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ΠΡΟΛΟΓΟ΢ 

 

Η πανμφζα δζδαηημνζηή δζαηνζαή εηπμκήεδηε ζηδκ Ιαηνζηή ΢πμθή ημο 

Πακεπζζηδιίμο Ιςακκίκςκ, ηαηά ημ πνμκζηυ δζάζηδια 2006-2009, ζηα πθαίζζα 

ημο πνμβνάιιαημξ ΠΔΝΔΓ 2003 (Κςδζηυξ ένβμο:03ΔΓ478:Μέηνμ/Γνάζδ 

8.3.1), οπυ ηδκ επίαθερδ ημο Καεδβδηή  η. Πακαβζχηδ Κακααάνμο ημο 

Δνβαζηδνίμο Ακαημιίαξ-Ιζημθμβίαξ-Διανομθμβίαξ. 

Η πανμφζα δζδαηημνζηή δζαηνζαή δεκ εα είπε πναβιαημπμζδεεί πςνίξ ηδκ 

μοζζαζηζηή ζοιιεημπή, αμήεεζα ηαζ οπμζηήνζλδ ηςκ ηαεδβδηχκ, ηδξ 

μζημβέκεζαξ ηαζ ηςκ θίθςκ ιμο. Γζα ημκ θυβμ αοηυ εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς 

απυ ηα αάεδ ηδξ ηανδζάξ ιμο: 

 

-Σμκ Καεδβδηή η. Παλαγηώηε Καλαβάξν, Γζεοεοκηή ημο ενβαζηδνίμο 

Ακαημιίαξ-Ιζημθμβίαξ-Διανομθμβίαξ ηαζ επζαθέπμκηά ιμο, βζα ηδκ ακάεεζδ 

ζε ιέκα ημο εέιαημξ ηδξ Γζδαηημνζηήξ Γζαηνζαήξ. Θέθς κα ημο εηθνάζς ηδκ 

εηηίιδζδ ηαζ ηδκ εοβκςιμζφκδ ιμο βζα ηδκ οπμζηήνζλή ημο, ηδκ ηαεμδήβδζή 

ημο ηαζ ηζξ εφζημπεξ οπμδείλεζξ ηαηά ηδκ εηπυκδζδ ηδξ δζαηνζαήξ ιμο.  

-Σμκ Δπίημονμ Καεδβδηή Φοζζμθμβίαξ, ιέθμξ ηδξ ηνζιεθμφξ επζηνμπήξ, η. 

Δπάγγειν Κσιέηηα, εθυζμκ ζοκέααθε μοζζαζηζηά ζε ηάεε ζηάδζμ ηδξ 

πανμφζαξ δζδαηημνζηήξ δζαηνζαήξ. Πζζηεφς υζα εοπανζζηχ ηαζ κα πς, 

θακηάγμοκ θίβα ιπνμζηά ζηδ αμήεεζα πμο ιμο πνμζέθενε. Η αμήεεζά ημο 

ήηακ πμθφηζιδ, απμηέθεζε βζα ιέκα πναβιαηζηυ δάζηαθμ ηαζ εα ημο είιαζ 

πάκηα εοβκχιςκ.  

-Σμκ Καεδβδηή Φοζζμθμβίαξ η. Άγγειν Δπαγγέινπ, βζα ηδκ αιένζζηδ 

ζοιπανάζηαζή ημο ηαε‟ υθδ ηδ δζάνηεζα ηδξ εηπυκδζδξ ηδξ δζδαηημνζηήξ ιμο 

δζαηνζαήξ. 

-Σμκ ηαεδβδηή Βζμπδιείαξ, ιέθμξ ηδξ ηνζιεθμφξ επζηνμπήξ, η. Γεκήηξην 

Γαιάξε βζα ηζξ πμθφηζιεξ ζοιαμοθέξ ημο ηαζ ηδ ζοιπανάζηαζή ημο ηαηά ηδ 

δζάνηεζα εηπυκδζδξ ηδξ δζαηνζαήξ ιμο. 

- Σμκ η.  Γηώξγν Βαξζνινκάην βζα ηδκ πμθφηζιδ αμήεεζά ημο, ηδκ οπμιμκή 

ημο ηαζ ηδκ πνμεοιία ημο, χζηε κα πναβιαημπμζδεμφκ πεζνάιαηα 

ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ απαναίηδηα βζα ηδκ μθμηθήνςζδ ηδξ πανμφζαξ 

Γζαηνζαήξ.   
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-Σδκ οπμρήθζα Γζδάηηςν Ιαηνζηήξ, ηα. Δπαγγειία Σζειίθνπ, ηαζ ηδ Γζδάηηςν 

Ιαηνζηήξ ηα. Υξηζηίλα Μπάηζε  βζα ηδκ άνζζηδ ζοκενβαζία ημοξ, ηδ αμήεεζά 

ημοξ ηαζ ηδ ζοιπανάζηαζή ημοξ. 

- Σα ιέθδ ηςκ ενβαζηδνίςκ Ακαημιίαξ-Ιζημθμβίαξ-Διανομθμβίαξ ηαζ 

Φοζζμθμβίαξ βζα ηδκ άνζζηδ ζοκενβαζία ηαηά ηδκ εηπυκδζδ ηδξ Γζαηνζαήξ 

ιμο.   

- Σμκ Δπίημονμ Καεδβδηή Φανιαημθμβίαξ η. Πεξηθιή Παππά ηαζ ημκ 

οπμρήθζμ Γζδάηηςν Ιαηνζηήξ Μηράιε Μάληδαξε βζα ηδ ζοκεζζθμνά ημοξ ζε 

πεζνάιαηα ηδξ πανμφζαξ Γζδαηημνζηήξ Γζαηνζαήξ. 

- Σδκ Δπίημονμ Καεδβήηνζα Καηεξίλα Αλησλίνπ βζα ηδ ζοιπανάζηαζή ηδξ, 

ηζξ πμθφηζιεξ ζοιαμοθέξ ηζξ ηαζ ηδκ αιένζζηδ αμήεεζά ηδξ.    

- Σδκ ιδηένα ιμο Ησάλλα ΢θήθα, πμο είκαζ πάκηα δίπθα ιμο, ιε πανμηνφκεζ 

πάκηα ηαζ ιε αβάπδ ηαζ οπμιμκή ζηδνίγεζ υθεξ ιμο ηζξ επζθμβέξ. 

- Σδ αδενθή ιμο Υξηζηίλα ΢θήθα πμο είκαζ βζα ιέκα πδβή πανάξ ηαζ είκαζ 

πάκηα δίπθα ιμο. 

- Σδ Γεσξγία Ρέληεζε, Γζδάηηςν Ιαηνζηήξ, έκα απυ ηα πζμ ζδιακηζηά 

πνυζςπα ζηδ γςή ιμο, πμο εδχ ηαζ ανηεηά πνυκζα ιε ηάκεζ πναβιαηζηά 

εοηοπζζιέκμ ηαζ ιε αβάπδ ηαζ οπμιμκή ζηδνίγεζ ηζξ επζθμβέξ ιμο.  

- Όθμοξ ιμο ημοξ θίθμοξ πμο ήηακ δίπθα ιμο αοηά ηα πνυκζα, ιε αμήεδζακ 

ζε δζάθμνα εέιαηα, ιε ζηήνζλακ ζηα «άζπδια»  ηαζ ιμο πάνζζακ άπεζνεξ 

ζηζβιέξ βέθζμο ηαζ πανάξ. Δζδζηά, εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς ημκ ΢άθε 

Πξέληδα, ημκ Φώηε Εώην, ημκ Αρηιιέα Σώλε, ηδκ Ησάλλα Λνπθνπνύινπ, 

ηδ Γέζπνηλα ΢ηαγγόιε, ημκ Κώζηα Σξηαληαθύιιε ηαζ ημ Φίιηππν 

΢αιαπάηα. 

 

Ωζηυζμ ημ ιεβαθφηενμ εοπανζζηχ ημ μθείθς ζημκ παηένα ιμο Αξηζηείδε 

΢θήθα, πμο ιε έιαεε κα ζημπεφς ρδθά, ζηδνίγεζ ηάεε επζθμβή ιμο ηαζ ιε 

αμδεά κα ανεεχ έκα αήια πζμ ημκηά ζηα υκεζνά ιμο.  

 

Ιςάκκζκα, Ιμφκζμξ 2009 

    Αθέλακδνμξ Α. ΢θήηαξ. 
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1.1 Μεηαγξαθηθόο Παξάγνληαο NF-θB 

 

Ο πονδκζηυξ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ NF-ηΒ (Nuclear Factor-ηB), 

ηαοημπμζήεδηε ημ 1986 απυ ηδκ ενεοκδηζηή μιάδα ημο D. Baltimore, ςξ έκαξ 

πονδκζηυξ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ πμο έπεζ ηδκ ζηακυηδηα κα πνμζδέκεηαζ 

ζημκ επαολδηή ηδξ η-εθαθνζάξ αθοζίδαξ ζηα Β-θειθμηφηηανα. Ακήηεζ ζε ιζα 

μζημβέκεζα ιεηαβναθζηχκ παναβυκηςκ, πμο παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ 

νφειζζδ πνμβναιιάηςκ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ, ηα μπμία νοειίγμοκ ηζξ 

απμηνίζεζξ ηςκ ηοηηάνςκ ζημ ζηνεξ ηαζ ηδκ βέκεζδ ηδξ επίηηδηδξ ηαζ ηδξ 

έιθοηδξ ακμζίαξ (Baltimore, 2009; Karin and Delhase, 2000; Hayden and 

Ghosh, 2004; Karin and Greten, 2005; Tergaonkar, 2006). 

Σα πνςηεσκζηά ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ ημο NF-ηΒ δεζιεφμκηαζ ζημ DNA ςξ 

έηενμ- ή μιμ-δζιενή ζφιπθμηα, ηα μπμία πνμηφπημοκ επζθεηηζηά απυ πέκηε 

πζεακέξ οπμιμκάδεξ: RelA/p65, c-Rel, RelB, p50 (p105/NF-ηΒ1) ηαζ p52 

(p100/NF-ηΒ2). Οζ οπμιμκάδεξ αοηέξ θένμοκ ιζα Rel μιυθμβδ πενζμπή (RHD; 

Rel homology domain) ζημ Ν-ηεθζηυ άηνμ ημοξ, ηνζαημζίςκ πενίπμο 

αιζκμλέςκ, δ μπμία πανμοζζάγεζ ζηακυηδηα δέζιεοζδξ ζημ DNA ηαζ 

μκμιάγεηαζ ηΒ-εέζδ δέζιεοζδξ, εονζζηυιεκδ ζε πνμαβςβείξ ηαζ εηηζκδηέξ 

βμκζδίςκ (Perkins, 2007). Πανά ηζξ μιμζυηδηέξ ημοξ, μζ πνςηεΐκεξ ηδξ 

μζημβέκεζαξ ημο NF-ηΒ ιπμνμφκ κα δζαπςνζζημφκ ζε δομ επζπθέμκ οπμ-

μζημβέκεζεξ, ηα ιέθδ ηδξ οπμμζημβέκεζαξ RelA, c-Rel ηαζ RelB, πμο πενζέπμοκ 

ζημ C-ηεθζηυ άηνμ ημοξ πενζμπέξ ιεηαβναθζηήξ εκενβμπμίδζδξ ηαζ 

ζοκηίεεκηαζ ςξ χνζια ιυνζα ηαζ ηζξ οπμιμκάδεξ p50 ηαζ p52, πμο ζοκηίεεκηαζ 

ςξ ιεβαθφηενα πνυδνμια ιυνζα, ηζξ p105 ηαζ p100 ακηίζημζπα ηαζ θένμοκ ζημ 

C-ηεθζηυ άηνμ ημοξ επακαθαιαακυιεκεξ αθθδθμοπίεξ (ιμηίαα) αβηονίκδξ 

(Perkins, 2007; Karin et al., 2002; Hoffmann et al., 2006).  

΢ημοξ πενζζζυηενμοξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ ηα δζιενή πνςηεσκζηά ζφιπθμηα 

ηςκ οπμιμκάδςκ ημο NF-ηΒ εκημπίγμκηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια δεζιεοιέκα 

απυ ιζα μζημβέκεζα ακαζηαθηζηχκ πνςηεσκχκ βκςζηέξ ςξ ακαζημθείξ ημο NF-

ηΒ (inhibitors of NF-ηΒ) ηζξ IηBs (IηΒα, ΙηΒα, ΙηΒβ, ΙηΒε ηαζ Bcl3). Πανυθα 

αοηά, μιμ-δζιενή ηςκ οπμιμκάδςκ p50 ηαζ p52 δεκ οπυηεζκηαζ ζημκ έθεβπμ 

ηςκ IηBs ηαζ πμθφ ζοπκά εκημπίγμκηαζ ζοκεπχξ ζημκ πονήκα. Όηακ, υιςξ, μζ 

οπμιμκάδεξ p50 ηαζ p52 ζπδιαηίγμοκ εηενμ-δζιενή ιε ηζξ οπμιμκάδεξ Rel, 

ηυηε οπυηεζκηαζ ηακμκζηά ζε νφειζζδ απυ ηζξ IηBs, ελαίνεζδ ζε αοηυκ ημκ 
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ηακυκα είκαζ ημ ζφιπθμημ ηςκ οπμιμκάδςκ p52-RelB, ημ μπμίμ έπεζ παιδθή 

ζοββέκεζα ιε ηζξ IηBs, ηαζ βζα αοηυ δεκ οπυηεζηαζ ζημκ ζοβηεηνζιέκμ 

ιδπακζζιυ νφειζζδξ (Dobranski et al., 1994; Perkins, 2007). 

Η εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ, ςξ απυηνζζδ ζε δζάθμνα ενεείζιαηα, βίκεηαζ 

ιέζς ηνζχκ δζαθμνεηζηχκ πμνεζχκ, ζηζξ μπμίεξ ειπθέημκηαζ ηονίςξ μζ 

ηζκάζεξ ζενίκδξ/ενεμκίκδξ IKKα, ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚβ/ΝΔΜΟ (NF-ηΒ essential 

molecular). Οζ ηζκάζεξ αοηέξ ζπδιαηίγμοκ πνςηεσκζηά ζφιπθμηα ηαζ 

θςζθμνοθζχκμοκ ηζξ ΙηΒs ζε ζοβηεηνζιέκα ηαηάθμζπα ζενίκδξ (Perkins, 

2006; Scheidereit, 2006; Gloire et al., 2006), ιε απμηέθεζια ηδκ 

απεθεοεένςζδ ηαζ ιεηαηυπζζδ ηςκ δζιενχκ ζοιπθυηςκ ηςκ οπμιμκάδςκ 

ημο NF-ηΒ ζημκ πονήκα ηαζ ηδκ πνυζδεζδ ημοξ ζε βμκίδζα ζηυπμοξ. 

Η πζμ ζοπκά παναηδνμφιεκδ πμνεία εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ είκαζ δ 

ηακμκζηή πμνεία εκενβμπμίδζδξ, δ μπμία επάβεηαζ ςξ απυηνζζδ ζε δζάθμνα 

ενεείζιαηα, ιεηαλφ ηςκ μπμίςκ μζ πνμ-θθεβιμκχδεζξ ηοηηανμηίκεξ TNFα 

(tumor necrosis factor-α) ηαζ δ IL-1(interleukin-1), δ εκενβμπμίδζδ ηςκ 

οπμδμπέςκ ηςκ Σ-θειθμηοηηάνςκ (TCR), δ έηεεζδ ζε ααηηδνζαηά πνμσυκηα, 

υπςξ μζ θζπμπμθοζαηπανίηεξ (LPS) ή δ πμνήβδζδ ημο οπενμλεζδίμο ημο 

οδνμβυκμο (H2O2). Αοηή δ πμνεία παναηηδνίγεηαζ απυ ηδκ ηαηαθοηζηή 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ ΙηΒα ζηα ηαηάθμζπα ηςκ ζενίκςκ Ser32 ηαζ 36 ηαζ ηδκ 

επαηυθμοεδ απμδυιδζδ ηδξ ιέζς μοαζηζηίκςζδξ απυ ημ πνςηευζςια 26S. 

΢ε πμθθμφξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ ηαζ μζ ΙηΒα ηαζ ΙηΒε οπυηεζκηαζ ζε 

θςζθμνοθίςζδ, αθθά ιε πζμ ανβυ νοειυ (Karin et al., 2002; Perkins, 2006; 

Perkins, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

18 
 

 

 

 

 

 

           

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Δηθόλα 1: (α) ΢ηα ηφηηανα ηςκ εδθαζηζηχκ οπάνπμοκ πέκηε ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ 
πνςηεσκχκ ημο NF-ηΒ:  RelA/p65, RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-ηΒ1) ηαζ p52/p100 (NF-
ηΒ2). Όθεξ μζ πνςηεΐκεξ ηδξ μζημβέκεζαξ ημο NF-ηΒ θένμοκ ιζα Rel-μιυθμβδ πενζμπή 
ζημ Ν-ηεθζηυ άηνμ ημοξ (RHD: Rel homology domain), δ μπμία ζοιαάθθεζ ζηδκ 
πνυζδεζδ ηςκ πνςηεσκχκ ζημ DNA ηαζ δ μπμία πενζθαιαάκεζ ηδκ πενζμπή 
εκημπζζιμφ ζημκ πονήκα (nuclear localization sequence; NLS). Η οπμ-μζημβέκεζα 
πνςηεσκχκ Rel, δδθαδή μζ RelA, RelB ηαζ c-Rel πενζθαιαάκμοκ ηαζ πενζμπέξ 
εκενβμπμίδζδξ ηδξ ιεηαβναθήξ (TADs: transcriptional activation domains) ζημ C-
ηεθζηυ ημοξ άηνμ. Οζ ΣΑ1 ηαζ ΣΑ2 είκαζ οπμ-πενζμπέξ ηδξ πενζμπήξ TAD. (β) Οζ 
ακαζηαθηζηέξ πνςηεΐκεξ ημο NF-ηΒ, δ μζημβέκεζα ηςκ ΙηΒ πνςηεσκχκ, απμηεθείηαζ 
απυ ηζξ ΙηΒα, ΙηΒα, ΙηΒε ηαζ BCL3. Όπςξ μζ p105 ηαζ p100, μζ ΙηΒ πνςηεΐκεξ θένμοκ 
επακαθαιαακυιεκεξ αθθδθμοπίεξ (ιμηίαα) αβηονίκδξ (ΑΝΚ) ζημ C-ηεθζηυ άηνμ ημοξ. 
(γ) Απεζημκίγμκηαζ μζ ηνείξ ηφνζεξ οπμιμκάδεξ ημο ζοιπθυημο ηςκ ηζκαζχκ ηςκ ΙηΒs 
(ΙΚΚ), μζ μπμίεξ είκαζ μζ ηνείξ ηαηαθοηζηέξ οπμιμκάδεξ ΙΚΚα, ΙΚΚα ηαζ ΝΔΜΟ ή ΙΚΚβ 
ιε ηα ηφνζα δμιζηά ημοξ ζημζπεία (ιμηίαα). [CC, coiled-coil; DD, region with homology 
to a death domain; HLH, helix-loop–helix; LZ, RelB-transactivation-domain containing 
a putative leucine-zipper-like motif; NBD, NEMO-binding domain; PEST, domain rich 
in proline (P), glutamate (E), serine (S) and threonine (T); ZF, zinc-finger domain. 
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1.2 Καλνληθή πνξεία ελεξγνπνίεζεο ηνπ NF-θΒ 

 

΢ηδκ ηακμκζηή πμνεία εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ δ ΙηΒα θςζθμνοθζχκεηαζ 

απυ ημ πνςηεσκζηυ ζφιπθμημ εκενβμπμίδζδξ ηςκ ΙΚΚ. Σμ ορδθμφ ιμνζαημφ 

αάνμοξ ζφιπθμημ ηςκ ΙΚΚ απμηεθείηαζ απυ έκα ιυνζμ ηδξ ηαηαθοηζηήξ 

ηζκάζδξ ΙΚΚα, έκα ηδξ ΙΚΚα ηαζ ημοθάπζζημκ δφμ ιυνζα ηδξ ΙΚΚβ/ΝΔΜΟ. Οζ 

ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ πςξ δ πζμ εκενβή ηζκάζδ ζε αοηή ηδκ πμνεία είκαζ δ ΙΚΚα 

(Bonizzi and Karin, 2004; Pasparakis et al., 2006). Οζ ΙΚΚα (85kD) ηαζ ΙΚΚα 

(87kD) είκαζ ηοπζηέξ ηζκάζεξ ζενίκδξ/ενεμκίκδξ, πμο θένμοκ ιζα ηαηαθοηζηή 

πενζμπή ζημ αιζκμηεθζηυ ημοξ άηνμ ηαζ δομ πενζμπέξ ημκηά ζημ ηαναυλο-

ηεθζηυ ημοξ άηνμ, υιμζεξ ιε ηζξ δμιέξ θενιμοάν θεοηίκδξ (LZ) ηαζ έθζηαξ-

ανυβπμο-έθζηαξ (HLH). Αηυια, μζ ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα ζπδιαηίγμοκ μιμ- ηαζ έηενμ-

δζιενή in vivo ιέζς θενιμοάν θεοηίκδξ. Η εκενβμπμίδζδ ηδξ ΙΚΚα ελανηάηαζ 

απυ ηδκ θςζθμνοθίςζή ηδξ, δ μπμία επάβεηαζ απυ ημ ηαηάθθδθμ ενέεζζια, 

ζηζξ ζενίκεξ 177 ηαζ 181 ζημκ Σ-ανυβπμ εκενβμπμίδζήξ ηδξ (Li et al., 2002; 

Karin et al., 2004; Hacker and Karin, 2006; Scheidereit, 2006; Perkins, 2006). 

Η IKKα-ελανηχιεκδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ IηBα ζηζξ ζενίκεξ32/36 ηαζ δ 

επαηυθμοεδ πνςηεμθοηζηή απμδυιδζδ ηδξ έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδκ 

απεθεοεένςζδ ημο εηενμ-δζιενμφξ ζοιπθυημο ηςκ οπμιμκάδςκ p50-

RelA(p65), ηδ ιεηαηυπζζδ ημο απυ ημ ηοηηανυπθαζια ζημκ πονήκα ηαζ ηδ 

δέζιεοζδ ημο ζε πνμαβςβείξ ή εηηζκδηέξ βμκζδίςκ-ζηυπςκ ημο, πμο μδδβεί 

ζηδκ επαβςβή ηδξ ιεηαβναθήξ αοηχκ ηςκ βμκζδίςκ (Δζηυκα 2Α). 

 

1.3 Με θαλνληθή ή ελαιιαθηηθή πνξεία ελεξγνπνίεζεο ηνπ NF-θΒ 

 

Έκα ιένμξ ηςκ ενεεζζιάηςκ πμο εκενβμπμζμφκ ημκ NF-ηΒ, υπςξ μζ 

οπμδμπείξ CD40, μζ οπμδμπείξ ηδξ θειθμημλίκδξ α ηαζ μ πανάβμκηαξ 

εκενβμπμίδζδξ ηςκ Β-θειθμηοηηάνςκ ηδξ μζημβέκεζαξ ημο TNF, εκενβμπμζμφκ 

ηδ ιδ-ηακμκζηή ή εκαθθαηηζηή πμνεία εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ (Perkins, 

2003; Bonizzi and Karin, 2004; Perkins, 2007). ΢ηδ ιδ-ηακμκζηή πμνεία 

εκενβμπμίδζδξ, δ ηζκάζδ επαβςβήξ ημο NF-ηΒ (NIK; NF-ηΒ inducing kinase) 

εκενβμπμζείηαζ ηαζ ιε ηδ ζεζνά ηδξ εκενβμπμζεί, ιέζς θςζθμνοθίςζδξ, ηδκ 

ηζκάζδ ΙΚΚα, δ μπμία ζπδιαηίγεζ έκα μιμ-δζιενέξ (Dejardin, 2006; Gilmore, 

2006; Perkins 2007). 
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Σμ μιμ-δζιενέξ ηδξ ΙΚΚα θςζθμνοθζχκεζ ημ πνυδνμιμ ιυνζμ p100, ημ μπμίμ 

έπεζ ηδκ ζδζαζηενυηδηα, υπςξ ηαζ ημ μιυθμβμ ημο πνυδνμιμ ιυνζμ p105, κα 

ακήηεζ ηυζμ ζηδκ μζημβέκεζα ηςκ πνςηεσκχκ ημο NF-ηΒ, υζμ ηαζ ζε αοηή ηςκ 

ΙηΒs. Η ακαδίπθςζδ ηςκ πενζμπχκ αβηονίκδξ ημο C-ηεθζημφ ημο άηνμο, ημο 

επζηνέπμοκ κα δνά ςξ αοηυ-ακαζημθέαξ ηαζ κα παναιέκεζ ζημ 

ηοηηανυπθαζια ζε ηφηηανα πμο δεκ οπυηεζκηαζ ζε ηακέκα ενέεζζια. Ωζηυζμ, 

ιε ηδκ θςζθμνοθίςζή ημο απυ ημ μιμ-δζιενέξ ηςκ ΙΚΚα, ζε ζοβηεηνζιέκα 

ηαηάθμζπα ζενίκδξ, μδδβείηαζ ζε ιενζηή πνςηεμθοηζηή δζάζπαζδ απυ ημ 

πνςηευζςια 26S, πανάβμκηαξ ημ χνζιμ ιυνζμ p52 (Dejardin, 2006; Gilmore, 

2006; Perkins, 2007). Σμ p52 ζπδιαηίγεζ έηενμ-δζιενή ιε ηζξ άθθεξ πνςηεΐκεξ 

ηδξ μζημβέκεζαξ ημο NF-ηΒ, αθθά ζοκδεέζηενα ιε ηδ RelB. Μάθζζηα, ιεθέηεξ 

ακαθένμοκ πςξ ημ p100 είκαζ μ ηφνζμξ ακαζημθέαξ ηδξ p52 ηαζ ημ ζφιπθμημ 

p52-RelB ζπδιαηίγεηαζ απυ ηδκ πνςηεμθοηζηή δζάζπαζδ εκυξ δζιενμφξ p100-

RelB (Dejardin, 2006; Gilmore, 2006; Perkins 2007). Σμ εηενμ-δμιενέξ p52-

RelB ιεηαημπίγεηαζ απυ ημ ηοηηανυπθαζια ζημκ πονήκα, δεζιεφεηαζ ζε 

πνμαβςβείξ βμκζδίςκ-ζηυπςκ ημο ιε απμηέθεζια ηδ επαβςβή ηδξ 

ιεηαβναθήξ αοηχκ ηςκ βμκζδίςκ (Δζηυκα 2Β). 

 

1.4 Άηππε πνξεία ελεξγνπνίεζεο ηνπ NF-θΒ 

 

Η άηοπδ πμνεία εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ είκαζ ιζα πμνεία ακελάνηδηδ ηςκ 

ηζκαζχκ ΙΚΚ. Έπεζ παναηδνδεεί ζε απμηνίζεζξ αθααχκ ζημ DNA, ηαζ ιπμνεί 

κα εκενβμπμζδεεί απυ ενεείζιαηα υπςξ δ δμλμνμοαζηίκδ ηαζ δ οπενζχδδξ 

αηηζκμαμθία (UV), πμο έπμοκ ςξ ζοκέπεζα ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ ΙηΒα απυ 

ηδκ ηζκάζδ ηδξ ηαγεΐκδξ 2 (CK2) (Perkins and Gilmore, 2006; Perkins 2006) ή 

υπςξ δ οπμλεία, ημ H2O2 ηαζ δ πμνήβδζδ ζε ηφηηανα ημο  κεονζημφ αολδηζημφ 

πανάβμκηα (NGF; nerve growth factor), πμο έπμοκ ςξ απμηέθεζια ηδ 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ ΙηΒα ζηδ εέζδ ηονμζίκδ42 ηαζ ηδκ επαηυθμοεδ 

απμδυιδζή ηδξ (Perkins, 2007). Μέζς ηδξ άηοπδξ πμνείαξ εκενβμπμζμφκηαζ 

ζφιπθμηα οπμιμκάδςκ ημο NF-ηΒ, ζηδκ πθεζμρδθία ημοξ εηενμ-δζιενή p50-

RelA(p65), ηα μπμία ιεηαημπίγμκηαζ ζημκ πονήκα ηαζ επδνεάγμοκ ηδκ 

έηθναζδ βμκζδίςκ-ζηυπςκ ημοξ, ιέζς εκυξ ιδπακζζιμφ, πμο ιμζάγεζ 

πενζζζυηενμ ιε ηδκ ηακμκζηή πμνεία εκενβμπμίδζδξ (Perkins, 2007) (Δζηυκα 

2Γ). 
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Δηθόλα 2: Πνξείεο ελεξγνπνίεζεο ηνπ NF-θΒ.  
(Α) ΢ηδκ ηακμκζηή ή ηθαζζζηή πμνεία εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ, δζιενή ημο NF-ηΒ 
υπςξ ημ p50-RelA(p65) παναιέκμοκ ζημ ηοηηανυπθαζια, θυβς ηδξ 
αθθδθεπίδναζήξ ημοξ ιε έκα ακελάνηδημ ιυνζμ ΙηΒ, ζοκήεςξ ηδκ ΙηΒα. ΢ε πμθθέξ 
πενζπηχζεζξ, δ πνυζδεζδ εκυξ πνμζδεηζημφ ιμνίμο ζε έκακ επζθακεζαηυ οπμδμπέα 
ημο ηοηηάνμο, υπςξ TNF-R ή TLR, έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ ζηναημθυβδζδ 
πνμζανιμζηζηχκ ιμνίςκ, υπςξ TRAFs, ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή πενζμπή ημο 
οπμδμπέα. ΢ηδ ζοκέπεζα ηα πνμζανιμζηζηά ιυνζα ζηναημθμβμφκ έκα ζφιπθμημ ηςκ 
ΙΚΚ, ημ μπμίμ πενζθαιαάκεζ ηζξ ηαηαθοηζηέξ οπμιμκάδεξ ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα ηαζ δφμ ιυνζα 
ΝΔΜΟ. Η ζοκάενμζζδ ιμνίςκ ζημοξ οπμδμπείξ εκενβμπμζεί ημ ζφιπθμημ ΙΚΚ. Σμ 
εκενβμπμζδιέκμ ζφιπθμημ ηςκ ΙΚΚ θςζθμνοθζχκεζ ηδκ πνςηεΐκδ ΙηΒ ζε δομ 
ηαηάθμζπα ζενίκδξ, Ser32/36, ηάηζ πμο έπεζ ςξ ζοκέπεζα ηδκ πνςηεμζςιζηή 
απμδυιδζή ηδξ. Συηε ηα εηεν-δζιενή ηςκ πνςηεσκχκ ημο NF-ηΒ, p50-RelA(p65), 
ιεηαημπίγμκηαζ ζημκ πονήκα ηαζ πνμζδέκμκηαζ ζε πνμαβςβείξ βμκζδίςκ-ζηυπςκ 
ημοξ. 
(Β) Καηά ηδ ιδ-ηακμκζηή δ εκαθθαηηζηή πμνεία εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ, 
εκενβμπμζμφκηαζ ηονίςξ ηα ζφιπθμηα p100-RelB. Αοηή δ πμνεία δζαθένεζ απυ ηδκ 
ηακμκζηή ζημ υηζ ιυκμ ζοβηεηνζιέκα ενεείζιαηα, υπςξ μ BAFF ηαζ ημ CD40, είκαζ 
ζηακά κα ηδκ εκενβμπμζήζμοκ ηαζ ζημ υηζ πνμςεείηαζ ιέζς εκυξ ΙΚΚ μιμ-δζιενμφξ 
ζοιπθυημο, πμο απμηεθείηαζ απυ δομ οπμιμκάδεξ ΙΚΚα. ΢ηδ ιδ ηακμκζηή πμνεία δ 
πνυζδεζδ ιμνίςκ ζημοξ οπμδμπείξ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ 
ηζκάζδξ ΝΙΚ, δ μπμία θςζθμνοθζχκεζ ηαζ εκενβμπμζεί ημ ζφιπθμημ ηςκ ΙΚΚα. Αοηυ 
ιε ηδ ζεζνά ημο θςζθμνοθζχκεζ δφμ ηαηάθμζπα ζενίκδξ, πμο ανίζημκηαζ ζηζξ C-
ηεθζηέξ πενζμπέξ αβηονίκδξ ηδξ p100. Σμ απμηέθεζια ηδξ δζαδζηαζίαξ αοηήξ είκαζ δ 
ιενζηή πνςηευθοζδ ηδξ p100 ηαζ δ απεθεοεένςζδ ημο εηνμ-δεζιενμφξ ζοιπθυημο 
p52-RelB πμο ιεηαημπίγεηαζ ζημκ πονήκα ηαζ πνμζδέκεηαζ ζε πνμαβςβείξ βμκζδίςκ-
ζηυπςκ ημοξ. 
(Γ) ΢ηδκ άηοπδ πμνεία εκενβμπμίδζδξ μιμδζιενή p50 ή p52 εζζένπμκηαζ ζημκ 
πονήκα υπμο εκενβμπμζμφκ ηδ ιεηαβναθή βμκζδίςκ, ιέζς ηδξ αθθδθεπίδναζήξ ημοξ 
ιε ηδκ Bcl-3. Σμ πχξ νοειίγεηαζ δ άηοπδ πμνεία δεκ έπεζ δζαθεοηακεεί. Καζ ζηα ηνία 
ιμκμπάηζα εκενβμπμίδζδξ μζ οπμιμκάδεξ ημο NF-ηΒ οπυηεζκηαζ ζε ιέηα-
ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ, μζ μπμίεξ νοειίγμοκ ηδ ιεηαβναθζηή ημοξ εκενβυηδηα 
(Gilmore, 2006; Perkins, 2006).   
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1.5 Πξνγξακκαηηζκέλνο θπηηαξηθόο ζάλαηνο 
 

Οζ πμθοηφηηανμζ μνβακζζιμί, πμθφ ζοπκά, πνεζάγεηαζ κα εθέβπμοκ ημκ ανζειυ 

ηςκ ηοηηάνςκ ημοξ, ηαζ βζα ημ ζημπυ αοηυ πνδζζιμπμζμφκ έκα πμθφ 

ζδιακηζηυ ιμνζαηυ πνυβναιια, ημκ πνμβναιιαηζζιέκμ ηοηηανζηυ εάκαημ. Ο 

πνμβναιιαηζζιέκμξ ηοηηανζηυξ εάκαημξ είκαζ ημ ίδζμ ζδιακηζηυξ ιε ηδκ 

ηοηηανζηή δζαίνεζδ ηαζ ημκ ηοηηανζηυ δζαπςνζζιυ ηαζ επζηνέπεζ ζημοξ 

μνβακζζιμφξ κα εθέβπμοκ αοζηδνά ημκ ανζειυ ηςκ ηοηηάνςκ ημοξ ηαζ ημ 

ιέβεεμξ ηςκ ζζηχκ ημοξ, έηζζ χζηε κα πνμζηαηεφμκηαζ απυ επζηίκδοκα 

ηφηηανα πμο απεζθμφκ ηδκ μιμζυζηαζδ. Σέημζα ηφηηανα ιπμνεί κα πνμηφρμοκ 

ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ακάπηολδξ, μπυηε ηαζ πμθθά ηφηηανα πανάβμκηαζ ζε 

πθευκαζια, ή απυ ηφηηανα πμο είκαζ ηανηζκζηά, πνμζαεαθδιέκα απυ ζμφξ ή 

ηφηηανα ημο ακμζμπμζδηζημφ, ηα μπμία ακαβκςνίγμοκ ηφηηανα ημο 

μνβακζζιμφ, πνμηαθχκηαξ αοημάκμζα κμζήιαηα (Meier Pet al., 2000; 

Prindull, 1995). Ο πνμβναιιαηζζιέκμξ ηοηηανζηυξ εάκαημξ ακαθένεηαζ ςξ 

απυπηςζδ ηαζ ημ υκμια ημο δυεδηε απυ ημοξ  Kerr, Wyllie ηαζ Currie ημ 1972, 

μζ μπμίμζ ηαζ πνυηεζκακ ηδκ ζδέα ημο απμπηςηζημφ ηοηηανζημφ εακάημο ιεηά 

απυ ζζημθμβζηέξ ηαζ ιμνθμθμβζηέξ ιεθέηεξ ζε ζζπαζιζηά δπαημηφηηανα 

(Hengartner, 2000; Hail et al., 2006). Απμηοπία ηδξ έκανλδξ ημο 

πνμβναιιαηζζιέκμο ηοηηανζημφ εακάημο ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζε παεμθμβζηέξ 

ηαηαζηάζεζξ, υπςξ ακαπηολζαηά εθαηηχιαηα, αοημάκμζα κμζήιαηα, 

εηθοθζζιυξ κεονζηχκ ηοηηάνςκ, ηανηίκμξ ηαζ άθθεξ (Jin and El-Deiry, 2005). 

Τπάνπμοκ δφμ ηφπμζ ηοηηανζημφ εακάημο, μ πνμβναιιαηζζιέκμξ ή 

απμπηςηζηυξ ηοηηανζηυξ εάκαημξ ηαζ μ παεμθμβζηυξ ιδ πνμβναιιαηζζιέκμξ 

ή κεηνςηζηυξ ηοηηανζηυξ εάκαημξ, μζ μπμίμζ πανμοζζάγμοκ δζαθμνεηζηά 

ιμνθμθμβζηά παναηηδνζζηζηά  ιεηαλφ ημοξ, πμο απμηεθμφκ ηαζ ηα ηφνζα 

ζημζπεία βζα ημκ δζαπςνζζιυ ηςκ δφμ εζδχκ ηοηηανζημφ εακάημο (Δζη. 3).   

Έκα απμπηςηζηυ ηφηηανμ οπυηεζηαζ ζε ζοννίηκςζδ, ζε ζοιπφηκςζδ ηδξ 

πνςιαηίκδξ ημο, ηαηάννεοζδ ημο πονήκα (ηανομνήλδ), ζε ακαδζάνενςζδ ή 

ηαηάηιδζδ ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ ηαζ ημο ηοηηανμπθάζιαημξ, 

πνςηευθοζδ, ηαηάηιδζδ ημο DNA, βεβμκυηα πμο μδδβμφκ ζημ ζπδιαηζζιυ 

ημο ή ηςκ απμπηςζςιάηςκ (Δζη. 3) (Majno and Joris, 1995). Σεθζηά, ηα 

απμπηςηζηά ηφηηανα πάκμοκ ηδκ αηεναζυηδηα ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ημοξ 

ιειανάκδξ ηαζ βίκμκηαζ κεηνςηζηά in vitro, ςζηυζμ ηάηζ ηέημζμ δε ζοιααίκεζ 
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ζοπκά  in vivo, βζαηί εηπέιπμοκ ζήιαηα ιέζς ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ημοξ 

ιειανάκδξ, ηα μπμία πνμηαθμφκ ηδκ απμιάηνοκζή ημοξ ιέζς θαβμηφηηςζδξ 

(Kerr et al., 1995). 

Ακηίεεηα, ηαηά ημκ κεηνςηζηυ εάκαημ ανπζηά παναηδνείηαζ δζυβηςζδ ημο 

ηοηηάνμο ηαζ ηςκ μνβακζδίςκ ημο, έκα θαζκυιεκμ πμο μκμιάγεηαζ υβηςζδ, 

νήλδ ηςκ μνβακζδίςκ, πςνίξ κα παναηδνείηαζ ακαδζάνενςζδ ηδξ πνςιαηίκδξ, 

ιε απμηέθεζια ημ ηφηηανμ κα οπυηεζηαζ ζε θφζδ ημο ηοηηανμπθάζιαημξ, ηάηζ 

πμο είκαζ ηαζ ημ ηεθζηυ παναηηδνζζηζηυ ηδξ κέηνςζδξ (Δζη. 3) (Majno and 

Joris, 1995). 

Η απυπηςζδ ιπμνεί κα δζαζνεεεί ζε ηνείξ θάζεζξ, ηδκ έκανλδ, ηδ 

δζαδναζηζηή θάζδ ηαζ ηδκ απμδυιδζδ (Green and Kroemer, 1998). Μζα 

ιεβάθδ πμζηζθία ελςβεκχκ ζδιάηςκ ιπμνεί κα πονμδμηήζεζ ηζξ δφμ ηφνζεξ 

απμπηςηζηέξ πμνείεξ ημο ηοηηάνμο, ηδκ εμωγελή ή πνξεία ηωλ ππνδνρέωλ 

ζαλάηνπ ηαζ ηδκ ελδνγελή ή κηηνρνλδξηαθή πνξεία ηεο απόπηωζεο. Η 

ελςβεκήξ πμνεία εκενβμπμζείηαζ απυ ελςβεκή απμπηςηζηά ενεείζιαηα 

απμηεθμφιεκα απυ πνμζδέιαηα (ligands)  πνυηθδζδξ εακάημο ζε 

επζθακεζαημφξ οπμδμπείξ ηςκ ηοηηάνςκ. ΢ε άθθεξ πενζπηχζεζξ δ έκανλδ ηδξ 

απυπηςζδξ βίκεηαζ ιέζς ηδξ εκδμβεκμφξ πμνείαξ, δ μπμία εκενβμπμζείηαζ 

απυ εκδμβεκή ζήιαηα, υπςξ είκαζ δ ηαηαζηνμθή ημο DNA, πμο πνμηαθείηαζ 

απυ ναδζεκένβεζα ή πδιζημφξ πανάβμκηεξ, ηδ ζηένδζδ αολδηζηχκ 

παναβυκηςκ ή ημ μλεζδςηζηυ ζηνεξ. Γεκζηά δ εκδμβεκήξ πμνεία εηηζκεί ηδκ 

απυπηςζδ ιέζς ηδξ ζοιιεημπήξ ηςκ ιζημπμκδνίςκ (Jin and El-Deiry, 2005). 
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Δηθόλα 3: Σα κνξθνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά ηεο απόπησζεο, ηεο 
όγθνζεο θαη ηεο λέθξσζεο (Hail et al., 2006). 
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1.6 Δμσγελήο θαη ελδνγελήο πνξεία ελεξγνπνίεζεο ηεο απόπησζεο 
 

Η ελςβεκήξ πμνεία εκενβμπμζείηαζ απυ επζθακεζαημφξ ηοηηανζημφξ οπμδμπείξ 

εακάημο, υπςξ είκαζ μζ οπμδμπείξ ημο Fas, μζ οπμδμπείξ TNF-R (οπμδμπέαξ 

ημο πανάβμκηα κέηνςζδξ υβημο ή tumor necrosis factor receptor), μζ 

οπμδμπείξ CD95 ή μζ οπμδμπείξ TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing 

ligand). Κάεε έκαξ απυ ημοξ οπμδμπείξ εακάημο έπεζ ιζα εκδμηοηηάνζα 

πενζμπή εακάημο (DD; death domain), δ μπμία είκαζ οπεφεοκδ βζα ηδκ 

πνυζδεζδ ηςκ ηαηάθθδθςκ ηοηηανμπθαζιαηζηχκ πνςηεσκχκ, πμο εα 

πονμδμηήζμοκ ημ απμπηςηζηυ ιμκμπάηζ. Η δζέβενζδ πμο πνμηαθμφκ ηα 

πνμζδέιαηα επαβςβήξ ηοηηανζημφ εακάημο έπμοκ ςξ απμηέθεζια ημκ 

μθζβμιενζζιυ ηςκ οπμδμπέςκ ηαζ ηδ ζηναημθυβδζδ ηςκ πνμζανιμζηζηχκ 

πνςηεσκχκ, πμο έπμοκ ηαζ αοηέξ πενζμπέξ DD, υπςξ δ FADD (Fas-

associated death domain). Η πενζμπή DD ηςκ πνμζανιμζηζηχκ πνςηεσκχκ 

πνμζδέκεηαζ ζηδκ πενζμπή DD  ηδξ ηαζπάζδξ-8, ιε απμηέθεζια ημ 

ζπδιαηζζιυ εκυξ πνςηεσκζημφ ζοιπθυημο επαβςβήξ εακάημο, ημο DISC 

(death-inducing signaling complex). Η εκενβμπμίδζδ ηδξ ηαζπάζδξ-8 απυ ηδκ 

αθθδθεπίδναζδ ημο γοιμβυκμο ηδξ ιε ηζξ πνμζανιμζηζηέξ πνςηεΐκεξ ζημ 

ζφιπθμημ DISC, αημθμοεείηαζ απυ ηδκ εκενβμπμζήζδ ηςκ ηεθεζηχκ 

ηαζπαζχκ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ ηαζπαζχκ-3, -6 ηαζ -7, πμο 

θεζημονβμφκ ςξ ηαεμδζημί ηεθεζηέξ ζημ ηοηηανζηυ πνυβναιια εακάημο 

(Ashkenazi and Dixit, 1998; Jin and El-Deiry, 2005). Η εκενβμπμίδζδ ηδξ 

ηαζπάζδξ-8 ιπμνεί κα ακαζηαθεί απυ ηδ ζηναημθυβδζδ ημο εηθοθζζιέκμο 

μιμθυβμο ηδξ ηαζπάζδξ-8 ηδκ c-FLIP (cellular Fas-associated DD-like 

interleukin (IL)-1-converting enzyme inhibitory protein) (Irmler et al., 1997; 

Hengartner, 2000). ΢ε ζοβηεηνζιέκα ηοηηανζηά ζοζηήιαηα δ εκενβμπμίδζδ 

ηδξ ηαζπάζδξ-8 είκαζ επανηήξ βζα κα εηηζκήζεζ ημκ πνςηεμθοηζηυ 

ηαηαννάηηδ, πμο απαζηείηαζ βζα κα επζηεοπεεί δ απμπηςηζηή ηοηηανζηή 

απμδυιδζδ (Thornberry and Lazebnik, 1998; Ashkenazi and Dixit, 1998; 

Hengartner, 2000). Ωζηυζμ, έπεζ δεζπεεί πςξ δ εκενβμπμίδζδ ηςκ οπμδμπέςκ 

εακάημο πνμςεεί ηδ ζηναημθυβδζδ ηαζ ηδκ ηαεμδζηή εκενβμπμίδζδ ηδξ 

εκδμβεκμφξ πμνείαξ, ηάηζ πμο θαίκεηαζ κα είκαζ  απαναίηδημ βζα κα επζηεοπεεί 

δ απυπηςζδ ζε ζοβηεηνζιέκμοξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ (Δζη. 4) (Lou X et al., 

1998; YinX-M et al., 1999).  
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Σα ιζημπυκδνζα είκαζ ημ ιένμξ υπμο θαιαάκεζ πχνα μ εοηανοςηζηυξ 

μλεζδςηζηυξ ιεηααμθζζιυξ, ιε απμηέθεζια ηδκ παναβςβή ηδξ ηνζθςζθμνζηήξ 

αδεκμζίκδξ (ATP), ιέζς ηδξ πμνείαξ ηδξ μλεζδςηζηήξ θςζθμνοθίςζδξ ηαζ 

ημο ηοημπνχιαημξ-c. Η ιζημπμκδνζαηή θεζημονβία είκαζ ζδιακηζηή βζα ιενζηά 

ηφηηανα ηαζ βζα ηδκ εηηέθεζδ πνμβναιιάηςκ εακάημο. Η εκενβμπμίδζδ 

αοηχκ ηςκ ηοηηανζηχκ μνβακζδίςκ είκαζ έκα ηνίζζιμ αήια βζα ημκ ζοκημκζζιυ 

ηαζ ηδκ μθμηθήνςζδ δζάθμνςκ ακμδζηχκ ηαζ ηαεμδζηχκ απμπηςηζηχκ 

πμνεζχκ. 

Όπςξ πενζβνάθδηε πνμδβμοιέκςξ, υηακ έκαξ πνμζδέηδξ ηδξ οπέν-

μζημβέκεζαξ TNF πνμζδεεεί ζημκ ηοηηανζηυ ημο οπμδμπέα, μ οπμδμπέαξ 

μθζβμιενίγεηαζ, δ εκδμηοηηάνζα πενζμπή DD ζηναημθμβεί ηοηηανμπθαζιαηζηέξ 

ζδιαημδμηζηέξ πνςηεΐκεξ ηαζ ζπδιαηίγεηαζ έκα ζφιπθμημ DISC πμο θένεζ: 

ηδκ πενζμπή DD ημο οπμδμπέα, ηδκ πενζμπή DD εκυξ πνμζανιμζηζημφ ιμνίμο 

(π.π. FADD) ηαζ ηδκ ακεκενβή πνμηαζπάζδ-8, δ μπμία ζηδ ζοκέπεζα 

εκενβμπμζείηαζ ιέζς πνςηευθοζδξ. Η πμζυηδηα ηδξ εκενβήξ ηαζπάζδξ-8, 

πμο πανάβεηαζ ζημ DISC, ηαεμνίγεζ ημ ηαηά πυζμ ιζα ιζημπμκδνζαηά 

ελανηχιεκδ (παιδθή πμζυηδηα) ή ακελάνηδηδ (ορδθή πμζυηδηα) απμπηςηζηή 

πμνεία εα πονμδμηδεεί (Scaffidi et al., 1998;  Schultz and Harrington, 2003). 

Αηυια, δ ηαζπάζδ-8 πνςηεμθφεζ ηαζ εκενβμπμζεί ιζα πνμ-απμπηςηζηή BH3 

(Bcl-2 homologue 3) πνςηεΐκδ ηδξ μζημβέκεζαξ Bcl-2, ηδ Bid, ηδξ μπμίαξ ηα 

μθζβμιενή είκαζ ζηακά κα πονμδμηήζμοκ ηδ δζαπεναηυηδηα ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ιειανάκδξ (mitochondrial membrane permeabilization) MMP, ιε απμηέθεζια 

ηδκ απεθεοεένςζδ  ημο AIF (apoptosis inducing factor), ιζαξ πονδκζηήξ 

θθααμπνςηεΐκδξ ηαζ ημο εκδζάιεζμο ηδξ αθοζίδαξ ιεηαθμνάξ δθεηηνμκίςκ, 

ημο ηοημπνχιαημξ c, απυ ημ ιζημπμκδνζαηυ ζημ δζαιειανακζηυ πχνμ (Lou et 

al., 1998; Yin et al., 1999). Σμ ηοηυπνςια c ιυθζξ απεθεοεενςεεί ζημ 

ηοηηανυπθαζια ιπμνεί κα ζοκδεεεί ιε ηα  dATP ή  ATP ηαζ APAF-1 

(apoptosis protease-activating factor 1), βζα κα ζπδιαηζζηεί ημ απμπηχζςια, 

ημ μπμίμ εκενβμπμζεί ηδκ εκανηηήνζα ηαζπάζδ-9 ηαζ ηδκ πνςηεΐκδ 

Smac/DIABLO, δ μπμία πνμένπεηαζ απυ ηα ιζημπυκδνζα ηαζ ακαζηέθθεζ ηζξ 

πνςηεΐκεξ ηδξ μζημβέκεζαξ IAPs (inhibitors of apoptosis). Η ηαζπάζδ-9 είκαζ 

οπεφεοκδ βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ ηεθεζηχκ ηαζπαζχκ -3 ηαζ -7 (Green 

and Kroemer, 1998; Kroemer and Reed, 2000; Hail et al., 2006), εκχ δνά ηαζ 
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απεοεείαξ ζημκ πονήκα επάβμκηαξ ηδ εναοζιαημπμίδζδ ημο DNA (Δζη. 4) 

(Susin et al., 1996;  Susin et al., 1997; Schultz and Harrington, 2003). 

