι ανοςοςωαιρίνθσ)   

SNF: sucrose non-fermenting (μθ-ηφμωςθ ςουκρόηθσ) 
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SOD: superoxide dismutase (διςμουτάςθ του υπεροξειδίου) 

SRX: Sulfiredoxin (Σουλωιρεδοξίνθ) 

STAT: signal transducer and activator of transcription (μεταγωγζασ ςιματοσ και 

ενεργοποιθτισ τθσ μεταγραωισ) 

SWI: switch (διακόπτθσ)  

TAB: TAK1-binding protein (πρωτεΐνθ που προςδζνει ςτθν ΤΑΚ1) 

TAD: transactivation domain (περιοχι ετερόπλευρθσ ενεργοποίθςθσ) 

ΤΑΚ: TGFβ-activated protein kinase (πρωτεϊνικι κινάςθ του ενεργοποιθμζνου TGFβ) 

TANK: TRAF family member-associated NF-κB activator (ενεργοποιθτισ του NF-κB που 

ςχετίηεται με μζλθ τθσ TRAF οικογζνειασ) 

TBK: TANK-binding protein (πρωτεΐνθ που δζνει ςτθν TANK) 

TBP: TRX-binding protein (πρωτεΐνθ που προςδζνει ςτθν TRX)  

TCR: T-cell receptor (υποδοχζασ Τ-κυττάρου) 

TF: transcription factor (μεταγραωικόσ παράγοντασ) 

TGF: tumour growth factor (παράγοντασ ανάπτυξθσ όγκου) 

TGR: thioredoxin glutathione reductase (αναγωγάςθ κειορεδοξίνθσ-γλουταρεδοξίνθσ) 

Th: T-helper (Τ-βοθκθτικά) 

TICAM: TIR-domain-containing molecule (μόριο που περιζχει περιοχι TIR) 

TIGIRR: three immunoglobulin IL-1R-related (ςυγγενικι πρωτεΐνθ του IL-1R με τρεισ 

περιοχζσ ανοςοςωαιρίνθσ) 

TIR domain: Toll/IL-1R domain (περιοχι Toll/ υποδοχζα IL-1) 

TIRAP: TIR-associated protein (πρωτεΐνθ που ςχετίηεται με το TIR)  

TLR: Toll-like receptor (υποδοχζασ που μοιάηει με τον Toll) 

TMX: transmembrane thioredoxin-related (διαμεμβρανικι πρωτεΐνθ που ςχετίηεται με τθ 

κειορεδοξίνθ) 

TNF: tumor necrosis factor (παράγοντασ νζκρωςθσ όγκου)  

TNFR: TNF receptor (υποδοχζασ του TNF) 
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TRAF: TNFR-associated factor (TNFR-ςχετιηόμενοσ παράγοντασ) 

TRAM: TRIF-related adaptor molecule (TRIF-ςχετιηόμενο μόριο-προςαρμοςτισ) 

TRIF: TIR-domain-containing adaptor protein-inducing IFNβ (πρωτεΐνθ-προςαρμοςτισ 

που περιζχει TIR και επάγει τθν IFN-β)  

TRX: thioredoxin (κειορεδοξίνθ) 

TRXR: thioredoxin reductase (αναγωγάςθ τθσ κειορεδοξίνθσ) 

TSC: tuberous sclerosis complex (ςφμπλοκο οηϊδουσ ςκλιρυνςθσ) 

Txl: thioredoxin-like (πρωτεΐνθ που μοιάηει με τθ κειορεδοξίνθ) 

Ubc: ubiquitin-conjugating enzyme (ζνηυμο ςφηευξθσ ουβικιτίνθσ) 

Uev: ubiquitin-conjugating enzyme E2 (Ε2 ζνηυμο ςφηευξθσ ουβικιτίνθσ) 

UTR: untranslated region (μθ-μεταωραηόμενθ περιοχι) 

VDUP: vitamin D3 upregulated protein (πρωτεΐνθ που αυξάνεται από τθ βιταμίνθ D3) 

VEGF: vascular endothelial growth factor (αυξθτικόσ παράγοντασ του αγγειακοφ 

ενδοκθλίου) 

VHL: von Hippel-Lindau protein (πρωτεΐνθ von Hippel-Lindau) 

VISA: virus-induced signaling adaptor (ιικά-επαγόμενοσ ςθματοδοτικόσ προςαρμοςτισ) 
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