 Η εκδμβεκήξ πμνεία ιπμνεί κα νοειζζηεί απυ ηδκ μζημβέκεζα ηςκ 

πνςηεσκχκ Bcl-2 (Reed et al., 1998; Hengartner, 2000), απυ πνςηεάζεξ 

(Guicciardi et al., 2000) αθθά ηαζ πανάβμκηεξ υπςξ μζ δναζηζηέξ ιμνθέξ 

μλοβυκμο ηαζ ηα Ca2+, πμο πνμάβμοκ ηδ ιεηαααηζηή δζαπεναηυηδηα ημο 

ιζημπμκδνίμο (Zoratti and Szabo´I, 1995; Hail et al., 2005;). Οζ πενζζζυηενεξ 

πνςηεΐκεξ ηδξ μζημβέκεζαξ Bcl-2 εδνεφμοκ ζηδκ ελςηενζηή ιζημπμκδνζαηή 

ιειανάκδ, απμηεθμφκηαζ ηυζμ απυ πνμ-απμπηςηζηά ιέθδ (π.π Bax, Bad ηαζ 

Bak), υζμ ηαζ απυ ακηζ-απμπηςηζηά (π.π. Bcl-2 ηαζ Bcl-XL) ηαζ δ έηθναζή ημοξ 

ανίζηεηαζ ζε ιζα ηαηάζηαζδ ζζμννμπίαξ εθέβπμκηαξ ηδ δζαπεναηυηδηα ηδξ 

ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ (Hengartner, 2000; Tsujimoto, 2003; Adams and 

Cory, 2007; Chipuk and Green, 2008).Η ζζμννμπία ζημ ζζμγφβζμ ηδξ 

έηθναζήξ ημοξ, ιπμνεί κα απμζηαεενμπμζδεεί, είηε θυβς ιεζςιέκδξ 

έηθναζδξ ή θυβς ηδξ επαβςβήξ ηδξ έηθναζδξ ηςκ πνμ-απμπηςηζηχκ ή ακηζ-

απμπηςηζηχκ πνςηεσκχκ ηδξ μζημβέκεζαξ Bcl-2. 

Οζ δφμ πμνείεξ ζοβηθίκμοκ ζημ επίπεδμ ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηςκ ηεθεζηχκ 

ηαζπαζςκ-3 ηαζ -7. Η εκενβμπμίδζδ ηαζ δ εκενβυηδηα ηςκ ηαζπαζχκ αοηχκ 

ακηαβςκίγεηαζ απυ ηζξ πνςηεΐκεξ IAP, μζ μπμίεξ ιε ηδ ζεζνά ημοξ 

ακηαβςκίγμκηαζ απυ ηδκ πνςηεΐκδ Smac/DIABLO, πμο απεθεοεενχκεηαζ απυ 

ηα ιζημπυκδνζα. Έκαξ απυ ημοξ πζμ ζδιακηζημφξ ζηυπμοξ ηςκ ηαζπαζχκ-3 

ηαζ -7 είκαζ δ DFF45/ICAD (DNA fragmentation factor 45/inhibitor of caspase 

activated DNase), δ μπμία ζπδιαηίγεζ έκα ζζπονυ ακαζηαθηζηυ ζφιπθμημ ιε 

ηδκ DFF40/CAD(DNA fragmentation factor 45/ caspase activated DNase), 

πμο είκαζ ιζα εκ δοκάιεζ DNάζδ, ακ απεθεοεενςεεί. Η εναοζιαημπμίδζδ ηδξ 

DFF45/ICAD απυ ηζξ ηαζπάζεξ-3 ηαζ -7 απεθεοεενχκεζ ηδκ DFF40/CAD, δ 

μπμία είκαζ οπεφεοκδ βζα ηδκ απμδυιδζδ ηςκ πνςιμζςιάηςκ ζε 

κμοηθεμζςιζηά εναφζιαηα ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ απυπηςζδξ. ΢ηδκ 

απμδυιδζδ ημο DNA ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ απυπηςζδξ ζοιιεηέπεζ ηζ άθθδ ιζα 

κμοηθεάζδ, δ εκδμκμοηθεάζδ G, πμο επίζδξ απεθεοεενχκεηαζ απυ ηα 

ιζημπυκδνζα (Δζη. 4) ( Yan and Shi, 2005). 

Δίκαζ θακενυ πςξ επζπνυζεεηα ιμκμπάηζα επαβςβήξ ηδξ απυπηςζδξ 

πνέπεζ κα οπάνπμοκ, ηαεχξ έπεζ δεζπεεί πςξ δ ακαπηολζαηή απυπηςζδ ζε 
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πμκηίηζα ιε εθαηηςιαηζηά ηα ιμκμπάηζα ηςκ ηαζπαζχκ-8 ηαζ -9, ήηακ 

θοζζμθμβζηή (Earnshaw et al., 1999;  Wang and Lenardo, 2000). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 4: Πνξείεο ζεκαηνδόηεζεο ηεο απόπησζεο. Δλςβεκήξ ηαζ 
εκδμβεκήξ πμνεία εκενβμπμίδζδξ ηδξ απυπηςζδξ. (→) εκενβμπμίδζδ, (⊣ ) 
ακαζημθή. DD (death domains); CARD (caspase recruitment domain); 
DED(death effector domain) (Vermeulen et al., 2005). 
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1.7 Ο ξπζκηζηηθόο ξόινο ηεο p53 ζηελ απόπησζε 
 

Ο ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ p53 είκαζ μ πζμ εηηεηαιέκα ιεθεηδιέκμξ 

ηαηαζημθέαξ υβηςκ ηαζ δνα ςξ απυηνζζδ ζε δζάθμνεξ ιμνθέξ ηοηηανζημφ 

ζηνεξ δζαιεζμθααχκηαξ βζα ηδκ έκανλδ πμθθχκ ακηί-πμθθαπθαζζαζηζηχκ 

δζαδζηαζζχκ. Έηζζ, μ p53 ιπμνεί κα εκενβμπμζδεεί απυ ηδκ ηαηαζηνμθή ημο 

DNA, πμο ιπμνεί κα πνμηθδεεί απυ μλεζδςηζηυ ζηνέξ, απυ αηηζκμαμθία, απυ 

ηαηαζηάζεζξ οπμλείαξ ή απυ αζοκήεζζηδ έηθναζδ μβημβμκζδίςκ, νοειίγμκηαξ 

ιε ηδ ζεζνά ημο ηα ζδιεία εθέβπμο ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, ηδκ επζδζυνεςζδ 

ημο DNA, ηδκ ηοηηανζηή βήνακζδ ηαζ ηδκ απυπηςζδ (Levine, 1997; Agarwal, 

et al., 1998; Glazko et al, 2004; Braithwaite et al., 2005; Vousden and Lane, 

2007; Riley et al., 2008). 

Όζμκ αθμνά ηδκ απυπηςζδ, μ p53 ιπμνεί κα παίλεζ έκα νοειζζηζηυ νυθμ, 

επζδνχκηαξ ζε ζδιεία εθέβπμο ηυζμ ημο εκδμβεκμφξ υζμ ηαζ ημο ελςβεκμφξ 

ιμκμπαηζμφ απυπηςζδξ. Η πζμ ζδιακηζηή επίδναζδ ημο p53 ζημ εκδμβεκέξ 

ιμκμπάηζ είκαζ δ ζηακυηδηα ημο κα εθέβπεζ ηδ ιεηαβναθή ηςκ πνμ-

απμπηςηζηχκ πνςηεσκχκ ηδξ μζημβέκεζαξ Bcl-2. ΢ε αοηέξ πενζθαιαάκμκηαζ δ 

πνςηεΐκδ Bax (Fridman and Lowe., 2003; Miyashita et al., 1994), ηαζ μζ 

πνςηεΐκεξ ιε ιμκαδζηή BH3-πενζμπή υπςξ Puma (Nakano and Vousden, 

2001; Fridman and Lowe, 2003), Noxa (Oda et al., 2000a; Fridman and Lowe, 

2003) ηαζ Bid (Sax et al., 2002; Fridman and Lowe, 2003). Δπί πνυζεεηα ιε 

ημοξ πανάβμκηεξ εθέβπμο, πμο δνμοκ ακμδζηά ηςκ ιζημπμκδνίςκ, μ p53 

ιπμνεί κα εκενβμπμζήζεζ δζάθμνα βμκίδζα, ηα πνμσυκηα ηςκ μπμίςκ 

απμηεθμφκ ιένμξ ηδξ απμπηςηζηήξ ιδπακήξ. Έκα απυ αοηά είκαζ ημ βμκίδζμ 

πμο ηςδζημπμζεί ημκ Apaf-1 (Kannan et al., 2001; Moroni et al., 2001; Robles 

et al., 2001, Fridman and Lowe, 2003), μ μπμίμξ δνα ςξ ζοκ-εκενβμπμζδηήξ 

ηδξ ηαζπάζδξ-9 ηαζ ζοιαάθθεζ ζηδκ έκανλδ ημο ηαηαννάηηδ ηαζπαζχκ. 

Δπζπνυζεεηα, μ p53 ιπμνεί κα επαολήζεζ ηδ δνάζδ ηδξ ηαζπάζδξ-6, 

μδδβχκηαξ έηζζ ζηδκ εκζζποιέκδ εοαζζεδημπμίδζδ μνζζιέκςκ ηοηηανζηχκ 

ηφπςκ ζηα πδιεζμεεναπεοηζηά (MacLachlan et al., 2002; Fridman and Lowe, 

2003). Δίκαζ πμθφ πζεακυ αοηυ ημ ζδιείμ εθέβπμο κα ιδκ είκαζ ηνίζζιμ βζα ηδκ 

έκανλδ ηδξ απυπηςζδξ, αθθά ιπμνεί κα πνμςεεί ηδκ απυπηςζδ πανμοζία 

εθεφεενμο ηοημπνχιαημξ-c (Juin et al., 2002; Fridman and Lowe, 2003). Ο 

p53 παίγεζ νοειζζηζηυ νυθμ ηαζ ζημ ελςβεκέξ απμπηςηζηυ ιμκμπάηζ, ιυκμ πμο 
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βζα ημκ αηνζαή ημο νυθμ οπάνπμοκ πενζμνζζιέκα ζημζπεία, εκχ δ ζηακυηδηα 

ημο p53 κα εκενβμπμζεί ηδκ Bid είκαζ πζεακυ κα ζοιαάθθεζ ζηδ δζεπζημζκςκία 

ιεηαλφ ηδξ εκδμβεκμφξ ηαζ ελςβεκμφξ πμνείαξ απυπηςζδξ (Sax et al., 2002; 

Fridman and Lowe, 2003). 

 

1.8 Ο Ρνινο ηεο PARP-1 ζηελ απόπησζε 

 

Η Πυθο(ADP-νζαυγδ) πμθοιενάζδ-1 (PARP-1) είκαζ ημ ηφνζμ οπεφεοκμ 

έκγοιμ βζα ηδκ παναβςβή πμθοιενχκ πυθο- ADP-νζαυγδξ (PAR) (Sallmann 

et al., 2000; Hassa et al., 2006) ηαζ εκημπίγεηαζ ζηα ηεκηνμζςιάηζα ηαζ ηα 

πνςιμζχιαηα, βκςζηή ςξ έκα πονδκζηυ έκγοιμ, πμο εκενβμπμζείηαζ απυ 

ζπάζεζξ ηδξ αθοζίδαξ ημο DNA, έηζζ χζηε κα θάαεζ ιένμξ ζηδκ επζδζυνεςζή 

ημο (Kanai et al., 2000, Wang et al 2005). ΢ε θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ, δ PARP 

παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ δζαηήνδζδ ηδξ βμκζδζςιαηζηήξ ζηαεενυηδηαξ, ζημκ 

έθεβπμ ημο μιυθμβμο ακαζοκδζαζιμφ ηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ θεζημονβίαξ ηςκ 

ηεκηνμζςιάηζςκ  (d‟Adda di Fagagna et al., 1999; Kanai et al., 2003; Schultz 

et al., 2003; Wang et al 2005; Caldecott, 2007).  

΢ε δζάθμνεξ παεμθμβζηέξ ηαηαζηάζεζξ, υπςξ δ ιαγζηή ηαηαζηνμθή ημο 

DNA, δ εκενβμπμίδζδ ηδξ PARP έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο 

οπμζηνχιαηυξ ηδξ, ημο NADc (nicotinamide adenine dinucleotide), πμο ιαγί 

ιε ηδκ επαηυθμοεδ ιείςζδ ηδξ ATP, μδδβεί ζημκ ηοηηανζηυ εάκαημ (Ha and 

Snyder, 1999; Kim et al., 2000, Wang et al 2005). Ακαζημθείξ ηδξ PARP 

ιπμνμφκ κα πνμζηαηέρμοκ πμθθμφξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ απυ ηδκ 

απυπηςζδ, πμο ιπμνεί κα πνμηαθείηαζ απυ δζάθμνμοξ πανάβμκηεξ (Guo et 

al., 1998; Pogrebniak et al., 2003; Hatip-Al-Khatib et al., 2004, Wang et al 

2005), ημ ίδζμ ιπμνεί κα επζηεοπεεί ηαζ ιε ιεηαθθάλεζξ ζηδκ PARP, έηζζ χζηε 

αοηή κα ιδ ιπμνεί κα οπμαθδεεί ζε δζάζπαζδ ή ιε ηδκ πανειαμθή RNA, 

ηαηεοεοκυιεκμο εκάκηζα ζηδκ PARP (Oliver et al., 1998; Herceg and Wang, 

1999;  Kameoka et al., 2004). Η εκενβμπμίδζδ ηδξ PARP είκαζ ζοκήεςξ δ 

ζοκέπεζα ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηδξ ηαζπάζδξ-3, ακ ηαζ οπάνπμοκ ιενζηέξ 

ιεθέηεξ πμο ακαθένμοκ πςξ δ δζάζπαζδ ηδξ PARP είκαζ απμηέθεζια ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ ηδξ ηαζπάζδξ-7 (Boulares et al., 1999; Germain et al., 1999; 

Tian et al., 2000; Yinjun et al., 2004; Wang et al 2005). Δπζπνυζεεηα ιζα άθθδ 

ιεθέηδ έδεζλε πςξ δ ηαζπάζδ-3 δεκ ήηακ απαναίηδηδ βζα ηδ 
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εναοζιαημπμίδζδ ημο DNA ηαζ ηδ δζάζπαζδ ηδξ PARP επάπεδηε απυ ημκ 

TGF-beta (Yang et al., 2004; Wang et al 2005). Έηζζ, ημ πμζα ηαζπάζδ είκαζ 

οπεφεοκδ βζα ηδ δζάζπαζδ ηδξ PARP ηαζ ημ ακ μζ ηαζπάζεξ ειπθέημκηαζ ζε 

αοηυ ημ βεβμκυξ ιπμνεί κα ελανηάηαζ απυ ημ αίηζμ πμο πνμηαθεί ηδκ 

απυπηςζδ. Δπίζδξ, πμθθέξ ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ πςξ μ AIF είκαζ έκαξ 

απαναίηδημξ ηαεμδζηυξ ηεθεζηήξ ηδξ PARP. Όηακ εκενβμπμζείηαζ, δ PARP 

νοειίγεζ ηδκ ιεηαηυπζζδ ημο AIF απυ ηα ιζημπυκδνζα ζημκ πονήκα υπμο, μ 

ηεθεοηαίμξ, επάβεζ ηδκ απμδυιδζδ ηαζ ηδ ιεβάθδξ ηθίιαηαξ 

εναοζιαημπμίδζδ ημο DNA (Yu et al., 2003; Xiao et al., 2004, Wang et al 

2005), αηυια ηαζ ακελάνηδηα ηςκ ηαζπαζχκ (Susin et al., 1996; Susin et al., 

1999; Wang et al 2005). 

 

1.9 Ο ξόινο ηνπ NF-θΒ ζηε ξύζκηζε ηεο απόπησζεο 
 

Ο NF-ηΒ ζπεηίγεηαζ ιε ιζα πθδεχνα αζεεκεζχκ, υπςξ ημ AIDS, μ ηανηίκμξ, 

δ ανενίηζδα, μ δζααήηδξ ηαζ μζ ζμβεκείξ θμζιχλεζξ, ηαεχξ ηαζ ιε θοζζμθμβζηέξ 

θεζημονβίεξ, υπςξ δ ακάπηολδ ηαζ μζ απμηνίζεζξ ημο ακμζμπμζδηζημφ 

ζοζηήιαημξ. Αοηυ ζοιααίκεζ, βζαηί μ NF-ηΒ ειπθέηεηαζ ζηδ νφειζζδ πμθθχκ 

θεζημονβζχκ ηαζ ιζα απυ ηζξ πζμ ζδιακηζηέξ είκαζ δ απυπηςζδ. Σμ ηαηά πυζμ 

μ νυθμξ ημο ζηδ νφειζζδ ηδξ απυπηςζδξ είκαζ πνμ-απμπηςηζηυξ ή ακηζ-

απμπηςηζηυξ, είκαζ ηάηζ πμο ανίζηεηαζ οπυ ζοκεπή ιεθέηδ, ςζηυζμ, έπεζ 

δεζπεεί πςξ ιπμνεί κα δνάζεζ είηε ιε ημκ έκακ ή ιε ημκ άθθμ ηνυπμ (Perkins, 

2007) . 

Ο ακηζ-απμπηςηζηυξ ή πνμ-απμπηςηζηυξ νυθμξ ημο NF-ηΒ έβηεζηαζ ζηδκ 

ζηακυηδηα ημο κα εκενβμπμζεί ηδκ έηθναζδ βμκζδίςκ, ακ ηαζ οπάνπμοκ 

μνζζιέκεξ ελαζνέζεζξ (Kucharczak et al., 2003; Luo et al., 2005; Papa et al., 

2006; Perkins, 2007). Γζα κα ακαζηείθεζ ή κα επάβεζ ηδκ απυπηςζδ, μ NF-ηΒ 

εκενβμπμζεί ηδ ιεηαβναθή ιζαξ πμθφ ιεβάθδξ πμζηζθίαξ βμκζδίςκ, ηα πνμσυκηα 

ηςκ μπμίςκ ειπθέημκηαζ ζε δζαθμνεηζηά ζδιεία ηδξ ελςβεκμφξ ή ηδξ 

εκδμβεκμφξ πμνείαξ ημο απμπηςηζημφ εακάημο (Miyamoto, 2004; Luo et al., 

2005; Dutta et al., 2006; Perkins, 2007; Chariot, 2009).    
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1.10 Μεραληζκνί πνπ εκπιέθνληαη ζηελ αληη-απνπησηηθή 

δξαζηεξηόηεηα ηνπ  NF-θΒ 

 

Σα βμκίδζα-ζηυπμζ ημο NF-ηΒ, πμο ηςδζημπμζμφκ ακηζ-απμπηςηζηέξ 

πνςηεΐκεξ, πενζθαιαάκμοκ ηζξ ακαζηαθηζηέξ πνςηεΐκεξ ηζξ απυπηςζδξ (IAPs) 

ΥΙΑΡ, c-IAP1 ηαζ c-IAP2, μζ μπμίεξ ειπθέημκηαζ ζηδκ ακαζημθή ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ ηδξ πνμηαζπάζδξ-9 ηαζ ηςκ ηαζπαζχκ-3 ηαζ -7, ιε πζμ 

ζδιακηζηή ηδκ XIAP (Liston et al., 2003; Wright and Duckett, 2005; Dutta et 

al., 2006), εκχ πνυζθαηα πνμζηέεδηε ζημοξ ακηζ-απμπηςηζημφξ ζηυπμοξ, 

πμο νοειίγμκηαζ απυ ημκ NF-ηΒ ηαζ ιζα ιμκαδζηή πνςηεΐκδ ηδξ μζημβέκεζαξ 

ηςκ ΙΑΡ, δ survivin (Kawakami et al., 2005; Shishodia et al., 2006; Dutta et 

al., 2006). ΢διακηζηά βμκίδζα-ζηυπμζ ημο NF-ηΒ απμηεθμφκ, επίζδξ, ηα βμκίδζα, 

πμο ηςδζημπμζμφκ ηζξ ακηζ-απμπηςηζηέξ πνςηεΐκεξ ηδξ μζημβέκεζαξ Bcl-2, ηζξ 

Bcl-XL, Bfl-1/A1 ηαζ Bcl-2 ηαζ μζ μπμίεξ ακαζηέθθμοκ ηδκ απεθεοεένςζδ ημο 

ηοημπνχιαημξ-c ηαζ ηδξ Smac/Diablo απυ ηα ιζημπυκδνζα ζημ 

ηοηηανυπθαζια, ακηαβςκζγυιεκεξ ηζξ πνμ-απμπηςηζηέξ πνςηεΐκεξ ηδξ 

μζημβέκεζαξ Bcl-2 (Dutta et al., 2006). 

Δπζπθέμκ, οπάνπμοκ ιυνζα, υπςξ ηα πνμζανιμζηζηά ιυνζα TRAF1 ηαζ 

TRAF2, ηα μπμία, ζε ζοκενβαζία ιε ηζξ c-IAP1 ηαζ c-IAP2, εκζζπφμοκ ηδκ 

πμνεία εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ (Wang et al., 1998; Dutta et al., 2006). Με 

ακηίζημζπμ ηνυπμ θαίκεηαζ πςξ δνα ηαζ δ c-FLIP ζε ζοκενβαζία ιε ηδκ 

ηαζπάζδ-8, μζ μπμίεξ πνμςεμφκ ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ ιέζς ηςκ 

BCL-10, MALT1 (mucosa-associated-lymphoid tissue lymphoma-translocation 

gene 1) ηαζ RIP1 (Launay et al., 2005; Budd et al., 2006).  

Τπάνπμοκ ηαζ άθθμζ ηνυπμζ ιε ημοξ μπμίμοξ μ NF-ηΒ αολάκεζ ηδκ 

επζαζςζζιυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ, υπςξ δ ιεηαβναθζηή ηαηαζημθή βμκζδίςκ πμο 

επάβμοκ ηδκ απυπηςζδ, βζα πανάδεζβια δ ελανηχιεκδ απυ ηδκ οπμιμκάδα 

ημο NF-ηΒ, RelA(p65), ηαηαζημθή ηδξ έηθναζδξ ηδξ ηαζπάζδξ-8 ηαζ ηςκ 

οπμδμπέςκ TRAIL, DR4 ηαζ DR5, ηαεχξ ηαζ δ ηαηαζημθή ηδξ επαβυιεκδξ 

απυ οπμλεία πνςηεΐκδξ BNIP3 (BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3), 

δ μπμία ειπθέηεηαζ ζημκ ηοηηανζηυ εάκαημ (Chen et al., 2003; Baetz et al., 

2005). Αηυια, δ ιεηαβναθζηή δναζηζηυηδηα ημο NF-ηΒ ζπεηίγεηαζ ιε ηδ 

αεθηίςζδ ηδξ ζηακυηδηαξ επζαίςζδξ ημο ηοηηάνμο, ιέζς ηδξ εκζζποιέκδξ 

απμδυιδζδξ ημο μβημηαηαζηαθηζημφ πανάβμκηα p53, δ μπμία επζηοβπάκεηαζ 
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απυ ηδκ εθεβπυιεκδ, απυ ημκ NF-ηΒ, ιεηαβναθζηή αολμννφειζζδ ηδξ Mdm2, 

εκυξ ανκδηζημφ νοειζζηή ηδξ p53. Η απμζηαεενμπμίδζδ ημο p53 έπεζ 

απμδμεεί ζηδκ ζηακυηδηα ηδξ ΙΚΚα κα πνμςεεί ηδκ ακεεηηζηυηδηα ηοηηάνςκ 

πμκηζημφ ζημ πδιεζμεεναπεοηζηυ θάνιαημ δμλμνμοαζηίκδ (Tergaonkar et al., 

2002; Dutta et al., 2006), εκχ, ζε ζοκάνηδζδ ιε αοηή ηδκ παναηήνδζδ, έπεζ 

δεζπεεί πςξ δ ΙηΒ ζπεηζγυιεκδ Bcl-3 πνςηεΐκδ, δ μπμία δνα ςξ ιεηαβναθζηυξ 

ζοκ-εκενβμπμζδηήξ ιε ηα υιμ-δζιενή p50 ή p52, ηαηαζηέθθεζ ηδκ πνμ-

απμπηςηζηή εκενβμπμίδζδ ημο p53 ςξ απυηνζζδ ζε αθάαεξ ζημ DNA, ιέζς 

ηδξ επαβςβήξ ηδξ έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ Hdm2, πνμηαθχκηαξ έηζζ ηδκ 

απμδυιδζδ ηδξ p53 (Kashatus et al., 2006; Dutta et al., 2006). Μμθμκυηζ ιέκεζ 

κα ηαεμνζζεεί ημ ηαηά πυζμ δ ζπέζδ ιεηαλφ IKKα ηαζ p53 ελανηάηαζ απυ ημκ 

ηοηηανζηυ ηφπμ ή υπζ, πνυζθαηα δείπεδηε υηζ δ ζδζμζηαηζηά εκενβυξ ιμνθή ηδξ 

ΙΚΚα (IKKαca) απμζηαεενμπμζεί ηδκ p53 (Batsi et al., 2009) ιέζς ηδξ 

θςζθμνοθίςζδξ ηδξ ζηζξ ζενίκεξ362 ηαζ 366 ηαζ ηδκ επαηυθμοεδ 

μοαζηζηζκίςζδ ηδξ απυ ηδκ α-TrCP1 ηαζ απμδυιδζδ ηδξ, ακελάνηδηα απυ ηδκ 

Mdm2 (Xia et al., 2009). 

Πνυζθαηα, δ ιεηαβναθζηή εκενβμπμίδζδ ημο βμκζδίμο ηδξ ακηίζηνμθδξ 

ιεηαβναθάζδξ ηδξ ηεθμιενάζδξ TERT απυ ημ μβημβμκίδζμ ημο NF-ηΒ, v-Rel, 

ζπεηίζηδηε ιε ηδκ ηαηαζημθή ηδξ απυπηςζδξ ζε v-Rel ιεηαζπδιαηζζιέκα 

θειθμεζδή ηφηηανα ηαεχξ επίζδξ ηαζ ιε ημ εκαθθαηηζηυ ιάηζζια βζα ηδ 

δδιζμονβία πμζηίθςκ ιαηζζιέκςκ ιμνθχκ TERT, πμο ηςδζημπμζμφζακ ηδκ 

εκενβυ ιμνθή ημο εκγφιμο (Hrdlickova et al., 2006; Dutta et al., 2006). Αοηά 

ηα εονήιαηα ιαγί ιε ηζξ ιεθέηεξ πμο δείπκμοκ πςξ μ NF- ηΒ ιπμνεί κα 

μδδβήζεζ ζηδκ παναβςβή εκαθθαηηζηά ιαηζζιέκςκ πνμσυκηςκ ηςκ βμκζδίςκ 

Bcl-XL, ηζξ πνςηεΐκεξ Bcl-XL ηαζ Bcl-XS, εκζζπφμοκ ηδκ πζεακυηδηα, υηζ δ 

νφειζζδ ημο εκαθθαηηζημφ ιαηίζιαημξ ζοκζζηά έκα κέμ πεδίμ ένεοκαξ βζα ηδ 

νφειζζδ ηδξ απυπηςζδξ απυ ημκ NF-ηΒ. 

 

1.11 Μεραληζκνί πνπ εκπιέθνληαη ζηελ πξν-απνπησηηθή 

δξαζηεξηόηεηα ηνπ NF-θΒ 

  

Πανά ηα αδζαθζθμκίηδηα ζημζπεία πμο δείπκμοκ υηζ μ NF-ηΒ ακαζηέθθεζ ημκ 

πνμβναιιαηζζιέκμ ηοηηανζηυ εάκαημ, είκαζ θακενυ πςξ ηάης απυ 

ζοβηεηνζιέκεξ ζοκεήηεξ, δ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ ζπεηίγεηαζ ή απαζηείηαζ 
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βζα ηδκ επαβςβή ηδξ απυπηςζδξ (Ryan et al., 2000; Kucharczak et al., 2003; 

Ryan et al., 2006). Μενζηά πνμ-απμπηςηζηά βμκίδζα, πμο είκαζ ιεηαβναθζημί 

ζηυπμζ ημο NF-ηΒ, ειπθέημκηαζ ζημ θαζκυιεκμ αοηυ. Αοηά πενζθαιαάκμοκ 

ημοξ οπμδμπείξ εακάημο Fas(CD95), ημοξ οπμδμπείξ TRAIL DR4, DR5 ηαζ 

DR6, ηα πνμζδεηζηά ιυνζα επαβςβήξ εακάημο FasL, TNFα ηαζ TRAIL, ηδκ 

μβημηαηαζηαθηζηή πνςηεΐκδ p53, ηδκ πνμ-απμπηςηζηή πνςηεΐκδ ηδξ 

μζημβέκεζαξ Bcl-2, Bax, ηαζ ηδκ εκαθθαηηζηά ιαηζζιέκδ πνμ-απμπηςηζηή 

ιμνθή ηδξ Bcl-XL ηδκ Bcl-XS (Dutta et al., 2006; Grimm et al., 2005; 

Kucharczak et al., 2003). Έκα πανάδεζβια ηδξ πνμαπμπηςηζηήξ 

δναζηδνζυηδηαξ ημο NF-ηΒ είκαζ δ απυπηςζδ ηςκ κεονχκςκ ημο θθμζμφ, δ 

μπμία πνμηφπηεζ έπεζηα απυ ηδκ απμιάηνοκζδ ημο μνμφ απυ ημ ενεπηζηυ 

οθζηυ ζημ μπμίμ ακαπηφζζμκηαζ ηαζ ηδκ απχθεζα ηςκ δζαφθςκ Κ+, δφμ 

βεβμκυηςκ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηα αολδιέκα επίπεδα ημο NF-ηΒ ηαζ ηδξ 

επαηυθμοεδξ αολμνφειζζδξ ηδξ Bcl-XS (Tao et al., 2006; Dutta et al., 2006). 

Η ελανηχιεκδ απυ ημκ NF-ηΒ ιεηαβναθζηή εκενβμπμίδζδ ημο πνμαβςβέα ημο 

Bcl-X ζε ζοκάνηδζδ ιε ηδ ζοζζχνεοζδ ηςκ εκαθθαηηζηά ιαηζζιέκςκ 

ιεηαβνάθςκ ηδξ Bcl-XS οπμδδθχκεζ πςξ μ νυθμξ ημο NF-ηΒ ζημ εκαθθαηηζηυ 

ιάηζζια είκαζ έκαξ κέμξ ηνυπμξ βζα κα ηαεμνζζηεί δ ηφπδ ημο ηοηηάνμο.  

Γομ ζδιαημδμηζηέξ πμνείεξ, πμο απμννέμοκ απυ ημ ζηνεξ ημο 

εκδμπθαζιαηζημφ δζηηφμο ER (endoplasmic reticulum), έπμοκ ακαδείλεζ έκακ 

ζδιακηζηυ νυθμ ημο NF-ηΒ ζηδκ απυπηςζδ πμο επάβεηαζ απυ ER ζηνεξ. 

Μεθέηεξ έπμοκ δείλεζ πςξ ημ ER ζηνεξ πνμάβεζ ηδκ ελανηχιεκδ απυ ημκ NF-

ηΒ εκενβμπμίδζδ ηδξ έηθναζδξ ημο TNFa, ιέζς ηδξ ζοζπέηζζδξ ηςκ ΙΚΚ ιε 

ημοξ αζζεδηήνεξ ER ζηνεξ IRE1a ηαζ TRAF2, εκχ ηαοηυπνμκδ ιεζμνφειζζδ 

ημο TRAF2 πνμηαθεί ηδ ιεζςιέκδ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ ηαζ ηδξ JNK [c-

Jun N-terminal kinase (c-Jun αιζκμηεθζηή ηζκάζδ)] εκζζπφμκηαξ ηδκ επαβςβή 

ηδξ απυπηςζδξ απυ ημκ TNFα (Hu et al., 2006; Dutta et al., 2006). 

Έκαξ άθθμξ ηνυπμξ, ιε ημκ μπμίμ μ NF-ηΒ ιπμνεί κα επαολήζεζ ηδκ 

απυπηςζδ, είκαζ ιέζς ηδξ αολμννφειζζδξ ηδξ μβημηαηαζηαθηζηήξ πνςηεΐκδξ 

CYLD (Familial cylindromatosis tumor suppressor gene), δ μπμία δνα ςξ 

απυ-μοαζηζηζκάζδ βζα κα απμιαηνφκεζ ηζξ Κ63 αθοζίδεξ πμθο-μοαζηζηίκδξ απυ 

ηα ιυνζα TRAF2/6 ηαζ ΝΔΜΟ, πνμηαθχκηαξ έηζζ ηδκ απμδυιδζδ ημο 

ζοιπθυημο ηςκ ΙΚΚ, ημκ ηενιαηζζιυ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο NF-ηΒ ηαζ ηδκ 

εκίζποζδ ηδξ επαβςβήξ ηδξ απυπηςζδξ (Brummelkamp et al., 2003; Dutta et 
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al., 2006).  Δπίζδξ, δ CYLD απυ-μοαζηζηζκχκεζ ημκ ζοκ-εκενβμπμζδηή ηςκ p50 

ηαζ p52, Bcl-3, βζα κα ακαζηείθεζ ηδκ εκενβμπμίδζδ βμκζδίςκ, πμο πνμάβμοκ 

ημκ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ αφλδζδ ηςκ υβηςκ (Ikeda and Dikic, 

2006; Massoumi et al., 2006).  

Η πνμ-απμπηςηζηή δνάζδ ημο NF-ηΒ, έπεζ, αηυια, ζοκδεεεί ιε ηδκ 

αολδιέκδ έηθναζδ,  ημο  πνμ-απμπηςηζημφ πανάβμκηα B7-H1,  μ μπμίμξ 

επάβεζ απυπηςζδ ζηα Σ θειθμηφηηανα (Lee et al., 2005) ηαζ ηδξ ηαζπάζδξ-

11, δ μπμία ιπμνεί κα εκενβμπμζήζεζ ηδκ ηαζπάζδ-3 (Kang et al., 2000; Dutta 

et al., 2006). Δπί πνυζεεηα, μ NF-ηΒ δνα ηαζ έιιεζα βζα κα εκενβμπμζήζεζ 

βμκίδζα πμο νοειίγμοκ ηδκ απυπηςζδ, ιέζς ηδξ αολμννφειζζδξ άθθςκ 

ιεηαβναθζηχκ παναβυκηςκ υπςξ ηςκ p53 ηαζ IRF-1 (Denk et al., 2000; Dutta 

et al., 2006). 

  

1.12 Απόπησζε επαγόκελε από νμεηδσηηθό ζηξεο 

 

Πνχζια ζηδκ ελέθζλδ, ημ μλοβυκμ ηαζ μζ δναζηζημί ιεηααμθίηεξ ημο 

απμηεθμφζακ ιζα ηφνζα απεζθή βζα ημ πνςηυβμκμ εοηανοςηζηυ ηφηηανμ. Η 

δναζηζηή θφζδ ηςκ ιμνθχκ μλοβυκμο έεεηε ςξ ακάβηδ ηδκ ακάπηολδ 

αιοκηζηχκ ιδπακζζιχκ βζα ηδκ πνμζηαζία ηςκ ηοηηανζηχκ ιαηνμιμνίςκ. Με 

ημκ έθεβπμ ηδξ επζηίκδοκδξ δνάζδξ ημο μλοβυκμο, ημ ιμνζαηυ μλοβυκμ 

ιπμνμφζε κα πνδζζιμπμζδεεί βζα κα πεναζςεμφκ δζάθμνεξ απαναίηδηεξ 

αζμπδιζηέξ ακηζδνάζεζξ, ακάιεζά ημοξ ηαζ δ μλεζδςηζηή θςζθμνοθίςζδ. 

Ωζηυζμ, ηάης απυ ηζξ ηαηάθθδθεξ ζοκεήηεξ μπυηε ηαζ εοκμείηαζ μ 

ζπδιαηζζιυξ δναζηζηχκ ιμνθχκ μλοβυκμο (ΓΜΟ) ή reactive oxygen species 

(ROS) , ιπμνεί κα πνμηθδεεί αθάαδ ζηδ θεζημονβία ηςκ ιζημπμκδνίςκ ηαζ κα 

επδνεαζηεί δ αζςζζιυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ. Σέημζεξ ΓΜΟ είκαζ ημ οπενμλείδζμ 

ημο οδνμβυκμο (Η2Ο2), ημ ακζυκ ζμοπενμλεζδίμο (Ο2
−) ηαζ δ νίγα ημο 

οδνμλοθίμο (ΟΗ−). Η ιζημπμκδνζαηή ακαπκεοζηζηή αθοζίδα είκαζ δ ηφνζα πδβή 

παναβςβήξ ηςκ εκδμηοηηάνζςκ ΓΜΟ ηαζ ηαοηυπνμκα έκαξ ζδιακηζηυξ ζηυπμξ 

ηςκ ηαηαζηνμθζηχκ επζπηχζεςκ αοηχκ. Ο ηοηηανζηυξ ιεηααμθζζιυξ 

ελανηάηαζ απυ ηδ ζοκεπή πανμπή ATP απυ ηα ιζημπυκδνζα, έηζζ μπμζαδήπμηε 

ηαηαζηνμθή πμο επδνεάγεζ ηδ θεζημονβία ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ ιπμνεί 

κα έπεζ επζπηχζεζξ ηαζ ζηδ αζςζζιυηδηα ημο ηοηηάνμο. Γζα κα πνμζηαηεοεμφκ 

ηα ηφηηανα απυ ηζξ ΓΜΟ, ηα ιζημπυκδνζα έπμοκ ακαπηφλεζ πενίηεπκμοξ  
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ακηζμλεζδςηζημφξ  ιδπακζζιμφξ, υπςξ ηζξ δζζιμοηάζεξ ημο ζμοπενμλεζδίμο 

(SOD-1, -2 ηαζ-3), πμο ιεηαηνέπμοκ ημ Ο− ζε Η2Ο2 ηαζ έκγοια, πμο 

απμδμιμφκ ημ Η2Ο2, υπςξ ηαηαθάζεξ, οπενμλεζδάζεξ βθμοηαεεζυκδξ ηαζ 

οπενμλεζ-ακαβςβάζεξ (peroxiredoxins). Όηακ, υιςξ, ημ επίπεδμ ηδξ 

παναβςβήξ ηςκ ΓΜΟ είκαζ πμθφ ορδθυ ηαζ οπενααίκεζ ηδκ ακηζμλεζδςηζηή 

ζηακυηδηα ημο ηοηηάνμο, ηυηε ημ ηφηηανμ εζζένπεηαζ ζε ιζα ηαηάζηαζδ 

μλεζδςηζημφ ζηνεξ (Bartosz, 2009). 

Ακάθμβα ιε ημ επίπεδμ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηςκ ΓΜΟ, ημ ηφηηανμ είηε 

ιπμνεί κα επζδζμνεχζεζ ηδ αθάαδ ή κα εκενβμπμζήζεζ ηζξ πμνείεξ πμο 

μδδβμφκ ζηδκ απυπηςζδ (Bartosz, 2009). Ακ δ ζοβηέκηνςζδ ηςκ ΓΜΟ είκαζ 

παιδθή, ηυηε αοηέξ δνμφκ ςξ δεοηενμηαβείξ ιεηαβςβείξ ζήιαημξ ζε 

ζδιαημδμηζηέξ πμνείεξ, πμο μδδβμφκ ζηδ νφειζζδ ηδξ έηθναζδξ βμκζδίςκ ζε 

δζάθμνμοξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ αθθά ηαζ ηάης απυ δζάθμνεξ αζμθμβζηέξ 

ζοκεήηεξ, υπςξ ιεηά ηδ πμνήβδζδ ηοηηανμηζκχκ, αολδηζηχκ παναβυκηςκ ηαζ 

μνιμκχκ, ζηδ ιεηαθμνά ζυκηςκ, ζηδ ιεηαβναθή, ζηδ κεονμνφειζζδ ηαζ ζηδκ 

απυπηςζδ (Adler et al., 1999; Hensley et al., 2000; Tonks, 2005; Bartosz, 

2009; Janssen-Heininger et al., 2009). ΢ημοξ ακενχπμοξ ημ μλεζδςηζηυ ζηνεξ 

έπεζ εκμπμπμζδεεί βζα δζάθμνεξ παεμθμβζηέξ ηαηαζηάζεζξ, ακάιεζα ζηζξ 

μπμίεξ είκαζ μ ηανηίκμξ, μ δζααήηδξ ηφπμο 2, δ ανηδνζμζηθήνςζδ, μζ 

δζαδζηαζίεξ πνυκζςκ θθεβιμκχκ ηαζ δζάθμνεξ κεονμεηθοθζζηζηέξ παεήζεζξ 

(Droge, 2002; Ott et al., 2007). 

 

1.13 Οη επηπηώζεηο ηνπ νμεηδσηηθνύ ζηξεο ζην θύηηαξν 

 

Οζ επζπηχζεζξ ημο μλεζδςηζημφ ζηνεξ ζημ ηφηηανμ αθμνμφκ ηονίςξ ηέζζενζξ 

ημιείξ, ηδκ ηαηαζηνμθή ημο DNA, ηδκ ηαηαζηνμθή πνςηεσκχκ, ηδκ 

ηαηαζηνμθή θζπζδίςκ ηαζ ηδκ επαβςβή ηδξ απεθεοεένςζδξ ημο 

ηοημπνχιαημξ-c (Goetz and Luch, 2008).  

Η μλεζδςηζηή ηαηαζηνμθή ημο DNA, θυβς ηδξ ζοκάενμζζδξ ΓΜΟ, πνμηαθεί 

ιεηαηνμπέξ ζηζξ αάζεζξ πμονίκδξ ηαζ πονζιζδίκδξ, ηδξ ναπμημηηαθζάξ δδθαδή 

ηδξ δεμλονζαυγδξ, ιμκυηθςκεξ [DNA single strand breaks (SSBs)] ηαζ 

δίηθςκεξ [DNA double strand breaks (DSBs)] ζπάζεζξ ηςκ αθοζίδςκ ημο DNA 

ηαεχξ ηαζ αθθδθμζοκδέζεζξ ιε άθθα ιυνζα (Li et al., 2008). Δπί πνυζεεηα 

DSBs ιπμνεί κα δδιζμονβδεμφκ ςξ επαηυθμοεμ ημκηζκχκ ηαζ πανάθθδθςκ 
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(closely aligned) SSBs ζηζξ ζοιπθδνςιαηζηέξ αθοζίδεξ ημο DNA ηαζ 

εκδζάιεζςκ πνμσυκηςκ ηδξ επζδζυνεςζδξ ημο DNA. Δπζπθέμκ δείπεδηε υηζ ημ 

μλεζδςηζηυ ζηνεξ ιπμνεί κα πνμηαθέζεζ SSBs ζημ ηεθμιενζηυ DNA (von 

Zglinicki et al., 2000), μζ μπμίεξ ιπμνεί κα μδδβήζμοκ ζηδκ απάθεζρδ 

ηεθμιενζηχκ αθθδθμοπζχκ (Baird et al., 2003). Οζ ιεηαηνμπέξ αοηέξ ζημ DNA 

είκαζ εκ δοκάιεζ αζηίεξ ιεηάθθαλδξ, ζοιαάθθμκηαξ ζηδκ ηανηζκμβέκεζδ, ηδκ 

πνχζιδ βήνακζδ ηαζ ζε κεονμεηθοθζζηζηέξ αζεέκεζεξ (Bohr, 2002; Ott et al., 

2007; Li et al., 2008; D‟Errico et al., 2008). Δλίζμο ζδιακηζηυξ ζηυπμξ ηςκ 

ΓΜΟ είκαζ ημ ιζημπμκδνζαηυ DNA (mtDNA), ημ μπμίμ ηςδζημπμζεί 

πμθοπεπηίδζα ηαζ ιυνζα RNA, ηα μπμία είκαζ απαναίηδηα βζα ηδκ ιεηαθμνά 

δθεηηνμκίςκ ηαζ ηδκ παναβςβή ATP ιέζς ηδξ μλεζδςηζηήξ θςζθμνοθίςζδξ 

(Anderson et al., 1981; Ott et al., 2007). Λυβς ηδξ ζδιαζίαξ ημο mtDNA βζα 

ηδκ πεναίςζδ ηδξ μλεζδςηζηήξ θςζθμνοθίςζδξ, δ ηαηαζηνμθή ημο απυ ηζξ 

ΓΜΟ ιπμνεί κα μδδβήζεζ ημ ηφηηανμ ζε ιδ ακαζηνέρζιεξ αθάαεξ. Δπζπθέμκ, 

θυβς ημο υηζ έβηεζηαζ ημκηά ζηδκ αθοζίδα ιεηαθμνάξ δθεηηνμκίςκ, ημκ ηφνζμ 

παναβςβυ εθεοεένςκ νζγχκ, ηαζ ηδκ έθθεζρδ πνμζηαηεοηζηχκ ζζηυκςκ, ημ 

mtDNA είκαζ πμθφ εοάθςημ ζηζξ ΓΜΟ. 

Έκαξ ζδιακηζηυξ ιδπακζζιυξ ημλζηυηδηαξ ηςκ ΓΜΟ ηαζ ηονίςξ ημο 

ακζυκημξ ζμοπενμλεζδίμο είκαζ δ άιεζδ μλείδςζδ ηαζ απεκενβμπμίδζδ ηςκ 

πνςηεσκχκ ζζδήνμο-εείμο (Fe-S), υπςξ μζ αημκζηάζεξ ηαζ δ ζπεηζγυιεκδ 

απεθεοεένςζδ ζζδήνμο (Fridovich, 1997; Ott et al., 2007). Η απεκενβμπμίδζδ 

ηςκ αημκζηαζχκ ιπμνεί κα έπεζ δφμ ηφνζεξ ζοκέπεζεξ. Πνχημκ, ημ ζπδιαηζζιυ 

εκυξ ακεκενβμφ ζοιπθέβιαημξ [3Fe-4S]+, ημ μπμίμ έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδκ 

ηαοηυπνμκδ απεθεοεένςζδ Fe2+ ηαζ H2O2. ΢ηδκ πναβιαηζηυηδηα δ 

απεκενβμπμίδζδ ηςκ εκγφιςκ πμο πενζέπμοκ Fe-S, ιέζς ημο Ο2
−  ιπμνεί κα 

ειπμδίζεζ έκα ζδιακηζηυ μλεζδςηζηυ θμνηίμ, βζαηί πανέπεζ ζζμιμνζαηέξ 

πμζυηδηεξ H2O2 βζα ηάεε ιυνζμ Ο2
− (Liochev and Fridovich, 1999; Ott et al., 

2007). Ωζηυζμ, δ απεθεοεένςζδ ηςκ Fe2+ ηαζ H2O2 ιπμνεί κα μδδβήζεζ ηαζ 

ζηδκ παναβςβή νζγχκ οδνμλοθίμο, μζ μπμίεξ έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα 

μλεζδχζμοκ ιζημπμκδνζαηέξ πνςηεΐκεξ, DNA ηαζ θζπίδζα ιεβεεφκμκηαξ ηδκ 

ανπζηή μλεζδςηζηή ηαηαζηνμθή πμο είπε πνμηθδεεί απυ ημ Ο2
−. Αηυια, δ 

ιζημπμκδνζαηή αημκζηάζδ παίγεζ πμθφ ζδιακηζηυ νυθμ ζημκ ηφηθμ ημο Krebs. 

Η ακαζημθή ηδξ, αηυια ηαζ δ ιενζηή, ιπμνεί κα έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ 

δοζθεζημονβία ημο ηφηθμο ημο Krebs ιε ζδιακηζηέξ επζπηχζεζξ ζηδκ 
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παναβςβή εκένβεζαξ ηαζ ηδ αζςζζιυηδηα ημο ηοηηάνμο. Οζ ΓΜΟ ιπμνμφκ κα 

απεκενβμπμζήζμοκ ηαζ άθθεξ πανυιμζεξ πνςηεΐκεξ, υπςξ δ NADH 

αθοδνμβμκάζδ ημο ζοιπθέβιαημξ-1. Οζ μλεζδςιέκεξ πνςηεΐκεξ 

ακαβκςνίγμκηαζ απυ πνςηεάζεξ ηαζ απμδμιμφκηαζ (Cadenas and Davies, 

2000; Ott et al., 2007). 

Ο ζπδιαηζζιυξ ΓΜΟ ηαζ δ επαηυθμοεδ οπενμλείδςζδ ηςκ 

ιζημπμκδνζαηχκ θζπζδίςκ, ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζηδκ ηαηαζημθή ημο 

ιζημπμκδνζαημφ ιεηααμθζζιμφ. Σα οπενμλείδζα ηςκ θζπζδίςκ επδνεάγμοκ 

γςηζηέξ θεζημονβίεξ ηςκ ιζημπμκδνίςκ, υπςξ δ ακαπκμή ηαζ δ μλεζδςηζηή 

θςζθμνοθίςζδ, μζ ζδζυηδηεξ θναβιμφ ηδξ εζςηενζηήξ ιειανάκδξ, δ 

δζαηήνδζδ ημο δοκαιζημφ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ ηαζ δ ιζημπμκδνζαηή 

ζηακυηδηα δζαθοημπμίδζδξ ηςκ  Ca2+ (Zhang et al., 1990; Albano et al., 1991; 

Bacon et al., 1993; Ott et al., 2007). Σα πνμσυκηα ηδξ  οπενμλείδςζδξ ηςκ 

ιζημπμκδνζαηχκ θζπζδίςκ ιπμνεί κα πνμηαθέζμοκ αθάαεξ ζηδ θεζημονβία 

θναβιμφ ηδξ ιειανάκδξ είηε ιέζς ηδξ άιεζδξ αθθδθεπίδναζήξ ημοξ ιε ηζξ 

πνςηεΐκεξ ή/ηαζ έιιεζα ιέζς ηςκ θζπζδίςκ ηδξ ιειανάκδξ (Chen et al., 1995; 

Ott et al., 2007). 

 

1.14 Απόπησζε επαγόκελε από Ζ2Ο2 

 

Πανυηζ ημ H2O2 εεςνείηαζ ςξ έκα αδφκαιμ, ζπεηζηά, μλεζδςηζηυ ιέζμ 

ζοβηνζκυιεκμ ιε άθθεξ ΓΜΟ, υπςξ δ νίγα (OH-),  έπεζ ακαδεζπεεί ςξ έκα 

ζδιακηζηυ ζδιαημδμηζηυ ιυνζμ, ελαζηίαξ ηςκ ιμκαδζηχκ αζμπδιζηχκ ημο 

ζδζμηήηςκ. Σμ H2O2  ανίζηεηαζ πακημφ ζηα αζμθμβζηά ζοζηήιαηα, έπμκηαξ 

ζπεηζηά ιεβάθδ δζάνηεζα διίζεζαξ γςήξ ηαζ ηονίςξ είκαζ δζαθοηυ ηυζμ ζε 

οδνυθζθα υζμ ηαζ ζε οδνυθμαα ιέζα, ζοκεπχξ πμθφ εφημθα δζαπέεηαζ ιέζς 

ηςκ ηοηηανζηχκ ιειανακχκ πνμξ ημοξ ηοηηανζημφξ ζηυπμοξ ημο (Droge, 

2002; Ryter et al., 2007). Μεθέηεξ δείπκμοκ, πςξ δ ζδιαημδυηδζδ ηδξ 

απυπηςζδξ ιπμνεί κα ιεηαπεεί ελςηοηηάνζα ιέζς δζαθοηχκ παναβυκηςκ, 

ηαζ ηφηηανα πμο δζεβείνμκηαζ ιε ηοηηανμηίκεξ ιεηαδίδμοκ ημ απμπηςηζηυ 

ζήια ζε βεζημκζηά ηφηηανα ιέζς εκυξ ακαζηαθηζημφ πανάβμκηα ηαηαθαζχκ, 

πνμηείκμκηαξ πςξ ημ H2O2 ιπμνεί κα δνά ςξ έκαξ παναηνζκζηυξ 

δζαιεζμθααδηήξ ηδξ απυπηςζδξ (Pletjushkina et al., 2006; Ryter et al., 2007) 
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Σμ H2O2 πνδζζιμπμζείηαζ εονέςξ ςξ ιμκηέθμ επαβςβήξ ελςβεκμφξ 

μλεζδςηζημφ ζηνεξ, εκχ ζοζηαηζηά υπςξ δ ιεκαδζυκδ, πμο πανάβεζ 

εκδμηοηηάνζα H2O2 ηαζ Ο2 πνδζζιμπμζμφκηαζ ςξ ιμκηέθα εκδμβεκμφξ 

παναβςβήξ ΓΜΟ. Μμνθμθμβζηά ηαζ αζμπδιζηά παναηηδνζζηζηά ηδξ 

απυπηςζδξ έπμοκ παναηδνδεεί ζε δζάθμνμοξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ, φζηενα 

απυ ηδ πμνήβδζδ H2O2, ιέζς δθεηηνμκζηήξ ιζηνμζημπίαξ ηαζ ιεηνήζεςκ 

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) (Cook 

et al., 1999; Kazzaz et al., 1996; Lee et al., 2002; Ryter et al., 2007). 

΢οβηεηνζιέκα ημ H2O2 επήβαβε απμπηςηζηυ εάκαημ ζε ηανδζμιομηφηηανα, 

αθμφ ιεηά ηδ πμνήβδζή ημο παναηδνήεδηε ζε αοηά ιζημπμκδνζαηή 

ιεηαηυπζζδ ηςκ Bax/Bad, αφλδζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ p53, απεθεοεένςζδ ημο 

ηοημπνχιαημξ-c απυ ηα ιζημπυκδνζα, εκενβμπμίδζδ ηδξ ηαζπάζδξ-3, 

δζάζπαζδ ηδξ PARP ηαζ εναοζιαημπμίδζδ ημο DNA (Cook et al., 1999; Ryter 

et al., 2007). Πανυηζ, ηα ζοιπηχιαηα ηδξ επαβυιεκδξ απυ ημ H2O2 

απυπηςζδξ είκαζ ζηαεενά, οπάνπμοκ ιεθέηεξ πμο δείπκμοκ πμζηζθμιμνθία, 

υζμκ αθμνά ηδ ζοιπενζθμνά ηςκ πνςηεσκχκ ηδξ μζημβέκεζαξ Bcl-2, ακάθμβα 

ιε ημκ ηοηηανζηυ ηφπμ. Όπςξ ηαζ ζηα οπυθμζπα ζοζηδιαημπμζδιέκα ιμκηέθα 

επαβςβήξ ηδξ απυπηςζδξ, δ ηεπκδηή νφειζζδ ηςκ πνςηεσκχκ Bcl-2, 

επδνεάγεζ ημ απμηέθεζια ηδξ επαβυιεκδξ απυ μλεζδςηζηυ ζηνεξ απυπηςζδξ 

(Hockenbery et al., 1993; Paul and Arrigo, 2000; Ryter et al., 2007). Γζα 

πανάδεζβια, δ έηθναζδ ηδξ Bcl-2 ακέζηεζθε ηδκ παναβςβή ΓΜΟ ζε 

ζκμαθάζηεξ πμκηζημφ (Paul and Arrigo, 2000) εκχ παναδυλςξ, δ 

οπενέηθναζδ ηδξ Bcl-2 ή ηδξ Bcl-XL αφλδζε ηδκ παναβςβή H2O2 απυ ηα 

ιζημπυκδνζα (Kowaltowski et al., 2004). Γζα ημ ζοβηεηνζιέκμ γήηδια έπεζ 

πνμηαεεί, πςξ δ ζπέζδ ιεηαλφ ηςκ αολδιέκςκ επζπέδςκ ζοβηέκηνςζδξ 

ΓΜΟ ζημ ιζημπυκδνζμ ηαζ ηδξ ακηζ-απμπηςηζηήξ δνάζδξ ηςκ πνςηεσκχκ 

αοηχκ, ειπενζέπεζ ηάπμζα ζοκεήηδ πνυκζαξ επίδναζδξ. Δπζπθέμκ ηδξ 

ακαζημθήξ ηδξ απυπηςζδξ, έπεζ δεζπεεί πςξ δ οπενέηθναζδ ηςκ Bcl-2 ηαζ 

Bcl-XL πνμςεεί ηδκ ελανηχιεκδ απυ ημ H2O2 ιεηάθθαλδ, ιε ζοκέπεζα ηδκ 

αολδιέκδ επζαίςζδ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ηδκ ηαηαζημθή ηδξ απυπηςζδξ 

(Cherbonnel–Lasserre and Dosanjh, 1997; Ryter et al., 2007), αθθά ηαζ 

αθθάγεζ ηδκ ακαθμβία ιεηαλφ απυπηςζδξ ηαζ κέηνςζδξ, υηακ πμνδβμφκηαζ 

ζηα ηφηηανα εακαηδθυνεξ ζοβηεκηνχζεζξ H2O2 (Du et al., 2006; Ryter et al., 

2007). Δπίζδξ, έπεζ δεζπεεί πςξ δ ιείμ-νφειζζδ ηδξ Smac/Diablo απυ 

http://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase
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μθζβμκμοηθεμηίδζα ζε ηφηηανα C2C12 είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ ακαζημθή ηδξ 

επαβυιεκδξ απυ H2O2 απυπηςζδξ  (Jiang et al., 2005; Ryter et al., 2007). Δλ 

μνζζιμφ ηα ακηζ-μλεζδςηζηά ή δ έηθναζδ ακηζ-μλεζδςηζηχκ παναβυκηςκ 

ακαζηέθθεζ ηδκ επαβυιεκδ απυ ΓΜΟ απυπηςζδ, υπςξ βζα πανάδεζβια δ 

ελεζδζηεοιέκδ οπενέηθναζδ ηδξ ηαηαθάζδξ ζηα ιζημπυκδνζα, δ μπμία 

πνμζηαηεφεζ ηα ηφηηανα  (Arita et al., 2006; Ryter et al., 2007) 

 

1.15 Ο ξόινο ηνπ NF-θΒ ζην νμεηδσηηθό ζηξεο πνπ επάγεηαη από H2O2 
 

Οζ ΓΜΟ, υπςξ έπεζ πενζβναθεί ηαζ κςνίηενα ειπθέημκηαζ ζε πμνείεξ 

επαβςβήξ ζήιαημξ ηαζ επάβμοκ μλεζδςηζηυ ζηνεξ. Πθέμκ, είκαζ ηαθά 

ηεηιδνζςιέκμ, πςξ ημ Η2Ο2 είκαζ δ ηφνζα ΓΜΟ, πμο ειπθέηεηαζ ζηζξ 

ηοηηανζηέξ πμνείεξ ζδιαημδυηδζδξ, ελαζηίαξ ηδξ ζηακυηδηαξ ημο κα ακαζηέθθεζ 

ηζξ θςζθαηάζεξ ηονμζίκδξ, ιέζς ηδξ μλείδςζδξ ηςκ ηαηαθμίπςκ ηοζηεΐκδξ 

ζηζξ ηαηαθοηζηέξ πενζμπέξ ημοξ, ιε απμηέθεζια ηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ 

ηζκαζχκ ηονμζίκδξ ηαζ ηδξ ηαεμδζηήξ ζδιαημδυηδζδξ (Aslan and Ozben, 

2003; Tonks, 2005; Gloire et al., 2006). Με αάζδ ημ επίπεδμ ηδξ 

ζοβηέκηνςζδξ ηςκ ΓΜΟ πμο πανάβμκηαζ, εκενβμπμζμφκηαζ δζαθμνεηζημί 

ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ, πμο ζοκημκίγμοκ δζαθμνεηζηέξ αζμθμβζηέξ 

δζαδζηαζίεξ. Έκα παιδθυ επίπεδμ ζοβηέκηνςζδξ ΓΜΟ επάβεζ ημκ Nrf2, έκα  

ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα, πμο ειπθέηεηαζ ζηδκ εκενβμπμίδζδ βμκζδίςκ, ηα 

μπμία ηςδζημπμζμφκ ακηζμλεζδςηζηά έκγοια (Halliwell and Gutteridge, 1999; 

Gloire et al., 2006). Έκα εκδζάιεζμ επίπεδμ ζοβηέκηνςζδξ ΓΜΟ πονμδμηεί 

ιζα απυηνζζδ ζε θθεβιμκή, ιέζς ημο NF-ηΒ ηαζ ημο AP-1 (activator protein 1) 

ηαζ έκα ορδθυ επίπεδμ ζοβηέκηνςζδξ ΓΜΟ ιπμνεί κα πνμηαθέζεζ ζζπονέξ 

αθάαεξ ζηδκ πμνεία ακαπκμήξ ημο ηοηηάνμο ηαζ κα ημ μδδβήζεζ ζηδκ 

απυπηςζδ ή ηαζ ηδ κέηνςζδ (Halliwell and Gutteridge, 1999; Gloire et al., 

2006) (Δζη. 5). 
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Δηθόλα 5: Ηεξαξρηθό κνληέιν νμεηδσηηθνύ ζηξεο. Έκα παιδθυ επίπεδμ 
μλεζδςηζημφ ζηνεξ επάβεζ ημκ Nrf2, έκα ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα, μ μπμίμξ 
ειπθέηεηαζ ζηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ ιεηαβναθήξ ακηζμλεζδςηζηχκ εκγφιςκ. 
Έκα εκδζάιεζμ επίπεδμ ΓΜΟ πνμηαθεί θθεβιμκζηή απυηνζζδ, ιέζς ηδξ 
εκενβμπμίδζδξ ηςκ NF-ηΒ ηαζ AP-1. Έκα ορδθυ επίπεδμ μλεζδςηζημφ ζηνεξ 
πνμηαθεί δζαηαναπή ζηδ ιεηαθμνά δθεηηνμκίςκ ηαζ αθάαεξ ζηδ 
ιζημπμκδνζαηή ιειανάκδ, πνμηαθχκηαξ απυπηςζδ ηαζ κέηνςζδ (Tonks, 
2005; Gloire et al., 2006). 
 

΢ηδκ πθεζμκυηδηα ηςκ ιεθεηχκ, πμο αθμνμφκ ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ 

απυ ημ μλεζδςηζηυ ζηνεξ, έπεζ πνδζζιμπμζδεεί ημ Η2Ο2 ςξ άιεζδ πδβή ΓΜΟ. 

Μεηά ηδκ παναβςβή ημο ζηα ιζημπυκδνζα ή ιέζς ελεζδζηεοιέκςκ εκγφιςκ, ημ 

ακζυκ ημο ζμοπενμλεζδίμο (Ο2
-) ιεηααμθίγεηαζ άιεζα ζε Η2Ο2 ιέζς ηδξ 

αηυθμοεδξ ακηίδναζδξ, πμο είηε ζοιααίκεζ αοευνιδηα ή ηαηαθφεηαζ απυ ηζξ 

δζζιμοηάζεξ ημο ζμοπενμλεζδίμο (SOD) (Gloire et al., 2006): 

2O2
- + 2H+ → O2 + Η2Ο2 

Σμ Η2Ο2 είκαζ έκα ήπζμ μλεζδςηζηυ ιέζμ, ημο μπμίμο μζ ζοκέπεζεξ είηε 

επάβμκηαζ απυ ημ ίδζμ ή απυ ηδ ιεηααμθή ημο ζε νίγεξ (ΟΗ-) πανμοζία Fe2+ 

δζαιέζμο ηδξ ακηίδναζδξ Fenton (Haddad, 2004) ςζηυζμ, ημ πμζά απυ ηζξ 

δομ ιμνθέξ επάβεζ ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ, είκαζ οπυ δζενεφκδζδ. Σμ 

1991 δ μιάδα ηςκ Schreck et al. ήηακ μζ πνχημζ πμο πανμοζίαζακ υηζ δ 

άιεζδ πμνήβδζδ Η2Ο2 ζημ ενεπηζηυ ηαθθζένβεζαξ εκυξ ηθχκμο ηοηηάνςκ 

Jurkat, ιπμνμφζε κα εκενβμπμζήζεζ ημκ NF-ηΒ (Schreck et al., 1991; Gloire et 

al., 2006). Απυ ηδκ ακαηάθορδ αοηή ηαζ ιεηά δζάθμνεξ ενεοκδηζηέξ μιάδεξ 

έπμοκ ηαηααάθεζ πμθφ ζδιακηζηέξ πνμζπάεεζεξ, βζα κα απμηαθφρμοκ ημ 

ιμνζαηυ ιδπακζζιυ αοηήξ ηδξ εκενβμπμίδζδξ. Σα απμηεθέζιαηα ηςκ ιεθεηχκ 
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αοηχκ πνμηείκμοκ πςξ δ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ απυ ημ Η2Ο2 ελανηάηαζ 

απυ ημκ ηοηηανζηυ ηφπμ ηαζ πενζθαιαάκεζ πμθθμφξ δζαθμνεηζημφξ 

ιδπακζζιμφξ (Li and Karin, 1999; Gloire et al., 2006). 

Ο NF-ηB εκενβμπμζείηαζ απυ δναζηζηέξ ιμνθέξ μλοβυκμο (ΓΜΟ) (Gloire et al., 

2006) ιε ηοηηανμ-εζδζηυ ηνυπμ υπμο ειπθέημκηαζ δζαθμνεηζημί ιδπακζζιμί (Li 

and Karin, 1999; Gloire et al., 2006). Γζάθμνεξ μιάδεξ έδεζλακ υηζ ημ H2O2 

(Schoonbroodt et al., 2000; Takada et al., 2003; 2001) ή ημ οπεναακαδζηυ 

(Imbert et al., 1996; Livolsi et al., 2001), εκενβμπμζμφκ ημκ NF-ηB ζε T-

ηφηηανα δζαιέζμο ηδξ θςζθμνοθίςζδξ ηδξ IηBα ζηδκ ηονμζίκ42 πμο μδδβεί 

ζηδκ απμδυιδζδ ηδξ δζαιέζμο ηδξ ηαθπείκδξ (Schoonbroodt et al., 2000; 

Takada et al., 2003) ή ζημ δζαπςνζζιυ ηδξ απυ ηα εηνμδζιενή p50/p65 (Gloire 

et al., 2006; Imbert et al., 1996), εκχ άθθεξ έδεζλακ υηζ ημ H2O2 επήβαβε ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηςκ ΙΚΚ ζ‟ αοηά ηα ηφηηανα μδδβχκηαξ ζηδκ ηθαζζζηή 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ IηBα(ζενίκεξ32/36), πμο ααζίγεηαζ ζηδ SHIP-1, ηαζ ζηδκ 

απμδυιδζδ ηδξ απυ ημ πνςηευζςια (Gloire et al., 2006). ΢ε ακενχπζκα 

ηανηζκζηά επζεδθζαηά ηφηηανα (Gloire et al., 2006; Enesa et al., 2008) ηαζ 

ζκμαθάζηεξ (Taylor et al., 2004), ημ H2O2 επάβεζ ηδκ ΙΚΚα-δζαιεζμθααμφιεκδ 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ IηBα (ζενίκεξ32/36) ηαζ ηδ ιεηαβναθζηή εκενβυηδηα ημο 

NF-ηB (Δνβαζηήνζμ Φοζζμθμβίαξ, αδδιμζίεοηα απμηεθέζιαηα). Δπμιέκςξ μ 

NF-ηB δνα ςξ έκαξ εοαίζεδημξ πανάβμκηαξ μλεζδμ-ακαβςβζηχκ ιεηααμθχκ; 

ηαζ ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ δ πμνήβδζδ H2O2 ζε ακενχπζκα ηανηζκζηά ηφηηανα 

δζέβεζνε ηδκ πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηδξ ΙΚΚα, αθθά υπζ ηδξ ΙΚΚα, πμο μδήβδζε 

ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε ηαζ ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ p53 ζηδ ζενίκδ20, ηαζ ηδ 

ζηαεενμπμίδζδ ηδξ p53, πςνίξ κα ζοιαάθθεζ ζηδκ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB 

(Yamaguchi et al., 2007; Yamaguchi et al., 2007). Πένακ υιςξ απ‟ αοηέξ ηζξ 

ιεθέηεξ, μζ επζδνάζεζξ ηδξ απμζζχπδζδξ ηδξ ΙΚΚα ζηδκ ηοηηανζηή θοζζμθμβία 

δεκ έπμοκ δζενεοκδεεί. Όιςξ, ημ H2O2 ιπμνεί κα εκενβμπμζήζεζ ηδκ ηακμκζηή 

πμνεία ημο NF-ηB ηαζ κα επάβεζ ηδκ πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηδξ ΙΚΚα ιε 

απμηέθεζια ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ p53 ζηδ ζενίκδ15, ζε ζκμαθάζηεξ ηαζ 

επζεδθζαηά ηφηηανα (Yamaguchi et al., 2007; Yamaguchi et al., 2007). Αοηά 

ηα εονήιαηα δείπκμοκ έκακ κέμ ιδπακζζιυ ιε ημκ μπμίμ δ ΙΚΚα ζοιαάθθεζ 

ζηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ p53 πμο πνμηαθείηαζ απυ ΓΜΟ. 
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1.16 Υεκεηνζεξαπεπηηθνί παξάγνληεο θαη νμεηδσηηθό ζηξεο 

 

Πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ δ πμνήβδζδ πδιεζμεεναπεοηζηχκ 

παναβυκηςκ ζε ηφηηανα πνμηαθεί ηδκ εκδμβεκή ζοκάενμζζδ ΓΜΟ (Pelicano 

et al., 2004; Laurent et al., 2005) μζ μπμίεξ ζοιαάθθμοκ ζηδκ πνυηθδζδ 

αθααχκ ζημ DNA (Norbury and Hickson, 2001; Potter and Rabinovitch, 2005; 

Michod and Widmann, 2007). Μεηαλφ αοηχκ ηςκ πδιεζμεεναπεοηζηχκ 

παναβυκηςκ είκαζ ηαζ ημ εημπμζίδζμ/VP16 ημ μπμίμ είκαζ έκα απυ ηα πζμ 

δζαδεδμιέκα πδιεζμεεναπεοηζηά βζα ηδκ ακηζιεηχπζζδ εκυξ ιεβάθμο εφνμοξ 

ηανηίκςκ. Σμ εημπμζίδζμ-VP16 ακήηεζ ζηζξ επζπμδμθοθθμημλίκεξ (Hande, 

1998; Montecucco and Biamonti, 2006). Μεθέηεξ in vitro έδεζλακ πςξ ημ 

εημπμζίδζμ αολάκεζ ηδ ζοπκυηδηα νήλεςκ ηδξ αθοζίδαξ ημο DNA ιέζς ηδξ 

ημπμζζμιενάζδξ-ΙΙ, ηονίςξ ιέζς ηδξ ζηακυηδηαξ ημο εκγφιμο κα ζοκεκχκεζ 

ιαηζζιέκα ιυνζα κμοηθεσημφ μλέμξ (Burden et al., 1996; Montecucco and 

Biamonti, 2006). Ο ζπδιαηζζιυξ εκυξ ηνζαδζημφ ζοιπθυημο απμηεθμφιεκμ 

απυ ημπμζζμιενάζδ II-VP16-DNA, θαίκεηαζ πςξ είκαζ πμθφ ηνίζζιμξ βζα ημ 

ιάηζζια ημο κμοηθεσημφ μλέμξ. Σμ πδιεζμεεναπεοηζηυ εζζένπεηαζ ζημ 

ζφιπθμημ ιέζς άιεζδξ αθθδθεπίδναζδξ ιε ημ πνμζδεδειέκμ ζε ATP 

ιμκμιενέξ ημο εκγφιμο, ιε ηέημζμκ ηνυπμ χζηε ηάεε ιυνζμ 

πδιεζμεεναπεοηζημφ θανιάημο κα ζηαεενμπμζεί ιυκμ ιζα ιμκυηθςκδ νήλδ 

DNA (Bromberg et al., 2003; Vilain et al., 2003; Montecucco and Biamonti, 

2006). Έηζζ, ακάθμβα ιε ηδ ιμνζαηή ακαθμβία ιεηαλφ εημπμζζδίμο ηαζ 

ημπμζζμιενάζδξ-ΙΙ, πνμηαθμφκηαζ είηε ιμκυηθςκεξ ή αιθίηθςκεξ νήλεζξ ζημ 

DNA, ιε ημ έκγοιμ κα ζοκδέεηαζ μιμζμπμθζηά ζημ 5΄-άηνμ ημο DNA ιέζς 

εκυξ δεζιμφ θςζθμηονμζίκδξ. 

Σα πενζζζυηενα πδιεζμεεναπεοηζηά θάνιαηα πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ζηδ 

εεναπεία ημο ηανηίκμο ζοιπενζθαιαακμιέκμο ημο εημπμζζδίμο, επάβμοκ ηδκ 

απυπηςζδ ηονίςξ ιέζς ηδξ πμνείαξ ηοηυπνςια-c/Apaf-1/ηαζπάζδ-9. 

Ωζηυζμ, πνυζθαηα  δείπεδηε πςξ ζηδκ απυπηςζδ, πμο επάβεηαζ απυ ημ 

εημπμζίδμ, ζοιαάθθεζ ηαζ δ πμνεία εακάημο ιέζς Fas (Kaufmann and 

Earnshaw, 2000; Wang et al., 2006; Montecucco and Biamonti, 2006). 

Γζάθμνεξ ιεθέηεξ έπμοκ δζενεοκήζεζ ηδκ ζηακυηδηα ημο εημπμζζδίμο κα επάβεζ 

ηοηηανζηυ εάκαημ ιέζς απυπηςζδξ (Kaufmann, 1998; Montecucco and 

Biamonti, 2006). Μεηά ηδ πμνήβδζδ εημπμζζδίμο ζε ηφηηανα HL60 μ ανζειυξ 
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ηςκ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ αολάκεζ ναβδαία ιεηά απυ 3 ιε 4 χνεξ έηεεζδξ 

ηςκ ηοηηάνςκ ζημ εημπμζίδζμ, πανμοζζάγμκηαξ εναοζιαημπμίδζδ ημο DNA 

ηαζ πνςηευθοζδ ημο εκγφιμο PARP, δομ βεβμκυηςκ πμο είκαζ αζμπδιζημί 

ιάνηονεξ ηδξ απυπηςζδξ (Rossi et al., 2002; Negri et al., 1997; Montecucco 

and Biamonti, 2006). 

Πανυθμ πμο ημ εημπμζίδζμ πνμηαθεί ημ εάκαημ ηςκ ηοηηάνςκ ζε 

μπμζαδήπμηε θάζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, δζάθμνα δεδμιέκα οπμδεζηκφμοκ 

ιζα ιεβαθφηενδ εοαζζεδημπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ηαηά ηδ θάζδ S-G2. Κάηζ 

ηέημζμ απμδείπηδηε απυ ηδκ ιεθέηδ ηδξ επίδναζδξ ημο εημπμζζδίμο ζηδκ ηφπδ 

απμιμκςιέκςκ ηοηηάνςκ (Stacey et al., 2000; Montecucco and Biamonti, 

2006). ΢φιθςκα ιε αοηή ηδκ πνμζέββζζδ, πζεακυηαηα, πνςιμζςιζηά 

πνμαθήιαηα, πμο πνμηφπημοκ ηαηά ηδ ζφκεεζδ ημο DNA πανμοζία 

εημπμζζδίμο, είκαζ δ ηφνζα αζηία έκανλδξ ηδξ απυπηςζδξ. Παναδυλςξ, υιςξ, 

ημ εημπμζίδζμ ιπμνεί κα νοειίζεζ ηαζ ανκδηζηά ηδκ απυπηςζδ 

ιεζμννοειίγμκηαξ ηδκ έηθναζδ δζάθμνςκ ηαζπαζχκ ηαζ πνςηεσκχκ ηδξ 

μζημβέκεζαξ Bcl-2 (Wotawa et al., 2002; Montecucco and Biamonti, 2006).  

Δπζπθέμκ ηςκ ακαβκςνζζιέκςκ επζδνάζεςκ ημο εημπμζζδίμο ζηδκ 

ημπμζζμιενάζδ-ΙΙ, ημ εημπμζίδζμ ιπμνεί πνμηαθέζεζ ημκ ηοηηανζηυ εάκαημ ηαζ 

ιέζς ζπδιαηζζιμφ εθεοεένςκ νζγχκ ηαζ μλεζδςηζημφ ζηνεξ (Look and Musch, 

1994; Wolge et al., 1994; Siitonen et al., 1999). Σμ εημπμζίδζμ απμηεθεί 

πανάβςβμ θαζκμθχκ ηαζ έπεζ πνμηαεεί πςξ θεζημονβεί είηε ακηζμλεζδςηζηά 

(Stoyanovsky et al., 1993; Tyurina et al., 1995) ή μλεζδςηζηά ιζαξ ηαζ μζ 

θαζκυλο-νίγεξ ιεηααμθίηεξ ημο (Stoyanovski et al., 1993) ιπμνεί κα 

πνμηαθέζμοκ μλεζδςηζηυ ζηνεξ (Ritov et al., 1995) ηαζ παναβςβή ΓΜΟ 

(Gorman et al., 1997; Mans et al., 1992). Οζ ιεηααμθίηεξ αοημί, πμο ιπμνμφκ 

κα αθθδθεπζδνμφκ ιε ηζξ ηοηηανζηέξ εεζυθεξ, ιπμνεί κα ζοιαάθθμοκ ζηδκ 

ηφηηανμ-ημλζηυηδηα ημο εημπμζζδίμο (Stoyanovski et al., 1993; Kagan et al., 

1994). 

Δπί πνυζεεηα, πμθφ ιεβάθμ εκδζαθένμκ πανμοζζάγεζ μ ζοζπεηζζιυξ ημο 

εημπμζζδίμο ιε ημκ NF-ηΒ. Πμθθέξ ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ πςξ δ πμνήβδζδ 

εημπμζζδίμο ζε δζάθμνμοξ ηφπμοξ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ, εκενβμπμζεί ημκ NF-

ηΒ (Morotti et al., 2006; Strozyk et al., 2006; Habraken and Piette, 2006; 

Janssens and Tschopp, 2006; Wu and Miyamoto, 2007), αθθά ηαζ ζφιθςκα 

ιε ηζξ ιεθέηεξ, ηάηζ ηέημζμ έπεζ ςξ ζοκέπεζα ηδκ αφλδζδ ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ 
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ηςκ ηοηηάνςκ έκακηζ ζημοξ πδιεζμεεναπεοηζημφξ πανάβμκηεξ (Bottero et al., 

2001; Lagadec et al., 2008) ζοιπενζθαιαακμιέκμο ημο εημπμζζδίμο 

Habraken and Piette, 2006; Janssens and Tschopp, 2006; Wu and Miyamoto, 

2007). 

 

1.17 Πνξείεο απόθξηζεο ζε βιάβεο ηνπ DNA (DNA Damage Responses) 

 

Η δζαηήνδζδ ηδξ αηεναζυηδηαξ ηαζ ηδξ πζζηυηδηαξ ημο βμκζδζχιαημξ είκαζ 

απαναίηδηδ πνμτπυεεζδ βζα ηδ θοζζμθμβζηή θεζημονβία ηαζ ηδκ επζαίςζδ ηςκ 

μνβακζζιχκ. Ωζηυζμ, δ δζαθφθαλδ ημο DNA είκαζ ιζα δφζημθδ οπυεεζδ ιζαξ 

ηαζ αοηυ ανίζηεηαζ ζοκεπχξ ηάης απυ ιζα ηαηάζηαζδ απεζθήξ, αηυια ηαζ ζηα 

θοζζμθμβζηά ηφηηανα. Οζ αθάαεξ ημο DNA ιπμνεί κα μθείθμκηαζ ζε 

βμκμημλζημφξ ελςβεκείξ πανάβμκηεξ, υπςξ δ ζμκίγμοζα αηηζκμαμθία, ηαζ 

εκδμβεκείξ πανάβμκηεξ, υπςξ μζ ΓΜΟ, ζε ηοπαία θάεδ ηαηά ηδκ ακηζβναθή ηαζ 

ημκ ακαζπδιαηζζιυ ηαζ ζηδ αζμπδιζηή αζηάεεζα ημο ίδζμο ημο ιμνίμο (Norbury 

and Zhivotovsky, 2004; Hammond et al., 2007). Η αδοκαιία επζδζυνεςζδξ 

ηςκ αθααχκ ημο DNA έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ πανειπυδζζδ ηδξ ακηζβναθήξ 

ηαζ ηδξ ιεηαβναθήξ, ηδ ιεηαθθαλζβέκεζδ ηαζ/ή ηδκ ηοηηανζηή ημλζηυηδηα. ΢ημκ 

άκενςπμ, μζ αθάαεξ ζημ DNA ειπθέημκηαζ ζε δζάθμνεξ ηθδνμκμιζηέξ 

αζεέκεζεξ, ζηδκ ηοηηανζηή βήνακζδ ηαζ ζηδκ ηανηζκμβέκεζδ (Finkel and 

Holbrook, 2000; Ljungman, 2005). 

Οζ εοηανοςηζημί μνβακζζιμί έπμοκ ακαπηφλεζ ιζα πμζηζθυιμνθδ απυηνζζδ 

βζα κα ακηζιεηςπίζμοκ ηζξ εκ δοκάιεζ ηαηαζηνμθζηέξ ζοκέπεζεξ ηςκ αθααχκ 

ημο DNA ηαζ κα πνμζηαηέρμοκ ημ βεκεηζηυ ημοξ οθζηυ, έηζζ χζηε αοηυ κα 

δζαηδνδεεί, κα ακηζβναθεί ηαζ κα δζαπςνζζηεί ιε πζζηυηδηα. Μυθζξ ημ ηφηηανμ 

ακζπκεφζεζ αθάαεξ ή δζαημπέξ ζηδκ ακηζβναθή ημο DNA, εκενβμπμζμφκηαζ μζ 

πμνείεξ εθέβπμο ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ δζαηυπημοκ ηδκ πνυμδμ ημο, έηζζ 

χζηε κα ημο δμεεί πνυκμξ βζα κα επζδζμνεχζεζ αοηέξ ηζξ αθάαεξ ή θάεδ ηαηά 

ηδκ ακηζβναθή πνμημφ ιεηααζααζημφκ ζηα εοβαηνζηά ηφηηανα. Δπζπθέμκ, μζ 

πμνείεξ απυηνζζδξ ζε αθάαεξ ζημ DNA (DNA damage checkpoint responses) 

έπμοκ ςξ απμηέθεζια ηδκ επαβςβή πνμβναιιάηςκ ιεηαβναθήξ, ηδ δζέβενζδ 

ηςκ ιδπακζζιχκ επζδζυνεςζδξ ημο DNA, ηαζ υηακ ημ επίπεδμ ηςκ αθααχκ 

είκαζ μλφ, ηδκ έκανλδ ηδξ απυπηςζδξ ( Zhou and Elledge, 2000; Kastan & 

Bartek, 2004; Harper and Elledge 2007). Οζ πμνείεξ αοηέξ είκαζ πμνείεξ 
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ιεηαβςβήξ ζήιαημξ ηαζ ζοκηεθμφκηαζ απυ ηνζχκ εζδχκ πνςηεΐκεξ, ηζξ 

αζζεδηήνεξ, ηζξ ιεηαηνμπείξ ηαζ ηζξ ηεθεζηέξ. ΢ε πενίπηςζδ απμοζίαξ ή 

ακεπάνηεζαξ ηςκ απμηνίζεςκ ζε αθάαεξ ζημ DNA ημ ηφηηανμ βίκεηαζ πζμ 

επζννεπέξ ζημ κεμπθαζιαηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ (Norbury et al., 2004; Harper 

and Elledge, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 6: Βθάαεξ ζημ DNA, Απυηνζζδ ζηζξ αθάαεξ ημο DNA, ΢οκέπεζεξ ηςκ 
αθααχκ ημο DNA (Hoeijmakers, 2001). 
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1.18 Έιεγρνο ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ θαη απνθξίζεηο ζε βιάβεο ζην DNA 

 

Οζ ηφνζμζ νοειζζηέξ ηςκ πμνεζχκ ηςκ ζδιείςκ εθέβπμο ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο 

ζηζξ απμηνίζεζξ ζε αθάαεξ ζημ DNA είκαζ μζ πνςηεσκζηέξ ηζκάζεξ ATM (ataxia 

telangiectasia, mutated) ηαζ ATR ( ATM ηαζ Rad3-related), μζ μπμίεξ ακήημοκ 

ζηδ ιμκαδζηή μζημβέκεζα ηςκ ηζκαζχκ ζενίκδξ/ενεμκίκδξ, πμο 

παναηηδνίγμκηαζ απυ ιζα ηαηαθοηζηή πενζμπή ζημ ηαναυλο-ηεθζηυ άηνμ ηαζ 

πενζέπμοκ ιζα οπμ-πενζμπή ηζκάζδξ θςζθμ-ζκμζζηυθδξ-3 (PI3 kinase) 

(Abraham, 2007; Bakkenist and Kastan, 2004; Kastan and Bartek 2004; 

Shiloh, 2006; Matsuoka et al., 2007). Πανυηζ μζ ATM ηαζ ATR θαίκεηαζ υηζ 

θςζθμνοθζχκμοκ πμθθά απυ ίδζα οπμζηνχιαηα (Matsuoka et al., 2007) 

βεκζηά απμηνίκμκηαζ ζε δζαθμνεηζηέξ ιμνθέξ αθααχκ ζημ DNA (Harper and 

Elledge, 2007). Η ATM είκαζ μ ηφνζμξ δζαιεζμθααδηήξ ηςκ απμηνίζεςκ ζε 

αιθίηθςκεξ νήλεζξ ημο DNA (DNA double strand breaks; DSBs), μζ μπμίεξ 

είκαζ ημ απμηέθεζια ηδξ έηεεζδξ ζε ζμκίγμοζα αηηζκμαμθία (IR). Ακηίεεηα, δ 

ATR έπεζ οπμζηδνζηηζηυ νυθμ ζηζξ DSBs, αθθά ηαηεοεφκεζ ηδκ ηφνζα ηοηηανζηή 

απυηνζζδ ζε αθάαεξ πμο είκαζ ζοκέπεζα ηδξ έηεεζδξ ζε οπενζχδδ 

αηηζκμαμθία (UV) ή θαεχκ, πμο μδδβμφκ ζε δζαημπέξ ηαηά ηδκ ακηζβναθή ημο 

DNA (Kastan and Bartek, 2004; Ljungman, 2005; Lukas et al, 2006; Harper 

and Elledge, 2007).  

Η εκενβμπμίδζδ ηδξ ΑΣΜ είκαζ άιεζδ απυηνζζδ ηςκ ηοηηάνςκ πμο 

εηηίεεκηαζ ζε βμκμημλζημφξ πανάβμκηεξ ηαζ είκαζ ιέβζζηδ ιέζα ζε θίβα θεπηά 

ιεηά ηδκ έηεεζδ, αηυια ηαζ ζε παιδθέξ δυζεζξ IR, εκχ δ εκενβμπμίδζή ηδξ 

ακζπκεφεηαζ ιέζς ηδξ αοημ-θςζθμνοθίςζήξ ηδξ ζηδ εέζδ ζενίκδ1981 

(Bakkenist and Kastan, 2003). Πενίπμο 18 DSBs απαζημφκηαζ βζα ηδκ 

εκενβμπμίδζδ πάκς ημο 50% ηςκ ιμνίςκ ηδξ ATM ζε πνμκζηυ δζάζηδια 

ιζηνυηενμ ηςκ πέκηε θεπηχκ, ιεηά ηδκ έηεεζδ ζε IR, ηάηζ πμο δείπκεζ υηζ δ 

ΑΣΜ δε πνεζάγεηαζ κα πνμζδεεεί ζηζξ DSBs βζα κα εκενβμπμζδεεί. Μάθζζηα, 

ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ δ αοημ-θςζθμνοθίςζδ ηδξ ATM ιπμνεί κα οθίζηαηαζ 

θυβς ηςκ ιεηααμθχκ ζηδκ ορδθή μνβάκςζδ ηδξ πνςιαηίκδξ πμο 

πνμηαθμφκηαζ απυ ηζξ DSBs. Ο ζοκδεηζηυξ ηνίημξ ακάιεζα ζηζξ DSBs ηαζ ηδκ 

ΑΣΜ, ζφιθςκα ιε πνυζθαηεξ ιεθέηεξ, είκαζ ημ ζφιπθμημ MRN 

(Mre11/Rad50/NBS1). Σμ MRN δνα ςξ αζζεδηήναξ ηςκ DSBs, ακελάνηδηα 

απυ ηδκ ΑΣΜ, ςζηυζμ, είκαζ έκαξ μοζζαζηζηυξ δζαιεζμθααδηήξ ηδξ 
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ζηναημθυβδζδξ ηαζ εκενβμπμίδζδξ ηδξ ηεθεοηαίαξ, δζεοημθφκμκηαξ ηδκ κα 

θςζθμνοθζχζεζ οπμζηνχιαηα ζηζξ εέζεζξ ηςκ DSBs, εκχ ζε ιζηνυηενμ 

ααειυ επδνεάγεζ ηδκ ανπζηή εκενβμπμίδζή ηδξ (Lee and Paull, 2004; 

Bakkenist and Kastan, 2004; Abraham and Tibbets, 2005; Paull and Lee, 

2005). Σα εκενβμπμζδιέκα ιυνζα ηδξ ΑΣΜ είηε παναιέκμοκ ζηζξ εέζεζξ ηςκ 

DSBs, υπμο θςζθμνοθζχκμοκ οπμζηνχιαηα ιε ηα μπμία ζοκεκημπίγμκηαζ, 

υπςξ δ μζημβέκεζα ηςκ πνςηεσκχκ BRCT, Chk2 (checkpoint homologue 

kinase 2) ηαζ SMC1 (structural maintenance of chromosomes 1) ή δζαπέμκηαζ 

απυ αοηέξ ηζξ εέζεζξ βζα κα θςζθμνοθζχζμοκ πονδκζηά οπμζηνχιαηα, υπςξ 

δ p53 ηαζ δ CREB (cAMP response element binding protein). Η μζημβέκεζα 

ηςκ πνςηεσκχκ BRCT (BRCA1, carboxy-terminal repeat family of proteins) 

απμηεθείηαζ απυ ηζξ πνςηεΐκεξ BRCA1, 53BP1 ηαζ MDC1. Οζ πνςηεΐκεξ αοηέξ 

παίγμοκ πμθφ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ ακίπκεοζδ ημο βμκζδζχιαημξ ηαζ 

εζδζηυηενα μζ 53BP1 ηαζ MDC1 θεζημονβμφκ ςξ πνμζανιμζηζηέξ πνςηεΐκεξ 

δζεοημθφκμκηαξ ηδ ζηναημθυβδζδ οπμζηνςιάηςκ ηδξ ATM αθθά ηαζ ημκ 

ηαηάθθδθμ εκημπζζιυ ηδξ (Bakkenist and Kastan, 2004; Abraham and 

Tibbets, 2005; Lou et al., 2006). Σα εκενβά ιυνζα ηδξ ΑΣΜ ζηζξ εέζεζξ ηςκ 

DSBs θςζθμνοθζχκμοκ, επίζδξ, ηδκ ζζηυκδ Η2ΑΥ ηαζ δ θχζθμ-ιμνθή ηδξ δ 

β-Η2ΑΥ, απακηάηαζ ζηζξ εζηίεξ ηςκ DSBs ηαζ εκημπίγεηαζ ιαγί ιε ημ ζφιπθμημ 

MRN ηαζ ηδκ εκενβυ ΑΣΜ (Harper and Elledge, 2007; Clingen et al., 2008; 

Ayoub et al., 2009). Αοηή δ πμνεία ηδξ ΑΣΜ εκενβμπμζεί ηζξ πμνείεξ ηςκ 

ζδιείςκ εθέβπμο ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. 

 

1.19 Κπηηαξηθόο θύθινο θαη ζεκεία ειέγρνπ 

 

Ο ηοηηανζηυξ ηφηθμξ ή μ ηφηθμξ ηδξ ηοηηανζηήξ δζαίνεζδξ (CDC) είκαζ ιζα 

ζεζνά ζηαδίςκ εκυξ εοηανοςηζημφ ηοηηάνμο ιεηαλφ ιζαξ ηοηηανζηήξ δζαίνεζδξ 

ηαζ ηδξ επυιεκδξ. Δπμιέκςξ, είκαζ δ δζαδζηαζία ιε ηδκ μπμία έκα 

βμκζιμπμζδιέκμ ςάνζμ ακαπηφζζεηαζ ζε έκακ χνζιμ μνβακζζιυ ηαζ δ 

δζαδζηαζία ιε ηδκ μπμία ακαπανάβμκηαζ ηα ηφηηανα ηαζ μζ ζζημί. Μζα 

ελεζδζηεοιέκδ ιμνθή ηοηηανζηήξ δζαίνεζδξ είκαζ επίζδξ οπεφεοκδ βζα ηδκ 

ηοηηανζηή δζαθμνμπμίδζδ ηαηά ηδκ ειανομβέκεζδ ηαζ ηδ ιμνθμβέκεζδ, ηαεχξ 

επίζδξ ηαζ βζα ηδ δζαηήνδζδ ηςκ αθαζηζηχκ ηοηηάνςκ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

γςήξ. Ο ηοηηανζηυξ ηφηθμξ απμηεθείηαζ απυ ηέζζενζξ παναηηδνζζηζηέξ θάζεζξ: 
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ηδ θάζε G1, S, G2 (πμο ζοκμθζηά απανηίγμοκ ηδ κεζόθαζε) ηαζ ηδ θάζε M. Η 

θάζδ M απμηεθείηαζ απυ δφμ ζογεοβιέκεξ δζαδζηαζίεξ: ηδ κίηωζε, ηαηά ηδκ 

μπμία δζαζνμφκηαζ ηα πνςιμζχιαηα ιεηαλφ δφμ εοβαηνζηχκ ηοηηάνςκ, ηαζ δ 

θπηηνθηλεζία (ή θπηηαξνθηλεζία), ηαηά ηδκ μπμία δζαζνείηαζ ημ ηοηηανυπθαζια 

ημο ηοηηάνμο. Σα ιμνζαηά ζηάδζα πμο εθέβπμοκ ημκ ηοηηανζηυ ηφηθμ είκαζ 

μνβακςιέκα ζε ιζα ηαηεφεοκζδ, πμο ζδιαίκεζ υηζ δζελάβμκηαζ δζαδμπζηά ηαζ 

είκαζ αδφκαημκ κα ακηζζηναθεί μ ηφηθμξ. Τπάνπμοκ δφμ ζδιακηζηέξ 

ηαηδβμνίεξ νοειζζηζηχκ ιμνίςκ πμο ηαεμνίγμοκ ηδκ πνυμδμ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο: Οζ θπθιίλεο (ηφπμο D, E, A ηαζ B) ηαζ μζ θπθιηλν-εμαξηώκελεο θηλάζεο 

(Cyclin-Dependent Kinases; CDKs) (CDK2, CDK4 ηαζ CDK6). Οζ Leland H. 

Hartwell, R. Timothy Hunt ηαζ Paul N. Nurse ηζιήεδηακ ιε ημ Βνααείμ Nobel 

ζηδ Φοζζμθμβία ή Ιαηνζηή βζα ηδκ ακαηάθορδ αοηχκ ηςκ ηεκηνζηχκ ιμνίςκ 

πμο είκαζ απυ ηα ζδιακηζηυηενα ιυνζα ζηδ νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο.  Η 

πνυμδμξ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο δζαιέζμο ηδξ θάζδξ G1 ηαζ ηδξ έκανλδξ ηδξ 

ζφκεεζδξ ημο DNA (θάζδ S) δζεβείνεηαζ απυ ιζημβυκα ενεείζιαηα ηαζ 

εθέβπεηαζ ζοκενβζαηά απυ ηδ δνάζδ δζαθυνςκ CDKs, ηςκ μπμίςκ μζ 

θεζημονβίεξ πενζμνίγμκηαζ ζηδ ζοκέπεζα απυ ακαζημθείξ, ηζξ CKIs (Cyclin-

dependent Kinase Inhibitors). Οζ CKIs πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο ακήημοκ, ιε αάζδ ηδ δμιή ηαζ ηα οπμζηνχιαηα-ζηυπμοξ 

ημοξ, ζε δφμ μζημβέκεζεξ. Η πνχηδ μζημβέκεζα πενζθαιαάκεζ ηζξ πνςηεΐκεξ 

INK4 (ακαζημθείξ ηδξ CDK4), πμο ακαζηέθθμοκ ηδ δνάζδ ηςκ ηαηαθοηζηχκ 

οπμιμκάδςκ ηςκ CDK4 ηαζ CDK6. Τπάνπμοκ ηέζζενζξ ηέημζεξ πνςηεΐκεξ 

p16INK4A, p15INK4B,  p18INK4C ηαζ p19INK4D. ΢ε ακηίεεζδ μζ πνςηεσκζημί 

ακαζημθείξ ηδξ μζημβέκεζαξ Cip/KIP, ειθακίγμοκ ιζα εονφηενμο θάζιαημξ 

δνάζδξ απυ υηζ μζ ακαζημθείξ INK4, ηαζ επδνεάγμοκ ηδκ εκενβυηδηα ηςκ 

ηζκαζχκ ηςκ ηοηθζκχκ  D, E ηαζ A. Η μζημβέκεζα ηςκ Cip/Kip πενζθαιαάκεζ 

ημοξ ακαζημθείξ p21Cip1/Waf1, p27Kip1 ηαζ p57Kip2, μζ μπμίμζ δεζιεφμκηαζ ηυζμ 

ζηζξ ηοηθίκεξ υζμ ηαζ ζηζξ οπμιμκάδεξ ηςκ CDKs. Οζ CKIs ηδξ μζημβέκεζαξ 

Cip/Kip ακαζηέθθμοκ ηδξ ηζκάζδ CDK2 ηςκ ηοηθζκχκ Δ ηαζ Α, ηαζ δνμοκ ςξ 

εεηζημί νοειζζηέξ ηςκ ηζκαζχκ ηςκ ηοηθζκχκ D. 

Ο ηοηηανζηυξ ηφηθμξ δζαεέηεζ έκα ζφζηδια επζηήνδζδξ, ημ μπμίμ εθέβπεζ 

ηδκ πνυμδμ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ηδκ πανειπμδίγεζ ή ηδ δζαηυπηεζ ακ 

ακζπκεφζεζ εηηεηαιέκεξ αθάαεξ ζημ DNA ή ακ ακζπκεφζεζ εθαηηχιαηα ζηδκ 

ακηζβναθή ημο DNA, ζηδ ζφκδεζδ εκυξ πνςιμζχιαημξ ζηδ ιζηςηζηή άηναηημ. 
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Σμ ζφζηδια επζηήνδζδξ δζαζθαθίγεζ ηδκ πμζυηδηα ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ 

απανηίγεηαζ απυ ηέζζενα ζδιεία εθέβπμο. Αοηά ηα ζδιεία εθέβπμο 

δζαζθαθίγμοκ ηδκ ηοηηανζηή δζαίνεζδ ιυκμκ ακ έπμοκ μθμηθδνςεεί μζ πνμ-

απαζημφιεκεξ ιμνζαηέξ ιεηααμθέξ βζα ημ ζπδιαηζζιυ δφμ αζχζζιςκ 

εοβαηνζηχκ ηοηηάνςκ. Η ιεηάααζδ απυ έκα ζδιείμ εθέβπμο δζαζθαθίγεζ υηζ ημ 

ηφηηανμ ιπμνεί κα δζέθεεζ απυ ηδ ιζα θάζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ζηδκ 

επυιεκδ.  

Τπάνπμοκ ηέζζενα ζδιεία εθέβπμο ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. Σμ πνχημ 

εκημπίγεηαζ ημκηά ζημ ηέθμξ ηδξ θάζδξ G1 ηαζ μκμιάγεηαζ ζεκείν πεξηνξηζκνύ 

ή ζεκείν-R (Restriction point; R-point) ή ζδιείμ εθέβπμο ηδξ G1. Σμ ζδιείμ-R 

εθέβπεζ ηδ ιεηάααζδ G1-S ηαζ ηαεμνίγεζ ακ έκα ηφηηανμ εα πνέπεζ κα 

δζαζνεεεί, κα ηαεοζηενήζεζ δ ηοηηανζηή δζαίνεζδ ημο ή κα εζζέθεεζ ζηδ θάζδ 

δνειίαξ, G0. Κάης απυ ζοβηεηνζιέκεξ ζοκεήηεξ, ηφηηανα δζαηυπημοκ ημκ 

ηοηηανζηυ ημοξ ηφηθμ ζημ ζδιείμ-R ηαζ ζοκήεςξ εζζένπμκηαζ ζηδ θάζδ G0. 

Έκα δεφηενμ ζδιείμ εθέβπμο εκημπίγεηαζ ζημ ηέθμξ ηδξ θάζδξ G2, ημ ζδιείμ 

εθέβπμο ηδξ G2 ηαζ δζεβείνεζ ηδκ έκανλδ ηδξ ιίηςζδξ. Γφμ αηυιδ ζδιεία 

εθέβπμο εκημπίγμκηαζ ζηδ ιζηςηζηή θάζδ (θάζδ M): ημ ζδιείμ εθέβπμο ηδξ 

αηνάηημο, ημ μπμίμ εθέβπεζ ηδ ιεηάααζδ απυ ηδ ιεηάθαζδ ζηδκ ακάθαζδ 

επζηδνχκηαξ ηδ ζφκδεζδ ηδξ αηνάηημο ζηα πνςιμζχιαηα, ηαζ ημ ζεκείν 

εθέβπμο δζαπςνζζιμφ ηςκ πνςιμζςιάηςκ πμο επζηδνεί ηδ ιεηάααζδ απυ ηδκ 

ακάθαζδ ζηδκ ηεθυθαζδ, υπμο απμδμιμφκηαζ μζ ιζηςηζηέξ ηοηθίκεξ ηαζ 

δζαζθαθίγεζ ηδκ μνεή ιεηαηίκδζδ ηςκ πνςιμζςιάηςκ ζημοξ πυθμοξ ηδξ 

ιζηςηζηήξ αηνάηημο. ΢ε πενίπηςζδ ακίπκεοζδξ εθαηηχιαημξ, αοηά ηα ζδιεία 

εθέβπμο ηδξ θάζδξ M δζαηυπημοκ ηδκ πνυμδμ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο πνζκ 

ηδκ έκανλδ ηδξ ηοηημηζκδζίαξ.  

Tμ πθήνεξ ζφζηδια επζηήνδζδξ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο δζαεέηεζ, επίζδξ ηαζ 

ζδιεία εθέβπμο αθααχκ ζημ DNA, ηα μπμία ακζπκεφμοκ ιδ-επζδζμνεςιέκεξ 

αθάαεξ ζημ DNA, αθθά ηαζ ηδκ επζηοπή ακηζβναθή ημο DNA. Τπάνπμοκ 

ηέζζενα ζδιεία εθέβπμο αθααχκ ζημ DNA ηα μπμία νοειίγμκηαζ ηονίςξ απυ 

ηδκ μβημηαηαζηαθηζηή πνςηεΐκδ p53: έκα ζηδ θάζδ G1, έκα ηαηά ηδκ είζμδμ 

ζηδ θάζδ S, έκα ημκηά ζημ ηέθμξ ηδξ θάζδξ S, ηαζ έκα ζηδκ είζμδμ ηδξ θάζδξ 

M, ημ μπμίμ δζαζθαθίγεζ ηδκ επζηοπή ηαζ μθμηθδνςιέκδ ακηζβναθή ημο DNA. 
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Δηθόλα 7: Ρύζκηζε ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ. Μζημβυκα ενεείζιαηα 
πνμάβμοκ ηδ ζοβηνυηδζδ εκυξ εκενβμφ ηνζιενμφξ ζοιπθυημο ηοηθίκδξ D-
CDK4 (ή CDK6)-Cip/Kip. Η δέζιεοζδ ηδξ p21Cip1/Waf1 ή p27Kip1 αθήκεζ 
εθεφεενμ ημ εηενμδζιενέξ ηοηθίκδξ E-CDK2. Σα ζφιπθμηα ηδξ ηοηθίκδξ D-
CDK4/6 ηαζ ηδξ ηοηθίκδξ E-CDK2 ζοιαάθθμοκ ζηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ pRb 
ιεζχκμκηαξ ηδκ ζηακυηδηα ηδξ κα ηαηαζηείθεζ ηα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ ημο 
ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα E2F ηα μπμία εκενβμπμζμφκ βμκίδζα πμο 
απαζημφκηαζ βζα ηδ ιεηάααζδ ζηδ θάζδ S. Μεηαλφ ηςκ βμκζδίςκ-ζηυπςκ ηςκ 
E2F είκαζ μζ ηοηθίκεξ Δ ηαζ Α, μζ μπμίεξ πνμζδέκμοκ ηαζ εκενβμπμζμφκ ηδ 
CDK2 δζεοημθφκμκηαξ ηδκ είζμδμ ηαζ ηδκ πνυμδμ ζηδ θάζδ S. Η εκενβυηδηα 
ηδξ ηοηθίκδξ E-CDK2 είκαζ ορδθή ηαηά ηδ ιεηάααζδ G1-S, ιεηά ηδκ μπμία δ 
ηοηθίκδ E απμδμιείηαζ ηαζ ακηζηαείζηαηαζ απυ ηδκ ηοηθίκδ A. Δπίζδξ δ ορδθή 
εκενβυηδηα ηδξ ηοηθίκδξ E-CDK2 εκενβμπμζεί ηδ εέζδ έκανλδξ ηδξ 
ακηζβναθήξ ημο DNA, ιε ηδ δέζιεοζδ ζηδ εέζδ αοηή ημο ζοιπθυημο πξν-
αληηγξαθήο ηνπ DNA, Pre-Rc,  πμο απμηεθείηαζ απυ δζάθμνεξ πνςηεΐκεξ 
ιεηαλφ ηςκ μπμίςκ ημ ζφιπθμημ ακαβκχνζζδξ ηδξ εέζδξ έκανλδξ ηδξ 
ακηζβναθήξ ημο DNA, orc, μζ πανάβμκηεξ αδεζμδυηδζδξ ηδξ ακηζβναθήξ ημο 
DNA, CDC6 ηαζ Cdt1, δ MCM2-7 ηαζ δ CDC45. Η δνάζδ ηςκ ζοιπθυηςκ 
ηοηθζκχκ D-CDK4/6 ακαζηέθθεηαζ απυ ηζξ πνςηεΐκεξ INK4, εκχ ηςκ ηοηθζκχκ 
Δ- ή Α-CDK2 απυ ηζξ πνςηεΐκεξ Cip/Kip.       
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1.20 ΢εκεία ειέγρνπ βιαβώλ ζην DNA 

 

(A) ΢εκείν ειέγρνπ ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ ζηε θάζε G1 

 

΢ηδ θάζδ G1 ηαζ ιεηά ηδκ επαβςβή αθααχκ ζημ DNA, επάβεηαζ δ ΑΣΜ, δ 

μπμία εκενβμπμζεί ηδκ ηαεμδζηή ηζκάζδ Chk2  θςζθμνοθζχκμκηαξ ηδκ ζηδ 

εέζδ ενεμκίκδ68 ηαζ δ μπμία ιε ηδ ζεζνά ηδξ θςζθμνοθζχκεζ ημ ηαηάθμζπμ 

ζενίκδξ20 ηδξ p53. Η θςζθμνοθίςζδ ηδξ p53  ζηδ εέζδ ζενίκδ20 

πανειπμδίγεζ ηδκ αθθδθεπίδναζδ ηδξ ιε ηδκ MDM2 (mouse double minute 2, 

human homolog of p53-binding protein), δ μπμία είκαζ ανκδηζηυξ νοειζζηήξ 

ηδξ p53, έπμκηαξ ςξ ζοκέπεζα ηδ ζοκάενμζζδ ηδξ p53. Η ΑΣΜ αζηεί ηαζ 

δεφηενμ έθεβπμ ζηδ ζηαεενυηδηα ηδξ p53 θςζθμνοθζχκμκηαξ ηδκ MDM2 ζηδ 

ζενίκδ395, ιε απμηέθεζια κα είκαζ εθζηηή δ αθθδθεπίδναζδ p53 ηαζ MDM2, 

αθθά κα πανειπμδίγεηαζ δ ελαβςβή ηδξ p53 απυ ημκ πονήκα ζημ 

ηοηηανυπθαζια, υπμο θοζζμθμβζηά απμδμιείηαζ. Ο νυθμξ ηδξ ATR ζηδ 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ p53 δεκ έπεζ πθήνςξ απμζαθδκζζηεί, αθθά ιεθέηεξ in 

vitro έδεζλακ υηζ δ p53 θςζθμνοθζχκεηαζ ζηδ εέζδ ζενίκδ20 απυ ηδκ ATR-

ελανηχιεκδ ηζκάζδ Chk1.  

Ακάθμβα ιε ημ ενέεζζια ηδξ απυηνζζδξ μζ ΑΣΜ ηαζ ATR θςζθμνοθζχκμοκ 

ηδκ p53 ηαζ ζημ ηαηάθμζπμ ζενίκδξ15, ηάηζ πμο είκαζ ηνίζζιμ βζα ηδκ επαφλδζδ 

ηδξ ιεηαβναθζηήξ εκενβυηδηαξ ηδξ p53. Η εκενβμπμζδιέκδ p53 νοειίγεζ 

αολδηζηά ηδκ έηθναζδ δζαθυνςκ βμκζδίςκ-ζηυπςκ ηδξ, πμθθά απυ ηα μπμία 

ειπθέημκηαζ ζηζξ απμηνίζεζξ ζε αθάαεξ ζημ DNA (MDM2, GADD45a ηαζ 

p21Cip1/Waf1). Η ζοκάενμζζδ ηδξ p21Cip1/Waf1, εκυξ ακαζημθέα ηςκ ηοηθζκμ-

ελανηχιεκςκ ηζκαζχκ, ηαηαζηέθθεζ ηδκ εκενβυηδηα ημο ζοιπθυημο ηδξ 

ηοηθίκδξ E/Cdk2 ηαζ μδδβεί ζηδ δζαημπή ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ζηδ θάζδ G1 

(Zhou and Elledge, 2000; Kastan and Bartek, 2004; Ljungman, 2005; 

Bartkova et al., 2005; Bartkova et al., 2006; Lukas et al., 2006; Bartek and 

Lukas, 2007; Harper and Elledge, 2007).   
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(B) ΢εκείν ειέγρνπ ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ ζηε θάζε S 

 

Σμ ζδιείμ εθέβπμο ηδξ θάζδξ S ακζπκεφεζ ηδκ πνυμδμ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο 

ηαζ ιεζχκεζ ημ νοειυ ζφκεεζδξ ημο DNA ιεηά ηδκ επαβςβή αθααχκ ζε αοηυ. 

΢φιθςκα ιε ιεθέηεξ, ηφηηανα απυ άημια, πμο πάζπμοκ απυ ηα ζφκδνμια 

ataxia telangiectasia (AT) ή Nijmegen breakage (NBS), έπμοκ πάζεζ ηδκ 

ζηακυηδηα κα ιεζμννοειίγμοκ ημ νοειυ ζφκεεζδξ ημο DNA ιεηά ηδκ έηεεζδ 

ημοξ ζε IR, έκα θαζκυιεκμ βκςζηυ ςξ νάδζμ-ακεεηηζηή ζφκεεζδ (radio-

resistant synthesis; RDS). Δπίζδξ, ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ πςξ μζ αθάαεξ απυ IR 

εκενβμπμζμφκ ηδκ πμνεία ημο ζδιείμο εθέβπμο ηδξ θάζδξ S, δζαιέζμο, 

ημοθάπζζημκ, δομ ηθάδςκ, πμο νοειίγμκηαζ απυ ηδκ ATM ( Kastan and 

Bartek, 2004; Ljungman, 2005; Andreassen et al., 2006; Zhou et al., 2006; 

Ben-Yehoyada et al., 2007; Harper and Elledge, 2007).    

΢ημκ πνχημ ηθάδμ, μζ αθάαεξ ζημ DNA, πμο πνμηαθμφκηαζ απυ IR, 

επάβμοκ ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ ηζκάζδξ Chk2 ιέζς θςζθμνοθίςζδξ ζηδ 

εέζδ ενεμκίκδ68 απυ ηδκ ΑΣΜ. Η εκενβμπμζδιέκδ Chk2 θςζθμνοθζχκεζ ηδ 

θςζθαηάζδ Cdc25A ζηδ εέζδ ζενίκδ123, απμζηαεενμπμζχκηαξ ηδκ ηαζ 

πανειπμδίγμκηάξ ηδκ, κα απμηνέρεζ ακαζηαθηζηέξ θςζθμνοθζχζεζξ απυ ηδκ 

CDK2. Σα ζφιπθμηα ηςκ CDK2/ηοηθίκδξΔ ηαζ CDK2/ηοηθίκδξΑ παναιέκμκ 

ακεκενβά ιε απμηέθεζια κα πανειπμδίγεηαζ δ μθμηθήνςζδ ηδξ ζφκεεζδξ ημο 

DNA.  

΢ημ δεφηενμ ηθάδμ απαζηείηαζ δ εκενβυηδηα ηςκ ΑΣΜ ηαζ NBS1. Μεηά  ηδκ 

επαβςβή αθααχκ ζημ DNA απυ ηδκ IR, δ ΑΣΜ θςζθμνοθζχκεζ έκακ ανζειυ 

ηαεμδζηχκ οπμζηνςιάηςκ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηδξ πνςηεΐκδξ NBS1, ημο 

πνμσυκημξ ημο βμκζδίμο εοαζζεδζίαξ ζημκ ηανηίκμ ιαζημφ-1 BRCA-1 (breast 

cancer susceptibility gene-1)  ηαζ ηδξ πνςηεΐκδξ δζαηήνδζδξ ηδξ δμιήξ ημο 

πνςιμζχιαημξ-1, SMC1. Η απχθεζα μπμζαζδήπμηε απυ αοηέξ ηζξ πνςηεΐκεξ 

ή δ ιεηάθθαλδ ηςκ εέζεςκ θςζθμνοθίςζδξ ηςκ πνςηεσκχκ μδδβεί ζε 

ιεζςιέκδ εκενβμπμίδζδ ηδξ πμνεία ημο ζδιείμο εθέβπμο ηδξ θάζδξ S. 

Δπζπθέμκ, μζ πνςηεΐκεξ ΑΣΜ, NBS1 ηαζ BRCA1 απμηεθμφκ ιένδ εκυξ 

πνςηεσκζημφ ζοιπθυημο βκςζημφ ςξ BASC (BRCA1- associated genome 

surveillance complex) ή ζφιπθμημ BRCA1-ζοκαθέξ ιε ηδκ επζηήνδζδ ημο 

βμκζδζχιαημξ, ημ μπμίμ πενζέπεζ έκακ ανζειυ παναβυκηςκ επζδζυνεςζδξ ηαζ 

ακηζβναθήξ ημο DNA. Δίκαζ πζεακυ, ζφιθςκα ιε υζα έπμοκ δείλεζ μζ ιεθέηεξ, 
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πςξ μ ζπδιαηζζιυξ ημο ζοιπθυημο αοημφ είκαζ απαναίηδημξ, χζηε δ ΑΣΜ κα 

ιπμνέζεζ κα θςζθμνοθζχζεζ ηδκ SMC1. (Lukas et al., 2006; Bartek and 

Lukas, 2007). 

Η ειπθμηή ηδξ ATR ζηδκ πμνεία ημο ζδιείμο εθέβπμο ηδξ θάζδξ S δεκ έπεζ 

απμζαθδκζζηεί ιε αηνίαεζα. Η ATR ειπθέηεηαζ ζηδ αναδεία IR-επαβυιεκδ 

εκενβμπμίδζδ ημο ζδιείμο εθέβπμο ηδξ θάζδξ S, δζαιέζμο ηδξ 

θςζθμνοθίςζδξ ηδξ ηζκάζδξ ηεθεζηή Chk1, δ μπμία ζηδ ζοκέπεζα 

θςζθμνοθζχκεζ ηδ Cdc25A ηαζ ηδκ ηαεζζηά ζηυπμ απμδυιδζδξ απυ ημ 

πνςηευζςια. Δπίζδξ, δ απυηνζζδ ηδξ ATR ζε αθάαεξ πμο πνμηαθμφκηαζ 

απυ έηεεζδ ζε UV ηαζ ζε δζαημπέξ ηδξ ακηζβναθήξ δείπκμοκ, πςνίξ κα έπμοκ 

επζαεααζςεεί πεζναιαηζηά, υηζ δ ATR είκαζ πζεακχξ οπεφεοκδ βζα ηδ 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ SMC1 ηάης απυ αοηέξ ηζξ ζοκεήηεξ (Buchmann et al., 

2004; Ljungman et al., 2005; Harper and Elledge, 2007). 

 

(Γ) ΢εκείν ειέγρνπ ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ ζηε θάζε G2 

 

Η πμνεία ημο ζδιείμο εθέβπμο ηδξ θάζδξ G2 επζηνέπεζ ηδκ ακαζημθή ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο πνζκ ημ δζαπςνζζιυ ηςκ πνςιμζςιάηςκ. Η είζμδμξ ζηδ 

ιίηςζδ νοειίγεηαζ απυ ηδκ ακαζηαθηζηή θςζθμνοθίςζδ ηδξ ηφηθζκμ-

ελανηχιεκδξ ηζκάζδξ Cdc2/Cdk1, ηδξ μπμίαξ δ απμθςζθμνοθίςζδ είκαζ 

απαναίηδηδ βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ πμνείαξ ημο ζδιείμο εθέβπμο ηδξ G2. 

Οζ ΑΣΜ ηαζ ATR εθέβπμοκ έιιεζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ή ιδ ηδξ Cdc2, εκχ, ζε 

ακηίεεζδ ιε ηα άθθα ζδιεία εθέβπμο, δ ΑΣR είκαζ αοηή πμο απμηεθεί ηδκ ηφνζα 

απυηνζζδ, ακελανηήηςξ ημο είδμοξ ηδξ αθάαδξ ημο DNA. Η 

απμθςζθμνοθίςζδ ηαζ εκενβμπμίδζδ ηδξ Cdc2 ηαηαθφεηαζ απυ ηδ 

θςζθαηάζδ Cdc25, ηδξ μπμίαξ δ εκενβμπμίδζδ εθέβπεηαζ  απυ ηζξ Chk1 ηαζ 

Chk2 ςξ απυηνζζδ ζε αθάαεξ ζημ DNA ηαζ ακαθυβςξ μ ηοηηανζηυξ ηφηθμξ 

είηε δζαηυπηεηαζ ζηδ θάζδ G2 ή ζοκεπίγεζ (Zhou and Elledge, 2000; Kastan 

and Bartek, 2004; Harper and Elledge, 2007). 
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1.21 Βιάβεο ζην DNA θαη απόπησζε 

 

Η απυπηςζδ ςξ απυηνζζδ ζηζξ αθάαεξ ημο DNA είηε ελανηχιεκδ απυ 

ηαζπάζεξ ιέζς εκενβμπμίδζήξ ημοξ απυ ηδκ p53 ή ακελάνηδηδ απυ 

ηαζπάζεξ ιέζς ηονίςξ ημο πανάβμκηα AIF, είκαζ απθχξ άθθμ έκα αζμθμβζηυ 

απμηέθεζια, πμο ιπμνεί κα πνμηφρεζ απυ ηδκ ηοηηανζηή έηεεζδ ζε 

βμκμημλζημφξ πανάβμκηεξ. Όπςξ ακαθένεδηε παναπάκς, μζ αζμθμβζηέξ 

απμηνίζεζξ ζε αθάαεξ ημο DNA νοειίγμκηαζ ιε ηέημζμκ ηνυπμ, χζηε κα 

ακαζηαθεί μ ηοηηανζηυξ ηφηθμξ ηαζ κα επζδζμνεςεεί ημ DNA. Η επζηοπήξ 

εηηέθεζδ ηςκ ιμκμπαηζχκ αοηχκ πνμζηαηεφεζ ημ ηφηηανμ, πμο έπεζ οπμζηεί 

αθάαεξ ηαζ ημο δίκεζ ηδ δοκαηυηδηα κα ακαηάιρεζ ηαζ κα ζοκεπίζεζ κα 

πμθθαπθαζζάγεηαζ. Η απυπηςζδ ςξ απυηνζζδ ζε αθάαεξ ζημ DNA είκαζ ιζα 

ηαεοζηενδιέκδ απυηνζζδ, δ μπμία έπεζ ςξ ζοκέπεζα ηδκ ηαηαζηνμθή ημο 

ηοηηάνμο. Οζ  ηοηηανζηέξ απμηνίζεζξ ζε αθάαεξ ημο DNA είηε πνμζηαηεοηζηέξ 

ή ηαηαζηνεπηζηέξ, είκαζ ηαεμδζηέξ εκυξ ημζκμφ ιεηααζααζηζημφ δζηηφμο 

ζδιαημδυηδζδξ (Blank and Shiloh, 2007; Roos and Kaina, 2006; Hurley and 

Bunz, 2007; Borges et al., 2008). Πανυηζ μζ πενζζζυηενεξ πνςηεΐκεξ αοημφ 

ημο ζδιαημδμηζημφ δζηηφμο έπμοκ ηαοημπμζδεεί, δ ζφβπνμκδ βκχζδ δεκ ελδβεί 

πυηε ηαζ βζαηί έκα ηφηηανμ, πμο έπεζ οπμζηεί αθάαεξ ζημ DNA εα επζθέλεζ ηδκ 

πμνεία ημο ηοηηανζημφ εακάημο. 

Πνυζθαηα, πνμηάεδηακ δφμ κέα ιμκηέθα βζα ηδκ ηαηακυδζδ ημο 

ζοκημκζζιμφ ιεηαλφ επζδζυνεςζδξ ημο DNA, ακαζημθήξ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο ηαζ ηδξ απυπηςζδξ, ςξ απμηνίζεζξ ζε αθάαεξ ζημ DNA. Σμ πνχημ 

ιμκηέθμ, ημ μπμίμ μνίγεηαζ ςξ «νινθιεξωηηθή επηηήξεζε», πνμηείκεζ, πςξ ημ 

ζδιαημδμηζηυ δίηηομ αθααχκ ζημ DNA θεζημονβεί ςξ έκαξ νοειζζηζηυξ 

ηυιαμξ, πμο επζηδνεί ηδκ αηεναζυηδηα ημο DNA ηαζ εθέβπεζ ηδκ απυθαζδ 

ιεηαλφ ακαζημθήξ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ηοηηανζημφ εακάημο. Σμ ιμκηέθμ 

αοηυ ζηδνίγεζ μοζζαζηζηά ηδ εεςνία, πχξ ηα ηφηηανα πεεαίκμοκ υηακ μζ 

αθάαεξ είκαζ ιδ ακαζηνέρζιεξ, ςζηυζμ, δεκ οπάνπμοκ ιέπνζ ζήιενα άιεζεξ 

απμδείλεζξ ηάπμζαξ ακεπακυνεςηδξ αθάαδξ ζημ DNA, μφηε ηαζ ηάπμζμξ 

βκςζηυξ αζμπδιζηυξ ιδπακζζιυξ ημο ζδιαημδμηζημφ δζηηφμο αθααχκ ζημ 

DNA, πμο κα δζαπςνίγεζ ιεηαλφ επακμνεχζζιςκ ηαζ ακεπακυνεςηςκ 

αθααχκ. 
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΢ημ δεφηενμ ιμκηέθμ, ημ μπμίμ μκμιάγεηαζ «απηόλνκεο πνξείεο», ακηίεεηα 

ιε ημ πνχημ, πνμηείκεηαζ πςξ μζ ζδιαημδμηζηέξ πμνείεξ εακάημο έπμοκ 

ζπεδζαζηεί ιε έκακ εκδμβεκή ιδπακζζιυ ηαεοζηένδζδξ. H ζδιαημδυηδζδ 

αθααχκ ζημ DNA εκενβμπμζεί ηδκ επζδζυνεςζδ ημο DNA ηαζ ημκ ηοηηανζηυ 

εάκαημ ηαοηυπνμκα ηαζ αοηυιαηα, ηάηζ πμο είκαζ ζοιααηυ ιε ηζξ οπάνπμκηεξ 

ιεθέηεξ (Blank and Shiloh, 2007; Roos and Kaina, 2006; Ben-Porath and 

Weinberg, 2005; Hurley and Bunz, 2007). Η αναδεία εηδήθςζδ ημο 

ηοηηανζημφ εακάημο ιπμνεί κα μθείθεηαζ, ζηδκ απαίηδζδ βζα ηδκ έηθναζδ 

κέςκ βμκζδίςκ, ζηδ ζοζζχνεοζδ ιεηαβνάθςκ RNA ηαζ ηδ ιεηάθναζδ ημοξ, δ 

μπμία απαζηεί πνυκμ, ηαζ ζε εκζςιαηςιέκμοξ ανυπμοξ ακάδναζδξ ζηζξ 

πμνείεξ απυηνζζδξ εακάημο, ηέημζμοξ πμο μ εάκαημξ κα ιπμνεί κα πνμηφρεζ 

ιυκμκ υηακ δ ανκδηζηή ακάδναζδ οπμζηεθζζεεί απυ ακηίζημζπμοξ εεηζημφξ 

ανυπμοξ πνμςεδηζηήξ δνάζδξ, χζηε ηα ζήιαηα εακάημο κα λεπενάζμοκ ηδκ 

μοδυ ηςκ ήδδ οπανπυκηςκ ζδιάηςκ επζαίςζδξ. ΢ημ ιμκηέθμ αοηυ δ ζοκεπήξ 

ηαζ επακαθαιαακυιεκδ εκενβμπμίδζδ ηςκ ζδιαημδμηζηχκ πμνεζχκ εακάημο, 

ςξ απυηνζζδ ζηδ ζοκεπή πνυηθδζδ αθααχκ ζημ DNA, είκαζ απαναίηδηδ είηε 

βζα κα δζεβείνεζ ημοξ εεηζημφξ ανυπμοξ πνμςεδηζηήξ δνάζδξ ή βζα κα 

αιαθφκεζ ημοξ ανκδηζημφξ ανυπμοξ ακάδναζδξ ηαζ βζα ημ θυβμ αοηυ μ 

ηοηηανζηυξ εάκαημξ απμηεθεί ιζα ηαεοζηενδιέκδ απυηνζζδ ελανηχιεκδ απυ 

ημ ιέβεεμξ αθααχκ ζημ DNA (Borges et al., 2008). 
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Δηθόλα 5: Μνληέια ζπληνληζκνύ 
κεηαμύ επηδηόξζσζεο ηνπ DNA θαη 
ηνπ θπηηαξηθνύ ζαλάηνπ. 
(Α) Σμ ιμκηέθμ ηδξ μθμηθδνςηζηήξ 
επζηήνδζδξ: Σμ δίηηομ ζδιαημδυηδζδξ 
ηςκ αθααχκ ζημ DNA δνα ςξ έκαξ 
νοειζζηζηυξ ηυιαμξ πμο παίνκεζ 
οπμθμβζζιέκεξ απμθάζεζξ, ααζζζιέκεξ 
ζημ επίπεδμ ηδξ επζδζυνεςζδξ ημο DNA 
ηαζ ημ είδμξ ηδξ αθάαδξ ημο, χζηε κα 
επζθέλεζ ακάιεζα ζηδ γςή ηαζ ημ εάκαημ. 
(Β) Σμ ιμκηέθμ ηςκ αοηυκμιςκ 
ιμκμπαηζχκ: Οζ αθάαεξ ζημ DNA 
εκενβμπμζμφκ ηζξ πμνείεξ  επζδζυνεςζδξ 
ημο DNA ηαζ ημο ηοηηανζημφ εακάημο 
ακελάνηδηα ηαζ αοηυιαηα. Η πμνεία 
επζδζυνεςζδξ λεπςνίγεζ ηδ 
ζδιαημδυηδζδ ηδξ αθάαδξ. Οζ πμνείεξ 
εακάημο πενζθαιαάκμοκ εκδμβεκείξ 
ανκδηζημφξ ανυπμοξ ακάδναζδξ ηαζ 
εεηζημφξ ανυπμοξ πνμςεδηζηήξ δνάζδξ 
(Borges et al., 2008). 
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1.22 Ο ξόινο ηνπ NF-θΒ ζηηο απνθξίζεηο ζε βιάβεο ζην DNA 
 

Η πνχηδ ζφκδεζδ ημο NF-ηΒ ιε ηζξ απμηνίζεζξ ζε αθάαεξ ημο DNA έβζκε ημ 

1995, υηακ ηαζ ηθςκμπμζήεδηε ημ βμκίδζμ ηδξ ΑΣΜ. Οζ πνχηεξ ιεθέηεξ ήηακ 

δζθμνμφιεκεξ, ιε ηζξ πνςηανπζηέξ κα οπμζηδνίγμοκ πςξ δ ΑΣΜ δεκ ήηακ 

απαναίηδηδ βζα ηδκ επαβυιεκδ απυ IR εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ (Jung et al., 

1995; Savitsky et al.,1995; Jung and Dritschilo, 1996). Ωζηυζμ, επυιεκεξ 

ιεθέηεξ, ηυζμ ζε ηοηηανζηά ζοζηήιαηα υζμ ηαζ ζε μνβακζζιμφξ, ηαηέδεζλακ 

πςξ δ πανμοζία ηδξ ΑΣΜ είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ 

απυ IR αθθά ηαζ πςξ δ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ ελανηάηαζ, ημοθάπζζημκ in 

vivo, απυ ημκ ηοηηανζηυ ηφπμ ηαζ είκαζ δυζμ-ελανηχιεκδ (Lee et al., 1998; 

Chan et al., 1998; Zhou et al., 1999; Raju et al., 2000; Li et al., 2001; Huang 

et al., 2003; Wang et al., 2004; Wu et al., 2006; Wu and Miyamoto, 2007; 

Brzóska and Szumiel, 2009). Σμ ηαηά πυζμ δ δζαθμνεηζηή εοαζζεδζία ηςκ 

ζζηχκ ζηδκ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ απυ IR πνμένπεηαζ απυ ηδ δζαθμνεηζηή 

απαίηδζδ ηςκ ζζηχκ ζε ΑΣΜ είκαζ άβκςζημ.    

Η πμνεία εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ ςξ απυηνζζδ ζε αθάαεξ ζημ DNA είκαζ 

πμθφ πμθφπθμηδ ηαζ ελανηάηαζ απυ πμθθμφξ πανάβμκηεξ, υπςξ ημ είδμξ ηαζ 

ηδκ πμζυηδηα ημο πανάβμκηα πμο πνμηαθεί αθάαεξ ζημ DNA, ημ είδμξ ηςκ 

αθααχκ ζημ DNA ηαζ ημ ηοηηανζηυ ζφζηδια ή ημκ ζζηυ πμο επάβμκηαζ αοηέξ μζ 

αθάαεξ (Wu and Miyamoto, 2007). Πανυθα αοηά, οπάνπμοκ πθέμκ ζημζπεία 

πςξ δ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ, ελαζηίαξ δζαθυνςκ παναβυκηςκ, πμο 

πνμηαθμφκ αιθίηθςκεξ νήλεζξ ζημ DNA (DBS; double strand breaks), βίκεηαζ 

ιέζς ιζαξ ζοβηεηνζιέκδξ πμνείαξ, δ μπμία απαζηεί ηδ ζφβηθζζδ ηδξ 

επαβυιεκδξ απυ αθάαεξ ζημ DNA εκενβμπμίδζδξ ηδξ ΑΣΜ, ιε ιζα 

πανάθθδθδ πμνεία επαβυιεκδ απυ ζηνεξ, πμο πνμηαθεί ηδκ ηνμπμπμίδζδ 

ηδξ ΝΔΜΟ απυ ηδκ πνςηεΐκδ SUMO-1( small ubiquitin-like modifier-1), χζηε 

κα επζηναπεί δ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ (Janssens and Tschopp, 2006; 

Habraken and Piette, 2006; Sebban et al., 2006; Wu and Miyamoto 2007; 

Salminen et al., 2008; Brzóska and Szumiel, 2009). 

Η ιεηαηνμπή ηδξ NEMO απυ ηδκ SUMO-1, δ μπμία είκαζ ιζα πνςηεΐκδ πμο 

ανίζηεηαζ ζοκήεςξ ζημ ηοηηανυπθαζια ςξ ιέθμξ εκυξ ζοιπθυημο ιε ηζξ 

ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα, είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ απυ αθάαεξ 

ζημ DNA. Ωζηυζμ, δ SUMO-1 ζημπεφεζ ηδκ πονδκζηή NEMO, εκχ δ 
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πνυζδεζδ ηδξ ΝΔΜΟ ιε ηδκ ΙΚΚα απμηεθεί ακαζηαθηζηυ πανάβμκηα ηδξ 

ηνμπμπμίδζήξ ηδξ (Huang et al., 2003; Wu and Miyamoto, 2007; Mabb and 

Miyamoto, 2007). Γζα κα επζηεοπεεί δ ηνμπμπμίδζδ ηδξ ΝΔΜΟ απαζημφκηαζ 

ηαζ δομ άθθεξ πνςηεΐκεξ δ PIDD (p53-induced protein with a death domain) 

ηαζ δ RIP1(receptor interacting protein 1), μζ μπμίεξ εκενβμπμζμφκηαζ απυ ηδκ 

πνυηθδζδ αθααχκ ζημ DNA ηαζ ιέζς εκυξ άβκςζημο ζήιαημξ 

ιεηαημπίγμκηαζ ζημκ πονήκα (Janssens and Tschopp, 2006; Brzυska and 

Szumiel, 2009). Οζ δομ αοηέξ πνςηεΐκεξ ζπδιαηίγμοκ έκα ζφιπθμημ ιε ηδκ 

πονδκζηή ΝΔΜΟ ηαζ είηε πνμςεμφκ ηδκ επελενβαζία ηδξ απυ ηδ SUMO-1 ή 

πνμζηαηεφμοκ ηδκ ήδδ επελενβαζιέκδ ΝΔΜΟ (Hur et al., 2003; Jassens et 

al., 2005; Wu and Miyamoto, 2007; Mabb and Miyamoto, 2007).  

Πανά ημ υηζ δ επαβυιεκδ απυ αθάαεξ ζημ DNA εκενβμπμίδζδ ηδξ ΑΣΜ 

είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ, δ ηνμπμπμίδζδ ηδξ ΝΔΜΟ 

απυ ηδ SUMO-1 δεκ πνμτπμεέηεζ ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ ΑΣΜ (Huang et al., 

2003; Mabb et al., 2006; Wu and Miyamoto, 2007). Αοηυ ζοιααίκεζ, βζαηί δ 

ΑΣΜ δνά ηαεμδζηά ηδξ ηνμπμπμίδζδξ ηδξ ΝΔΜΟ απυ ηδκ SUMO-1, βζα ηδκ 

αηνίαεζα δ εκενβμπμζδιέκδ ΑΣΜ ζπδιαηίγεζ έκα ζφιπθμημ ιε ηδκ ΝΔΜΟ ηαζ 

ηδ θςζθμνοθζχκεζ ζημ ηαηάθμζπμ ζενίκδξ85 (Wu and Miyamoto, 2007; Mabb 

and Miyamoto, 2007). Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έδεζλακ, πςξ δ ΝΔΜΟ, εηηυξ απυ 

ηδκ ηνμπμπμίδζδ πμο δέπεηαζ απυ ηδ SUMO-1, ηνμπμπμζείηαζ ηαζ ιέζς 

μοαζηζηίκςζδξ, ιζα δζαδζηαζία πμο πνμτπμεέηεζ ηδκ φπανλδ ηδξ ΑΣΜ (Huang 

et al., 2003) ηαζ βίκεηαζ αθμφ θςζθμνοθζςεεί ζημ ηαηάθμζπμ ζενίκδξ85. 

Δπζπθέμκ, ιεθέηεξ έδεζλακ πςξ δ ΑΣΜ είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ 

ημο NF-ηΒ ηαζ βζα έκακ άθθμ θυβμ. Ύζηενα απυ ηδ δζέβενζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε 

εημπμζίδζμ/VP16, δ ΑΣΜ εκημπίζηδηε κα ζπδιαηίγεζ έκα ηοηηανμπθαζιαηζηυ 

ζοζζςιάηςια ιε ημ ζφιπθμημ ηςκ ΙΚΚ, ημ μπμίμ είκαζ απαναίηδημ βζα ηδ 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ ΙηΒα ζηα ηαηάθμζπα ζενίκδξ32 ηαζ 36 ηαζ άνα βζα ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ (Jung et al., 1997; Lee et al., 1998; Wu et al., 2006; 

Wu and Miyamoto, 2007). 

 

 

 

 



 

 

60 
 

1.23 Ο Ρόινο ηνπ NF-θΒ ζηνλ θαξθίλν θαη σο ζεξαπεπηηθόο ζηόρνο 
 

Ο NF-ηΒ έπεζ ειπθαηεί ζηδκ ηανηζκμβέκεζδ, ελαζηίαξ ηδξ ζδιαζίαξ πμο έπεζ δ 

θεζημονβία ημο ζηδκ ηοηηανζηή επζαίςζδ, ηδκ ηοηηανζηή πνμζηυθθδζδ, ηδ 

θθεβιμκή, ηδ δζαθμνμπμίδζδ ηαζ ζημκ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ (Shishodia 

and Aggarwal, 2002; Karin and Greten, 2005; Basseres and Baldwin, 2006; 

Courtois and Gilmore, 2006; Pacifico & Leonardi, 2006; Chariot, 2009). 

Πμθθά ζδιακηζηά βμκίδζα βζα ηδκ πνμχεδζδ ημο ηοηηανζημφ 

πμθθαπθαζζαζιμφ νοειίγμκηαζ απυ ημκ NF-ηΒ. ΢ε αοηά πενζθαιαάκμκηαζ, 

αολδηζημί πανάβμκηεξ, υπςξ μζ TNF-a, IL-1α ηαζ IL-6 (ζκηενθεοηίκδ-6) (Ahn 

and Aggarwal, 2005), αθθά ηαζ πνςηεΐκεξ, πμο νοειίγμοκ ηδκ πνμχεδζδ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο, υπςξ δ ηοηθίκδ D1, πμο είκαζ απαναίηδηδ βζα κα 

πνμπςνήζεζ μ ηοηηανζηυξ ηφηθμξ απυ ηδκ G1 ζηδκ S θάζδ (Guttridge et al., 

1999; Hinz et al., 1999; Joyce et al., 1999; Eto, 2000; Westerheide et al., 

2001; Mukhopadhyay et al., 2002; Albanese et al., 2003; Kwak et al., 2005; 

Ouyang et al., 2005; Tu et al., 2006; Klein et al., 2007; Sethi et al., 2008; 

Toualbi-Abed et al., 2008) ηαζ δ p21Cip1/Waf1 (Javelaud et al., 2000; Basile et 

al., 2003; Poole et al., 2004; Savickiene et al., 2005; Wuerzberger-Davis et 

al., 2005; Chang and Miyamoto, 2006) πμο δνα ςξ εεηζηυξ ή ανκδηζηυξ 

νοειζζηήξ ηδξ πνμυδμο ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο.  

Δπίζδξ, δ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ πνμςεεί ηδκ επζαίςζδ ηςκ ηανηζκζηχκ 

ηοηηάνςκ νοειίγμκηαξ ηδκ έηθναζδ βμκζδίςκ πμο εθέβπμοκ ηδκ ηοηηανζηή 

απυπηςζδ (Kucharczak et al., 2003; Luo et al., 2005).  

Αηυια, μ NF-ηΒ πνμςεεί ηδ δζείζδοζδ ηαζ ηδ ιεηάζηαζδ ηςκ ηανηζκζηχκ 

ηοηηάνςκ (Basseres and Baldwin, 2006; Aggarwal et al., 2006; Naugler and 

Karin, 2008). Έπεζ παναηδνδεεί πςξ δζάθμνεξ πνςηεάζεξ, πμο επδνεάγμοκ 

ηδ δζεζζδοηζηυηδηα ηςκ υβηςκ, υπςξ μζ ιεηαθθμπνςηεσκάζεξ ημο matrix ηαζ δ 

πνςηεάζδ ζενίκδξ uPA (urokinase type plasminogen activator) νοειίγμκηαζ 

απυ ημκ NF-ηΒ (Sethi et al., 2008). Δπζπθέμκ, μ NF-ηΒ ειπθέηεηαζ ζηδ 

ιεηάζηαζδ ηςκ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ. Η ιεηάζηαζδ ημο ηανηίκμο απαζηεί ηδ 

ιεηακάζηεοζδ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ ιέζα ηαζ έλς απυ ηα ημζπχιαηα ηςκ 

αββείςκ, πμο ηα ιεηαθένμοκ ζε άθθα ιένδ ημο ζχιαημξ. Η ζηακυηδηά ημοξ κα 

δζεζζδφμοκ ιέζα απυ ηα ημζπχιαηα ηςκ αββείςκ ηαεμνίγεηαζ απυ 

ζοβηεηνζιέκα ιυνζα, πμο εηθνάγμκηαζ ζηα εκδμεδθζαηά ηφηηανα ηςκ 
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αζιμθυνςκ αββείςκ, ςξ απυηνζζδ ζε έκακ ανζειυ ζδιαημδμηζηχκ πμνεζχκ 

απυ θθεβιμκζηά ηαζ ηανηζκζηά ηφηηανα. Σέημζα ιυνζα είκαζ ηα ICAM-1 (Inter-

cellular adhesion molecule-1), ELAM-1 (endothelial cell leukocyte adhesion 

molecule-1) ηαζ VCAM-1(vascular cell adhesion molecule-1), υθα εη ηςκ 

μπμίςκ εηθνάγμκηαζ ςξ απυηνζζδ ζηδκ εκενβμπμίδζδ ημο  NF-ηΒ (van de 

Stolpe et al., 1994; Sethi et al., 2008). Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ δ IKKα 

ειπθέηεηαζ ζηδκ μβημβέκεζδ. Η IKKα θαίκεηαζ υηζ δνα ςξ μβημηαηαζηαθηζηή 

πνςηεΐκδ ζε επζδενιζηά SCC (Descargues et al., 2008;), αθθά ηαζ ςξ 

πνμαβςβέαξ ηδξ μβημβέκεζδξ ζε ηανηζκζηά ηφηηανα ιαζημφ (Cao et al., 2007) 

ηαζ πνμζηάηδ δζαιέζμο ηδξ πονδκζηήξ ιεηαηυπζζδξ ηδξ ηαζ ηδξ ηαηαζημθήξ 

ηδξ ιαζπίκδξ πμο ειπθέηεηαζ ζηδ ιεηάζηαζδ (Luo et al., 2007). ΢ε SCC 

ηεθαθήξ ηαζ ηναπήθμο, μ νυθμξ ηδξ IKKα είκαζ αιθζζαδηήζζιμξ ηαεχξ 

θαίκεηαζ υηζ δνα ςξ μβημηαηαζημθέαξ (Maeda et al., 2007) ηαζ ςξ 

πνμαβςβέαξ (Nakayama et al., 2001). 

Άθθδ ιζα δζαδζηαζία, δ μπμία πθέμκ ακαβκςνίγεηαζ ςξ ζδζαίηενα ζδιακηζηή 

βζα ηδκ πνυμδμ ηςκ υβηςκ ηαζ νοειίγεηαζ απυ ημκ NF-ηΒ, είκαζ δ 

αββεζμβέκεζδ. Η θεζημονβία αοηή ελανηάηαζ απυ πδιεζμηίκεξ ηαζ αολδηζημφξ 

πανάβμκηεξ, δ παναβςβή ηςκ μπμίςκ νοειίγεηαζ απυ ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο 

NF-ηΒ (De Martin et al., 2000; Aggarwal et al., 2006; Tabruyn and Griffioen, 

2008; Ono, 2008). Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έδεζλακ επίζδξ υηζ δ ΙΚΚα νοειίγεζ ηδκ 

ηζκδηζηυηδηα ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ηαζ ηδκ αββεζμβέκεζδ ηςκ υβηςκ 

(DeBusk et al., 2008).  

Ωξ ζδζμζοζηαηζηή εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ ακαθένεηαζ δ ζοκεπήξ 

παναιμκή ηςκ οπμιμκάδςκ ημο NF-ηΒ ζημκ πονήκα ηςκ ηοηηάνςκ. 

Τπάνπμοκ πθέμκ πμθφ ζμαανά ζημζπεία, πςξ δ παναηεζκυιεκδ ή ζδζμζηαηζηή 

εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ επζηναηεί ζηζξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ ηαζ ζοιαάθθεζ ζηδκ 

πνυμδμ ηαημδεεζχκ ηαζ ζηδκ ακεεηηζηυηδηα έκακηζ ηςκ εεναπεζχκ ηςκ 

ηφνζςκ ηανηίκςκ ζημκ άκενςπμ. Ο NF-ηΒ είκαζ ζδζμζοζηαηζηά εκενβυξ ζε 

ακενχπζκα θειθχιαηα ηαζ ζε ηανηζκχιαηα ιαζημφ, ημο πνμζηάηδ ημο 

πκεφιμκα, ημο εκηένμο, ημο παβηνέαημξ, ημο ηεθαθζμφ, ημο θαζιμφ ηαζ ημο 

μζζμθάβμο. Ο αηνζαήξ νυθμξ ηδξ ζδζμζοζηαηζηήξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ 

δεκ είκαζ αηυια βκςζηυξ, αθθά έπεζ ζοκδεεεί ιε ηδκ ακεεηηζηυηδηα έκακηζ ηδξ 

απυπηςζδξ ζε δζαθυνμοξ ηφπμοξ ηανηίκμο ηαζ ηανηζκζηχκ ηοηηανζηχκ 

ζεζνχκ (Karin and Greten, 2005; Luo et al., 2007; Basseres and Baldwin, 
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2006; Pacifico and Leonardi, 2006; Naugler and Karin, 2008; Sethi et al., 

2008; Giri and Aggarwal, 2008; Chariot, 2009). Πανυηζ είκαζ δεθεαζηζηυ κα 

ζζπφεζ έκαξ πανυιμζμξ ιδπακζζιυξ βζα ηδκ πνυμδμ υθςκ ημκ υβηςκ, πμο 

ζδζμζοζηαηζηά εηθνάγμοκ ημκ NF-ηΒ, ηάηζ ηέημζμ δεκ έπεζ αηυια απμδεζπηεί.  

Έπμοκ ηαοημπμζδεεί πμθθά ενεείζιαηα πμο εκενβμπμζμφκ ημκ NF-ηΒ 

ςζηυζμ, ημ ενέεζζια, πμο είκαζ οπεφεοκμ, βζα ηδκ ζδζμζοζηαηζηή 

εκενβμπμίδζή ημο δεκ έπεζ βίκεζ αηυια ηαηακμδηυ. Σα ηφηηανα πμο εηθνάγμοκ 

ζδζμζοζηαηζηά εκενβυ NF-ηΒ είκαζ ακεεηηζηά ζε δζάθμνμοξ 

πδιεζμεεναπεοηζημφξ πανάβμκηεξ ηαζ ζε εεναπεία ιε αηηζκμαμθία, εκχ μζ 

αηνζαείξ ιδπακζζιμί, πμο μδδβμφκ ζηδκ επαβςβή αοηήξ ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ 

δεκ είκαζ λεηάεανμζ. 

Ο ηαεμνζζηζηυξ νυθμξ ημο NF-ηΒ ζηδκ ακαζημθή ηδξ απυπηςζδξ, ζηδκ 

πνυμδμ ηαζ ακάπηολδ ηςκ υβηςκ ηαζ δ παναηήνδζδ ηδξ ζδζμζοζηαηζηήξ 

εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ ζε ηανηζκζηά ηφηηανα, οπμδδθχκμοκ πςξ μζ 

ακαζημθείξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ εα είκαζ πμθφ πνήζζιμζ βζα ηδ εεναπεία 

ημο ηανηίκμο. Οζ ζηναηδβζηέξ βζα ηδκ ακαζημθή ημο NF-ηΒ πενζθαιαάκμοκ ιζα 

ακμδζηή ηαζ ιζα ζημπεοιέκδ ζηναηδβζηή. ΢ηδκ ακμδζηή ζηναηδβζηή, δ πμνεία 

εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ ακαζηέθθεηαζ ιέζς πνςηεμζςιζηχκ ακαζημθέςκ, 

υπςξ μζ PS-341, MG132, ακαζημθέςκ ηςκ IKK, υπςξ μ NSAIDs, δ 

ζμοθθαγίκδ, ημ ανζεκζηυ ηνζμλείδζμ, δ ημονημοιίκδ ηαζ δ εαθζδμιίδδ, πεπηίδζα 

πμο δζαπενκμφκ ηζξ ιειανάκεξ, υπςξ ημ SN-50, ακηί-μλεζδςηζηά ηαζ 

οπενέηθναζδ ημο βμκζδίμο ΙηΒα ιέζς ακαζοκδοαζιέκςκ νεηνμσχκ. 

Απυ ηδκ άθθδ δ ζημπεοιέκδ ζηναηδβζηή πενζθαιαάκεζ, ηδκ πανειπυδζζδ 

ηδξ πνυζδεζδξ ημο NF-ηΒ ζημ DNA, ιέζς μιμζςιάηςκ 

μθζβμδεμλοκμοηθεμηζδίςκ (ODNs), ηδκ πανειπυδζζδ ηδξ εκενβμπμίδζδξ 

βμκζδίςκ πμο επδνεάγεζ μ NF-ηΒ ιέζς βθοημημνηζημσδχκ ή ιέζς ακάιζλδξ ιε 

NF-ηΒ mRNA πμο πενζέπεζ ακηί-κμδιαηζηά μθζβμκμοηθεμηίδζα NF-ηΒ (ASO) 

(Lee et al., 2007). Η ακάπηολδ ακαζημθέςκ ημο NF-ηΒ είκαζ πμθθά 

οπμζπυιεκδ ηαζ εθπζδμθυνα υζμκ αθμνά ηδκ ακάπηολδ κέςκ εεναπεζχκ βζα 

ημκ ηανηίκμ (Karin et al., 2004; Tergaonkar, 2006; Van Waes, 2007).  
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Πεηξακαηηθόο ΢ρεδηαζκόο - ΢θνπόο 

 

Ο ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ NF-ηΒ είκαζ ηφνζμξ νοειζζηήξ ηδξ έηθναζδξ 

βμκζδίςκ, πμο ειπθέημκηαζ ζηζξ απμηνίζεζξ ηςκ ηοηηάνςκ, υηακ αοηά 

οπυηεζκηαζ ζε δζάθμνεξ ιμνθέξ ζηνεξ (Hayden and Ghosh, 2004; Karin and 

Greten, 2005; Perkins, 2007). Ο NF-ηΒ πνμζδέκεηαζ ζημ DNA ιε ηδ ιμνθή 

υιμ-δζιενχκ ή έηενμ-δζιενχκ, ηα μπμία ζπδιαηίγμκηαζ απυ 5 πζεακέξ 

οπμιμκάδεξ (RelA/p65, c-Rel, RelB, p50 ηαζ p52). Όθα ηα ιέθδ ηδξ 

μζημβέκεζαξ ημο NF-ηΒ πενζέπμοκ ιζα Ν-ηεθζηή  Rel μιυθμβδ πενζμπή, δ μπμία 

πνμάβεζ ηδκ πνυζδεζδ ζημ DNA ηαζ ημ δζιενζζιυ ηςκ πνςηεσκχκ. Δπίζδξ, ηα 

ιέθδ ηδξ Rel οπμμζημβέκεζαξ πενζέπμοκ ηαζ ιζα C-ηεθζηή πενζμπή 

εκενβμπμίδζδξ, εκχ μζ p50 ηαζ p52 πνμένπμκηαζ, ιέζς δζαδζηαζζχκ, απυ 

ιεβαθφηενα πνυδνμια ιυνζα ηα p105 (NF-ηΒ1) ηαζ p100 (NF-ηΒ2), 

ακηίζημζπα, ηα μπμία ζηενμφκηαζ πενζμπχκ ιεηαβναθζηήξ εκενβμπμίδζδξ. Σα 

εηενμδζιενή p50/p65, πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ ηακμκζηή πμνεία εκενβμπμίδζδξ 

ημο NF-ηΒ, δεζιεφμκηαζ ζηζξ ΙηΒs (ακαζημθείξ ημο NF-ηΒ), μζ μπμίεξ ηαζ 

ζοβηναημφκ ηα εηενμδζιενή ζημ ηοηηανυπθαζια ηςκ πενζζζυηενςκ 

ηοηηάνςκ, ακ αοηά δεκ οπυηεζκηαζ ζε ηάπμζα ιμνθή ζηνεξ. Οζ εκενβμπμζδηέξ 

ημο NF-ηΒ πνμςεμφκ ηδκ ελεζδζηεοιέκδ θςζθμνοθίςζδ δομ άιζκμ-ηεθζηχκ 

ζενζκχκ ζε ηάεε ΙηΒ (ζενίκεξ32 ηαζ 36 ζηδκ ΙηΒα), ηάηζ πμο ηαεζζηά ηζξ 

βεζημκζηέξ θοζίκεξ ζηυπμοξ μοαζηζηίκςζδξ, ιε απμηέθεζια ηδκ απμδυιδζδ ηδξ 

ΙηΒ απυ ημ πνςηευζςια 26S. Συηε, μ NF-ηΒ είκαζ εθεφεενμξ κα ιεηαημπζζηεί 

ζημκ πονήκα ηαζ κα πνμζδεεεί ζημ DNA, εκενβμπμζχκηαξ ηδ ιεηαβναθή 

βμκζδίςκ ζηυπςκ ημο. Η θςζθμνοθίςζδ ηςκ ΙηΒs ζοκηεθείηαζ απυ έκα 

ιεβάθμο ιμνζαημφ αάνμοξ ζφιπθμημ, πμο απμηεθείηαζ απυ δομ ημοθάπζζημκ 

άιεζεξ ΙηΒ ηζκάζεξ, ηζξ ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα ηαζ απυ ιζα νοειζζηζηή πνμζδέκμοζα 

πνςηεΐκδ ηδ ΝΔΜΟ. Θεςνείηαζ πςξ δομ ιυνζα ηδξ ΝΔΜΟ είκαζ απαναίηδηα 

βζα κα εκμνπδζηνχζμοκ ηδ ζοβηνυηδζδ ηςκ δομ ΙΚΚs ζε έκα ορδθμφ 

ιμνζαημφ αάνμοξ ζφιπθμημ ζδιαημδυηδζδξ. Δπίζδξ, ιπμνεί κα δζεοημθφκεζ 

ηδ ζηναημθυβδζδ ηδξ ΙηΒα απυ ημ ζφιπθμημ ΙΚΚ. Οζ ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα είκαζ 

ηζκάζεξ ζενίκδξ/ενεμκίκδξ, μζ μπμίεξ πενζέπμοκ ιζα άιζκμ-ηεθζηή ηαηαθοηζηή 

πενζμπή ηαζ δομ δζαδναζηζηέξ αθθδθμοπίεξ (ιμηίαα) πθδζίμκ ημο ηαναυλο-

ηεθζημφ άηνμο, πμο είκαζ πανυιμζεξ ιε πενζμπέξ θενιμοάν θεοηίκδξ ηαζ 

έθζηαξ-ανυβπμο-έθζηαξ. Οζ ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα ζπδιαηίγμοκ ηυζμ υιμ-δζιενή υζμ 
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ηαζ έηενμ-δζιενή in vivo ιέζς ηςκ πενζμπχκ ημοξ θενιμοάν θεοηίκδξ. Η 

εκενβμπμίδζδ ηδξ ΙΚΚα ελανηάηαζ απυ ηδκ επαβυιεκδ ιέζς ζδιαημδυηδζδξ 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ ζηζξ ζενίκεξ 177 ηαζ 181 ημο Σ-ανυβπμο εκενβμπμίδζδξ 

ηδξ. Η ηζκάζδ ΝΙΚ (NF-ηB-inducing kinase) αθθδθεπζδνά θοζζμθμβζηά ιε ηδκ 

ΙΚΚα ηαζ ηδκ εκενβμπμζεί ελεζδζηεοιέκα, θςθμνοθζχκμκηαξ ηδκ ζηζξ ζενίκεξ 

176 ηαζ 180 in vitro ηαζ in vivo. Ο NF-ηΒ εκενβμπμζείηαζ ιέζς ηνζχκ 

δζαθμνεηζηχκ πμνεζχκ εκενβμπμίδζδξ: ηδκ θαλνληθή ΙΚΚ-εμαξηώκελε πνξεία 

ελεξγνπνίεζεο, δ μπμία έπεζ ςξ ζοκέπεζα ηδ ιεηαηυπζζδ ηςκ έηενμ-δζιενχκ 

p50/p65 ζημκ πονήκα, ηδ κε-θαλνληθή ή ελαιιαθηηθή πνξεία ελεξγνπνίεζεο, δ 

μπμία πενζθαιαάκεζ ηδκ εκενβμπμίδζδ μιμδζιενχκ ηδξ ΙΚΚα, έπμκηαξ ςξ 

απμηέθεζια ηδ ιεηαηυπζζδ ηςκ έηενμ-δζιενχκ RelB/p52 ζημκ πονήκα ηαζ 

εκυξ ιένμοξ ηςκ έηενμ-δζιενχκ p50/p65 (Basak et al., 2007) ηαζ ηδκ άηππε 

αλεμάξηεηε ηωλ ΙΚΚs πνξεία ελεξγνπνίεζεο, δ μπμία έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηαζ πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηςκ έηενμ-δζιενχκ p50/p65 (Hayden 

and Ghosh, 2004; Karin and Greten, 2005; Scheidereit, 2006; Perkins, 2006; 

Tergaonkar, 2006; Perkins, 2007). 

Ο NF-ηΒ εκενβμπμζείηαζ απυ έκα εκδζάιεζμ επίπεδμ ζοβηέκηνςζδξ ΓΜΟ, 

υπςξ ημ Η2Ο2 (Li and Karin, 1999; Gloire et al., 2006), ηαεχξ επίζδξ ηαζ απυ 

πδιεζμεεναπεοηζημφξ πανάβμκηεξ μζ μπμίμζ πνμηαθμφκ ηδκ εκδμβεκή 

ζοκάενμζζδ ΓΜΟ (Pelicano et al., 2004; Laurent et al., 2005) μζ μπμίεξ 

ζοιαάθθμοκ ζηδκ πνυηθδζδ αθααχκ ζημ DNA (Norbury and Hickson, 2001; 

Potter and Rabinovitch, 2005; Michod and Widmann, 2007). Πνμδβμφιεκεξ 

ιεθέηεξ έδεζλακ πςξ ςξ απυηνζζδ ζε αιθίηθςκεξ νήλεζξ ζημ DNA (DSBs), δ 

ΑΣΜ είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ ΙΚΚ (Li et al., 2001) ηαζ δ 

ΝΔΜΟ/ΙΚΚβ θαίκεηαζ κα ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ ΑΣΜ ιεηά ηδκ επαβςβή DSBs, χζηε 

κα πνμηθδεεί δ εκενβμπμίδζδ ηδξ ΙΚΚα (Wu et al., 2006), πνμηείκμκηαξ πςξ 

δ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηΒ ςξ απυηνζζδ ζηζξ αθάαεξ ζημ DNA είκαζ 

απαναίηδηδ βζα ηδκ επζαίςζδ ημο ηοηηάνμο (Habraken and Piette, 2006; 

Janssens and Tschopp, 2006; Wu and Miyamoto, 2007; Perkins, 2007). 

Με αάζδ υηζ: (α) δ πμνήβδζδ Η2Ο2 ηαζ πδιεζμεεναπεοηζηχκ παναβυκηςκ 

ζε ηφηηανα ζηδκ ηαθθζένβεζα μδδβμφκ ζηδ εκδμβεκή ζοζζχνεοζδ ΓΜΟ μζ 

μπμίεξ πνμηαθμφκ αθάαεξ ζημ DNA ηαζ (α) μ NF-ηB επάβεηαζ απυ ηζξ ΓΜΟ 

ηαζ ειπθέηεηαζ ζηζξ απμηνίζεζξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε αθάαεξ ζημ DNA, 

ιεθεηήζαιε ημ νυθμ ημο NF-ηB ηαζ ηςκ ηφνζςκ εκενβμπμζδηζηχκ ηζκαζχκ ημο, 
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ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα, ζηζξ απμηνίζεζξ, ηονίςξ, ακενςπίκςκ ηανηζκζηχκ επζεδθζαηχκ 

ηοηηάνςκ πκεφιμκα, Α549, αθθά ηαζ ηεθμιενζζιέκςκ (δοκδηζηά 

αεακαημπμζδιέκςκ) ακενςπίκςκ ζκμαθαζηχκ πκεφιμκα, MRC-5 TERT 

(Bartkova et al., 2006) ζημ H2O2 ηαζ ζημ πδιεζμεεναπεοηζηυ πανάβμκηα 

εημπμζίδζμ/VP16.   

Αοηέξ μζ, πνμθακχξ, ακηζθαηζηέξ παναηδνήζεζξ ηαζ ημ βεβμκυξ πςξ μ νυθμξ 

ημο NF-ηΒ ηαζ ηςκ ηφνζςκ εκενβμπμζδηζηχκ  ηζκαζχκ ημο ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα ζημκ 

ηοηηανζηυ εάκαημ ηςκ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ πκεφιμκα Α549, πμο επάβεηαζ 

απυ  ημ Η2Ο2, παναιέκεζ αδζεοηνίκζζημξ, ιαξ παναηίκδζακ κα 

δζενεοκήζμοιε ηζξ επζδνάζεζξ ηδξ ηαηαζημθήξ ηδξ πμνείαξ ημο NF-ηΒ ζημκ 

ηοηηανζηυ εάκαημ ηςκ ηοηηάνςκ Α549, πμο επάβεηαζ απυ ημ Η2Ο2 αθθά ηαζ 

απυ ηδ πμνήβδζδ πδιεζμεεναπεοηζηχκ παναβυκηςκ, μζ μπμίμζ εεςνμφκηαζ 

οπεφεοκμζ αφλδζδξ ηςκ εκδμβεκχκ επζπέδςκ ΓΜΟ ζηα ηφηηανα άνα ηαζ 

πνυηθδζδξ μλεζδςηζημφ ζηνεξ, υπςξ ημ εημπμζίδζμ/VP16 . Γζα ημ ζημπυ 

αοηυ: (1) ηαηαζηείθαιε ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB ιε πνήζδ ημο οπέν-

ηαηαζημθέα ημο ΙηΒαSR, ηαζ (2) πεζνζζεήηαιε βεκεηζηά ηζξ δφμ πμνείεξ 

εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB, ηδκ ηακμκζηή ή ηθαζζζηή πμνεία ηαζ ηδ ιδ-

ηακμκζηή ή εκαθθαηηζηή πμνεία, ιε ηδκ απμζζχπδζδ ηςκ εκεβμπμζδηζηχκ 

ηζκαζχκ ηςκ δφμ πμνεζχκ, ηδξ ΙΚΚα ή ηδξ ΙΚΚα, ακηίζημζπα, ιε πανειαμθή 

RNA (shRNA), ηαζ (3) ιεθεηήζαιε ηζξ απμηνίζεζξ ηςκ ιδ-ηνμπμπμζδιέκςκ ηαζ 

NF-ηB-ηνμπμπμζδιέκςκ ηοηηάνςκ ζημ H2O2 ηαζ ζημ εημπμζίδζμ/VP16, ζε 

ζπέζδ ιε ημκ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ απυπηςζδ ημοξ αθθά ηαζ 

βμκζδίςκ-ζηυπςκ ημο NF-ηB πμο νοειίγμοκ αοηέξ ηζξ δφμ ηοηηανζηέξ 

δζαδζηαζίεξ.   
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2.1 ΤΛΗΚΑ 

 

Παναηίεεηαζ παναηάης ιζα θίζηα (Πίκαηαξ 1) ιε ηα ζδιακηζηυηενα ακαθχζζια 

οθζηά πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ εηπυκδζδξ ηδξ πανμφζαξ 

ιεθέηδξ. 

 

Πίλαθαο 1 Τιηθά 

Τιηθό 
Εταιρεία 

DMEM Biochrom KG, Germany 

Ονυξ ειανφμο ιυζπμο (FCS) Biochrom KG, Germany (Seromed) 

Πεκζηζθίκδ/΢ηνεπημιοηίκδ 

10000 IU/ml / 10000 ιg/ml 

Biochrom KG, Germany 

L-βθμοηαιίκδ (200 mM) Biochrom KG, Germany 

Θνορίκδ - EDTA Biochrom KG, Germany 

PBS Sigma Chemical Co. 

Ακηζαζμηζηά Sigma Chemical Co. 

Θνοπηυκδ (Bacto-tryptone) Sigma Chemical Co. 

Δηπφθζζια γφιδξ (Bacto-yeast extract) Sigma Chemical Co. 

Άβαν Sigma Chemical Co. 

Γζιέεοθμ-ζμοθθμλείδζμ (DMSO) Sigma Chemical Co. 

Πμθοανίκδ (Polybrene) Aldrich Chemical Co. 

1 kb DNA ladder Life Techologies Inc. 

Lambda DNA-Hind ΙΙΙ digest  Life Techologies Inc. 

Lambda DNA-BstEII Digest Life Techologies Inc. 

Έκγοια πενζμνζζιμφ DNA New England Biolabs 

Αβανυγδ Life Techologies Inc. 

Πνυηοπμζ ιάνηονεξ πνςηεσκχκ  

● Kaleidoscope Prestained Standards 

● Pre-stained molecular weight markers 

 

BIORad Laboratories, USA 

Fermentas 

Kits απμιυκςζδξ πθαζιζδζαημφ DNA 

● Qiagen kit 

 

Qiagen, Germany 
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● Nucleobond kit Nucleobond, Germany 

Senescent Cells Staining Kit βζα  

ηδκ ακίπκεοζδ ηδξ α-βαθαηημζζδάζδξ 

Sigma Chemical Co., Germany 

Μειανάκεξ κζηνμηοηηανίκδξ  

(Πνςηεΐκεξ) 

Schleicher and Schnell,  

OPTITRAN BA-S 85 Reinforced NC 

SuperSignal West Pico Chemiluminescent kit Pierce, USA 

ECL kit Amersham International 

Ακηζζχιαηα SantaCruz Biotech, USA 

BD Transduction Laboratories, USA 

Oncogene Sciene, DAKO 

Bioscience Systems, Calbiochem 

Upstate, Cell Signal 

Γζάθμνα ζηενεά πδιζηά  

(SDS, EDTA, NaCl, NaOH, Tris, αμνζηυ μλφ, 

ανςιμθαζκυθδ, ηνοζηαθθζηυ ζχδεξ, μλζηυ 

κάηνζμ, βθοηίκδ, ανςιζμφπμ αζείδζμ, θαζκυθδ, 

αηνοθαιίδζμ, δζξ-αηνοθαιίδζμ)  

 

Riedel, Germany 

            ή 

Sigma Chemical Co. 

Γζάθμνα οβνά πδιζηά  

(Αζεακυθδ, πθςνμθυνιζμ, ζζμπνμπακυθδ, 

μλζηυ μλφ, HCl, βθοηενυθδ,  

α-ιενηαπημαζεακυθδ, TEMED) 

Riedel, Germany ή 

Sigma Chemical Co. ή 

BDH-Merck (Analar) 

Πθαζηζηά οθζηά ηοηηανμηαθθζένβεζαξ 

(Σνοαθία, πζπέηηεξ) 

CellTek 

Πθαζηζημί ζςθήκεξ (15 ml, 50 ml) Falcon 

Μζηνμζςθήκεξ  Eppendorff 
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ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

2.2 Βαθηεξηαθέο Σερληθέο 

 

(Α) Παξαζθεπή L-broth (Luria-Bertani; LΒ) θαη ηξπβιίσλ κε L-άγαξ (L-

agar) 

 

Η παναζηεοή ηςκ ηνοαθίςκ αοηχκ έβζκε πανάθθδθα ιε ηδκ παναζηεοή 

δζαθφιαημξ L- Broth. 10g ενοπηυκδξ (Bacto–tryptone), 5g εηποθίζιαημξ 

γφιδξ (Bacto–yeast extract) ηαζ 10g πθςνζμφπμο καηνίμο (Riedel, Germany), 

δζαθφεδηακ ιε ακάδεοζδ ηαζ αφλδζδ ηδξ εενιμηναζίαξ ζε 1000 ml δζξ 

απεζηαβιέκμο κενμφ ηαζ ημ δζάθοια ιεηααζαάζηδηε ζε 2 θζάθεξ ηςκ 500 ml. 

΢ηδ ιζα θζάθδ πνμζηέεδηακ 7.5g άβαν ηαζ αθμφ έβζκε απμζηείνςζδ ζε 

αοηυηαοζημ, δ L-άβαν αθέεδηε ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα κα ηαηέαεζ δ 

εενιμηναζία ζημοξ 55μC ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πνμζηέεδηε ζηδ θζάθδ αιπζηζθθίκδ 

ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 100 ιg/ml. Σέθμξ ημπμεεηήεδηακ 25 ml L-άβαν ζε 

ηαεέκα απυ 20 ηνοαθία, ηαζ δ L-άβαν αθέεδηε κα πμθοιενζζηεί ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ κα αθοδαηςεεί ζε επςαζηζηυ ηθίαακμ ζημοξ 37oC. 

Όηακ εημζιάζηδηακ ηα ηνοαθία ιε ηδ πμθοιενζζιέκδ L-άβαν πενζηοθίπεδηακ 

ιε θζθι παναθίκδξ (parafilm) ηαζ ημπμεεηήεδηακ ζημκ ροπνυ εάθαιμ. Σα 

ηνοαθία L-άβαν ιε ηδκ αιπζηζθθίκδ δζαηδνμφκηαζ βζα πενίπμο έκα ιήκα ζημοξ 

4oC. 

 

25 mg/ml Αιπζηζθθίκδξ: Γζάθοια ημο άθαημξ καηνίμο ηδξ αιπζηζθθίκδξ (Sigma 

chemical Co.) ζε ζοβηέκηνςζδ 25 mg/ml ζε απμζηεζνςιέκμ ddH2O 

θζθηνανίζηδηε ιέζς εκυξ απμζηεζνςιέκμο ιζηνμθίθηνμο 0.45 ιm ηαζ 

δζαηδνήεδηε ζημοξ –20oC ζε ιζηνέξ πμζυηδηεξ (aliquots). 

 

(Β) Παξαζθεπή βαθηεξίσλ επηδεθηηθώλ πξνο κεηαζρεκαηηζκό 

(competent cells) 

 

Γζα κα δδιζμονβδεμφκ επζδεηηζηά πνμξ ιεηαζπδιαηζζιυ ααηηήνζα, απαζηείηαζ 

δ ηαηενβαζία ημοξ ιε πανάβμκηεξ πμο εοκμμφκ ημ ζπδιαηζζιυ μπχκ/-

ηακαθζχκ ζημ ηοηηανζηυ ημοξ ημίπςια, πμο εα επζηνέρμοκ ηδκ εζζαβςβή ιε 
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παεδηζηή δζάποζδ, ελςβεκχξ πνμζηζεέιεκμο DΝΑ. Η ηαηενβαζία αοηή πνέπεζ 

κα βίκεηαζ ζηδκ εηεεηζηή θάζδ ακάπηολδξ ηςκ ααηηδνίςκ. 

Σα ζοκδεζζιέκα ααηηδνζαηά ζηεθέπδ βζα ηδκ παναζηεοή ααηηδνίςκ 

επζδεηηζηχκ πνμξ ιεηαζπδιαηζζιυ ιε πθαζιίδζα είκαζ ηα ζηεθέπδ E. Coli 

HB101, DH5α, JM109 ηαζ MC1061. Αοηά ηα ααηηδνζαηά ζηεθέπδ 

πνδζζιμπμζήεδηακ αθμφ οπέζηδζακ επελενβαζία χζηε κα βίκμοκ „ζηακά 

ηφηηανα‟ (competent cells), δδθαδή ηφηηανα ζηακά κα ιεηαζπδιαηζζημφκ (κα 

δεπημφκ πθαζιίδζα).  

Ανπζηά, ιδ ζηακά ααηηήνζα ημπμεεηήεδηακ ζε 5 ml L- Broth ηαζ επςάζηδηακ 

ζε εενιαζκυιεκμ ηνμπζαηυ ακαδεοηήνα ζημοξ 37μC βζα 24 χνεξ χζηε κα 

ακαπηοπεμφκ. Σδκ επυιεκδ διένα, 0.5 ml ηδξ μθμκφπηζαξ οβνήξ ααηηδνζαηήξ 

ηαθθζένβεζαξ πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ημκ ειαμθζαζιυ 20 ml L-broth ζε ιζα 

απμζηεζνςιέκδ ηςκζηή θζάθδ ηαζ ηα ααηηήνζα επςάζηδηακ βζα 2 πενίπμο 

χνεξ ζε εενιαζκυιεκμ ηνμπζαηυ ακαδεοηήνα ζημοξ 37μC βζα κα ακαπηοπεμφκ 

ιέπνζ δ OD600 κα θηάζεζ 0.3. Καηά ηδ δζάνηεζα ηδξ επχαζδξ ηςκ ααηηδνίςκ 

παναζηεοάζηδηακ ηα δζαθφιαηα Α ηαζ Β, ηα μπμία ημπμεεηήεδηακ ζημκ πάβμ. 

Η οβνή ηαθθζένβεζα ηςκ ααηηδνίςκ θοβμηεκηνήεδηε βζα 5 θεπηά ζηζξ 5000 

ζηνμθέξ, ζημοξ 4μC ηαζ αθμφ ακαννμθήεδηε ημ οπενηείιεκμ, ημ ααηηδνζαηυ 

ίγδια εκαζςνήεδηε ζε 1 ml δζαθφιαημξ Α. ΢ηδ ζοκέπεζα πνμζηέεδηακ άθθα 9 

ml δζαθφιαημξ Α ηαζ ιεηά ηδκ ακάιζλδ ηα ααηηήνζα θοβμηεκηνήεδηακ ηαζ πάθζ 

βζα 5 θεπηά, ζηζξ 5000 ζηνμθέξ ηαζ ζημοξ 4μC. Σμ οπενηείιεκμ ακαννμθήεδηε 

πνμζεηηζηά ηαζ ημ ααηηδνζαηυ ίγδια εκαζςνήεδηε ιε 1 ml δζαθφιαημξ Β. Αθμφ 

πνμζηέεδηε άθθα 9 ml δζαθφιαημξ Β, ημ εκαζχνδια αθέεδηε ζημκ πάβμ βζα 

30 θεπηά ηαζ ζηδ ζοκέπεζα θοβμηεκηνήεδηε βζα 5 θεπηά ζηζξ 5000 ζηνμθέξ ηαζ 

ζημοξ 4μC. Σμ ααηηδνζαηυ ίγδια εκαζςνήεδηε ζε 1 ml δζαθφιαημξ Β πμο 

πενζείπε 10% βθοηενυθδ (Riedel, Germany) ηαζ δείβιαηα ηςκ 50-100 ιl 

ααηηδνίςκ ημπμεεηήεδηακ ζε απμζηεζνςιέκμοξ ζςθήκεξ eppendorff ηαζ 

απμεδηεφηδηακ ζημοξ -70oC  βζα ιεθθμκηζηή πνήζδ. 

Σα „ζηακά ηφηηανα‟ δζαηδνήεδηακ ζε πθςνζμφπμ αζαέζηζμ (CaCl2) ηαζ 

πθςνζμφπμ νμοαίδζμ (RbCl2) δζυηζ ηα ζυκηα Ca2+ δδιζμονβμφκ ζφιπθμηα ιε ημ 

θχζθμνμ ημο DNA ηαζ ηαη‟ αοηυκ ημκ ηνυπμ ηαεζγάκμοκ ςξ ίγδια. Μέζς ημο 

ααηηδνζαημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ αολάκεηαζ δ δζαπεναηυηδηα ηδξ ιειανάκδξ ηαζ 

ηα ηφηηανα ανπίγμοκ κα εηηνίκμοκ έκακ πανάβμκηα  πμο μκμιάγεηαζ 

„πανάβμκηαξ ιεηαζπδιαηζζιμφ‟ (competent factor).  
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Γζάθοια Α: 10 mM MOPS PH 7.0, 10 mM RbCI2 

Γζάθοια Β: 10 mM MOPS PH 6.5, 10 mM RbCI2, ηαζ 50 mM CaCI2. 

Γζάθοια απμεήηεοζδξ ααηηδνίςκ: 10 mM MOPS PH 6.5, 10 mM RbCI2, 50 

mM  

CaCI2 ηαζ 10% βθοηενυθδ 

 

(Γ) Μεηαζρεκαηηζκόο βαθηεξίσλ κε πιαζκηδηαθό DΝΑ 

 

50-100 ιl ζηακχκ ααηηδνζαηχκ ζηεθεπχκ Δ. Cνli ακαιίπεδηακ ιε πενίπμο 20 

ιl πθαζιζδζαημφ DΝΑ (100-500 ng DNA) ζε ζςθήκεξ eppendorff ηαζ 

αθέεδηακ ζημκ πάβμ βζα 30 θεπηά. ΢ηδ ζοκέπεζα εηηέεδηακ ζε εενιμηναζία 

42μC βζα δφμ θεπηά έηζζ χζηε κα οπμζημφκ εενιζηυ ζηνεξ (heat shock) ηαζ κα 

βίκεζ εζζαβςβή ημο πθαζιζδίμο ζηα ααηηδνζαηά ηφηηανα. Πνμζηέεδηε 1 ml L-

Broth ζημοξ ζςθήκεξ eppendorff ηαζ επςάζηδηακ ζημοξ 37μC βζα ιία χνα. Σα 

ααηηήνζα θοβμηεκηνήεδηακ βζα 5 θεπηά ζηζξ 6500 ζηνμθέξ ηαζ ζημοξ 4oC, 

αθαζνέεδηε ημ πενζζζυηενμ οπενηείιεκμ ηαζ ημ ααηηδνζαηυ ίγδια 

εκαζςνήεδηε ζε 300 ιl οπενηεζιέκμο. Σέθμξ ιε ηδκ οβνή αοηή ηαθθζένβεζα 

ειαμθζάζεδηακ ηνοαθία L-άβαν ζοκ 100 ιg/ml αιπζηζθθίκδξ ιε ηδ αμήεεζα 

ιζαξ νάαδμο πμο δζαηδνήεδηακ βζα 10 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 

κα απμννμθδεεί ημ ειαμθίαζια. ΢ηδ ζοκέπεζα ηα ηνοαθία ημπμεεηήεδηακ ζε 

επςαζηζηυ ηθίαακμ ζημοξ 37μC βζα υθδ ηδ κφπηα χζηε κα ζπδιαηζζημφκ 

απμζηίεξ ααηηδνίςκ. Να ζδιεζςεεί υηζ ιεηά ηδκ μθμκφπηζα επχαζδ 

ακαπηφζζμκηαζ ιε ηδ ιμνθή απμζηζχκ ιυκμκ ηα ααηηήνζα ζηα μπμία έπεζ 

εζζέθεεζ μ πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ, μ μπμίμξ θένεζ ημ βμκίδζμ ακεεηηζηυηδηαξ 

ζημ ζοβηεηνζιέκμ ακηζαζμηζηυ (π.π. αιπζηζθθίκδ). 

 

(Γ) Αλάπηπμε πγξώλ θαιιηεξγεηώλ βαθηεξίσλ 

 

Γζα απμιυκςζδ πθαζιζδζαημφ DΝΑ ζε ιζηνμφξ υβημοξ (mini prep) ήηακ 

απαναίηδηδ δ ακάπηολδ οβνχκ ηαθθζενβεζχκ ααηηδνίςκ. 5 ml L-Broth ηαζ 100 

ιg/mΙ αιπζηζθθίκδξ ειαμθζάζεδηακ ιε απμζηίεξ ή απμεέιαηα βθοηενυθδξ 

ααηηδνίςκ, ιε ηδ πνήζδ ηνζημθυνμο ζηοθεμφ ηαζ επςάζηδηακ ζε 

εενιαζκυιεκμ ηνμπζαηυ ακαδεοηήνα (orbital shaker) ζημοξ 37μC βζα υθδ ηδ 

κφπηα (>16 χνεξ). 
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Γζα απμιυκςζδ πθαζιζδζαημφ DΝΑ ζε ιεβάθμοξ υβημοξ (maxi prep), δ 

ακάπηολδ οβνχκ ηαθθζενβεζχκ ααηηδνίςκ βζκυηακ ιε ακάιζλδ 0.5 ml 

ακεπηοβιέκδξ ηαθθζένβεζαξ ααηηδνίςκ ζε 5 ml L-Broth ηαζ 100 ιg/mΙ 

αιπζηζθθίκδξ ζε εενιαζκυιεκμ ηνμπζαηυ ακαδεοηήνα ζημοξ 37μC βζα υθδ ηδ 

κφπηα (>16 χνεξ) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ιε ημκ ειαμθζαζιυ 100 ml L-Broth ηαζ 100 

ιg/ml αιπζηζθθίκδξ ιε 5 ml ηδξ μθμκφπηζαξ ακαπηοβιέκδξ ααηηδνζαηήξ 

ηαθθζένβεζαξ ηαζ επχαζδ ζε εενιαζκυιεκμ ηνμπζαηυ ακαδεοηήνα ζημοξ 37μC 

βζα υθδ ηδ κφπηα. 

 

(Δ) Παξαζθεπή βαθηεξηαθώλ απνζεκάησλ γιπθεξόιεο 

 

Σα απμεέιαηα βθοηενυθδξ παναζηεοάγμκηακ ακαιζβκφμκηαξ 1.2 ml 

ακαπηοβιέκδξ οβνήξ ηαθθζένβεζαξ ααηηδνίςκ ηαζ 300 ιl βθοηενυθδξ 

(10% ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ βθοηενυθδξ) (Riedel, Germany). Σα απμεέιαηα 

δζαηδνμφκηακ ζημοξ -70°C βζα πεναζηένς πνήζδ. 

 

(΢Σ) Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA ζε κηθξνύο όγθνπο (mini prep) 

 

1.5 ml οβνήξ ηαθθζένβεζαξ ααηηδνίςκ, πνμενπυιεκεξ απυ απμζηίεξ (παν. 2.4), 

ημπμεεηήεδηακ ζε έκακ απμζηεζνςιέκμ ζςθήκα eppendorff ηαζ 

θοβμηεκηνήεδηακ ζηζξ 6500 ζηνμθέξ βζα 2 θεπηά ζημοξ 4μC. ΢ηδ ζοκέπεζα ημ 

ααηηδνζαηυ ίγδια εκαζςνήεδηε ιε δίκδ (vortexing) ζε 200 ιl  δζαθφιαημξ 

θφζδξ ααηηδνίςκ. Μεηά απυ 5 θεπηά επχαζδξ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, 

πνμζηέεδηακ 400 ιl αθηαθζημφ δζαθφιαημξ ηαζ ημ ιίβια αθέεδηε ζημκ πάβμ 

βζα 5 θεπηά. ΢ηδ ζοκέπεζα πνμζηέεδηακ 300 ιl δζαθφιαημξ μλζημφ καηνίμο pΗ 

5.2, έβζκε εθαθνζά ακάιεζλδ ηαζ ημ εκαζχνδια αθέεδηε ζημκ πάβμ βζα 10 

θεπηά (δ πνήζδ μλζημφ καηνίμο pH5.2 οπμαμδεεί ζηδ ηαείγδζδ πνςηεσκχκ, 

RNA ηαζ πνςιμζςιζημφ DNA). 

Μεηά απυ θοβμηέκηνδζδ βζα 15 θεπηά, ζηζξ 13000 ζηνμθέξ ζημοξ 4oC, ημ 

οπενηείιεκμ ιεηαθένεδηε ζε έκακ ηαεανυ απμζηεζνςιέκμ ζςθήκα 

eppendorff ηαζ πνμζηέεδηακ 0.6 υβημζ ζζμπνμπακυθδξ (Riedel, Germany). Σμ 

πθαζιζδζαηυ DΝΑ αθέεδηε κα ηαηαηνδικζζηεί βζα 10 θεπηά ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο ηαζ ζοθθέπεδηε ιε θοβμηέκηνδζδ βζα 20 θεπηά ζηζξ 13000 ζηνμθέξ 

ζημοξ 4μC. Σμ ίγδια DNA εηπθφεδηε ιε 70% αζεακυθδ ηαζ λδνάκεδηε ζε 
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θοβμηεκηνζηυ ζοιποηκςηή ηεκμφ. Σμ πθαζιζδζαηυ DΝΑ εκαζςνήεδηε ζε 50 ιΙ 

1xΣΔ pΗ 8.0 ηαζ απμεδηεφηδηε ζημοξ -20°C βζα πεναζηένς πνήζδ. 

Ο έθεβπμξ ημο παναζηεοάζιαημξ βίκεηαζ ιεηά απυ πέρδ ημο DΝΑ ιε 

πενζμνζζηζηά έκγοια (παν. 2.22) ηαζ δθεηηνμθυνδζδ ζε πδηηή αβανυγδξ 

(παν. 2.20). 

 

Γζάθοια θφζδξ ααηηδνίςκ (Bacterial lysis buffer): 50 mM Γθοηυγδ, 25 mM Tris  

pH8.0, 10 mM ml EDTA pH 8.0 ηαζ 4 mg/ml θοζμγφιδ 

Αθηαθζηυ δζάθοια: 0.2 NaOH, 1%SDS 

1xΣΔ pΗ 8.0: 10 mM Tris pH8.0, 1 mM EDTA pH8.0 

 

(Ε) Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA ζε κεγάινπο όγθνπο (maxi prep) 

 

Η απμιυκςζδ ημο πθαζιζδζαημφ DNA έβζκε είηε ιε ηδ πνήζδ Qiagen kit ή ιε 

ηδ πνήζδ Nucleobond kit. 

Οζ ηαθθζένβεζεξ ηςκ ααηηδνίςκ πμο ακαπηφπεδηακ ζε υβημ 50-100 ml L-Broth 

ιε 100 ιg/ml αιπζηζθθίκδξ θοβμηεκηνήεδηακ βζα 25 θεπηά, ζηζξ 5200 ζηνμθέξ 

ηαζ ζημοξ 4μC. Σμ ααηηδνζαηυ ίγδια εκαζςνήεδηε ζε 4 ml νοειζζηζημφ 

δζαθφιαημξ εκαζχνδζδξ (resuspension buffer) πμο πενζείπε RΝΑζδ ηαζ ήηακ 

δζαηδνδιέκμ ζημοξ 4μC, ιε δίκδ (vortexing). ΢ηδ ζοκέπεζα πνμζηέεδηακ 4 ml 

αθηαθζημφ δζαθφιαημξ, έβζκε εθαθνζά ακάιζλδ ηαζ ημ εκαζχνδια αθέεδηε βζα 5 

θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Σέθμξ πνμζηέεδηακ 4 ml „νοειζζηζημφ 

δζαθφιαημξ ελμοδεηένςζδξ‟ (neutralization buffer), έβζκε εθαθνζά ακάιζλδ ηαζ 

ημ εκαζχνδια αθέεδηε ζημκ πάβμ. Μεηά απυ 20 θεπηά έβζκε θοβμηέκηνδζδ 

ζηζξ 6000 ζηνμθέξ, βζα 30 θεπηά ηαζ ζημοξ 4μC. ΢ημ ιεηαλφ μζ εζδζηέξ  ζηήθεξ 

„QIAGEN tip-100 ή Nucleobond tip-100‟ εηπθφεδηακ ιε 4 ml „νοειζζηζημφ 

δζαθφιαημξ ελζζμννυπδζδξ‟ (equilibration buffer). ΢ηδ ζοκέπεζα ημ 

οπενηείιεκμ πμο πνμέηορε απυ ηδ θοβμηέκηνδζδ ιεηααζαάζηδηε ζηζξ ζηήθεξ 

ηαζ αθέεδηε κα πενάζεζ δζαιέζμο ηςκ ζηδθχκ, ζηα μπμία ηαηαηναηήεδηε ημ 

πθαζιζδζαηυ DΝΑ. 

Μεηά μζ ζηήθεξ εηπθφεδηακ 2 θμνέξ ιε 10 ml „νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ 

έηπθοζδξ‟ (wash buffer) ηαζ ημ πθαζιζδζαηυ DΝΑ εηποθίζηδηε απυ ηζξ ζηήθεξ 

ιε 5 ml „νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ εηπφθζζδξ‟ (elution buffer). ΢ηδ ζοκέπεζα 

πνμζηέεδηακ 3.5 ml ζζμπνμπακυθδξ (RiedeΙ, Germany), έβζκε ακάιζλδ 
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(vortexing) ηαζ ημ πθαζιζδζαηυ DΝΑ αθέεδηε κα ηαηαηνδικζζηεί βζα 10 θεπηά 

ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. ΢ηδ ζοκέπεζα έβζκε θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 6000 

ζηνμθέξ βζα 30 θεπηά ζημοξ 4μC βζα ηδ ζοθθμβή ημο πθαζιζδζαημφ DΝΑ. 

Αημθμφεδζε έηπθοζδ ιε 70% αζεακυθδ ηαζ λήνακζδ ζε θοβμηεκηνζηυ 

ζοιποηκςηή ηεκμφ. Σμ πθαζιζδζαηυ DΝΑ εκαζςνήεδηε ζε 100-200 ιΙ 1xΣΔ 

pΗ8.0, ιεηαθένεδηε ζε έκακ απμζηεζνςιέκμ ζςθήκα eppendorff ηαζ 

απμεδηεφηδηε ζημοξ -20°C βζα πεναζηένς πνήζδ. 

Η πμζυηδηα ημο απμιμκςιέκμο DΝΑ οπμθμβίγεηαζ θςημιεηνζηά, ιε ιέηνδζδ 

ζηα 260 nm ηαζ ιε αάζδ ημκ ηφπμ: Οπηζηή ποηκυηδηα (O.D.) =1 ακηζζημζπεί ζε 

50 ιg DΝΑ. Δθέβπμοιε ημ DΝΑ ιεηά απυ πέρδ ιε εκδμκμοηθεάζεξ 

πενζμνζζιμφ (παν. 2.22) ηαζ δθεηηνμθυνδζδ ζε πδηηή αβανυγδξ (παν. 2.20).  

 

2.3 Κπηηαξηθή Καιιηέξγεηα 

 

(Α) Κπηηαξηθέο ζεηξέο θαη θαιιηέξγεηα 

 

Οζ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ ήηακ 

(Πίκαηαξ 2): 

Πίλαθαο 2 Πεξηγξαθή θπηηαξηθώλ ζεηξώλ 

Κπηηαξηθή 

ζεηξά 

Πεξηγξαθή Βηβιηνγξαθηθή 

αλαθνξά 

MRC-5-TERT Αεακαημπμζδιέκμ ζηέθεπμξ 
θοζζμθμβζηχκ ακενχπζκςκ 
ειανοσηχκ ζκμαθαζηχκ 

         Bartek et al. (2004) 

A549 Ακενχπζκα ηανηζκζηά ηφηηανα 
πκεφιμκα  
(ηαημήεδ επζεδθζαηά) 

                     Smith (1977) 

 

ΦΝΥ (Phoenix)  Αιθμηνμπζηή ηοηηανζηή ζεζνά 
παηεηανίζιαημξ νεηνμσχκ 

Καηαζηεοάζεδηε απυ ημκ 
Dr. Garry Nolan, 
Πακεπζζηήιζμ ημο Stanford, 
USA, ηαζ πμνδβήεδηε απυ 
ημκ Professor K. B. Marcu, 
State University of New York 
at Stony Brook, USA 

UT-SCC-60A  Ακενχπζκα πθαηχδδ 
ηανηζκζηά ηφηηανα 
πνςημβεκμφξ υβημο 
αιοβδαθήξ 

(Takebayashi et al., 2004)             
University of Turku (UT) 



 

 

75 
 

UT-SCC-60B Ακενχπζκα ιεηαζηαηζηά 
πθαηχδδ ηανηζκζηά ηφηηανα 
απυ θειθαδέκα 
ηναπήθμο   

 (Takebayashi et al., 2004)    
University of Turku (UT) 

 

Κφηηανα A549, MRC-5 ηαζ δ αιθμηνμπζηή ηοηηανζηή ζεζνά παηεηανίζιαημξ 

νεηνμσχκ Phoenix (ΦNX) ηαθθζενβήεδηακ ζε ενεπηζηυ οθζηυ DMEM 

(Dulbecco‟s Modified Eagles Medium) ειπθμοηζζιέκμ ιε 10% ειανοσηυ μνυ 

ιυζπμο (Foetal Calf Serum) (Seromed), 100 IU/ml πεκζηζθίκδ, 100 ιg/ml 

ζηνεπημιοηίκδ ηαζ 1.4 mM L-βθμοηαιίκδ ζημοξ 37°C, 5%CO2. Όθα ηα οθζηά 

ηδξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ ήηακ απυ ηδ Biochrom KG, Germany. 

Η ακαηαθθζένβεζα ηςκ ηοηηάνςκ ζε πθήνεξ ηαπήηζμ δζελαβυηακ ιεηά απυ 

ηδκ έηπθοζδ ημοξ δφμ θμνέξ ιε PBS (Phosphate Buffered Saline) (Sigma 

Chemical Co.) ηαζ επελενβαζία ιε 1.0-1.5 ml ενορίκδξ-EDTA (Biochrmom 

KG, Germany) ζε ακαθμβία 1:4, 1:8 ή 1:16 (παν. 2.9). Η ακαηαθθζένβεζα ηςκ 

ηοηηάνςκ δζελάβμκηακ ζηδκ εζηία ηοηηανμηαθθζένβεζαξ ηάεεηδξ κμδιαηζηήξ 

νμήξ (Tissue culture hood). 

Η ακάπηολδ μπμζαζδήπμηε ηοηηανζηήξ ηαθθζένβεζαξ έπεζ ζοκήεςξ 

απαίηδζδ ειπθμοηζζιμφ ημο ααζζημφ ηαθθζενβδηζημφ οθζημφ ιε μνυ. Μδ 

ηαοημπμζδιέκα αηυιδ ζοζηαηζηά ημο μνμφ, ηονίςξ αολδηζημί πανάβμκηεξ 

(growth factors), είκαζ ακαβηαίμζ βζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ ηοηηάνςκ. 

Δλαζνεηζηή πδβή ηςκ παναβυκηςκ αοηχκ εεςνείηαζ μ μνυξ απυ έιανομ 

ιυζπμο μ μπμίμξ ηαζ πνδζζιμπμζήεδηε.  

 

Πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ ηοηηάνςκ DMEM: ΢ε 440 ml Dulbecco‟s MEM 

(DMEM) πμο πενζείπε 3.7g/l NaHCO3 ηαζ 1.0g/l D-βθοηυγδξ πνμζηέεδηακ 50 

ml μνυξ απυ έιανομ ιυζπμο, 5.0 ml 10000IU/ml πεκζηζθίκδξ ηαζ 10000ιg/ml 

ζηνεπημιοηίκδξ ηαζ 5 ml 200 mM L- βθμοηαιίκδξ. Οζ ηεθζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ 

πμο πνμέηορακ ήηακ: 10%  μνυξ απυ έιανομ ιυζπμο, 100 ιg/ml 

ζηνεπημιοηίκδξ, 100 U/ml πεκζηζθίκδξ ηαζ 2 mΜ L- βθμοηαιίκδξ. 

 

Ροειζζηζηυ δζάθοια θοζζμθμβζημφ μνμφ - θςζθμνζημφ άθαημξ (Phosphate 

Buffered Saline; PBS): Μία ηαιπθέηα PBS (Sigma chemical Co.) δζαθφεδηε ιε 

ακάδεοζδ ζε 200 ml δζξ-απμζηαβιέκμο κενμφ ηαζ πνμέηορακ μζ ελήξ 
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ζοβηεκηνχζεζξ: 0.01 Μ νοειζζηζημφ θςζθμνζημφ άθαημξ, 0.0027 Μ 

πθςνζμφπμο ηαθίμο ηαζ πθςνζμφπμο καηνίμο ζε pH 7.4. Η PBS 

απμζηεζνχεδηε ζημ αοηυηαοζημ. 

 

(Β) Αλαθαιιηέξγεηα θπηηάξσλ 

 

Η ακαηαθθζένβεζα ηοηηάνςκ έβζκε: 1) Γζα κα δζαηδνδεμφκ ηα ηαθθζενβμφιεκα 

ηφηηανα γςκηακά, ηαζ 2) Γζα κα πνμεημζιαζημφκ ηα ηαθθζενβμφιεκα ηφηηανα 

βζα έηεεζδ ζε πανάβμκηεξ, ηαηά ηδ δζάνηεζα ηςκ δζαθυνςκ πεζναιάηςκ. Η 

ακαηαθθζένβεζα ηςκ ηοηηάνςκ δζελάβμκηακ ζηδκ εζηία ηοηηανμηαθθζένβεζαξ 

ηάεεηδξ κμδιαηζηήξ νμήξ (Tissue culture hood). 

Ανπζηά επζθέπεδηακ ηνοαθία ηςκ 90 mm, ιε ηφηηανα ζε πθήνεξ ηαπήηζμ 

(confluent) ηαζ ημ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM ακαννμθήεδηε ιε ηδ αμήεεζα 

απμζηεζνςιέκςκ πζπεηχκ Pasteur. ΢ηδ ζοκέπεζα ηα ηνοαθία εηπθφεδηακ δφμ 

θμνέξ ιε 10 ml PBS ηαζ φζηενα πνμζηέεδηε 1 ml δζάθοια ενορίκδξ – EDTA 

(Biochrom KG, Germany) ζε αοηά. Σμ δζάθοια πενζείπε 0.05% ενορίκδ / 

0.02% EDTA (w/v) ζε PBS πςνίξ ζυκηα αζαεζηίμο (Ca2+) ηαζ ιαβκδζίμο 

(Mg2+). Σα ηφηηανα αθέεδηακ ζημκ επςαζηζηυ ηθίαακμ ζημοξ 37μC, 5%CO2 

βζα πενίπμο 2-5 θεπηά, χζηε κα απμημθθδεμφκ απυ ημ ηνοαθίμ. Μεηά 

πνμζηέεδηε μ ηαηάθθδθμξ υβημξ PBS ζηα ηνοαθία, χζηε κα βίκμοκ μζ 

επζεοιδηέξ δζαζνέζεζξ, ζοκήεςξ ζε ακαθμβίεξ 1:2, 1:4, 1:8 ή 1:16. Σέθμξ αθμφ 

πνμζηέεδηε μ ηαηάθθδθμξ υβημξ εκαζςνήιαημξ ηοηηάνςκ ζηα κέα ηνοαθία, 

ακάθμβα ιε ηδ δζαίνεζδ, πνμζηέεδηακ ηαζ 10 ml πθήνμοξ DMEM ηαζ ηα 

ηνοαθία ημπμεεηήεδηακ ζημκ επςαζηζηυ ηθίαακμ ζημοξ 37μC, 5%CO2, χζηε 

κα ακαπηοπεμφκ ηα ηφηηανα εη κέμο.       

 

(Γ) Αλάπηπμε, δηαηήξεζε θαη απνζήθεπζε θπηηαξηθώλ ζεηξώλ 

 

Γηαηήξεζε ηωλ θπηηάξωλ -  Πάγωκα θπηηάξωλ 

 

Η ιαηνμπνυκζα ζοκηήνδζδ ηςκ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ είκαζ δοκαηή ιε ηδκ 

ημπμεέηδζδ ημοξ ζε πμθφ παιδθέξ εενιμηναζίεξ. Σα ηφηηανα απμεδηεφμκηαζ 

ζε οβνυ άγςημ (-192oC) ζε οθζηυ πμο απμηεθείηαζ απυ 90% FCS ηαζ 10% 

δζιέεοθμ-ζμοθθμλείδζμ (DMSO) (Tissue culture grade, Sigma Chemical Co.). 
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Γζα ηδ δζαηήνδζδ ηαζ ηδ ααεζά ηαηάρολδ ηςκ ηοηηάνςκ, επζθέπεδηακ ηνοαθία 

ιε ηφηηανα ζε διζ-πθήνεξ ηαπήηζμ (semi-confluent) ηαζ απμημθθήεδηακ ιε 

ενορίκδ - EDTA υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ πανάβναθμ „ακαηαθθζένβεζα 

ηοηηάνςκ‟ (παν. 2.9). ΢ηδ ζοκέπεζα πνμζηέεδηακ 9 ml PBS ζηα ηνοαθία ιε ηα 

απμημθθδιέκα ηφηηανα ηαζ ηδ ενορίκδ–EDTA ηαζ ηα εκαζςνήιαηα ηςκ 

ηοηηάνςκ ιεηααζαάζηδηακ ζε απμζηεζνςιέκμοξ ζςθήκεξ Falcon ηςκ 15 ml. 

Έβζκε θοβμηέκηνδζδ ζημκ ροπνυ εάθαιμ βζα 5-10 θεπηά ζηζξ 1500-2000 rpm, 

ηαζ αθμφ μζ ζςθήκεξ ιεηαθένεδηακ ζηδκ εζηία ηοηηανμηαθθζένβεζαξ ηάεεηδξ 

κμδιαηζηήξ νμήξ, ημ οπενηείιεκμ ακαννμθήεδηε πνμζεηηζηά χζηε κα ιδκ 

οπμζηεί γδιζά ημ ηοηηανζηυ ίγδια. ΢ηδ ζοκέπεζα, ζε ηάεε ζςθήκα Falcon 

πνμζηέεδηακ 2 ml μνμφ (FCS) πμο πενζείπε δζιέεοθμ-ζμοθθμλείδζμ (DMSO) 

(Sigma Chemical Co.) ηαζ ηα ηφηηανα εκαζςνήεδηακ ιε ηδ αμήεεζα ιζαξ 

απμζηεζνςιέκδξ πθαζηζηήξ πζπέηηαξ. Να ζδιεζςεεί υηζ ημ δζιέεοθμ-

ζμοθθμλείδζμ ηάκεζ ηζξ ιειανάκεξ διζδζαπεναηέξ, εκχ ηαοηυπνμκα 

εθαπζζημπμζεί ημκ ιεηααμθζζιυ ηςκ ηοηηάνςκ. Σμ εκαζχνδια ηςκ ηοηηάνςκ 

ιεηαθένεδηε ζε 2 εζδζηέξ αιπμφθεξ (cryovials) ηςκ 2 ml, βζα ηάεε Falcon (1 

ml εκαζςνήιαημξ ακά Falcon). Οζ αιπμφθεξ ημπμεεηήεδηακ ζε εζδζηυ 

ζζμεενιζηυ δμπείμ („Mister Frosty‟, Nalgene) πμο πενζείπε ζζμπνμπακυθδ ηαζ 

ιεηαθένεδηακ ζημοξ -70oC βζα υθδ ηδ κφπηα χζηε κα παβχζμοκ ζηαδζαηά 

(1μC/θεπηυ). Σδκ επυιεκδ διένα ιεηαθένεδηακ ζημ οβνυ άγςημ βζα 

ιαηνμπνυεεζιδ δζαηήνδζδ. 

 

Μέζμ δζαηήνδζδξ ηοηηάνςκ: 1.8 ml FCS ηαζ 0.2 ml DMSO (FCS –10% 

DMSO) 

 

Αλαζύζηαζε θπηηάξωλ - Ξεπάγωκα θπηηάξωλ 

 

Οζ αιπμφθεξ απυ ημ οβνυ άγςημ ημπμεεηήεδηακ βζα πενίπμο 1-2 θεπηά ζε 

οδαηυθμοηνμ ζημοξ 37μC χζηε κα λεπαβχζμοκ ηα ηφηηανα ηαζ ημ 

πενζεπυιεκμ ιεηααζαάζηδηε ζε θθάζηεξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ ηςκ 25cm2 

υπμο πνμζηέεδηακ ζζβά ζζβά 8 ml πθήνμοξ ενεπηζημφ οθζημφ DMEM. Σα 

ηφηηανα ακαηζκήεδηακ εθαθνά ηαζ ημπμεεηήεδηακ ζημκ επςαζηζηυ ηθίαακμ 

ζημοξ 37oC, 5%CO2. 
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Σδκ επυιεκδ διένα, αθμφ ηα ηφηηανα πνμζημθθήεδηακ ζημκ πάημ ηςκ 

θθαζηχκ, ημ ενεπηζηυ οθζηυ ακαννμθήεδηε ηαζ πνμζηέεδηακ 6 ml  θνέζημο 

πθήνμοξ DMEM ηαζ μζ θθάζηεξ επακαημπμεεηήεδηακ ζημκ επςαζηζηυ 

ηθίαακμ, χζπμο ηα ηφηηανα κα ζπδιαηίζμοκ πθήνεξ ηαπήηζμ. Όηακ αοηά 

ακαπηφπεδηακ ζε πθήνεξ ηαπήηζμ ενορζκμπμζήεδηακ ηαζ ακαηαθθζενβήεδηακ 

ζφιθςκα ιε ηδκ πενζβναθή ζηδ εκυηδηα παναπάκς (παν. 2.9). 

 

(Γ) Καηακέηξεζε θπηηάξσλ κε ην αηκνθπηηαξόκεηξν 

 

Μεηά ηδ ενορζκμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ηδκ απμηυθθδζδ ημοξ απυ ηζξ 

θθάζηεξ ή ηα ηνοαθία ηοηηανμηαθθζένβεζαξ, 10 ιl εκαζςνήιαημξ ηοηηάνςκ ζε 

PBS ημπμεεηήεδηακ ζημ αζιμηοηηανυιεηνμ (Neubauer Chamber) υπμο ηαζ 

έβζκε δ ιέηνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε δφμ δζαβχκζα ηεηνάβςκα απυ ημ ζηαονυ (ηα 

μπμία είκαζ δζαζνειέκα ζε 16 επζιένμοξ ηεηναβςκάηζα, δδθαδή 2 x 16). Η 

ιέηνδζδ επακαθήθεδηε ηνεζξ θμνέξ, οπμθμβίζεδηε μ ιέζμξ υνμξ ηςκ 

ηοηηάνςκ ηςκ ιεηνήζεςκ, δζαζνέεδηε δζα 100 ηαζ πμθθαπθαζζάζηδηε x 106 

δίκμκηαξ έηζζ ημ ζοκμθζηυ ανζειυ ηςκ ηοηηάνςκ  x 106 ακά ml ημο ανπζημφ 

εκαζςνήιαημξ ηοηηάνςκ. 

 

(Δ) Πξνζδηνξηζκόο επηβίσζεο θπηηάξσλ 

 

Κφηηανα Α549 ηαθθζενβήεδηακ ζε πμθοηνοαθία 6 πδβαδζχκ (250 ηφηηανα ακά 

πδβάδζ) in duplicates ηαζ επςάζηδηακ υθμ ημ ανάδο ζημοξ 37°C, ηαζ 5% CO2. 

΢ηα ηφηηανα πμνδβήεδηε Η2Ο2, υπςξ πενζβνάθεηαζ παναηάης. Ύζηενα, ηα 

ηφηηανα επςάζηδηακ ζε πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM ζημοξ 37oC, ηαζ 5% 

CO2 βζα 14 ιένεξ. Οζ απμζηίεξ ζηαεενμπμζήεδηακ ιε ιεεακυθδ:μλζηυ μλφ (3:1) 

ηαζ οπέζηδζακ πνχζδ ιε 0,5 mg/ml ηνοζηαθθζηυ ζχδεξ. Η επζαίςζδ 

οπμθμβίζηδηε ςξ πμζμζηυ ιε ηδ πνήζδ ηδξ ελίζςζδξ NT/NU X 100, υπμο NT 

είκαζ μ ανζειυξ ηςκ απμζηζχκ ζηα πδβαδάηζα υπμο πμνδβήεδηε Η2Ο2 ηαζ Nu 

είκαζ μ ανζειυξ ηςκ απμζηζχκ ζηα πδβαδάηζα υπμο δεκ πμνδβήεδηε Η2Ο2. Σα 

δεδμιέκα είκαζ ιέζμξ υνμξ ± ζθάθια ιέζμο υνμο ηνζχκ ακελάνηδηςκ 

πεζναιάηςκ.  
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2.4 Πξνζδηνξηζκόο ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ κε θπηηαξνκεηξία ξνήο 

 

Γζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ θάζεςκ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο πνδζζιμπμζήεδηε ημ 

cycle testTM plus DNA reagent kit ηδξ Becton Dickinson. 

 ΢οθθέπεδηακ ιε ενορζκμπμίδζδ, ηφηηανα A549 , πμο εηθνάγακε δζαθμνεηζηά 

βμκίδζα απυ ηνοαθία δζαιέηνμο 100 mm ηαζ πνμζηέεδηακ 9 ml PBS ακά 

ηνοαθίμ. ΢ηδ ζοκέπεζα ιεηαθένεδηε ημ εκαζχνδια ηςκ ηοηηάνςκ ζε ζηείνμοξ 

ζςθήκεξ  falcon ηςκ 15 ml ηαζ θοβμηεκηνήεδηακ βζα 10 θεπηά ζηζξ 1600 rpm 

ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. ΢ηδ ζοκέπεζα επακαζςνήεδηακ ηα ηφηηανα ζε 0.5 

ml ροπνμφ PBS ηαζ πνμζηέεδηακ 9.5 ml ροπνήξ αζεακυθδξ 75%. 

Μεηαθένεδηε ζε εζδζηά ζςθδκάνζα, ημ εκαζχνδια ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ 

πνμζηέεδηε 2ml νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ. Σμ δείβια θοβμηεκηνήεδηε βζα 10 

min ζηζξ 3000 rpm ηαζ απμιαηνφκεδηε ημ οπενηείιεκμ. Πνμζηέεδηακ 100 ιl 

δζαθφιαημξ Α, αημθμφεδζε ακάδεοζδ  ηαζ επχαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

βζα 5 min έηζζ χζηε κα ιδ δδιζμονβδεμφκ ζοζζςιαηχιαηα. ΢ηδ ζοκέπεζα, 

πνμζηέεδηακ 100 ιl δζαθφιαημξ Β, αημθμφεδζε ακάδεοζδ  ηαζ επχαζδ ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 5 min. Σέθμξ, πνμζηέεδηακ 100 ιl δζαθφιαημξ C, 

αημθμφεδζε ακάδεοζδ  ηαζ επχαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 5 min. Σμ  

δείβια ηοηηανμιεηνήεδηε βζα ηδκ ιεθέηδ ηςκ θάζεςκ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. 

Οζ ζδζυηδηεξ ηςκ παναπάκς δζαθοιάηςκ βζα ηδκ ακάθοζδ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο είκαζ μζ ελήξ :  

 

► Ροειζζηζηυ δζάθοια (buffer solution): πενζέπεζ ηζηνζηυ κάηνζμ, ζμοηνυγδ ηαζ 

δζιέεοθμ ζμοθθαιίδζμ (DMSO) βζα ηδ ζοθθμβή ηαζ/ή ηήλδ ηςκ ηοηηανζηχκ 

εκαζςνδιάηςκ. 

► Γζάθοια Α: εκγοιαηζηυξ δζαπςνζζιυξ ζοιπαβχκ ηιδιάηςκ ζζημφ ηαζ 

«πέρδ» ηοηηανζηχκ ιειανακχκ ηαζ ημο ηοηηανμζηεθεημφ. 

► Γζάθοια Β: πενζέπεζ ακαζημθέα ενορίκδξ ηαζ νζαμκμοηθεάζδ Α ζε  

νοειζζηζηυ δζάθοια ηζηνζημφ ιε ηεηναοδνμπθςνίδζμ ζπενιίκδξ βζα ηδκ 

ακαζημθή ηδξ ενορίκδξ ηαζ ηδ «πέρδ» ημο RNA. 

► Γζάθοια C: πενζέπεζ ζςδζμφπμ πνμπίδζμ ηαζ ηεηναοδνμπθςνζηή ζπενιζδίκδ 

ζε νοειζζηζηυ δζάθοια ηζηνζημφ. Σμ ζςδζμφπμ πνμπίδζμ πνμζδέκεηαζ 

ζημζπεζμιεηνζηά ζημ DNA. 
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2.5 Πξνζδηνξηζκόο απνπησηηθώλ θαη δεπηεξεπόλησο λεθξσηηθώλ 

θπηηάξσλ κε θπηηαξνκεηξία ξνήο 

 

Γζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ απμπηςηζηχκ ηαζ ηςκ δεοηενεουκηςξ κεηνςηζηχκ 

ηοηηάνςκ πνδζζιμπμζήεδηε ημ Annexin V-FITC kit ηδξ assay designs. 

΢οθθέπεδηακ ιε ενορζκμπμίδζδ ηφηηανα Α549, πμο εηθνάγακε δζαθμνεηζηά 

βμκίδζα, απυ πμθοηνοαθία δζαιέηνμο ,ζηα μπμία πνμζηέεδηε 1ml PBS. Σμ 

εκαζχνδια ηςκ ηοηηάνςκ ζοθθέπεδηε ζε ζηείνμοξ ζςθήκεξ eppendorff ηαζ 

θοβμηεκηνήεδηε βζα 4 θεπηά ζηζξ 1500 ζηνμθέξ ηαζ ζημοξ 4μC. Σμ 

οπενηείιεκμ απμιαηνφκεδηε ηαζ ηα ηφηηανα επακαζςνήεδηακ ζε 1ml 

δζαθφιαημξ PBS. ΢ηδ ζοκέπεζα ηα δείβιαηα θοβμηεκηνήεδηακ βζα 4 θεπηά ζηζξ 

1500 ζηνμθέξ, αθαζνέεδηε ημ οπενηείιεκμ ηαζ ηα ηφηηανα επακαζςνήεδηακ 

ζε 400ιl δζαθφιαημξ πνυζδεζδξ. 96ιl απυ ημ εκαζχνδια ηάεε δείβιαημξ 

ιεηαθένεδηε ζε εζδζηυ ζςθήκα ηαζ επςάζηδηε ζημ ζημηάδζ ηαζ ζε 4μC ιε 1ιl 

ακκελίκδξ-V ηαζ 2,5 ιl ζςδζμφπμο πνμπζδίμο. Έπεζηα, ζηα δείβιαηα 

πνμζηέεδηακ 750ιl PBS ηαζ ηοηηανμιεηνήεδηακ. 

Καηά ηδ δζάνηεζα ηδξ απυπηςζδξ δ δμιή ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ 

ηςκ ηοηηάνςκ ιεηααάθθεηαζ. Μζα ηέημζα δμιζηή ιεηααμθή είκαζ δ ειθάκζζδ ηδξ 

θςζθαηζδοθμζενίκδξ ζηδκ επζθάκεζα ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ. Η 

ακκελίκδ-V είκαζ ιζα πνςηεΐκδ, πμο πνμζδέκεηαζ ζε θςζθμθζπίδζα 

πανμοζζάγμκηαξ ιεβάθδ ζοκάθεζα ιε ηδ θςζθαηζδοθμζενίκδ. Η ζδζυηδηα ηδξ 

αοηή ηαεζζηά ηδκ ακκελίκδ-V έκα πμθφ ζζπονυ ιέζμ ακίπκεοζδξ ηδξ 

απυπηςζδξ απυ ηα πνχζια ζηάδζά ηδξ. 

 

2.6 Υνξήγεζε Ζ2Ο2 ζε θύηηαξα Α549 

 

΢ε ακενχπζκα ηανηζκζηά ηφηηανα Α549 πμνδβήεδηε Η2Ο2 ζε ζοβηεκηνχζεζξ 

100, 200, 500, ηαζ 1000ιΜ. Ανπζηά έβζκε ζπμνά ηοηηάνςκ Α549 πμο 

εηθνάγακε δζάθμνα βμκίδζα ζε ηνοαθία 100mM ηαζ ζε πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ 

DMEM. Ύζηενα απυ 24 χνεξ έβζκε αθθαβή ενεπηζημφ ηαζ πμνήβδζδ Η2Ο2 ζηζξ 

παναπάκς ζοβηεκηνχζεζξ ηαζ βζα 2 χνεξ. Μεηά απυ 2 χνεξ έβζκε αθθαβή 

ενεπηζημφ οθζημφ ηαζ ηα ηφηηανα ακέννςζακ βζα 24 χνεξ. ΢ηδ ζοκέπεζα 

ζοθθέπεδηακ απυ αοηά ηα ηαηάθθδθα εηποθίζιαηα.  
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Σμ δζάθοια Η2Ο2  πμο πμνδβήεδηε ζηα ηφηηανα πνμενπυηακ απυ ηδκ εηαζνεία 

Sigma-Aldrich ζε ανπζηή ζοβηέκηνςζδ 9,8Μ ηαζ πνμζηέεδηε ζηα ηφηηανα 

φζηενα απυ δζάθοζή ημο ζε πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM. 

 

2.7 Υνξήγεζε εηνπνζηδίνπ/VP- 16 ζε θύηηαξα Α549 θαη MRC5-TERT 

 

΢ε ακενχπζκα ηανηζκζηά ηφηηανα Α549 πμνδβήεδηε εημπμζίδζμ VP-16 ζε 

ζοβηεκηνχζεζξ 25 ηαζ 50ιΜ. Ανπζηά έβζκε ζπμνά ηοηηάνςκ Α549 πμο 

εηθνάγακε δζάθμνα βμκίδζα ζε ηνοαθία 100mM ηαζ ζε πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ 

DMEM. Ύζηενα απυ 24 χνεξ έβζκε αθθαβή ενεπηζημφ ηαζ πμνήβδζδ 

εημπμζζδίμο VP-16  ζηζξ παναπάκς ζοβηεκηνχζεζξ ηαζ βζα 24 χνεξ. Μεηά 

απυ 24 χνεξ  ζοθθέπεδηακ απυ αοηά ηα ηαηάθθδθα εηποθίζιαηα. 

Σμ εημπμζίδζμ VP-16 ήηακ ηδξ εηαζνείαξ Bristol-Myers Squibb ηαηάθθδθμ βζα 

εκδμθθέαζα πνήζδ ηαζ ζε ανπζηή ζοβηέκηνςζδ 34mM. 

 

2.8 Υνξήγεζε θπθνεμακίδηνπ (CHX) ζε θύηηαξα Α549 

 

΢ε ηφηηανα A549 GL2, A549 IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD πμο ηαθθζενβήεδηακ ζε 

πθδνυηδηα πενίπμο 60% ηαζ ζε πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM, πμνδβήεδηακ 

25 ιΜ ηοηθμελαιίδζμο ηαζ ηα ηφηηανα επςάζηδηακ βζα πνμκζηά δζαζηήιαηα 

απυ 0-120 min ζημοξ  37μC ηαζ ζε 5% CO2 . ΢ηδ ζοκέπεζα μθζηά πνςηεσκζηά 

εηποθίζιαηα απυ ηα ηφηηανα ακαθφεδηακ βζα ηδκ έηθναζδ επζθεβιέκςκ 

πνςηεσκχκ. 

 

2.9 Υνξήγεζε TNFα ζε θύηηαξα Α549 

 

΢ε ακενχπζκα ηανηζκζηά ηφηηανα Α549 πμνδβήεδηε TNFα ζε ζοβηεκηνχζεζξ 

100 ηαζ 200 ιg/ml. Ανπζηά έβζκε ζπμνά ηοηηάνςκ Α549 ζε ηνοαθία 100mM ηαζ 

ζε πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM. Ύζηενα απυ 24 χνεξ έβζκε αθθαβή 

ενεπηζημφ ηαζ πμνήβδζδ ΣΝFα  ζηζξ παναπάκς ζοβηεκηνχζεζξ ηαζ βζα 24 

χνεξ. Μεηά απυ 24 χνεξ  ζοθθέπεδηακ απυ αοηά ηα ηαηάθθδθα εηποθίζιαηα. 
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2.10 Πξνζδηνξηζκόο ησλ ελδνγελώλ επηπέδσλ ΓΜΟ ζε θύηηαξα Α549 

θαη MRC5-TERT. 

 

Κφηηανα Α549 ή MRC5-TERT ηαθθζενβήεδηακ ιε πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ 

DMEM ζε πμθοηνοαθία 12 πδβαδζχκ. ΢ηδ ζοκέπεζα πμνδβήεδηακ 5 ιΜ 

μοζίαξ C2935 (6-carboxy-2′,7′-dichlorodihydrofluoresce in diacetate, 

di(acetoxymethyl ester) (invitrogen molecular probes), δζαθοιέκδξ ζε DMSO, 

ηαζ ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε ηδκ μοζία ζημοξ 37μC ηαζ ζε 5% CO2 βζα 

45min. ΢ηδ ζοκέπεζα αθαζνέεδηε δ μοζία C2935 ηαζ πμνδβήεδηε ζηα ηφηηανα 

Η2Ο2 ή VP16, υπςξ πενζβνάθεηαζ παναπάκς. Έπεζηα, ηα ηφηηανα 

ενορζκμπμζήεδηακ, επακαζςνήεδηακ ζε δζάθοια PBS 0.1% αθαμοιίκδ ηαζ 

1% HEPES 1M ηαζ πνμζδζμνίζηδηακ ηα επίπεδα ΓΜΟ αιέζςξ ιε ηδ πνήζδ 

FACSCalibur ιε νοειίζεζξ δζέβενζδξ ηαζ εηπμιπήξ 488 ηαζ 525-550 nm 

(FL1), ακηίζημζπα. 

 

2.11 Αλάιπζε κε γνλίδην αλαθνξάο NF-θB ινπζηθεξάζεο  

 

Γζα ηδκ ακάθοζδ ιε βμκίδζμ ακαθμνάξ NF-ηB  θμοζζθενάζδξ έβζκε ζπμνά ηςκ 

ηοηηάνςκ Α549 ζε πμθοηνοαθία 24άνςκ πδβαδζχκ ηαζ ζε πθδνυηδηα 60%. 

Σα ηφηηανα επζιμθφκεδηακ ιε ακηζδναζηήνζμ polyfect ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ 

ημο ηαηαζηεοαζηή (Qiagen, Germany). Σα ηφηηανα επζιμθφκεδηακ πανμδζηά 

ιε  1 ιg/πδβαδάηζ NFη-B ελανηχιεκμ πθαζιίδζμ ακαθμνάξ θμοζζθενάζδξ 

5xηB ηαζ 0.2 ιg απυ pRSV-LacZ (pCMV-LacZ). 24 χνεξ ιεηά ηδκ επζιυθοκζδ 

πμνδβήεδηακ ζηα ηφηηανα 0 - 1000 ιM H2O2 ή 0-50 ιΜ VP16, υπςξ 

πενζβνάθεηαζ παναπάκς. Η δναζηζηυηδηα ηδξ θμοζζθενάζδξ ακαθφεδηε 

αιέζςξ ιεηά ηδ πμνήβδζδ ιε ηδ πνήζδ εκυξ ακαθοηζημφ kit ζφιθςκα ιε ηζξ 

μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή (Promega Corporation, Madison, WI, USA) ηαζ 

μιαθμπμζήεδηακ ζηδ δναζηζηυηδηα α-βαθαηημζζδάζδξ ηάεε δείβιαημξ. Οζ 

ζπεηζηέξ δναζηζηυηδηεξ ηδξ θμοζζθενάζδξ εηθνάγμκηαζ ςξ πμθθαπθάζζα ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ ορδθυηενα απυ ηδ δναζηζηυηδηα ημο NF-ηB-ελανηχιεκμο 

πθαζιζδίμο ακαθμνάξ ηδξ θμοζζθενάζδξ ηαζ οπμθμβίζηδηακ δζαζνχκηαξ ηζξ 

ηζιέξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ θμοζζθενάζδξ ιε ηζξ ηζιέξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ α-

βαθαηημζζδάζδξ. Όθα ηα πεζνάιαηα επακαθήθεδηακ ηνεζξ θμνέξ ηαζ ζε ηάεε 

ζπήια δείπκεηαζ μ ιέζμξ υνμξ ημο. 
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2.12 Έκκεζνο αλνζνθζνξηζκόο θαη ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία 

 

Κφηηανα A549 ηαθθζενβήεδηακ ζε ηαθοπηνίδεξ ζε πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ βζα 

έκα μθυηθδνμ ανάδο, έηζζ χζηε κα επζημθθδεμφκ πάκς ζε αοηέξ. ΢ηα ηφηηανα 

πμνδβήεδηε Η2Ο2 ή VP16 υπςξ πενζβνάθεηαζ παναπάκς. Ύζηενα, ηα 

ηφηηανα πθφεδηακ ιε παβςιέκμ PBS πμο πενζείπε Ca2+ ηαζ Mg2+ (ημ μπμίμ 

ακαθένεηαζ ςξ, απυ εδχ ηαζ ζημ ελήξ), ζηαεενμπμζήεδηακ ζε 4% 

παναθμνιαθδεΰδδ βζα 20 min ηαζ έβζκακ δζαπεναηά ιε 0.1% Triton X-100 ζε 

PBS βζα 3-4. ΢ηδ ζοκέπεζα ηα ηφηηανα πθφεδηακ πνμζεηηζηά 3X ιε PBS ηαζ 

θνάπηδηακ βεκεηζηά ιε 10% FCS/PBS βζα 30 min. Σα ηφηηανα πθφεδηακ 

πνμζεηηζηά 3X ιε PBS, ηαζ ηα πνχηα ακηζζχιαηα πνμζηέεδηακ ζε δζάθοια 

1:50 βζα 1 h. Σα ακηζζχιαηα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ήηακ: πμθοηθςκζηά 

ακηζζχιαηα ημοκεθζμφ βζα NF-ηB p65 (sc-372), θχζθμ-p65 (ζενίκδ 536) 

(93H1, #3033; Cell Signaling, USA) ηαζ β-H2AX (ιζα εοβεκζηή δςνεά ημο Γν. 

Θ. Σγααάνα) ηαζ ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια ιουξ βζα ηδκ IKKα (sc-7606). ΢ηδ 

ζοκέπεζα ηα ηφηηανα πθφεδηακ πνμζεηηζηά 3X ιε PBS ηαζ πνμζηέεδηακ 

ηαηάθθδθα FITC-ζογεοβιέκα δεοηενεφμκηα ακηζζχιαηα ζε δζάθοια 1:200 βζα 

1 h. 

Γζα κα μπηζημπμζήζμοιε ημοξ πονήκεξ, ζηα ηφηηανα πμο είπακ οπμζηεί 

πνχζδ πμνδβήζαιε RNase A (1ιg/ml) βζα 30 min, πθφκαιε ιε PBS 

πνμζεέζαιε ζςδζμφπμ πνμπίδζμ ηαζ επςάζαιε ηα ηφηηανα βζα 10 min. ΢ηδ 

ζοκέπεζα, πθφκαιε ιε PBS ηαζ ημπμεεηήζαιε ηα ηφηηανα ζε βοάθζκεξ πθάηεξ. 

Η δζέβενζδ ημο FITC ηαζ ημο ζςδζμφπμο πνμπζδίμο επζηεφπεδηε ζε ιήηδ 

ηφιαημξ 488 ηαζ 530 nm, ακηίζημζπα. Οζ εζηυκεξ ζοθθέπεδηακ ζε Leica TCS-

SP scanning confocal microscope, ελμπθζζιέκμ ιε ανβυκ/ηνοπηυκ laser ηαζ 

θμβζζιζηυ Leica TCS. 

 

2.13  Απνκόλσζε θαη Αλάιπζε Ννπθιετθώλ νμέσλ 

 

(Α) Απνκόλσζε ρακεινύ κνξηαθνύ βάξνπο γελσκηθνύ DNA  

 

Υαιδθμφ ιμνζαημφ αάνμοξ βεκςιζηυ DNA απμιμκχεδηε απυ επζημθθδιέκα 

ηαζ επζπθέμκηα ζημ ενεπηζηυ οθζηυ ηφηηανα υπςξ πενζβνάθδηε 

πνμδβμοιέκςξ (Sugiki et al. 2000; Kolettas et al. 2006). 
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Πενζθδπηζηά, επζπθέμκηα ηφηηανα A549 πμο έθενακ δζαθμνεηζηά βμκίδζα ζημ 

ενεπηζηυ οθζηυ ζοθθέπεδηακ ζε 15 ml ζςθήκα Falcon ηαζ δζαηδνήεδηακ ζε 

πάβμ. Σα επζημθθδιέκα ηφηηανα εηπθφεδηακ 2 θμνέξ ιε PBS-1mM EDTA 

pH8.0 ηαζ ηα λεπθφιαηα πνμζηέεδηακ ζημκ ζςθήκα Falcon. Σα επζημθθδιέκα 

ηφηηανα ενορζκμπμζήεδηακ, ζοθθέπεδηακ ζημκ ζςθήκα Falcon ιαγί ιε ηα 

επζπθέμκηα ηφηηανα ηαζ θοβμηεκηνήεδηακ ζηζξ 2000 rpm ζημοξ 4oC. Σμ 

ηοηηανζηυ ίγδια εκαζςνήεδηε ζε 1 ml PBS-1 mM EDTA pH8.0, ιεηαθένεδηε 

ζε ζςθήκεξ eppendorff ηαζ λακαθοβμηεκηνήεδηε ζε ιίηνμ-θοβυηεκηνμ ζηζξ 

6500 rpm ζημοξ 4oC. Σμ ηοηηανζηυ ίγδια επακαζςνήεδηε ζε 100 ιl ροπνμφ 

νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ εηπφθζζδξ DNA (DNA lysis buffer), αθέεδηε βζα 5 

θεπηά ζημκ πάβμ ηαζ θοβμηεκηνήεδηε βζα 20 θεπηά ζηζξ 13000 rpm ζημοξ 

4oC. Σμ οπενηείιεκμ ιεηαθένεδηε ζε έκα ηαεανυ απμζηεζνςιέκμ ζςθήκα 

eppendorff ηαζ επςάζεδηε δζαδμπζηά ιε 2 mg/ml RNάζδ A βζα 2 χνεξ ζημοξ 

37oC ηαζ ιε 250 ιg/ml πνςηεσκάζδ K βζα 2 χνεξ ζημοξ 37oC. Μεηά ηζξ 

επςάζεζξ, πνμζηέεδηακ 20 ιl 5 M NaCl ηαζ 120 ιl ζζμπνμπακυθδξ ηαζ ηα 

δείβιαηα δζαηδνήεδηακ ζημοξ -20oC υθδ ηδ κφπηα βζα ηδκ ηαηαηνήικζζδ ημο 

DNA.  

Μεηά απυ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13000 rpm ζημοξ 4oC βζα 20 θεπηά, ημ DNA 

εηπθφεδηε ιε 70% αζεακυθδ ηαζ ημ ίγδια ημο DNA αθέεδηε ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο βζα 20 θεπηά βζα κα ζηεβκχζεζ. ΢ηδ ζοκέπεζα εκαζςνήεδηε ζε 20 ιl 

νοειζζηζηυ δζάθοια 1ΥΣΔ pH7.4. 

Σα δείβιαηα ημο DNA ακαθφεδηακ ζε 1.6% πδηηή αβανυγδξ πμο πενζείπε 0.5 

ιg/ml ανςιζμφπμ αζείδζμ ζε νοειζζηζηυ δζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ DNA 

0.5XTBE ζε ηάζδ 70V βζα 3 χνεξ. Σμ DNA ακζπκεφεδηε ηάης απυ θάιπα uv 

ηαζ θςημβναθήεδηε (παν. 2.20). 

 

Ροειζζηζηυ δζάθοια εηπφθζζδξ DNA (DNA lysis buffer): 10 mM Tris-Cl pH7.4, 

10 mM EDTA pH8.0, 0.5% Triton X-10. 

 

(Β) Ζιεθηξνθόξεζε DNA ζε πεθηή αγαξόδεο 

 

Η δθεηηνμθυνδζδ ημο πθαζιζδζαημφ DΝΑ ζε πδηηή αβανυγδξ 

πναβιαημπμζήεδηε: 
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Γζα κα βίκεζ έθεβπμξ ηςκ πθαζιζδζαηχκ ηαζ ηςκ νεηνμσζηχκ θμνέςκ έηθναζδξ 

(παν. 2.34, 2.35) χζηε κα επζαεααζςεεί υηζ είκαζ μζ μνεέξ ηαηαζηεοέξ ηαζ υηζ 

πενζθαιαάκμοκ ηα επζεοιδηά βμκίδζα ιεηά ηδκ απμιυκςζδ ημοξ απυ 

ααηηδνζαηέξ ηαθθζένβεζεξ. 

Η δθεηηνμθυνδζδ ημο DNA βίκεηαζ ζε πδηηή αβανυγδξ ζε νοειζζηζηυ δζάθοια 

0.5XΣΒΔ (0.0445 Μ Σris, 0.0445 Μ αμνζηυ μλφ,  0.001 Μ EDTA). Σμ ιμνζαηυ 

αάνμξ ηςκ ηιδιάηςκ ημο DNA πνμζδζμνίγεηαζ ιε ηδ πνήζδ ανςιζμφπμο 

αζεζδίμο, ημ μπμίμ πανμοζία οπενζχδμοξ αηηζκμαμθίαξ επζηνέπεζ ημκ 

εκημπζζιυ ηςκ ηιδιάηςκ ημο DNA ζηδκ πδηηή αβανυγδξ. Η ηζκδηζηυηδηα 

ιμνίςκ DΝΑ ζε πδηηή αβανυγδξ ελανηάηαζ απυ ηζξ ελήξ παναιέηνμοξ: α) απυ 

ημ ιέβεευξ ημοξ α) ηδ ιμνθή ημοξ (εοεφβναιια, ηοηθζηά οπενεθζηςιέκα, 

ηοηθζηά ιε εβημπέξ) ηαζ β) απυ ηδκ πενζεηηζηυηδηα ηδξ πδηηήξ ζε αβανυγδ. 

΢ηδκ πανμφζα ιεθέηδ πνδζζιμπμζήεδηακ μνζγυκηζεξ πδηηέξ αβανυγδξ 1% ζε 

0.5XΣΒΔ βζα ηδκ δθεηηνμθυνδζδ πθαζιζδζαημφ ή νεηνμσζημφ DNA. Η ζηενεά 

αβανυγδ ζε 0.5XTBE εενιάκεδηε ζε θμφνκμ ιζηνμηοιάηςκ ιέπνζ αναζιμφ 

ηαζ αθέεδηε κα ροπεεί ζε εενιμηναζία ~60μC πνζκ ηδκ πνμζεήηδ 

ανςιζμφπμο αζεζδίμο ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 0.5 ιg/ml. Σμ δζάθοια αβανυγδξ 

ημπμεεηήεδηε ζε μνζγυκηζα ζοζηεοή δθεηηνμθυνδζδξ ηαζ εζζήπεδηε ζημ 

δζάθοια έκα ηαηάθθδθμ πηεκάηζ βζα ηδ δδιζμονβία επίπεδδξ πδηηήξ ιε 

οπμδμπέξ („πδβαδάηζα‟). Μεηά ημ πμθοιενζζιυ ηδξ αβανυγδξ ηαζ ημ 

ζπδιαηζζιυ ηδξ πδηηήξ (gel), πνμζηέεδηε μ απαναίηδημξ υβημξ νοειζζηζημφ 

δζαθφιαημξ 0.5XTBE χζηε κα ηαθοθεεί δ πδηηή αβανυγδξ ηαζ ηα δείβιαηα 

ημπμεεηήεδηακ ζηζξ οπμδμπέξ („πδβαδάηζα‟) ηδξ πδηηήξ αθμφ ακαιείπεδηακ 

ζε ακαθμβία 1:10 ιε δζάθοια θυνηςζδξ δεζβιάηςκ (sample loading buffer) βζα 

ηδκ ηαηαηνήικζζδ ημο DNA ηαζ ηδκ παναημθμφεδζδ ηδξ πνμυδμο ηδξ 

δθεηηνμθυνδζδξ (μθζηυξ υβημξ δεζβιάηςκ 25 ιl). Μαγί ιε ηα δείβιαηα 

δθεηηνμθμνήεδηακ ηαζ ιάνηονεξ DNA ιε βκςζηά, ηθζιαημφιεκα ιμνζαηά 

αάνδ υπςξ 1 kb DNA ladder, Lambda DNA-Hind ΙΙΙ digest ηαζ Lambda DNA-

BstEII Digest (Gibco BRL Life Techologies Inc.). Μπμνμφκ έηζζ κα 

οπμθμβζζημφκ πνμζεββζζηζηά ηα ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνμξ έθεβπμ ηιδιάηςκ 

ημο DNA.  

Η δθεηηνμθυνδζδ δζελήπεδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ζε μνζγυκηζα ζοζηεοή 

δθεηηνμθυνδζδξ ηαζ ζφκδεζδξ ηδξ ζοζηεοήξ ιε ηνμθμδμηζηυ  ζηαεενήξ 

ηάζδξ 70 - 120 volt (ηνμθμδμηζηυ Consort) βζα 2-3 χνεξ. 
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Η πδηηή αβανυγδξ παναηδνήεδηε ζε ζοζηεοή οπενζχδμοξ αηηζκμαμθίαξ βζα 

ηδκ πνυμδμ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ ηαζ ημκ οπμθμβζζιυ ημο ιεβέεμοξ ηςκ 

ηιδιάηςκ ημο DNA ηαεχξ επίζδξ ηαζ βζα θςημβνάθδζδ. Να ζδιεζςεεί υηζ 

επεζδή ημ ανςιζμφπμ αζείδζμ απμηεθεί ιεηαθθαλζβυκμ πανάβμκηα δ πνήζδ ημο 

βίκεηαζ ζφιθςκα ιε ημοξ εεζιμεεηδιέκμοξ ηακυκεξ αζθαθείαξ ηαζ μ 

πεζνζζιυξ ηδξ πδηηήξ αβανυγδξ ιε βάκηζα. 

 

10XTBE (Σris -Borate/EDTA buffer): 890 mM Tris, 890 mM Βμνζηυ μλφ, 20 

mM EDTA 

 

10XΓζάθοια θυνηςζδξ δεζβιάηςκ (Sample loading buffer): 50% βθοηενυθδ, 

(απμζηεζνςιέκδ ζε δζξ-απμζηαβιέκμ κενυ), 1 mM EDTA pH 8.0, 0.4% 

ηοακμφ ηδξ ανςιμθαζκυθδξ (Bromophenol blue), 0.4% xylene cyanol FF 10 

mg/ml Βνςιζμφπμ αζείδζμ ζε απμζηεζνςιέκμ δζξ-απμζηαβιέκμ κενυ.  

 

(Γ) Κνπή πιαζκηδίσλ κε πεξηνξηζηηθά έλδπκα 

 

Κμπή πθαζιζδζαημφ DΝΑ ιε πενζμνζζηζηέξ εκδμημοηθεάζεξ βίκεηαζ αθεκυξ 

ιεκ, ζε ιζηνμφξ υβημοξ, βζα κα βίκεζ έθεβπμξ εάκ απμιμκςιέκα πθαζιίδζα 

πενζθαιαάκμοκ ζοβηεηνζιέκα βμκίδζα ιε δθεηηνμθυνδζδ DΝΑ, ηαζ αθεηένμο 

δε, ζε ιεβάθμοξ υβημοξ, βζα κα απμιμκςεμφκ ζοβηεηνζιέκα βμκίδζα απυ 

πθαζιίδζα ιε δθεηηνμθυνδζδ DΝΑ ηαζ ιε δθεηηνμδζήεδζδ DNA. 

Οζ πενζμνζζηζηέξ εκδμκμοηθεάζεξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ, BamHI, XhoI ηαζ 

XbaI, SnaB1, EcoRI ήηακ απυ ηδκ New England Biolabs ή ηδκ Gibco BRL Life 

Technologies, Inc. Η πέρδ ημο  πθαζιζδζαημφ θμνέα ηαζ ημο πνμξ 

εκζςιάηςζδ ηιήιαημξ ημο DΝΑ δζελάβεηαζ ιε ηζξ ίδζεξ εκδμκμοηθεάζεξ 

πενζμνζζιμφ. Η πέρδ πναβιαημπμζείηαζ ζε υβημ 20 ιΙ, ζημοξ 37°C, βζα 1.5-2 

χνεξ, ζημ πνμηεζκυιεκμ (ακάθμβα ιε ημ έκγοιμ) νοειζζηζηυ δζάθοια. Η πέρδ 

ημο DNA πναβιαημπμζήεδηε ζφιθςκα ιε πνυηοπεξ ιεευδμοξ (Sambrook et 

al., 1989). 
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2.14 Απνκόλσζε θαη Αλάιπζε Πξσηετλώλ 

 

(Α) Απνκόλσζε θπηηαξηθώλ εθρπιηζκάησλ γηα ηελ αλάιπζε πξσηετλώλ  

 

Η απμιυκςζδ ηοηηανζηχκ εηποθζζιάηςκ απυ ηζξ ακενχπζκεξ ζκμαθάζηεξ, 

έβζκακ ζφιθςκα ιε πνμδβμφιεκεξ ιεευδμοξ πμο έπμοκ πενζβναθεί (Lane 

and Harlow, 1989; Sambook et al., 1989). 

Πενζθδπηζηά, ηνοαθία ηςκ 10 cm εηπθφεδηακ ανπζηά δφμ θμνέξ ιε 5 ml 

ροπνήξ PBS-1mM EDTA pH8.0 ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πνμζηέεδηε 1.0 ml ροπνήξ 

PBS-1mM EDTA pH 8.0 ηαζ ηα ηφηηανα ζοθθέπεδηακ ιε εζδζηυ ζζθζημκμφπμ 

οθζηυ (rubber policeman) ζε ζςθήκα eppendorff. Σμ εκαζχνδια 

θοβμηεκηνήεδηε ζηζξ 6500 rpm βζα 2‟ ζημ ροπνυ εάθαιμ (cold room) ηαζ ημ 

οπενηείιεκμ αθαζνέεδηε. Καηυπζκ πνμζηέεδηακ 100 – 150 ιl δζαθφιαημξ 

RIPA ημ μπμίμ πενζείπε ακαζημθείξ πνςηεαζχκ, μιμβεκμπμζήεδηακ ιε δίκδ 

(vortex) ηαζ ημ ιίβια πανέιεκε ζημκ πάβμ βζα 30 θεπηά. Αημθμφεδζε 

ακάδεοζδ ιε δίκδ (vortex) βζα πενίπμο 1 θεπηυ ηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13000 

rpm βζα 30 θεπηά ζημοξ 4μC. Σμ οπενηείιεκμ ιεηαθένεδηε ζε ηαεανυ, 

απμζηεζνςιέκμ ζςθήκα eppendorff ηαζ ιζηνή πμζυηδηα ηςκ δεζβιάηςκ 

πνδζζιμπμζήεδηε βζα ημκ οπμθμβζζιυ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ πνςηεΐκδξ ιε ηα 

ακηζδναζηήνζα ηδξ Biorad. Σα δείβιαηα πςνίζηδηακ ζε ιζηνυηενα (aliquots) 

ηςκ 25 ιl ηαζ πνμζηέεδηε ¼ ημο υβημο 4Xδζάθοια πνςηεσκζημφ δείβιαημξ 

(Protein Loading buffer) ηαζ ηα εηποθίζιαηα δζαηδνήεδηακ ζημοξ -40μC ιέπνζ 

ηδκ πεναζηένς πνήζδ ημοξ. 

 

RIPA: 150 mM NaCl, 50 mM Tris-Cl, pH 7.5, 1% NP-40, 1% SDS, 1 mM 

EDTA pH8.0 ηαζ 0.5% δεμλοπμθζηυ άθαξ ημο καηνίμο (Na Deoxycholate) ημ 

μπμίμ πενζείπε 1mM Dithiothreitol (DTT) ηαζ ακαζημθείξ πνςηεαζχκ - 1 ιg/ml 

απνμηζκίκδ (aprotinin), 1 ιg/ml περζζηαηίκδ (pepstatin), 1 ιg/ml θεοπερίκδ 

(leupeptin), 1 mM PMSF ηαζ 1 mM μνεμαακαδζηυ άθαξ ημο καηνίμο (Na3VO4). 

 

4X Γζάθοια πνςηεσκζημφ δείβιαημξ (Protein Loading buffer): 250 mM Tris-Cl 

pH6.8, 40% βθοηενυθδ, 8% SDS, 2.8 M α-ιενηαπημαζεακυθδ ηαζ 0.2% 

ηοακμφ ηδξ ανςιμθαζκυθδξ 
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(Β) Απνκόλσζε θπηηαξνπιαζκαηηθώλ θαη ππξεληθώλ εθρπιηζκάησλ  

 

Κοηηανμπθαζιαηζηά εηποθίζιαηα 

Κφηηανα A549 πμο έθενακ δζαθμνεηζημφξ θμνείξ έηθναζδξ ηαζ βμκίδζα ηα 

μπμία ηαθθζενβήεδηακ πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ απμιυκςζδ ηοηηανζηχκ 

εηποθζζιάηςκ, ζφιθςκα ιε πνμδβμφιεκεξ ιεευδμοξ πμο έπμοκ πενζβναθεί 

(Dimri et al. 1994). 

Πενζθδπηζηά, ηνοαθία ηςκ 10 cm εηπθφεδηακ ανπζηά ιία θμνά ιε 5 ml 

ροπνήξ PBS-1mM EDTA pH8.0 ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πνμζηέεδηε 1.5 ml ροπνήξ 

PBS-1mM EDTA pH 8.0 ηαζ ηα ηφηηανα ζοθθέπεδηακ ιε εζδζηυ ζζθζημκμφπμ 

οθζηυ (rubber policeman) ζε ζςθήκα eppendorff. Σμ εκαζχνδια 

θοβμηεκηνήεδηε ζηζξ 6500 rpm βζα 2‟ ζημ ροπνυ εάθαιμ (cold room) ηαζ ημ 

οπενηείιεκμ αθαζνέεδηε. Καηυπζκ ηα ηφηηανα εηπθφεδηακ ιία θμνά ιε 1.5 ml 

οπμημκζημφ δζαθφιαημξ ηαζ θοβμηεκηνήεδηακ ζηζξ 6500 rpm βζα 2‟ ζημ ροπνυ 

εάθαιμ (cold room) ηαζ ημ οπενηείιεκμ αθαζνέεδηε. ΢ηδ ζοκέπεζα ηα ηφηηανα 

επακαζςνήεδηακ ζε 100 ιl οπμημκζημφ δζαθφιαημξ ημ μπμίμ πενζείπε 0.1% 

NP-40 (12 ιl απυ 10% NP-40) ηαζ ημ ιίβια πανέιεκε ζημκ πάβμ βζα 30 θεπηά. 

Αημθμφεδζε ακάδεοζδ ιε δίκδ (vortex) βζα πενίπμο 20 δεοηενυθεπηα ηαζ 

θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13000 rpm βζα 10 θεπηά ζημοξ 4μC. Tμ οπενηείιεκμ 

ιεηαθένεδηε ζε ηαεανυ, απμζηεζνςιέκμ ζςθήκα eppendorff ηαζ ιζηνή 

πμζυηδηα ηςκ δεζβιάηςκ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ημκ οπμθμβζζιυ ηδξ 

ζοβηέκηνςζδξ πνςηεΐκδξ ιε ηα ακηζδναζηήνζα ηδξ Biorad. Σα δείβιαηα 

πςνίζηδηακ ζε ιζηνυηενα (aliquots) ηςκ 25 ιl ηαζ πνμζηέεδηε ¼ ημο υβημο 

4Xδζάθοια πνςηεσκζημφ δείβιαημξ (Protein Loading buffer) ηαζ ηα εηποθίζιαηα 

δζαηδνήεδηακ ζημοξ -40μC ιέπνζ ηδκ πεναζηένς πνήζδ ημοξ. 

 

Πονδκζηά εηποθίζιαηα 

Μεηά ηδκ απμιυκςζδ ηςκ ηοηηανμπθαζιαηζηχκ εηποθζζιάηςκ ζημ ίγδια 

πνμζηέεδηε 1 ml ροπνυ οπμημκζηυ δζάθοια (πςνίξ NP-40) ηαζ 

θοβμηεκηνήεδηε ζηζξ 13000 rpm ζημοξ 4°C βζα 10 θεπηά. Σμ ίγδια 

επακαζςνήεδηε ζε 50 ιl δζάθοια απμιυκςζδξ ιε ορδθή ζοβηέκηνςζδ 

άθαημξ ημ μπμίμ πνμζηέεδηε ζηαβυκα-ζηαβυκα ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ημ ιίβια 

μιμβεκμπμζήεδηε ιε δίκδ (vortex) ηαζ ημπμεεηήεδηακ ζε πθαηθυνια 
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ακαηίκδζδξ βζα 30 θεπηά ζημοξ 4°C. Οζ πονδκζηέξ πνςηεΐκεξ απμιμκχεδηακ 

ιε θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13000 rpm βζα 30 θεπηά ζημοξ 4°C. 

 

Τπμημκζηυ δζάθοια 

10 mM HEPES pH 7.9, 1.5 mM MgCl2, 5 mM KCl 

 

Γζάθοια απμιυκςζδξ ιε ορδθή ζοβηέκηνςζδ άθαημξ  

20 mM HEPES pH 7.9, 25% Glycerol, 450 mM KCl, 1 mM EDTA 

 

΢ηα δζαθφιαηα πνμζηέεδηακ αηνζαχξ πνζκ ηδ πνήζδ ημοξ ηα ελήξ: 1 mM 

PMSF, 1mM Na3VO4, 1 mM Dithiothreitol (DTT), 1 ιg/ml απνμηζκίκδ 

(aprotinin), 1 ιg/ml περζζηαηίκδ (pepstatin) ηαζ 1 ιg/ml θεοπερίκδ (leupeptin). 

 

(Γ) Απνκόλσζε ππξήλσλ (nuclei) 

 

Πενζθδπηζηά, ηνοαθία ηςκ 10 cm εηπθφεδηακ ανπζηά δφμ θμνέξ ιε 5 ml 

ροπνήξ PBS-1mM EDTA pH8.0 ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πνμζηέεδηε 1.0 ml ροπνήξ 

PBS-1mM EDTA pH 8.0 ηαζ ηα ηφηηανα ζοθθέπεδηακ ιε εζδζηυ ζζθζημκμφπμ 

οθζηυ (rubber policeman) ζε ζςθήκα eppendorff. Σμ εκαζχνδια 

θοβμηεκηνήεδηε ζηζξ 6500 rpm βζα 2‟ ζημ ροπνυ εάθαιμ (cold room) ηαζ ημ 

οπενηείιεκμ αθαζνέεδηε. ΢ηδ ζοκέπεζα  δζαθφεδηε ημ ίγδια ζε 300 ιl TITE 

buffer, αθέεδηε βζα 5 θεπηά ζημκ πάβμ ηαζ ημ ιίβια μιμβεκμπμζήεδηε ιε δίκδ 

(vortex). Καηυπζκ ημ πενζεπυιεκμ ιεηαθένεδηε ζε έκα ζςθήκα eppendorff 

πμο πενζείπε 120 ιl 10% sucrose ζεTITE buffer. Αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ 

βζα 10 θεπηά ζηα 1000 g ηαζ αθαίνεζδ ημο οπενηείιεκμο. ΢ημ ίγδια 

πνμζηέεδηακ 20 ιl TITE buffer, μιμβεκμπμζήεδηε ιε δίκδ (vortex) βζα 1 θεπηυ 

πενίπμο, αθέεδηε ζημκ πάβμ βζα 10 θεπηά ηαζ απμεδηεφηδηε ζημοξ -70 °C. 

 

Ροειζζηζηυ δζάθοια TITE (TITE buffer): 20 mM Tris-Cl pH7.4, 100 mM NaCl, 

2 mM EDTA, 0.02% Triton X-1001 ηαζ μζ ακαζημθείξ πνςηεαζχκ – 1 ιg/ml 

απνμηζκίκδ (aprotinin), 1 ιg/ml περζζηαηίκδ (pepstatin) ηαζ 1 ιg/ml θεοπερίκδ 

(leupeptin). Keep at 4oC. 
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Ροειζζηζηυ δζάθοια TITE (TITE buffer)/10% ΢μοηνυγδ: 5 g sucrose in TITE 

buffer: Make up to 50 ml. Keep at 4oC.  

 

(Γ) Ζιεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ  

 

Με ηδκ δθεηηνμθυνδζδ πδηηήξ SDS-πμθοαηνοθαιζδίμο επζηοβπάκεηαζ μ 

δζαπςνζζιυξ ηςκ πνςηεσκχκ ιε αάζδ ημ ιμνζαηυ ημοξ αάνμξ. Σμ αηνοθαιίδζμ 

πμθοιενίγεηαζ ιε ιδπακζζιυ εθεοεένςκ νζγχκ ιεηά απυ πνμζεήηδ 

οπενεεζζημφ αιιςκίμο ηαζ ΣΔΜΔD ηαζ δδιζμονβεί ηνζζδζάζηαημ δίηηομ. Ο 

ζφκδεζιμξ ηςκ αθοζίδςκ ημο αηνοθαιζδίμο βζα ηδ δδιζμονβία ημο δζηηφμο 

είκαζ ημ Ν,Ν-ιεεοθεκ-δζξ-αηνοθαιίδζμ. Η πνμζεήηδ ημο ακζμκζημφ 

απμννοπακηζημφ SDS (εεζζηυ δςδεηαηοθζηυ κάηνζμ) έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ 

δέζιεοζδ SDS-πνςηεσκχκ ηαζ πνμζδίδεζ ζηα ιυνζα ηαεανυ ανκδηζηυ θμνηίμ 

ακάθμβμ ιε ηδ ιάγα ημοξ. Έηζζ δ ηζκδηζηυηδηα ηςκ πνςηεσκχκ πάκς ζηδκ 

πδηηή είκαζ ακηζζηνυθςξ ακάθμβδ ημο ιμνζαημφ ημοξ αάνμοξ. 

 Η δθεηηνμθυνδζδ έβζκε ιε ηδ ιέεμδμ ημο Laemmli (1970) ζε ζφζηδια 

ηάεεηςκ βοάθζκςκ πθαηχκ (Lane and Harlow, 1989; Sambook et al., 1989). Η 

πδηηή απμηεθείηαζ απυ δφμ ιένδ: Απυ ηδκ πδηηή επζζηίααλδξ ιε ιεβάθμ 

ιέβεεμξ πυνςκ ηαζ ηδκ πδηηή δζαπςνζζιμφ ιε ιζηνυηενμ ιέβεεμξ πυνςκ. Σα 

πνςηεσκζηά ιυνζα δζαπενκμφκ βνήβμνα ηδκ πνχηδ ζοζζςνεφμκηαζ ζε ιζα 

θεπηή ζηζαάδα ηαζ εζζένπμκηαζ ηαοηυπνμκα ζηδ δεφηενδ πδηηή υπμο ηαζ 

βίκεηαζ μ δζαπςνζζιυξ. Η ακαθμβία υβηςκ πδηηήξ δζαπςνζζιμφ: πδηηή 

επζζηίααλδξ είκαζ ~5:1.  

Γζα ημ δζαπςνζζιυ ηςκ πνςηεσκχκ ιε δθεηηνμθυνδζδ ζε πδηηή SDS-

πμθοαηνοθαιζδίμο (SDS-PAGE) παναζηεοάζεδηακ ηαζ πνδζζιμπμζήεδηακ 

10%, 12% ηαζ 15% πδηηέξ SDS-PAGE (Πίκαηαξ 3): ζφιθςκα ιε 

πνμδβμφιεκεξ ιεευδμοξ πμο έπμοκ πενζβναθεί (Lane and Harlow, 1989; 

Sambook et al., 1989). 

Η δθεηηνμθυνδζδ ζε πδηηή SDS-πμθοαηνοθαιζδίμο (SDS-PAGE) 

πναβιαημπμζήεδηε ζε ιζηνή δζπθή ζοζηεοή (Mini-Protean gel electrophoresis 

tank; Bio-Rad Laboratories, USA). 
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Πίλαθαο 3 Πεθηέο SDS-Πνιπαθξπιακηδίνπ ειεθηξνθόξεζεο πξσηετλώλ 

Όγθνη πεθηώλ επηζηίβαμεο (γηα δύν πεθηέο: 20 ml) 

Γηάιπκα Όγθνο 
(ml) 

Σειηθή 
ζπγθέληξσζε 

Απμζηεζνςιέκμ ddΗ2O 6.84  

30% ιίβια αηνοθαιζδίμο 

(29.2% αηνοθαιίδζμ, 0.8% Γζξ-αηνοθαιίδζμ) 

1.7 5% w/v 

1.0 Μ Tris pΗ6.8  1.25 0.125 Μ 

10% SDS 0.1 0.1% 

10% οπενεεζσηυ αιιχκζμ 0.1 0.1% 

ΣΔΜΔD 0.01  

Σειηθόο όγθνο (ml) 10 (Γζα 2 πδηηέξ) 

Όγθνη πεθηώλ δηαρσξηζκνύ (γηα δύν πεθηέο: 20 ml) 

Πεθηή Γηάιπκα Όγθνο 
(ml) 

Σειηθή 
ζπγθέληξσζε 

10% Απμζηεζνςιέκμ ddΗ2O 7.9  

 30% ιίβια αηνοθαιζδίμο 

(29.2% αηνοθαιίδζμ,  

0.8% Γζξ-αηνοθαιίδζμ) 

6.7 10% w/v 

 1.5 Μ Tris pΗ8.8  5.0 0.375 Μ 

 10% SDS 0.2 0.1% 

 10% οπενεεζσηυ αιιχκζμ 0.2 0.1% 

 ΣΔΜΔD 0.008  

 Σειηθόο όγθνο (ml) 20  

12% Απμζηεζνςιέκμ ddΗ2O 6.6  

 30% ιίβια αηνοθαιζδίμο 

(29.2% αηνοθαιίδζμ, 0.8% Γζξ-

αηνοθαιίδζμ) 

8.0 10% w/v 

 1.5 Μ Tris pΗ8.8  5.0 0.375 Μ 

 10% SDS 0.2 0.1% 

 10% οπενεεζσηυ αιιχκζμ 0.2 0.1% 

 ΣΔΜΔD 0.008  

 Σειηθόο όγθνο (ml) 20  

15% Απμζηεζνςιέκμ ddΗ2O 4.6  
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 30% ιίβια αηνοθαιζδίμο 

(29.2% αηνοθαιίδζμ, 0.8% Γζξ-

αηνοθαιίδζμ) 

10 10% w/v 

 1.0 Μ Tris pΗ 6.8  5.0 0.375 Μ 

 10% SDS 0.2 0.1% 

 10% οπενεεζσηυ αιιχκζμ 0.2 0.1% 

 ΣΔΜΔD 0.008  

 Σειηθόο όγθνο (ml) 20  

 

Σμ ιίβια αθέεδηε κα πμθοιενζζεεί ιε ηδκ πνμζεήηδ ΣΔΜΔD ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο βζα 20-30 θεπηά. Σα πνςηεσκζηά δείβιαηα (~100 ιg πνςηεΐκδξ) 

εενιάκεδηακ βζα 10 θεπηά ζημοξ 100°C, θμνηχεδηακ ζηδκ πδηηή ηαζ δ 

δθεηηνμθυνδζδ πναβιαημπμζήεδηε ζε 100V ζε δζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ βζα 

~2 χνεξ. Ωξ δείηηεξ ηςκ ιμνζαηχκ αανχκ ηςκ πνςηεσκχκ πνδζζιμπμζήεδηε 

έκα πνυηοπμ έβπνςιμ ιίβια πνςηεσκχκ (Kaleidoscope prestained standards;  

Bio-Rad Laboratories, USA) πμο πενζείπε: ιομζίκδ 199 kDa (ιπθε), α-

βαθαηημζζδάζδ 133 kDa (πμνθονυ), θεοηςιαηίκδ μνμφ ιυζπμο 87 kDa 

(πνάζζκμ), ακεναηζηή ακοδνάζδ 40.1 kDa (αζμθεηί), ακαζημθέαξ ενορίκδξ 

απυ ζυβζα 31.6 kDa (πμνημηαθί), θοζμγφιδ 18.5 kDa (ηυηηζκμ) ηαζ απνμηζκίκδ 

7.1 kDa (ιπθε).  

FERMENTAS MOL MARKERS 

 

Γζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ πνςηεσκχκ (1Υ Tris – βθοηίκδ/SDS):  25 mM Tris, 

250 mM βθοηίκδ, 0.1% SDS.  

 

(Δ) Υξώζε ηεο πεθηήο SDS-πνιπαθξπιακηδίνπ 

 

Η πνχζδ ηδξ πδηηήξ πναβιαημπμζήεδηε βζα 2 χνεξ οπυ ακάδεοζδ ζε 

δζάθοια πνςζηζηήξ. Ο απμπνςιαηζζιυξ βίκεηαζ ζηαδζαηά οπυ ακάδεοζδ ζε 

δζαθφιαηα απμπνςιαηζζιμφ . 

 

Γζάθοια πνςζηζηήξ: 0.125% w/v Coomasie Brilliant Blue R ζε 100% 

αζεακυθδ,  
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5% κ/κ μλζηυ μλφ ζε ακαθμβία 1:1 

Γζαθφιαηα απμπνςιαηζζιμφ: Ακάιζλδ 95% αζεακυθδξ ηαζ 5% μλζημφ μλέμξ ζε  

ακαθμβία:   

(α) 2:3 βζα 60-120 θεπηά 

(α) 1.5:3.5 βζα 60-120 θεπηά 

(β) 1:4 βζα 120 θεπηά 

(δ) 350 ml 5% μλζημφ μλέμξ ηαζ 150 ml  

απμζηεζνςιέκμο δζξ-απμζηαβιέκμο κενμφ βζα 60 θεπηά – υθδ ηδ κφπηα  

 

(΢Σ) Αλάιπζε πξσηετλώλ κε άλνζν-απνηύπσκα θαηά Western (Western 

blot) 

 

Η πνμζπάεεζα δζαπςνζζιμφ ηαζ ακίπκεοζδξ ζοβηεηνζιέκςκ πνςηεσκχκ έβζκε 

ιε δθεηηνμθυνδζδ ζε SDS-πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο, ιεηαθμνά ζε ιειανάκδ 

κζηνμηοηηανίκδξ ηαζ ακίπκεοζδ ιε ηδ πνήζδ ακηζζςιάηςκ (άκμζμ-απμηφπςια 

ή western blot).  

Μεηά ηδκ δθεηηνμθυνδζδ ζε 1X νοειζζηζηυ δζάθοια Tris-βθοηίκδξ πμο 

πενζείπε SDS, μζ πνςηεΐκεξ ιεηαθένεδηακ ζε ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ ζε 

1X νοειζζηζηυ δζάθοια ιεηαθμνάξ πνςηεσκχκ βζα υθδ ηδ κφπηα (>16 χνεξ) 

ζημοξ 4oC ηαζ ηάζδ 35V ζφιθςκα ιε πνμδβμφιεκεξ ιεευδμοξ πμο έπμοκ 

πενζβναθεί (Sambrook 1989). 

Μεηά ηδκ ιεηαθμνά ηςκ πνςηεσκχκ, μζ ιειανάκεξ επςάζηδηακ βζα 3 χνεξ– 

υθδ ηδ κφπηα ζε 5% άπαπμ βάθα ζηυκδ εθεφεενμ θζπζδίςκ δζαθοιέκμ ζε PBS 

ημ μπμίμ πενζείπε 0.05% Σween-20 (5% blocking solution). ΢ηδκ ζοκέπεζα μζ 

ιειανάκεξ επςάζηδηακ ιε ημ πνχημ ακηίζςια ζε 5% blocking solution βζα 2 

χνεξ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Οζ ιειανάκεξ εηπθφεδηακ 3 θμνέξ απυ 10 

θεπηά ιε PBS πμο πενζείπε 0.05% Σween-20 ηαζ εηηέεδηακ ζημ δεφηενμ 

ακηίζςια βζα 1.5 – 2 χνεξ. Οζ ιειανάκεξ εηπθφεδηακ 3 θμνέξ απυ 10 θεπηά 

ιε PBS πμο πενζείπε 0.05% Σween-20 ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ακαπηφπεδηακ ζε 

ζημηεζκυ εάθαιμ πνδζζιμπμζχκηαξ ημ Pierce Super Signal West Pico 

Chemiliminescence kit (Pierce, USA) ή ημ ECL (Amersham Int.), ζφιθςκα ιε 

ηζξ μδδβίεξ ηςκ ηαηαζηεοαζηχκ, ηαζ εηηέεδηακ ζε θζθι Kodak-XOMAT AR. 

 

1XΡοειζζηζηυ δζάθοια ιεηαθμνάξ πνςηεσκχκ (Transfer blotting buffer):  
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0.0025 M Tris, 0.192 M βθοηίκδ, 20% ιεεακυθδ 

 

Πίλαθαο 4  

Αληίζσκα 

Δηαηξεία 

Anti hTERT rabbit polyclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti β-actin mouse monoclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti p53 (DO1) mouse monoclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti ΑΣΜ mouse monoclonal Cell Signaling 

 Anti p-ATM rabbit polyclonal Cell Signaling 

Anti Cyc-D1 mouse monoclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti E2F1 mouse monoclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti p21CIP/WAF1 mouse monoclonal BD Transduction Laboratories, USA 

Anti Cdc-6 mouse monoclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti γ-H2AX mouse monoclonal Upstate 

Anti H2A rabbit polyclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti Chk2-pT68 rabit polyclonal Cell Signaling 

Anti Chk-2 rabbit polyclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti p-p53 (Ser20) rabbit polyclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti p-p53 (Ser15) rabbit polyclonal  

Anti PARP-1 mouse monoclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti Bcl-2 mouse monoclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti IKKβ goat polyclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti IKKα mouse monoclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti IθΒα goat polyclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti p-IθΒα mouse monoclonal SantaCruz Biotech, USA 
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Anti NF-θΒ p50 goat polyclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti NF-θΒ p65 rabbit polyclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti  p-p65 goat polyclonal ABCAM Ltd, Cambridge, UK 

Anti Bax Rabbit monoclonal SantaCruz Biotech, USA 

Anti  p-27 Rabit polyclonal Georgatos Lab 

Anti Caspase-3  

Anti p52  

 
 
2.15 Απνκόλσζε νιηθνύ RNA 

 

Οθζηά ηοηηανζηά RNAs απμιμκχεδηακ απυ ηφηηανα A549 Neo ηαζ A549 

IKKαca ηαζ απυ ηφηηανα A549, ζηα μπμία πμνδβήζαιε 100 ng/ml TNFα βζα 2 

h πνδζζιμπμζχκηαξ ηδ ιέεμδμ LiCl-urea [Auffray C and Rougenon O. (1980). 

Eur J Biochem 107, 303]. Δκ ζοκημιία, ηα ηφηηανα ενορζκμπμζήεδηακ, 

ζοθθέπεδηακ ιε θοβμηέκηνδζδ ηαζ πθφεδηακ ιε ηνφμ PBS. Κάεε ηοηηανζηυ 

ίγδια δζαθφεδηε ζε 5 ml ηνφαξ ηαζ απμζηεζνςιέκδξ 3 M LiCl - 6 M μονίαξ, 

ζηνμαζθίζηδηε βζα, 2 min ηαζ επςάζηδηε υθμ ημ ανάδο ζημκ ροπνυ εάθαιμ 

ζημοξ 4oC. ΢ηδ ζοκέπεζα, ηα δζαθφιαηα θοβμηεκηνήεδηακ ζηζξ 6.000 rpm βζα 

25 min ζημοξ 4oC. Σμ οπενηείιεκμ αθαζνέεδηε ηαζ 3 ml ροπνήξ ηαζ 

απμζηεζνςιέκδξ 3 M LiCl - 6 M μονίαξ πνμζηέεδηακ ζε ηάεε ίγδια, 

ζηνμαζθίζηδηε βζα 2 min ηαζ θοβμηεκηνήεδηε αιέζςξ υπςξ παναπάκς. Σα 

οπενηείιεκα αθαζνέεδηακ ηαζ ηάεε ίγδια δζαθφεδηε ιε ζηνμαζθζζιυ ζε 3 ml  

δζαθφιαημξ, πμο πενζείπε 10 mM Tris pH 7.6, 1 mM EDTA pH 8.0 ηαζ 0.5% 

SDS. Έκαξ ίζμξ υβημξ ελζζμννμπδιέκδξ θαζκυθδξ ηαζ έκαξ ίζμξ υβημξ απυ 

πθςνμθυνιζμ:ζζμαιοθζηή αθημυθδ (24:1) πνμζηέεδηακ ζε ηάεε έκα απυ ηα 

δζαθοιέκα ζγήιαηα, ζηνμαζθίζηδηακ ηαζ εηποθίζηδηακ βζα 10 min ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο ιε ακάδεοζδ. Σα δζαθφιαηα θοβμηεκηνήεδηακ ζηζξ 

3.500 rpm βζα 5 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ ηα οπενηείιεκα 

ιεηαθένεδηακ ζε ηαεανμφξ, απμζηεζνςιέκμοξ ζςθήκεξ falcon ηςκ 15 ml ηαζ 

ζηδ ζοκέπεζα εηποθίζηδηακ άθθδ ιζα θμνά υπςξ παναπάκς. Σα οπενηείιεκα 

ιεηαθένεδηακ ζε ηαεανμφξ, απμζηεζνςιέκμοξ ζςθήκεξ falcon ηςκ 15 ml ηαζ  



 

 

96 
 

1/10 ημο υβημο ημοξ απυ 3M μλζημφ καηνίμο pH5.2 ηαζ 2 υβημζ παβςιέκδξ 

100% αζεακυθδξ πνμζηέεδηακ ηαζ ηα δζαθφιαηα απμεδηεφηδηακ ζημοξ -20oC 

βζα υθμ ημ ανάδο, έηζζ χζηε κα ηαεζγάκμοκ ηα μθζηά ηοηηανζηά RNAs. Σα 

RNAs ζοθθέπεδηακ ιε θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 6.000 rpm βζα 30 min ζημοξ 4oC. 

Σα ζγήιαηα ηςκ RNA πθφεδηακ ιε 75% ροπνή αζεακυθδ ηαζ φζηενα απυ 

θοβμηέκηνδζδ υπςξ παναπάκς, δζαθφεδηακ ζε απμζηεζνςιέκμ ηαζ 

απμζηαβιέκμ κενυ, ημ μπμίμ είπε επελενβαζηεί ιε δζαίεοθμ-πονμηαναυκζμ 

(DEPC) ηαζ δ ζοβηέκηνςζή ημοξ οπμθμβίζηδηε θαζιαημθςημιεηνζηά ζηα 280 

nm. Η ηαεανυηδηα ηαζ δ πμζυηδηα ηςκ δεζβιάηςκ RNA οπμθμβίζηδηε απυ ηδκ 

ακαθμβία ηςκ απμννμθήζεχκ ημο ζηα 260 ηαζ 280 nm, ημ μπμίμ εα έπνεπε 

κα είκαζ ακάιεζα ζημ 1.7 - 2.0, ηαζ δθεηηνμθμνχκηαξ ηα δείβιαηα ζε 1% 

πδηηή αβανυγδξ.  

 
 
2.16 Αληίδξαζε αληίζηξνθεο ηξαλζθξηπηάζεο/πνιπκεξάζεο [Reverse 

transcriptase/polymerase chain reaction (RTPCR)] 

 

Κάεε μθζηυ RNA ιεηαηνάπδηε ζε cDNAs ιε ηδ Superscript-III ακηίζηνμθδ 

ηνακζηνζπηάζδ (Invitrogen). Η ακηίδναζδ πναβιαημπμζήεδηε ζφιθςκα ιε ηζξ 

μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή ζε υβημ 20 ιl, μ μπμίμξ πενζείπε 1 ιg μθζημφ RNA, 

2XRT δζάθοια ακηίδναζδξ (2.5 ιM υθζβμ-dT20, 2.5 ng/ιl ηοπαία ελαιενή 10 

mM MgCl2 and dNTPs), 2 ιl ιίβια εκγφιςκ (Superscript-III RT ηαζ 

RNaseOUT) ηαζ απμζηεζνςιέκμ, απμζηαβιέκμ κενυ επελενβαζιέκμ ιε 

DEPC. Οζ ζςθήκεξ επςάζηδηακ ζε Hybaid Combi (TR2) εενιζηυ 

ακηζδναζηήνα ζημοξ 25°C βζα 10 min ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ζημοξ 50oC βζα 30 min. 

Η ακηίδναζδ έθααε ηέθμξ φζηενα απυ επχαζδ ζημοξ 85oC βζα 5 min ηαζ μζ 

ζςθήκεξ εκαπμηέεδηακ ζε πάβμ. 1 ιl (2 U) απυ E. coli RNάζδ H πνμζηέεδηε 

ζημοξ 37oC βζα 20 min ηαζ ηα δείβιαηα cDNA  απμεδηεφηδηακ ζημοξ -20oC βζα 

υθμ ημ ανάδο. 

Ύζηενα απυ ιζα εενιζηή απεκενβμπμίδζδ βζα 5 min ζημοξ 95°C, ηα cDNAs 

εκζζπφεδηακ ζε έκα δζάθοια ακηίδναζδξ υβημο 100 ιl. Σμ δζάθοια 

ακηίδναζδξ πενζείπε 100 ng cDNA, 1 mM MgCl2, 200 ιM dNTPs, 0.5 ιl Taq 

Πμθοιενάζδξ  (Promega UK), 1 ιM ειπνυζεζςκ ηαζ 1 ιM ακηίζηνμθςκ 

εηηζκδηήνςκ ζε 1Υ δζάθοια ακηίδναζδξ. Οζ ακηζδνάζεζξ PCR 
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πναβιαημπμζήεδηακ ζε έκα εενιζηυ ακηζδναζηήνα Hybaid Combi (TR2) ςξ 

αημθμφεςξ: έκαξ ηφηθμξ ζημοξ 95°C (2 min) ηαζ 72°C (2 min), 35 ηφηθμζ 

ζημοξ 95°C (1 min), 55°C (1 min) ηαζ 72°C (1.5 min) αημθμοεμφιεκμξ απυ 

έκακ ηφηθμ ζημοξ 72°C βζα 5 min. Σα πνμσυκηα ηδξ ακηίδναζδξ ακαθφεδηακ 

ζε πδηηή αβανυγδξ 1.2% ηαζ ζδιάκεδηακ ιε ανςιζμφπμ αζείδζμ. 

Οζ αθθδθμοπίεξ ηςκ PCR εηηζκδηήνςκ βζα ηάεε mRNA ήηακ μζ αηυθμοεμζ:  

Ακενχπζκδ IηBα:F (5‟-GCTGAAGAAGGAGCGGCTA-3‟) ηαζ R (5‟-

CTGGCTGGTTGGTGATCA-3); Ακενχπζκδ IL-6: F (5‟-

GCCACTCACCTCTTCAGAA-3‟) ηαζ R (5‟-GTACTCATCTGCACAGCTCT-3‟); 

Ακενχπζκδ MCP-1/CCL2: F (5‟-GCATGAAAGTCTCTGCCG-3‟) ηαζ R (5‟-

GAGTGTTCAAGTCTTCGGA-3‟) ηαζ ακενχπζκδ GAPDH 

(ιάνηοναξ/μιαθμπμζδηήξ): F (5‟-TGGTATCGTGGAAGGACTCA-3‟) ηαζ R (5‟-

GCAGGGATGATGTTCTGGA-3‟). 

 

2.17 Δηζαγσγή γνληδίσλ ζε θύηηαξα ζειαζηηθώλ 

 

(Α) Ρεηξντηθνί θνξείο (Retroviral vectors) 

 

Φοζζμθμβζηέξ ακενχπζκεξ ζκμαθάζηεξ MRC-5, ακενχπζκα επζεδθζαηά 

ηφηηανα πκεφιμκα Α549 ηαζ δομ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ πθαηςδχκ ηανηζκζηχκ 

ηοηηάνςκ ηεθαθήξ ηαζ θαζιμφ UT-SCC-60A and UT-SCC-60B, 

επζιμθφκεδηακ ιε αιθμηνμπζημφξ νεηνμσζημφ θμνείξ έηθναζδξ, υπςξ 

πενζβνάθεηαζ ακαθοηζηά παναηάης (παν. 2.6). Φοζζμθμβζηέξ ακενχπζκεξ 

ζκμαθάζηεξ MRC-5 επζιμθφκεδηακ ιε αιθμηνμπζημφξ νεηνμσζημφξ θμνείξ 

έηθναζδξ πμο έθενακ ηδκ ηαηαθοηζηή οπμιμκάδα ηδξ ακενχπζκδξ 

ηεθμιενάζδξ hTERT (Babe-Puro/hTERT; εοβεκζηή πνμζθμνά ηδξ J. Campisi, 

Lawrence Berkley National Laboratory, California) Ακηίζημζπα, ηαηά ημκ ίδζμ 

ηνυπμ ηαηαζηεοάζηδηακ ηαζ μζ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ ακενχπζκμο πκεφιμκα A549 

ΒIN, A549 IBIN, A549 GL2, A549 IKKαKD, A549 IKKαKD, A549 GFP, A549 

IKKαca ηαζ μζ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ ηεθαθήξ ηαζ θαζιμφ UT-

SCC-60A GL2, UT-SCC-60A IKKαKD, UT-SCC-60B GL2 ηαζ UT-SCC-60B 

IKKαKD.  
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Οζ νεηνμσζημί θμνείξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ήηακ:  

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 9. Ρεηξντηθνί θνξείο έθθξαζεο ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο ηεο 
αλζξώπηλεο ηεινκεξάζεο. ΢ημκ νεηνμσυ εθέβπμο Babe-Puro 
ηθςκμπμζήεδηε ζηδ εέζδ EcoRI ημ ακενχπζκμ cDNA ηδξ ηαηαθοηζηήξ 
οπμιμκάδαξ ηδξ ηεθμιενάζδξ βζα ηδκ ηαηαζηεοή ημο νεηνμσζημφ θμνέα Babe-
ΣΔΡΣ. 
 

pCLXSN: Δίκαζ έκαξ πνυηοπμξ νεηνμσζηυξ θμνέαξ έηθναζδξ πμο θένεζ ηα 

βμκίδζα EGFP (Renilla Enhanced Green Fluorescent Protein; πνάζζκδ 

θεμνίγμοζα πνςηεΐκδ) ηαζ ηδξ θςζθμιεηαθμνάζδξ ηδξ κεμιοηίκδξ (Neo) (E. 

coli Tn5 Neomycin Phosphotransferase) πμο επζθένεζ ακεεηηζηυηδηα ζημ 

ζοκεεηζηυ ακηζαζμηζηυ G418, ςξ ιάνηονεξ επζθμβήξ ηςκ επζιμθοζιέκςκ 

ηοηηάνςκ, ηάης απυ ημκ ιεηαβναθζηυ έθεβπμ ημο πνμαβςβέα pIRES (Internal 

Ribosome Entry Segment) ημο ζμφ ηδξ εβηεθαθμιομηανδίηζδαξ 

(encephalomyocarditis virus; ECMV). Σμ ζοκεεηζηυ ακηζαζμηζηυ G418 

πανειπμδίγεζ ηδκ πνςηεσκμζφκεεζδ ηαζ θμκεφεζ ηφηηανα εδθαζηζηχκ. Σμ 

βμκίδζμ Neo θςζθμνοθζχκεζ ημ G418 ηαζ ημ απεκενβμπμζεί επζηνέπμκηαξ έηζζ 

ζε ηφηηανα εδθαζηζηχκ πμο θένμοκ ημ Neo κα επζαζχκμοκ πανμοζία ημο 

G418. Δπζπθέμκ θένεζ ηδκ αθθδθμοπία Flag βζα ηδκ ακαβκχνζζδ ηδξ έηθναζδξ 
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ημο πνμσυκημξ εκυξ βμκζδίμο πμο ιπμνεί κα ηθςκμπμζδεεί ιεηά απ‟ αοηήκ ηδκ 

αθθδθμοπία ζηδ εέζδ ηθςκμπμίδζδξ EcoRI. Σμ ηθςκμπμζδιέκμ βμκίδζμ εα 

εηθνάγεηαζ απυ ηδκ 5‟ ιαηνζά επακαθαιαακμιέκδ αθθδθμοπία (5‟ Long 

Terminal Repeat; LTR) ημο νεηνμσμφ ημο ζανηχιαημξ ημο πμκηζημφ (Murine 

Sarcoma Virus; MSCV) (Δζηυκα 10). 

pCLXSN-ΙΚΚβT: Βαζίγεηαζ ζημκ πνυηοπμ νεηνμσζηυ θμνέα CLXSN ηαζ θένεζ, 

επζπθέμκ ηςκ ΔGFP ηαζ Neo, ιζα ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή ηδξ IKKα ζημ ανυβπμ 

εκενβμπμίδζδξ-T ηδξ ηαηαθοηζηήξ πενζμπήξ ηδξ ηζκάζδξ (΢πήια 6.1Γ) πμο 

εηθνάγεηαζ απυ ηδκ 5‟ LTR ημο νεηνμσμφ ημο MSCV. Δζδζηυηενα, μζ ζενίκεξ 

S177 ηαζ S181 έπμοκ ακηζηαηαζηαεεί απυ αθακίκεξ (Delhase et al., 1999) ιε 

απμηέθεζια δ IKKαT κα ειθακίγεζ ζδζμζοζηαηζηή εκενβυηδηα. Η εζζαβςβή ημο 

βμκζδίμο IKKβT ζηα ηφηηανα εα μδδβεί ζηδκ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB αηυιδ 

ηαζ απμοζία ελςβεκμφξ ζήιαημξ (Δζηυκα 10). 

pIBIN: Φένεζ, επζπθέμκ ημο βμκζδίμο Neo, ιζα ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή ηδξ 

ακενχπζκδξ πνςηεΐκδξ IηBα ζηζξ ζενίκεξ 32 ηαζ 36 πμο δεκ 

θςζθμνοθζχκεηαζ ηαζ δεκ απμζημδμιείηαζ. Η εζζαβςβή ημο οπενηαηαζημθέα 

IθBαSR ζηα ηφηηανα εα ηαηαζηείθεζ ημκ NF-ηB αηυιδ ηαζ πανμοζία 

ελςβεκμφξ ζήιαημξ (Δζηυκα 10). 

GL2: Βαζίγεηαζ ζημκ πνυηοπμ νεηνμσζηυ θμνέα pSuper.Retro-Puro (pSR-

Puro) ηδξ Oligoengine ηαζ πνδζζιμπμζείηαζ εονέςξ βζα ηδκ ηθςκμπμίδζδ 

ιζηνχκ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ [small hairpin (sh) loop oligonucleotides] 

πνμηεζιέκμο κα ιεζμννοειζζηεί δ έηθναζδ εκυξ εκδμβεκμφξ βμκζδίμο ζε 

ηφηηανα εδθαζηζηχκ. Ο pSR-Puro αοηυ-απεκενβμπμζείηαζ ζε ζπέζδ ιε ηδκ 

ακηζβναθή ημο θυβς ηδξ απάθεζρδξ ζηδ 3‟ LTR, ηαζ εηθνάγεζ ημ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ απυ ημκ πνμαβςβέα H1, εκχ ημ βμκίδζμ ηδξ πμονμιοηίκδξ 

(Puro) απυ ημκ πνμαβςβέα ηδξ PGK. Ο νεηνμσζηυξ θμνέαξ GL2 θένεζ έκα sh 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ βζα ηδ θμοζζθενάζδ (sh Luciferase; sh Luc) (Olivotto et al., 

2008) (Δζηυκα 11). 

A1836 (#IKKα): Βαζίγεηαζ ζημκ πνυηοπμ νεηνμσζηυ θμνέα pSR-Puro ηαζ θένεζ 

έκα sh μθζβμκμοηθεμηίδζμ βζα ημ ακενχπζκμ βμκίδζμ ηδξ IKKα (sh IKKα) 

(Olivotto et al., 2008) (Δζηυκα 11). 

P1 (#IKKβ): Βαζίγεηαζ ζημκ πνυηοπμ νεηνμσζηυ θμνέα pSR-Puro ηαζ θένεζ έκα 

sh μθζβμκμοηθεμηίδζμ βζα ημ ακενχπζκμ βμκίδζμ ηδξ IKKβ (sh IKKα) (Olivotto et 

al., 2008) (Δζηυκα 11). 
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Όθμζ μζ νεηνμσζημί θμνείξ, CLXSN, CLXSN-IKKbetaT, IBIN, pSR-Puro, GL2, 

A1836 (#IKKα) ηαζ P1 (#IKKα) ήηακ εοβεκζηή πνμζθμνά ημο Καεδβδηή 

Κοηηανζηήξ Βζμθμβίαξ ηαζ Βζμπδιείαξ Kenneth B. Marcu ημο Πμθζηεζαημφ 

Πακεπζζηδιίμο ηδξ Νέαξ Τυνηδξ ζημ Stony Brook, USA ηαζ ημο Κέκηνμο 

Βζμσαηνζηήξ Ένεοκαξ ημο Πακεπζζηδιίμο ηδξ Μπμθυκζα, Ιηαθία. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 10: ΢ρεκαηηθή παξάζηαζε ησλ ξεηξντηθώλ θνξέσλ έθθξαζεο 
γηα ηελ ελεξγνπνίεζε (IKKβT) ή απελεξγνπνίεζε (IθBαSR) ηνπ 
ππξεληθνύ κεηαγξαθηθνύ παξάγνληα NF-θB. Σμ βμκίδζμ NEO ηςδζημπμζεί 
ηδ θςζθμιεηαθμνάζδ ηδξ κεμιοηίκδξ πμο επζθένεζ ακεεηηζηυηδηα ζημ 
ζοκεεηζηυ ακηζαζμηζηυ G418. 
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Δηθόλα 11: ΢ρεκαηηθή παξάζηαζε ησλ ξεηξντηθώλ θνξέσλ έθθξαζεο 
γηα ηε κεηνξξύζκηζε ηεο IKKα ή IKKβ. IKKα ηαζ IKKα είκαζ δφμ 
εκενβμπμζδηέξ ημο NF-ηB, πμο ηςδζημπμζμφκ ηζκάζεξ ζενίκδξ/ενεμκίκδξ ή μ 
πνυηοπμξ νεηνμσζηυξ θμνέαξ πμο θένεζ shRNAi βζα ηδ θμοζζθενάζδ (GL2). 
Γζα ηδκ ηθςκμπμίδζδ ηςκ Sh μθζβμκμοηθεμηζδίςκ (small hairpin loop 
oligoneocleotides) πνδζζιμπμζήεδηε μ πνυηοπμξ θμνέαξ pSuper.Retro-Puro 
ηδξ Oligoengine. Σμ βμκίδζμ Puro επζθένεζ ακεεηηζηυηδηα ζηδκ πμονμιοηίκδ 
(Olivotto et al., 2008). 
 

(Β) Καηαζθεπή αλζξσπίλσλ επηζειηαθώλ θπηηάξσλ πλεύκνλα Α549 

πνπ εθθξάδαλε ηα επηζπκεηά γνλίδηα 

 

Παξαγωγή ξεηξνϊώλ κε δηακόιπλζε DNA 

 

Γζα ηδκ παναβςβή νεηνμσχκ πνδζζιμπμζήεδηε δ αιθμηνμπζηή ηοηηανζηή 

ζεζνά παηεηανίζιαημξ νεηνμσχκ Phoenix (ΦNX) δ μπμία δζαιμθφκεδηε ιε 

ημοξ επζεοιδημφξ νεηνμσζημφξ θμνείξ ιε ηδ ιέεμδμ ημο θςζθμνζημφ 

αζαεζηίμο (Gonos et al., 1994; Kolettas et al., 1994). Σα νεηνμσζηά ζςιαηίδζα 

πμο πνμέηορακ ιεηά ηδ δζαιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ ΦNX πνδζζιμπμζήεδηακ 
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βζα ηδκ επζιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ A549 (Kolettas et al., 1994; Kolettas and 

Rosenberger, 1998) 

Γηακόιπλζε ηωλ θπηηάξωλ Phoenix κε ηε κέζνδν ηνπ θωζθνξηθνύ αζβεζηίνπ  

 

Η δζαιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ ΦNX ιε ηδ ιέεμδμ ημο θςζθμνζημφ αζαεζηίμο 

ζηδνίγεηαζ ζηδκ ζηακυηδηα ηςκ ηοπάνςκ κα εκζςιαηχκμοκ, πζεακά ιέζς 

εκδμηφηηςζδξ, ζοιπθέβιαηα θςζθμνζημφ αζαεζηίμο-DΝΑ υηακ αοηά 

πνμζηίεεκηαζ ελςβεκχξ. Όθα ηα δζαθφιαηα πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα ηδκ 

επζιυθοκζδ ηςκ ηοπάνςκ παναζηεοάγμκηαζ θίβμ πνζκ ηδ πνήζδ ημοξ ηαζ 

απμζηεζνχκμκηαζ ζε θίθηνα 0.2 ιm Sartorius. Η δζαιυθοκζδ βίκεηαζ ιε ηδκ 

ιεβαθφηενδ δοκαηή ηαπφηδηα, χζηε ημ pΗ ηδξ ηαθθζένβεζαξ κα ιδκ ιεηααθδεεί. 

Πενζθδπηζηά, έβζκε ζπμνά 3x106 ηφηηανα ΦNX ακά 6 cm ηνοαθίμ ηαζ ηα 

ηφηηανα επςάζηδηακ βζα 24 χνεξ ζημοξ 37oC, 5%CO2. Μεηά ηδκ επχαζδ, 

έβζκε αθθαβή ημο ενεπηζημφ οθζημφ ιε 3 ml θνέζημο πθήνμοξ ενεπηζημφ 

οθζημφ DMEM ημοθάπζζημκ 2 χνεξ πνζκ ηδ δζαιυθοζκδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημοξ 

νεηνμσζημφξ θμνείξ. ΢ηδ ζοκέπεζα ακαιίπεδηακ ιε δίκδ (vortex) 15 ιg 

νεηνμσζημφ DNA ζε 1XTE pH8.0 ιε 31 ιl 2M CaCl2 ηαζ απμζηεζνςιέκμ δζξ-

απμζηαβιέκμ κενυ ζε ηεθζηυ υβημ 250 ιl. Σμ ιίβια πνμζηέεδηε ζηάβδδκ ηαζ 

οπυ παιδθή ζοκεπή ακάδεοζδ, ζε 250 ιl απμζηεζνςιέκμο δζαθφιαημξ 2X 

HBS pH7.12. Σμ ηαεανυ (δζαθχηζζημ; translucent) ίγδια ζοιπθεβιάηςκ 

DNA-CaPO4 πμο ζπδιαηίζεδηε (υβημξ 500 ιl) πνμζηέεδηε αιέζςξ ζηάβδδκ 

ζηα ηφηηανα πμο ημπμεεηήεδηακ αιέζςξ ζημκ επςαζηζηυ ηθίαακμ ζημοξ 

37oC, 5%CO2, βζα κα ιδκ ιεηααθδεεί ημ pH ηδξ ηαθθζένβεζαξ, ηαζ αημθμφεδζε 

επχαζδ βζα υθδ ηδ κφπηα (>18 χνεξ). 

Μεηά απυ ημοθάπζζημκ 18 χνεξ επχαζδξ, ημ ενεπηζηυ οθζηυ πμο πενζείπε ημ 

DNA ακαννμθήεδηε ηαζ ηα δζαιμθοζιέκα ηφηηανα εηπθφεδηακ δφμ θμνέξ ιε 

5 ml DMEM πμο πενζείπε ακηζαζμηζηά ηαζ L-βθμοηαιίκδ πςνίξ μνυ. Μεηά ηδ 

πνμζεήηδ 4 ml θνέζημο πθήνμοξ ενεπηζημφ οθζημφ DMEM, ηα δζαιμθοζιέκα 

ηφηηανα ΦNX επςάζηδηακ ζημοξ 37oC, 5%CO2 βζα 24 - 48 χνεξ πνζκ ηδ 

ζοθθμβή ηςκ νεηνμσζηχκ ζςιαηζδίςκ βζα ηδκ επζιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ MRC-

5 ηαζ IMR-90.   
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2XHBS, pH 7.12: 50mM Hepes, 280mM NaCI, 15mM Na2HPO4, pΗ 7.12 

 

10 mg/ml πμθοανίκδ ζε απμζηεζνςιέκμ δζξ-απμζηαβιέκμ κενυ 

 

Σα δζαθφιαηα απμζηεζνχεδηακ ιε θζθηνάνζζια δζαιέζμο εκυξ ιζηνμθίθηνμο 

0.2 ιm (Sartorius) ηαζ δζαηδνήεδηακ ζημοξ 4oC. 

Δπηκόιπλζε ηωλ θπηηάξωλ Α549 κε ηνπο ξεηξνϊνύο 

 

Οζ ακαζοκδοαζιέκμζ νεηνμσζμί εθαηηςιαηζηήξ ακηζβναθήξ (replication-

defective recombinant retroviruses) πμο πανάπεδηακ ιε ηδ δζαιυθοκζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ΦNX ιε ημοξ νεηνμσζημφξ θμνείξ πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ 

επζιυθοζκδ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 υπςξ πενζβνάθδηε πνμδβμοιέκςξ (Kolettas 

and Rosenberger 1998). 

Πενζθδπηζηά δ δζαδζηαζία πναβιαημπμζείηαζ ζε δφμ ααζζηά ζηάδζα: 

(i) Σμ ενεπηζηυ οθζηυ ηςκ δζαιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ ΦNX πμο πενζείπε ηα 

νεηνμσζηά ζςιαηίδζα ζοθθέπεδηε ιεηά απυ 24 χνεξ ηαζ θζθηνανίζηδηε 

δζαιέζμο εκυξ ιζηνμθίθηνμο 0.45ιm (Sartorius). ΢ηα 4 ml ημο δζδεήιαημξ 

πνμζηέεδηε πμθοανίκδ ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 8 ιg/ml, ηα μπμία ζηδ 

ζοκέπεζα πνμζηέεδηακ ζηα ηφηηανα Α549  (αθέπε ii). 

(ii) Έβζκε ζπμνά 5x105 ηοηηάνςκ Α549 ζε θθάζηεξ 25cm2 ηαζ ηα ηφηηανα 

επςάζηδηακ βζα 24 χνεξ ζημοξ 37oC, 5%CO2. Μεηά ηδκ επχαζδ ημ 

ενεπηζηυ οθζηυ ακηζηαηαζηάεδηε ιε ημ δζήεδια (4 ml) απυ ηα 

δζαιμθοζιέκα ηφηηανα ΦNX (αθέπε i) ηαζ δ επχαζδ ζημοξ 37oC, 5%CO2 

ζοκεπίζηδηε βζα 8 χνεξ. ΢ηδ ζοκέπεζα ημ ενεπηζηυ οθζηυ ιε ημοξ 

νεηνμσμφξ ακηζηαηαζηάεδηε ηαζ πνμζηέεδηακ ζηα ηφηηανα 5 ml θνέζημο 

πθήνμοξ ενεπηζημφ οθζημφ DMEM ηαζ δ επχαζδ ζοκεπίζηδηε ζημοξ 

37oC, 5%CO2 βζα 2-3 επζπθέμκ διένεξ. 

Μεηά ηδκ επχαζδ ημ ενεπηζηυ οθζηυ ακακεχεδηε πάθζ ιε 5 ml θνέζημο 

πθήνμοξ ενεπηζημφ οθζημφ DMEM πμο πενζείπε ημ ακηζαζμηζηυ επζθμβήξ ηςκ 

επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ Α549 ηαζ δ επχαζδ ζοκεπίζηδηε ζημοξ 37oC, 

5%CO2 βζα 10-14 διένεξ βζα ηδκ επζθμβή ζηαεενχκ ηοηηανζηχκ πθδεοζιχκ. 

Η επζθμβή ηςκ επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ Α549 έβζκε ζε 1 ιg/ml πμονμιοηίκδ 

βζα 14 διένεξ, ζε 150 ιg/ml G418 ή 25 - 50 ιg/ml Hygro B βζα 21 διένεξ. Σμ 
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ενεπηζηυ οθζηυ ιε ημ ακηζαζμηζηυ επζθμβήξ ακακεχκμκηακ ηάεε 3 - 4 διένεξ 

ηαε‟ υθδ ηδ δζάνηεζα ηδξ επζθμβήξ ηςκ επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ. 

 

(Γ) Κπηηαξηθνί πιεζπζκνί αλζξώπηλσλ επηζειηαθώλ θαξθηληθώλ 

θπηηάξσλ πλεύκνλα Α549 πνπ θαηαζθεπάζζεθαλ 

 

Καηαζηεοάζεδηακ μζ ηοηηανζημί πθδεοζιμί ακενχπζκςκ ηοηηάνςκ, πμο 

ακαθένμκηαζ ζημκ Πίκαηα 5. 

 

Πίλαθαο 5 Καηαζθεπή θπηηαξηθώλ πιεζπζκώλ αλζξώπηλσλ 

επηζειηαθώλ θαξθηληθώλ θπηηάξσλ πλεύκνλα Α549 πνπ εθθξάδαλε 

δηαθνξεηηθά γνλίδηα 

Κύηηαξα Ρεηξντηθόο Φνξέαο Καηαζθεπή 

Α549 CLXSN-GFP-Neo Α549 Neo 

Α549 IBIN Α549 IηBαSR 

Α549 GL2 Α549 #Luc 

Α549 A1836 Α549 #IKKα 

Α549 P1 Α549 #IKKα 

Α549 CLXSN-GFP-Neo Α549 Neo 

Α549 CLXSN-IKKbetaT Α549 IKKαT 

MRC-5 Babe-Puro/hTERT MRC-5 TERT 

UT-SCC-60A GL2 UT-SCC-60A #Luc 

UT-SCC-60A A1836 UT-SCC-60A #IKKα 

UT-SCC-60Β GL2 UT-SCC-60Β #Luc 

UT-SCC-60Β A1836 UT-SCC-60Β #IKKα 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ ΣΡΗΣΟ 

 

 

ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ
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ΜΔΡΟ΢ ΠΡΩΣΟ 
 

Ο ξόινο ηνπ NF-θB ζηηο απνθξίζεηο ησλ θπηηάξσλ ζην 

νμεηδσηηθό ζηξεο πνπ επάγεηαη από ην H2O2 
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3.1 Ζ ρνξήγεζε H2O2 είρε σο απνηέιεζκα ηε ζπζζώξεπζε ησλ 

ελδνγελώλ επηπέδσλ ΓΜΟ θαη εθθίλεζε κηα απόθξηζε ζε βιάβεο ζην 

DNA  

 

Ανπζηά ακαθφζαιε ηδξ επζδνάζεζξ ηδξ πμνήβδζδξ H2O2 ζηδ ζοζζχνεοζδ ηςκ 

εκδμβεκχκ ΓΜΟ. Σα επίπεδα ηςκ εκδμβεκχκ ΓΜΟ πνμζδζμνίζηδηακ υπςξ 

πενζβνάθεηαζ ζηα Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ, φζηενα απυ ηδ πμνήβδζδ H2O2 ζε 

ζοβηεκηνχζεζξ 0 - 1000 ιM H2O2 βζα 2 h (΢π. 1A). Σα εκδμβεκή επίπεδα ΓΜΟ 

ζοζζςνεφηδηακ ζηα ηφηηανα A549 ιε έκα δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ ςξ 

απυηνζζδ ζηζξ αολακυιεκεξ δυζεζξ H2O2. 

΢ηδ ζοκέπεζα, δζενεοκήζαιε ημ ηαηά πυζμ ηα αολδιέκα επίπεδα ηςκ 

εκδμβεκχκ ΓΜΟ, ςξ απυηνζζδ ζηδ πμνήβδζδ H2O2, εηηίκδζακ ιζα απυηνζζδ 

ζε αθάαεξ ζημ DNA (DDR). Γζα ημ ζημπυ αοηυ, ακαθφζαιε ηδκ έηθναζδ 

επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ, πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ DDR (΢π. 1A). Σμ H2O2 

επήβαβε ηδ θςζθμνοθίςζδ ηςκ ATM (ζενίκδ1981), Chk2 (ενεμκίκδ68), p53 

ηονίςξ ζηδ ζενίκδ15 ηαζ ζε θζβυηενμ ααειυ ζηδ ζενίκδ20 ηαζ β-H2AX ζε 

ζοβηέκηνςζδ 500 ιΜ H2O2 έκα θαζκυιεκμ πμο ήηακ ζζπονυηενμ φζηενα απυ 

ηδ πμνήβδζδ 1000 ιM H2O2. Δπμιέκςξ, δ ζοζζχνεοζδ ηςκ ΓΜΟ 

εκενβμπμίδζε ιζα πμνεία απυηνζζδξ ζε αθάαεξ ζημ DNA (DDR) ζηα ηφηηανα 

A549. 
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΢ρήκα 1. Το H2O2 επήγαγε ηη ζςζζώπεςζη ηων ΓΜΟ και ηην απόκπιζη 
ζε βλάβερ ζηο DNA. (A) ΢ηα ηφηηανα Α549 πμνδβήεδηε Η2Ο2 ζε 
αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ (0 - 1000 ιΜ) ηαζ οπμθμβίζηδηακ ηα εκδμβεκή 
επίπεδα ΓΜΟ ζηα φζηενα απυ ηδ πμνήβδζδ Η2Ο2 ιε ηδ πνήζδ ηδξ μοζίαξ 
C2938. (B) Πναβιαημπμζήεδηε ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western 
βζα ημκ έθεβπμ ηδξ έηθναζδξ επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ, πμο ειπθέημκηαζ ζηζξ 
απμηνίζεζξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε αθάαεξ ζημ DNA, υπςξ ATM, θχζθμ-ATM 
(Ser1981), Chk2, θχζθμ-Chk2 (T68), θχζθμ-p53 (Ser15 & Ser20) ηαζ β-
H2AX ή α-αηηίκδ.   
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3.2 Ζ ρνξήγεζε H2O2 αλέζηεηιε ηνλ θπηηαξηθό πνιιαπιαζηαζκό θαη 

επήγαγε ηε ζπζζώξεπζε ησλ θπηηάξσλ Α549 ζηε G2-M θάζε ηνπ 

θπηηαξηθνύ θύθινπ  

 

΢ηδ ζοκέπεζα ηαεμνίζαιε ηζξ ιαηνμπνυκζεξ επζδνάζεζξ ηδξ πμνήβδζδξ H2O2 

ζημκ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ ηοηηάνςκ Α549, πναβιαημπμζχκηαξ 

πνμζδζμνζζιυ ακάπηολδξ απμζηζχκ (clonogenic survival assay). Κφηηανα 

Α549 ηαθθζενβήεδηακ ζε παιδθή ποηκυηδηα ηαζ ημοξ πμνδβήεδηακ 

αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ H2O2 πμο ηοιαίκμκηακ απυ 0 - 1000 ιM βζα 2 h. 

Σμ H2O2 αθαζνέεδηε ηαζ ηα ηφηηανα αθέεδηακ κα ακαπηοπεμφκ βζα έκα 

πνμκζηυ δζάζηδια 14άνςκ διενχκ ιε ηαηηζηέξ αθθαβέξ πθήνμοξ ενεπηζημφ 

οθζημφ ακάιεζα (ηάεε 2-3 ιένεξ). Οζ απμζηίεξ πμο ζπδιαηίζηδηακ 

ζηαεενμπμζήεδηακ, οπέζηδζακ πνχζδ ηαζ ηαηαιεηνήεδηακ. Η πμνήβδζδ 

H2O2 ζηα ηφηηανα Α549 ιείςζε ημ ζπδιαηζζιυ ηςκ απμζηζχκ ιε έκα δυζμ-

ελανηχιεκμ ηνυπμ (΢π. 2A), οπμδδθχκμκηαξ πςξ ημ H2O2 ακέζηεζθε ημκ 

ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ. Δκ ζοκεπεία, ηαεμνίζαιε ηζξ επζδνάζεζξ ημο 

H2O2 ζημκ ηοηηανζηυ ηφηθμ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ζηα μπμία πμνδβήεδηακ 

αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ (0 - 1000 ιM) H2O2 βζα 2 h. Ακάθοζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ Α549 24 h ιεηά ηδ πμνήβδζδ H2O2, ιε ηοηηανμιεηνία νμήξ 

ζςδζμφπμο πνμπζδίμο, έδεζλε πςξ ημ H2O2 επήβαβε ηδ ζοζζχνεοζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ Α549 ζηδ θάζδ G2-M ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, πανάβμκηαξ 

ηαοηυπνμκα εκδείλεζξ απυπηςζδξ, ιε έκα δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ (΢π. 2B). 

΢ηδ ζοκέπεζα, ακαθφζαιε ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western ηδκ έηθναζδ 

επζθεβιέκςκ νοειζζηζηχκ πνςηεσκχκ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ηδξ 

απυπηςζδξ, ζε ηοηηανζηά εηποθίζιαηα ηςκ ηοηηάνςκ Α549, ηα μπμία 

απμιμκχεδηακ 24 h ιεηά ηδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ (0 - 

1000 ιM) H2O2 βζα 2 h (΢π. 2Γ). Δκχ δ έηθναζδ ηδξ ηοηθίκδξ D1 

αολμννοειίζηδηε ζηα ηφηηανα Α549 ιεηά ηδ πμνήβδζδ Η2Ο2 ιε δυζμ-

ελανηχιεκμ ηνυπμ, δ έηθναζδ ηδξ Cdc6 πανμοζίαζε ιζα ιζηνή ιεζμννφειζζδ, 

ζηζξ εακαηδθυνεξ, ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ Η2Ο2 ηςκ 500 ηαζ 1000ιΜ (΢π. 2Γ). 

Αηυια, ημ Η2Ο2 επήβαβε δυζμ-ελανηχιεκα ηδκ έηθναζδ ηδξ p53 ηαζ ηδξ 

πνςηεΐκδξ-ζηυπμο ηδξ p21Cip/Waf1, εκχ δ έηθναζδ ηδξ p27Kip1 πανμοζίαζε 

ιείςζδ (΢π. 2Γ). Καεχξ πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έδεζλακ πςξ δ p53 νοειίγεζ 

ανκδηζηά ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 (Druusma and Agami, 2005), ηα παναπάκς 
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ζημζπεία οπμδήθςζακ πςξ δ ιεζμννφειζζδ ηδξ Cdc6 δεκ ζοζπεηίγμκηακ 

άιεζα ιε ηδκ αολμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ p53 απυ ημ Η2Ο2. Γζα ηδκ 

πεναζηένς ιεθέηδ ηςκ επζδνάζεςκ ημο Η2Ο2 ζηδκ έηθναζδ ηςκ επζθεβιέκςκ 

νοειζζηζηχκ πνςηεσκχκ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, ακαθφεδηακ μθζηά, 

ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ πονδκζηά εηποθίζιαηα ηαζ μθζηέξ πνςηεΐκεξ απυ 

απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ, έηζζ χζηε κα δζενεοκδεεί ηυζμ δ έηθναζδ υζμ ηαζ 

δ οπυ-ηοηηανζηή ηαηακμιή ηδξ ηοηθίκδξ D1 ηαζ ηδξ Cdc6, ηαεχξ ηαζ ημο 

ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα E2F1, ηαεχξ ημ βμκίδζμ ηδξ Cdc6 απμηεθεί 

ιεηαβναθζηυ ζηυπμ ημο E2F1 (Hateboer et al., 1998; Ohtani et al., 1998; Yan 

et al., 1998). Ανπζηά, επαθδεεφζαιε πςξ δ πμνήβδζδ Η2Ο2 ζε ζοβηεκηνχζεζξ 

500 ηαζ 1000 ιΜ επήβαβε ηδκ έηθναζδ ηδξ ηοηθίκδξ D1 ηαζ ηδ ιζηνή 

ιεζμννφειζζδ ηδξ Cdc6 ζε μθζηά ηοηηανζηά εηποθίζιαηα (΢π. 2Γ). Ωζηυζμ, δ 

οπυ-ηοηηανζηή ηθαζιαημπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 απμηάθορε υηζ ημ Η2Ο2 

επήβαβε ηδκ πονδκζηή ζοζζχνεοζδ ηςκ πνςηεσκχκ ηοηθίκδξ D1 ηαζ Cdc6 ιε 

δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ (΢π. 2Γ). Πανά ημ υηζ δ ιεζμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ 

ηδξ E2F1 απυ ημ Η2Ο2 ζοιθςκμφζε ιε ηδ ιεζμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ 

Cdc6 ζηα μθζηά ηαζ ηοηηανμπθαζιαηζηά εηποθίζιαηα, έκα ακηίεεημ θαζκυιεκμ 

ακζπκεφεδηε ζηα πονδκζηά εηποθίζιαηα υπμο δ ιεζμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ 

ηδξ E2F1 ζοζπεηζγυηακ ιε ηδκ πονδκζηή ζοζζχνεοζδ ηδξ Cdc6, ςξ απυηνζζδ 

ζηδ πμνήβδζδ Η2Ο2 (΢π. 2Γ). Δπμιέκςξ, δ ηαηακμιή ηδξ έηθναζδξ ηςκ p53 

ηαζ E2F1 δε ζοζπεηζγυηακ ιε ημ πνμθίθ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 

οπμδδθχκμκηαξ, πςξ επζπθέμκ ηδξ εεηζηήξ νφειζζδξ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 

απυ ημκ E2F1 (Hatoboer et al. 1998; Ohtani et al., 1998; Yan et al., 1998) ηαζ 

ηδξ ανκδηζηήξ νφειζζδξ ηδξ απυ ηδκ p53 (Druusma and Agami, 2005), 

επζπνυζεεημζ πανάβμκηεξ ή ιδπακζζιμί θεζημονβμφκ, έηζζ χζηε κα νοειίζμοκ 

ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ςξ απυηνζζδ ζημ H2O2. ΢οκμθζηά, ηα δεδμιέκα αοηά 

έδεζλακ, πςξ δ πμνήβδζδ H2O2 μδήβδζε ζηδ ζοζζχνεοζδ ηςκ εκδμβεκχκ 

επζπέδςκ ΓΜΟ ηαζ ζηδκ ακαζημθή ημο ηοηηανζημφ πμθθαπθαζζαζιμφ, 

πνμάβμκηαξ ηδ ζοζζχνεοζδ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ζηδ θάζδ G2-M ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο.  
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΢ρήκα 2. Αποκπίζειρ ηων κςηηάπων Α549 ζηο Η2Ο2. (A) Πνμζδζμνζζιυξ 
ακάπηολδξ απμζηζχκ (clonogenic survival assay), βζα κα ηαεμνζζημφκ μζ 
επζδνάζεζξ ηςκ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ H2O2 ζημ ζπδιαηζζιυ 
απμζηζχκ, ζε έκα δζάζηδια 14ςκ διενχκ. (B) ΢ηα ηφηηανα A549 
πμνδβήεδηακ αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ H2O2 (0 - 1000 ιM) ηαζ 
οπμαθήεδηακ ζε  ακάθοζδ ιέζς ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ ιε ηδ πνήζδ πνχζδξ 
PI, έηζζ χζηε κα δζενεοκδεμφκ μζ επζδνάζεζξ ημο H2O2 ζημκ ηοηηανζηυ 
πμθθαπθαζζαζιυ. (Γ) Ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western 
επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ πνμυδμο ημο 
ηοηηανζημφ ηφηθμο (ηοηθίκδ D1, Cdc6, p53 ηαζ p21Cip1/Waf1 ή α-αηηίκδξ) ζε 
μθζηά ηοηηανζηά εηποθίζιαηα Α549 ιεηά ηδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ 
ζοβηεκηνχζεςκ (0 - 1000 ιΜ) H2O2. (Γ) Ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια 
ηαηά western ηδξ έηθναζδξ ηδξ ηοηθίκδξ D1, Cdc6, ηαζ E2F1 ή α-αηηίκδξ ζε 
μθζηά, ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ πονδκζηά εηποθίζιαηα ηαζ ζε μθζηά πνςηεσκζηά 
εηποθίζιαηα απυ απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ιεηά ηδκ 
έηεεζδ ημοξ ζε αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ (0 - 1000 ιΜ) H2O2.  
 
 

(Γ) 

(Γ) 



 

 

112 
 

 3.3 Ζ ρνξήγεζε H2O2 επήγαγε ηελ απόπησζε ζηα θύηηαξα Α549  

 

Δπεζδή δ πνυηθδζδ αθααχκ ζημ DNA ιπμνεί κα μδδβήζεζ είηε ζηδκ ακαζημθή 

ημο ηοηηανζημφ πμθθαπθαζζαζιμφ ή ζηδκ επαβςβή ηδξ απυπηςζδξ ή ηαζ ζηα 

δομ (Harper and Elledge, 2007) ηαζ θυβς ημο υηζ δ ακάθοζδ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο απμηάθορε ιζα αφλδζδ ημο πθδεοζιμφ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ζηδ θάζδ 

sub-G1, ςξ απυηνζζδ ζηδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ H2O2 (΢π. 

2B), δζενεοκήζαιε ημ ηαηά πυζμ ημ H2O2 επήβαβε ηδκ απυπηςζδ ζηα 

ηφηηανα Α549 πνδζζιμπμζχκηαξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ ιε ακκελίκδ V/PI (΢π. 

3A). Η ακάθοζδ έδεζλε πςξ οπήνπε ιζα πνμμδεοηζηή αφλδζδ ηςκ 

απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ, ηυζμ ηςκ πνχζια υζμ ηαζ ηςκ υρζια απμπηςηζηχκ 

ηοηηάνςκ, απυ 6,73% ζηα ηφηηανα, ζηα μπμία δεκ είπε πμνδβδεεί H2O2 ζε 

14,56%, 21,69% ηαζ 31,69% ζηα ηφηηανα A549, ζηα μπμία πμνδβήεδηακ 200, 

500 ηαζ 1000 ιM H2O2, ακηίζημζπα (΢π. 3A ηαζ B). Δπζπθέμκ, δείπηδηε, πςξ δ 

αφλδζδ ηςκ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ μθεζθυηακ ζηδκ αφλδζδ ηςκ υρζια 

απμπηςηζηχκ-κεηνςηζηχκ ηοηηάνςκ (ακκελίκδ V+/PI+ ηφηηανα; πάκς δελζά 

ηεηανηδιυνζμ) ηαζ ηςκ κεηνςηζηχκ ηοηηάνςκ (ακκελίκδ V-/PI+ ηφηηανα; πάκς 

ανζζηενά ηεηανηδιυνζμ), ακάθμβα ιε ηζξ αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ H2O2 

(΢π. 3A & Β). 

΢ε ιζα πνμζπάεεζα κα ζοζπεηίζμοιε ηα δεδμιέκα ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ 

ακκελίκδξ-V/ζςδζμφπμο πνμπζδίμο ιε ιμνζαηέξ ιεηααμθέξ, ιεθεηήεδηε δ 

έηθναζδ επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ, πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ 

απυπηςζδξ, ζε μθζηά ηοηηανζηά εηποθίζιαηα ηςκ ηοηηάνςκ Α549, πμο 

απμιμκχεδηακ 24 h ιεηά ηδκ έηεεζδ ημοξ ζε 0 - 1000 ιΜ Η2Ο2 βζα 2 h (΢π. 

3Γ). Η πμνήβδζδ Η2Ο2 ζηα ηφηηανα Α549 είπε ςξ απμηέθεζια ηδ 

ιεζμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Bcl-2, ηδκ αολμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ 

μθζηήξ Bax (βμκζδίμο-ζηυπμο ηδξ p53) ηαζ ηδκ επαβςβή ημο μθζβμιενζζιμφ ηδξ 

πμο ζοζπεηζγυηακ ιε ηδ ζφβπνμκδ ιείςζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ ιμκμιενμφξ Bax, 

ιε δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ (΢π. 3Γ). Δπμιέκςξ, δ πμνήβδζδ Η2Ο2 ιεηέααθε 

ηδκ ακαθμβία ηςκ ακηί-απμπηςηζηχκ έκακηζ ηςκ πνμ-απμπηςηζηχκ 

πνςηεσκχκ ηδξ μζημβέκεζαξ Bcl-2, πνμξ υθεθμξ ηςκ δεφηενςκ. Δπζπθέμκ, δ 

πμνήβδζδ Η2Ο2 επήβαβε ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ ηαζπάζδξ-3 ηαζ ηδκ 

πνςηεμθοηζηή δζάζπαζδ ηδξ PARP-1, δ μπμία απμηεθεί οπυζηνςια ηδξ 

ηαζπάζδξ-3, ιε δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ (΢π. 3Γ). Η πνςηεμθοηζηή δζάζπαζδ 
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ηδξ PARP-1 επζαεααζχεδηε, επίζδξ, ζε μθζηά, ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ 

πονδκζηά εηποθίζιαηα ηαζ ζε μθζηέξ πνςηεΐκεξ απυ απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ 

ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ιεηά ηδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ Η2Ο2. 

΢ηα μθζηά εηποθίζιαηα ηςκ ηοηηάνςκ Α549, πμο είπε πμνδβδεεί Η2Ο2 

ακζπκεφεδηακ δ ακέπαθδ 116 kDa ιμνθή ηδξ PARP-1 αθθά ηαζ δ 

πνςηεμθοηζηά δζαζπαζιέκδ 89 kDa ιμνθή ηδξ, ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα, 

ηα μπμία δεκ είπακ εηηεεεί ζημ Η2Ο2 ηαζ ζηα μπμία ακζπκεφεδηε ιυκμκ δ 116 

kDa ιμνθή ηδξ PARP-1 (΢π. 3Γ). Ωζηυζμ, ιεβαθφηενδ έηθναζδ ηαζ ηςκ δφμ 

ιμνθχκ ηδξ PARP-1 ακζπκεφεδηε ζηα πονδκζηά εηποθίζιαηα ηςκ ηοηηάνςκ 

Α549 ζηα μπμία είπε πμνδβδεεί Η2Ο2 ηαζ εθάπζζηδ έηθναζδ ζημ 

ηοηηανυπθαζια ηςκ ηοηηάνςκ (΢π. 3Γ). Η πνςηεμθοηζηή δζάζπαζδ ηδξ 

PARP-1 ήηακ ειθακήξ ζηα 200 ιΜ ηαζ έβζκε πζμ έκημκδ ζδζαίηενα ζηα 500 ηαζ 

1000 ιΜ Η2Ο2 (΢π. 3Γ). 

΢οιπεναζιαηζηά, ηα παναπάκς δεδμιέκα οπμδεζηκφμοκ πςξ δ πμνήβδζδ 

Η2Ο2, πμο μδήβδζε ζηδ ζοζζχνεοζδ ΓΜΟ, επήβαβε ηδκ απυπηςζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ Α549 ιε έκα δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ. 
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΢ρήκα 3. Δπαγωγή ηηρ απόπηωζηρ ηων κςηηάπων Α549 από ηο H2O2. 
(Α), (Β) ΢ηα ηφηηανα A549 πμνδβήεδηακ αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ H2O2 (0 
- 1000 ιM) ηαζ οπμαθήεδηακ ζε  ακάθοζδ ιέζς ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ 
ακκελίκδξ V/PI, έηζζ χζηε κα επζηεοπεεί δ πμζμηζημπμίδζδ ηδξ απυπηςζδξ 
ζηδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ H2O2. (Γ) Ακάθοζδ ιε άκμζμ-
απμηφπςια ηαηά western βζα ηδκ έηθναζδ επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ (Bcl-2, 
Bax, p53, Caspase-3, ηαζ PARP-1 ή α-αηηίκδξ) πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ 
ηδξ απυπηςζδξ ζε μθζηά ηοηηανζηά εηποθίζιαηα πνδζζιμπμζχκηαξ 
ελεζδζηεοιέκα ακηζζχιαηα, ςξ απυηνζζδ ζηδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ 
ζοβηεκηνχζεςκ H2O2. (Γ) Ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western βζα 
ηδκ έηθναζδ ηδξ PARP-1 ή α-αηηίκδξ ςξ ιάνηονα, ζε μθζηά, 
ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ πονδκζηά εηποθίζιαηα ηαζ ζε μθζηά πνςηεσκζηά 
εηποθίζιαηα απυ απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ ςξ απυηνζζδ ζηδ πμνήβδζδ 
αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ H2O2.   
 
 

(Γ) 

(Γ) 
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3.4 Ζ θαηάζηαζε ηνπ NF-θΒ ζηα θύηηαξα Α549 σο απόθξηζε ζηε 

ρνξήγεζε Ζ2Ο2 

 

Ο NF-ηΒ είκαζ έκαξ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ εοαίζεδημξ ζηδκ 

μλεζδμακαβςβή, μ μπμίμξ εκενβμπμζείηαζ απυ ηοπυκ μλεζδςηζηή πνμζαμθή ηαζ 

δ εκενβμπμίδζδ ημο πνμζηαηεφεζ ηα ηφηηανα απυ ηδκ απυπηςζδ (Gloire et 

al., 2006a). Γζα κα ηαεμνίζμοιε ηδκ ηαηάζηαζδ ημο NF-ηΒ ζηα ηφηηανα Α549 

πανμοζία / απμοζία αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ Η2Ο2, δζενεοκήεδηε ιε 

άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western ζε μθζηά ηοηηανζηά, ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ 

πονδκζηά εηποθίζιαηα ηαζ μθζηέξ πνςηεΐκεξ απυ απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ, δ 

έηθναζδ δζαθυνςκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηζξ πμνείεξ  

εκενβμπμίδζδξ/ζδιαημδυηδζδξ ημο NF-ηΒ (΢π. 4Α). 

Η έηθναζδ ηςκ ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα παναηδνήεδηε ηυζμ ζημ ηοηηανυπθαζια 

υζμ ηαζ ζημκ πονήκα ηςκ ηοηηάνςκ Α549. Ανπζηά, δ πμνήβδζδ Η2Ο2 δεκ 

επδνέαζε ηα μθζηά επίπεδα έηθναζδξ είηε ηδξ ΙΚΚα ή ηδξ ΙΚΚα, εηηυξ απυ ιζα 

εθάπζζηδ ιείςζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ ΙΚΚα, πμο ακζπκεφεδηε φζηενα απυ ηδ 

πμνήβδζδ 1000 ιΜ Η2Ο2. ΢ηα εηποθίζιαηα εθέβπμο, ηα πνςηεσκζηά επίπεδα 

έηθναζδξ ηδξ ΙΚΚα ήηακ ορδθυηενα ζημ ηοηηανυπθαζια, εκχ ηα επίπεδα 

έηθναζδξ ηδξ ΙΚΚα ήηακ πανυιμζα ηυζμ ζημ ηοηηανυπθαζια υζμ ηαζ ζημκ 

πονήκα. Ωζηυζμ, ςξ απυηνζζδ ζηδ πμνήβδζδ Η2Ο2, δ ΙΚΚα επέδεζλε ιζα 

δζαθμνεηζηή εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή απυ αοηήκ ηδξ ΙΚΚα. Δκχ, δ πμνήβδζδ 

Η2Ο2 είπε ςξ απμηέθεζια ιζα δυζμ-ελανηχιεκδ ζοζζχνεοζδ ηδξ ΙΚΚα ζημκ 

πονήκα, δεκ ακζπκεφηδηακ ακηίζημζπα ζδιακηζηέξ ιεηααμθέξ ζηα πονδκζηά 

επίπεδα έηθναζδξ ηδξ ΙΚΚα (΢π. 4Α). Σα απμηεθέζιαηα αοηά έδεζλακ πςξ δ 

πμνήβδζδ Η2Ο2 επήβαβε ηδκ πονδκζηή ζοζζχνεοζδ ηδξ ΙΚΚα ιε έκακ δυζμ-

ελανηχιεκμ ηνυπμ ηαζ οπέδεζλακ πςξ δ ΙΚΚα ιπμνεί κα έπεζ έκακ 

επζπνυζεεημ πονδκζηυ νυθμ ζηδκ ακελάνηδηδ απυ ημκ NF-ηΒ έηθναζδ 

βμκζδίςκ, επζπθέμκ απυ ημ νυθμ πμο έπεζ ζηδκ ελανηχιεκδ απυ ημκ NF-ηΒ 

έηθναζδ βμκζδίςκ (Gloire et al., 2006b). 

΢ηδ ζοκέπεζα, ιεθεηήζαιε ηα πνςηεσκζηά επίπεδα έηθναζδξ ηδξ ΙηΒα ηαζ 

ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ ηδξ ιμνθήξ ζηζξ ζενίκεξ32/36, ςξ έκδεζλδ ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο NF-ηB. Μεηά ηδ πμνήβδζδ Η2Ο2 ζε 

ηφηηανα Α549, ηα πνςηεσκζηά επίπεδα έηθναζδξ ηδξ ΙηΒα ιεζχεδηακ 

εθάπζζηα ιυκμ ζηδκ ορδθή ζοβηέκηνςζδ 1000 ιΜ Η2Ο2 ζε μθζηά ηαζ ηονίςξ 
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ζηα ηοηηανμπθαζιαηζηά εηποθίζιαηα (΢π. 4Α). Ωζηυζμ, ηα πονδκζηά 

πνςηεσκζηά επίπεδα ηδξ ΙηΒα πανμοζίαζακ ιζα δυζμ-ελανηχιεκδ αφλδζδ, 

οπμδεζηκφμκηαξ πςξ δ πμνήβδζδ Η2Ο2 πνμήβαβε ηδκ πονδκζηή ιεηαηυπζζδ 

ηαζ ζοζζχνεοζδ ηδξ ΙηΒα (Birbach et al., 2000; Renard et al., 2000; Enesa et 

al., 2008). Αοηυ ημ εφνδια είκαζ έκδεζλδ ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB, ηαεχξ 

δ IηBα απμηεθεί ιεηαβναθζηυ ζηυπμ ημο NF-ηB, ηαζ δ κέμ-ζοκηζεέιεκδ IηBα 

ιεηαημπίγεηαζ ζημκ πονήκα (Kanarek et al., 2009) Πανυθα αοηά, δ 

θςζθμνοθζςιέκδ ιμνθή ηδξ ΙηΒα (ζενίκδ 32/36) πανμοζίαζε ιζα 

δζαθμνεηζηή οπυ-ηοηηανζηή ηαηακμιή. Η πμνήβδζδ Η2Ο2 πνμήβαβε ηδ 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ ΙηΒα ζε ζοβηεκηνχζεζξ 500 ηαζ 1000 ιΜ, ηάηζ πμο 

παναηδνήεδηε ζε μθζηά ηαζ ηοηηανμπθαζιαηζηά εηποθίζιαηα, αθθά υπζ ηαζ ζε 

πονδκζηά εηποθίζιαηα (΢π. 4Α). Έηζζ, πανυηζ δ ΙηΒα πανμοζίαζε ιζα 

ζοζζχνεοζδ ζημκ πονήκα ιε έκα δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ ςξ απυηνζζδ ζηδ 

πμνήβδζδ Η2Ο2, δ θςζθμνοθζςιέκδ ηδξ ιμνθή ακζπκεφεδηε ιυκμ ζημ 

ηοηηανυπθαζια ηςκ ηοηηάνςκ Α549, ζηα μπμία είπε πμνδβδεεί Η2Ο2. Δκχ δ 

ιεηαηυπζζδ ηδξ IηBα ζημκ πονήκα ιπμνεί κα νοειίγεζ ηδ δοκαιζηή ηαζ ηδκ 

έκηαζδ ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB (Birbach et al., 2000; Renard et al., 

2000; Enesa et al., 2008; Kanarek et al., 2009), είκαζ βκςζηυ υηζ δ 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ IηBα ζημ ηοηηανυπθαζια είκαζ έκδεζλδ ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB (Hayden and Ghosh, 2004).  

΢ηδ ζοκέπεζα ιεθεηήζαιε ηδκ έηθναζδ ηαζ ηδκ εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή ηςκ 

οπμιμκάδςκ ημο NF-ηΒ, p50 ηαζ p65, μζ μπμίεξ εκενβμπμζμφκηαζ ηονίςξ 

ιέζς ηακμκζηήξ πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ. Καηανπάξ, δεκ 

παναηδνήεδηακ ζδιακηζηέξ αθθαβέξ ηυζμ ζηδκ έηθναζδ υζμ ηαζ ζηδκ 

εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή ηςκ p50 ηαζ p65, ςξ απυηνζζδ ζηδ πμνήβδζδ Η2Ο2. 

Οζ p50 ηαζ p65 ακζπκεφεδηακ ηυζμ ζημκ πονήκα υζμ ηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια 

ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ακελάνηδηα απυ ηδκ πανμοζία ημο Η2Ο2, ιε ηα επίπεδα 

ηδξ έηθναζδξ ημοξ κα είκαζ ορδθυηενα ζημ ηοηηανυπθαζια (΢π. 4Α). 

΢οκμπηζηά, εκχ δ πμνήβδζδ Η2Ο2 δεκ επδνέαζε ηα επίπεδα έηθναζδξ μφηε 

ηαζ επήβαβε ηδκ ιεηαηυπζζδ ζημκ πονήκα ηαιζάξ εη ηςκ οπμιμκάδςκ ημο 

NF-ηΒ p50 ή p65 ηαζ μζ δομ οπμιμκάδεξ ήηακ πανμφζεξ ηυζμ ζημ 

ηοηηανυπθαζια υζμ ηαζ ζημκ πονήκα. Ωζηυζμ, δ ακάθοζδ ιέζς άκμζμ-

απμηοπχιαημξ ηαηά western έδεζλε πςξ δ πμνήβδζδ Η2Ο2 επήβαβε ηδ 
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θςζθμνοθίςζδ ηδξ p65, θχζθμ-p65, ζηδ ζενίκδ536 (p-p65 S536) ηαζ ηδ 

ιεηαηυπζζδ ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ ιμνθήξ ηδξ ζημκ πονήκα (΢π. 4Α). 
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΢ρήκα 4. Έλεγσορ ηηρ έκθπαζηρ ηων ππωηεϊνών ζημαηοδόηηζηρ ηων 
ποπειών ενεπγοποίηζηρ ηος NF-κB και ηηρ ενεπγοποίηζηρ ηος NF-κB 
μεηά ηην έκθεζη ηων κςηηάπων Α549 ζηο H2O2. (A) Ακάθοζδ ιε άκμζμ-
απμηφπςια ηαηά western βζα ημκ έθεβπμ ηδξ έηθναζδξ ηςκ ιμνίςκ πμο 
ειπθέημκηαζ ζηζξ πμνείεξ ζδιαημδυηδζδξ ημο NF-ηB: IKKα, IKKα, IηBα, 
θχζθμ-IηBα (Ser32/36), p50, p65 ηαζ θχζθμ-p65 (Ser536) ή α-αηηίκδξ ςξ 
ιάνηονα, ζε μθζηά, ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ πονδκζηά εηποθίζιαηα ηαζ ζε 
μθζηά πονδκζηά εηποθίζιαηα απυ απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ, ςξ απυηνζζδ ζηδ 
πμνήβδζδ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ H2O2. (B) Ακμζμθεμνζζιυξ ηαζ 
ακίπκεοζδ ιε ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία ιε θέζγεν βζα ηδκ έηθναζδ ηαζ ημκ 
εκδμηοηηάνζμ εκημπζζιυ ηςκ p65, θχζθμ-p65 (Ser536), IKKα ηαζ H3S10 ζε 
ηφηηανα Α549 πανμοζία / απμοζία 200 ιΜ H2O2. (Γ) Ακάθοζδ ηδξ 
εκενβυηδηαξ ημο NF-ηB ιεηά ηδ δζαιυθοκζδ πθαζιζδίμο πμο έθενε 5XθB 
νοειζζηζηά ζημζπεία ζοκδειέκα ιε ημ βμκίδζμ ακαθμνάξ ηδξ θμοζζθενάζδξ ζηα 
ηφηηανα Α549 ιεηά ηδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ (0 - 1000 ιΜ) 
H2O2.  

(Γ) 
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Γζα κα επαθδεεφζμοιε ηζξ ιεηααμθέξ, πμο επήβαβε ημ Η2Ο2, 

πνδζζιμπμζήζαιε ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία θέζγεν ιε έιιεζμ ακμζμθεμνζζιυ, 

έηζζ χζηε κα μπηζημπμζήζμοιε ηδκ εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή ηςκ p65, p-p65 

S536, IKKα ηαζ ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ ιμνθήξ ηδξ ζζηυκδξ 3 ζηδ ζενίκδ 10 

(H3S10), δ μπμία εκημπίγεηαζ ζημκ πονήκα ηαζ απμηεθεί οπυζηνςια ηδξ IKKα 

(΢π. 4B).  

Δκχ δ πμνήβδζδ Η2Ο2 δεκ επήβαβε ηδκ ιεηαηυπζζδ ηδξ p65 ζημκ πονήκα, 

επήβαβε ηδκ πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ ιμνθήξ p-p65 

(ζενίκδ536), δ μπμία ζοζπεηζγυηακ ιε ηδκ πονδκζηή ζοζζχνεοζδ ηδξ ΙΚΚα 

ηαζ ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ ζζηυκδξ H3 ζηδ ζενίκδ10 (H3S10) ζημκ πονήκα 

ηοηηάνςκ Α549, ζηα μπμία είπε πμνδβδεεί Η2Ο2, ζε ακηίεεζδ ιε ηφηηανα 

Α549, ηα μπμία δεκ είπακ εηηεεεί ζημ Η2Ο2 (΢π. 4Β). 

 ΢ηδ ζοκέπεζα ιεθεηήεδηε δ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB απυ ημ H2O2, 

ακαθφμκηαξ ηδκ εκενβυηδηα ημο ιε ημκ πνμζδζμνζζιυ ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ 

θμοζζθενάζδξ ζε εηποθίζιαηα απυ ηφηηανα Α549 ιεηά ηδκ έηεεζδ ημοξ ζε 

αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ (0 - 1000 ιΜ) H2O2. Μεηά απυ ηδκ πανμδζηή 

δζαιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ιε έκα θμνέα πμο έθενε 5XθB νοειζζηζηά 

ζημζπεία ζοκδειέκα ιε ημ βμκίδζμ ακαθμνάξ ηδξ θμοζζθενάζδξ πμνδβήεδηακ 

αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ (0 - 1000 ιΜ) H2O2 ηαζ ακαθφεδηε δ εκενβυηδηα 

ηδξ θμοζζθενάζδξ, δ μπμία ακηζπνμζχπεοε ηδ ιεηαβναθζηή εκενβυηδηα ημο 

NF-ηB (΢π. 4Γ).  Πανυηζ δ εκενβυηδηα ημο NF-ηB επάπεδηε ζηα ηφηηανα Α549 

απυ ημ H2O2, δυζμ-ελανηχιεκα, δ επαβςβή ήηακ ιυθζξ ~2 - 2.5-θμνέξ (΢π. 

4Γ), πζεακά επεζδή, υπςξ πνυζθαηα ακαθένεδηε, ηα ηφηηανα Α549 

πανμοζζάγμοκ ορδθή εκενβυηδηα NF-ηB ζοβηνζκυιεκα ιε άθθεξ ακενχπζκεξ 

ηανηζκζηέξ ζεζνέξ (Sun et al., 2007), εφνδια ημ μπμίμ ζοκδβμνεί ιε ηα 

απμηεθέζιαηα ιαξ ηαεχξ ακζπκεφεδηακ ζπεηζηά ορδθά επίπεδα ηςκ 

οπμιμκάδςκ ημο NF-ηB, p50 ηαζ p65 ζημκ πονήκα ηςκ ηοηηάνςκ Α549 (΢π. 

4Α). 

΢οιπεναζιαηζηά, ηα απμηεθέζιαηα έδεζλακ, πςξ ημ H2O2 επήβαβε ηδκ 

πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηδξ ΙΚΚα ηαζ ηαη‟ αημθμοεία ηδκ ΙΚΚα-ελανηχιεκδ ή 

ακελάνηδηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ p65 (θχζθμ-p65 ζενίκδ536) ιε απμηέθεζια 

ηδκ ορδθυηενδ ιεηαβναθζηή εκενβυηδηα ημο NF-ηB. 
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3.5 Ζ ππεξέθθξαζε ελόο ππεξθαηαζηνιέα ηνπ NF-θΒ, ΗθΒαSR, 

επεξέαζε ηελ έθθξαζε ησλ πξσηετλώλ πνπ ειέγρνπλ ηνλ θπηηαξηθό 

θύθιν  

 

΢ηδ ζοκέπεζα δζενεοκήζαιε ημ νυθμ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ 

ημο NF-ηΒ ζε ζπέζδ ιε ηζξ επζδνάζεζξ ημο Η2Ο2 ζηα ηφηηανα Α549. Γζα ημ 

ζημπυ αοηυ, ανπζηά ηαηαζηείθαιε ηδκ ηακμκζηή πμνεία εκενβμπμίδζδξ ημο 

NF-ηΒ, πνδζζιμπμζχκηαξ έκακ οπενηαηαζημθέα ημο, ηδ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή 

ηδξ IηBα, ΙηΒαSR, πμο εζζήπεδ ζηαεενά ζε ηφηηανα Α549 ιέζς επζιυθοκζδξ 

ιε νεηνμσμφξ ηαζ ηδκ επζθμβή ηςκ ηοηηάνςκ ζημ ζοκεεηζηυ ακηζαζμηζηυ G418. 

Λυβς ημο υηζ δ έηθναζδ ηςκ ελςβεκχκ βμκζδίςκ πμζηίθεζ ζηα ηανηζκζηά 

ηφηηανα ηαζ βζα κα δζαζθαθζζεεί πςξ ηα επζιμθοζιέκα ηφηηανα Α549 

εηθνάγακε ηδκ ελςβεκχξ εζζαπεείζα πνςηεΐκδ ΙηΒαSR, ηοπαία επζθέπεδηακ 

ηαζ απμιμκχεδηακ 12 ηθχκμζ, μζ μπμίμζ ακαθφεδηακ βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ 

ΙηΒα ζε ακηζδζαζημθή ιε ηφηηανα Α549, πμο έθενακ έκακ πνυηοπμ θμνέα 

εθέβπμο (Α549 Vec) (΢π. 5Α). Η ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western 

έδεζλε έκα δζπθυ ζήια έηθναζδξ, ιε ηδ παιδθυηενμο ιμνζαημφ αάνμοξ γχκδ 

κα ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ εκδμβεκή πνςηεΐκδ ΙηΒα, εκχ δ ορδθυηενμο ιμνζαημφ 

αάνμοξ γχκδ κα ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ ελςβεκή πνςηεΐκδ ΙηΒαSR. Οζ ηθχκμζ 6, 

8, 11 ηαζ 12 εηθνάγακε ηδκ ΙηΒαSR ζε ορδθυηενα επίπεδα, ηαζ μ ηθχκμξ 6 

επζθέπεδηε βζα ηδ δζελαβςβή ηςκ επυιεκςκ πεζναιάηςκ (΢π. 5Α). 

Με ζημπυ κα ιεθεηδεεί πεναζηένς μ ιδπακζζιυξ ιε ημκ μπμίμ δ ΙηΒαSR 

επδνέαζε ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ςξ απυηνζζδ ζημ Η2Ο2, 

ακαθφεδηε δ έηθναζδ επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ, πμο ειπθέημκηαζ ζηδ 

νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ζηα ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR ηαζ Α549 Vec (πμο 

έθενακ έκα θμνέα εθέβπμο), πανμοζία /απμοζία αολακυιεκςκ 

ζοβηεκηνχζεςκ (0 - 1000 ιΜ) Η2Ο2 (΢π. 5Β). Η πμνήβδζδ Η2Ο2 είπε ςξ 

απμηέθεζια ηδ δυζμ-ελανηχιεκδ αολμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ ηοηθίκδξ 

D1 ζηα ηφηηανα Α549 Vec, δ επαβςβή ηδξ ηοηθίκδξ D1 απυ ημ H2O2 ήηακ 

ειθακήξ ιυκμ ζηζξ ορδθυηενεξ ζοβηεκηνχζεζξ H2O2 ζηα ηφηηανα Α549 

ΙηΒαSR, ζε ζοιθςκία ιε ημ νυθμ ημο NF-ηB ςξ εεηζημφ νοειζζηή ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ ηοηθίκδξ D1 (Perkins, 2007). Ακηίεεηα, δ έηθναζδ ηδξ E2F1 

ιεζχεδηε ζε πανυιμζα επίπεδα ηαζ ζημοξ δομ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ. Η 

ακάθοζδ ηδξ Cdc6, εκυξ πανάβμκηα αδεζμδυηδζδξ ηδξ ακηζβναθήξ ημο DNA 
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(licensing factor), νοειζγυιεκμο απυ ηδκ E2F1, έδεζλε πςξ δ πμνήβδζδ Η2Ο2 

ιεζμννφειζζε ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ηαζ ζημοξ δφμ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ ιε 

μνζαηά παιδθυηενα επίπεδα ζηα ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR ζε ζφβηνζζδ ιε ηα 

Α549 Vec (΢π. 5Β). 
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΢ρήκα 5. Η καηαζηολή ηηρ κανονικήρ ποπείαρ ενεπγοποίηζηρ ηος NF-κB 
ζηα κύηηαπα Α549 μεηέβαλε ηην έκθπαζη επιλεγμένων ππωηεϊνών πος 
εμπλέκονηαι ζηη πύθμιζη ηηρ πποόδος ηος κςηηαπικού κύκλος μεηά ηην 
έκθεζη ηων κςηηάπων Α549 ζηο H2O2. (A) Καηαζηεοή ηοηηάνςκ Α549 πμο 
εηθνάγμοκ ημκ οπενηαηαζημθέα IηBαSR. Κφηηανα A549 επζιμθφκεδηακ 
ζηαεενά ιε νεηνμσμφξ πμο έθενακ είηε έκακ πνυηοπμ νεηνμσζηυ θμνέα ή ημ 
βμκίδζμ ηδξ IηBαSR ηαζ επζθέπεδηακ ζε G418. 12 ακεεηηζημί ηθχκμζ ζημ G418 
επζθέπεδηακ ηοπαία, απμιμκχεδηακ ηαζ ακαθφεδηακ βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ 
IηBα ή ηδξ α-αηηίκδξ ςξ ιάνηονα, ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western. (B) 
Ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western βζα ηδκ έηθναζδ επζθεβιέκςκ 
πνςηεσκχκ, πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ πνμυδμο ημο ηοηηανζημφ 
ηφηθμο (ηοηθίκδ D1, E2F1, Cdc6, p53 ηαζ p21Cip1/Waf1 ή α-αηηίκδ) ςξ απυηνζζδ 
ζηδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ H2O2. (Γ) Ακάθοζδ ηδξ πνυκμ-
ελανηχιεκδξ έηθναζδξ ηςκ ηοηθίκδξ D1, Cdc6, E2F1 ηαζ p53 ή α-αηηίκδξ ζε 
αναζά πμθθαπθαζζαγυιεκα ηφηηανα Α549 Vec ηαζ A549 IηBαSR ιεηά ηδ 
δζέβενζδ ημοξ ιε μνυ βζα 0 - 24 h. 
 

 

 

(Γ) (Γ) 
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Δπζπθέμκ, δ πμνήβδζδ Η2Ο2 επήβαβε ιε δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ ηδκ 

έηθναζδ ηδξ p53 ηαζ ηδξ πνςηεΐκδξ-ζηυπμο ηδξ p53, ηδξ p21Cip1/Waf1, ιζα 

επίδναζδ πμο ήηακ εκημκυηενδ ζηα ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR ζε ζφβηνζζδ ιε ηα 

ηφηηανα Α549 Vec (΢π. 5Β). 

 Γζα κα δζενεοκδεμφκ πενεηαίνς μζ επζδνάζεζξ ημο οπενηαηαζημθέα 

ΙηΒαSR ζηδκ έηθναζδ επζθεβιέκςκ νοειζζηζηχκ πνςηεσκχκ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο δζελήπεδ ιζα πνυκμ-ελανηχιεκδ ακάθοζδ ημοξ ιεηά ηδ δζέβενζδ ιε 

μνυ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 vec ηαζ Α549 ΙηΒαSR, πμο ανίζημκηακ ζηδκ 

ηαθθζένβεζα ζε παιδθή ποηκυηδηα, βζα πνμκζηυ δζάζηδια 0 - 24 h (΢π. 5Γ). Η 

ακάθοζδ ηςκ μθζηχκ πνςηεσκζηχκ εηποθζζιάηςκ ηςκ παναπάκς Α549 

ηοηηάνςκ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western έδεζλε πςξ ηα ααζζηά επίπεδα 

έηθναζδξ ηδξ ηοηθίκδξ D1 ήηακ παιδθυηενα ζηα ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR ζε 

ζφβηνζζδ ιε ηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ ζηα ηφηηανα Α549 vec ηαζ 

πςξ μ οπενηαηαζημθέαξ ΙηΒαSR ηαεοζηένδζε ηδκ επαβςβή ηδξ ηοηθίκδξ D1 

ιεηά ηδ δζέβενζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε μνυ. ΢οβηεηνζιέκα, δ έηθναζδ ηδξ 

ηοηθίκδξ D1 επάπεδηε ιεηά απυ 8 h απυ ηδ δζέβενζδ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 vec 

ιε μνυ, εκχ ιεηά απυ 12 h ζηα ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR. Όζμκ αθμνά ηα 

ααζζηά επίπεδα έηθναζδξ ηδξ Cdc6, αοηά ήηακ μνζαηά ορδθυηενα ζηα 

ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR απυ υηζ ζηα Α549 Vec. Όιςξ, εκχ ζηα ηφηηανα Α549 

Vec έθηαζακ ζηα ορδθυηενα επίπεδα ημοξ 8 h ιεηά ηδ δζέβενζδ ημοξ ιε μνυ, 

ζηα ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR ακζπκεφεδηε ιζα μνζαηή αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ 

Cdc6, 8 h ιεηά ηδ δζέβενζδ ημοξ ιε μνυ, δ μπμία ήηακ παιδθυηενδ απ‟ αοηήκ 

πμο παναηδνήεδηε ζηα ηφηηανα Α549 Vec, ηαζ ζπεδυκ ελαθακίζεδηε ιεηά 

απυ 24 h ζηα ηφηηανα πμο έθενακ ημκ οπενηαηαζημθέα ζε ζφβηνζζδ ιε ηα 

ηφηηανα Α549 Vec. Η έηθναζδ ημο E2F1 ήηακ ζημ ορδθυηενμ επίπεδμ ηδξ 8 

h ιεηά ηδ δζέβενζδ ιε μνυ  ηαζ ζημοξ δφμ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ ηαζ δεκ 

ακζπκεφεδηε ηάπμζα ειθακήξ δζαθμνά ζηδκ έηθναζδ ηδξ ακάιεζα ζημοξ δομ 

ηοηηανζημφξ ηφπμοξ ςζηυζμ, παναηδνήεδηε πςξ δ έηθναζδ ηδξ E2F1 ήηακ 

μνζαηά ορδθυηενδ ζηα ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR. Δπίζδξ, εκχ ζηα ηφηηανα Α549 

Vec ακζπκεφεδηε ιζα πνυκμ-ελανηχιεκδ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ηδξ 

p53, πζεακά θυβς ηδξ αφλδζδξ ηδξ ποηκυηδηαξ ηςκ ηοηηάνςκ ζημ ηνζαθφμ ιε 

ημ πνυκμ, ζηα ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR δ έηθναζδ ηδξ p53 ήηακ πμθφ 

ορδθυηενδ ηαζ επέδεζλε εθάπζζηδ ιε ημ πνυκμ αολμννφειζζδ ζε ζφβηνζζδ ιε 

ημ πνμθίθ έηθναζδξ ηδξ ζηα ηφηηανα Α549 Vec. Σα εονήιαηα αοηά 
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οπμδδθχζακ υηζ πζεακά δ ηακμκζηή πμνεία εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ δνα ςξ 

ανκδηζηυξ νοειζζηήξ ηδξ έηθναζδξ ηδξ p53. Έηζζ, δ πμνήβδζδ Η2Ο2 είπε ςξ 

ζοκέπεζα ηδκ εκημκυηενδ ιεζμννφειζζδ ηςκ  E2F1 ηαζ Cdc6 ηαζ ηδκ 

αολμννφειζζδ ηδξ ηοηθίκδξ D1 ηαζ ημο άλμκα  p53-p21Cip1/Waf1 ζηα ηφηηανα 

Α549 ΙηΒαSR ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα A549 Vec. 

 

3.6 Ζ ππεξέθθξαζε ελόο ππεξθαηαζηνιέα ηνπ NF-θΒ, ΗθΒαSR, 

επαηζζεηνπνίεζε ηα θύηηαξα Α549 ζηελ επαγόκελε από ην Ζ2Ο2 

απόπησζε 

 

Η εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB έπεζ ειπθαηεί ζηδκ ακεεηηζηυηδηα ηςκ ηανηζκζηχκ 

ηοηηάνςκ ζημ μλεζδςηζηυ ζηνεξ (Gloire et al., 2006a). Γζα κα δζενεοκδεμφκ μζ 

επζδνάζεζξ ηδξ επζααθθυιεκδξ οπενέηθναζδξ ηδξ IηBαSR ζηδκ απυπηςζδ 

ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ιεηά απυ ηδ πμνήβδζδ H2O2 δζελήπεδ ακάθοζδ 

ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ (΢π. 6A). Η πμνήβδζδ H2O2 επήβαβε ηδκ απυπηςζδ 

ηυζμ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 Vec υζμ ηαζ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 IηBαSR ιε έκα 

δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ. Ωζηυζμ, δ οπενέηθναζδ ηδξ IηBαSR 

εοαζζεδημπμίδζε πενζζζυηενμ ηα ηφηηανα Α549 ζηδκ απυπηςζδ ιεηά ηδκ 

έηεεζδ ημοξ ζημ  H2O2 (΢π. 6A). 

΢ηδ ζοκέπεζα, ακαθφεδηε ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western δ έηθναζδ 

επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ απυπηςζδξ ζηα 

ηφηηανα Α549 Vec ηαζ ζηα Α549 ΙηΒαSR, πανμοζία / απμοζία αολακυιεκςκ 

ζοβηεκηνχζεςκ (0 - 1000 ιΜ) H2O2 (΢π. 6Β). Η ακάθοζδ έδεζλε, πςξ εκχ δ 

πμνήβδζδ H2O2 ιεζμννφειζζε ηδκ έηθναζδ ηδξ Bcl-2 ζηα ηφηηανα Α549 Vec 

ιυκμ ζηζξ ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ 500 ηαζ 1000 ιΜ H2O2, ηα ηφηηανα Α549 

ΙηΒαSR εηθνάγακε ηδκ Bcl-2 ζε παιδθά επίπεδα, ηα μπμία δεκ πανμοζίαζακ 

ηαιζά ιεηααμθή ςξ απυηνζζδ ζημ H2O2 (΢π. 6Β). Ακηίεεηα, δ έηθναζδ ηδξ Bax 

ζηα ηφηηανα Α549 Vec πανμοζίαζε αολδηζηή νφειζζδ ςξ απυηνζζδ ζημ H2O2, 

αθθά ζηα ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR δ έηθναζδ ηδξ ήηακ ζε ορδθυηενμ επίπεδμ, 

αηυια ηαζ ζηα ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR, ζηα μπμία δεκ είπε πμνδβδεεί H2O2 ηαζ 

δεκ ακζπκεφεδηε ηαιία ζδιακηζηή ιεηααμθή ηδξ έηθναζήξ ηδξ ςξ απυηνζζδ 

ζημ H2O2 (΢π. 6Β). ΢οιπεναζιαηζηά, δ πανμοζία ημο οπενηαηαζημθέα 

ΙηΒαSR ιεηέααθε ηδκ ακαθμβία ηςκ ακηί-απμπηςηζηχκ έκακηζ ηςκ πνμ-

απμπηςηζηχκ πνςηεσκχκ ηδξ μζημβέκεζαξ Bcl-2, πνμξ υθεθμξ ηςκ δεφηενςκ. 
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Δπίζδξ, ημ H2O2 εκενβμπμίδζε ηδκ ηαζπάζδ-3 ηαζ επήβαβε ηδκ πνςηεμθοηζηή 

δζάζπαζδ ηδξ PARP-1 ηαζ ζημοξ δφμ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ Α549 Vec ηαζ Α549 

ΙηΒαSR. Ωζηυζμ, δ έηθναζδ ηδξ εκενβμπμζδιέκδξ ιμνθήξ ηδξ ηαζπάζδξ-3, 

17-20 kDa, δ μπμία πνμδβείηαζ ηδξ πνςηεμθοηζηήξ δζάζπαζδξ ηδξ PARP-1, 

ηαζ δ έηθναζδ ηδξ 89 kDa ιμνθήξ ηδξ PARP-1 ήηακ ζζπονυηενδ ζηα ηφηηανα 

Α549 ΙηΒαSR ςξ απυηνζζδ ζημ H2O2 (΢π. 6Β). 
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΢ρήκα 6. Η καηαζηολή ηηρ κανονικήρ ποπείαρ ενεπγοποίηζηρ ηος NF-κB 
εςαιζθηηοποίηζε ηα κύηηαπα Α549 ζηην απόπηωζη επαγόμενη από ηο  
H2O2. (A) ΢ηα ηφηηανα A549 Vec ηαζ ζηα Α549 ΙηΒαSR πμνδβήεδηακ 
αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ H2O2 (0 - 1000 ιM) ηαζ οπμαθήεδηακ ζε 
ακάθοζδ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ ιε Ακκελίκδ-V/PI, έηζζ χζηε κα επζηεοπεεί δ 
πμζμηζημπμίδζδ ηδξ απυπηςζδξ ζηδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ 
ζοβηεκηνχζεςκ H2O2. (B) Ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western βζα 
ηδκ έηθναζδ επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ 
απυπηςζδξ (Bcl-2, Bax, ηαζπάζδ-3 ηαζ PARP-1), ζε μθζηά ηοηηανζηά 
εηποθίζιαηα ςξ απυηνζζδ ζηδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ 
H2O2. (Γ) Ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ 
PARP-1 ή ηδξ α-αηηίκδξ ςξ ιάνηονα ζε ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ πονδκζηά 
εηποθίζιαηα, πμο απμιμκχεδηακ απυ ηφηηανα Α549 Vec ηαζ A549 IηBαSR 
πανμοζία / απμοζία αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ (0 - 1000 ιΜ) H2O2.   

(Γ) 
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Γζα κα ελαηνζαςεμφκ μζ επζπηχζεζξ ημο οπενηαηαζημθέα ΙηΒαSR ζηδκ 

πνςηεμθοηζηή δζάζπαζδ ηδξ PARP-1 ςξ απυηνζζδ ζηδ πμνήβδζδ H2O2, 

απμιμκχεδηακ ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ πονδκζηά εηποθίζιαηα απυ ηφηηανα 

Α549 Vec ηαζ ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR πανμοζία / απμοζία αολακυιεκςκ 

ζοβηεκηνχζεςκ (0 - 1000 ιΜ) H2O2 ηαζ ακαθφεδηακ βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ 

PARP-1 (΢π. 6Γ). Σμ H2O2 επήβαβε ηδκ πνςηεμθοηζηή δζάζπαζδ ηδξ PARP-1 

ζηζξ ζοβηεκηνχζεζξ 500 ηαζ 1000 ιΜ ηαζ ζημοξ δομ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ ακ 

ηαζ ημ θαζκυιεκμ αοηυ ήηακ ειθακχξ πζμ έκημκμ ζηα ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR. 

Δπίζδξ, δ ημθμαςιέκδ 89 kDa ιμνθή ηδξ PARP-1 εκημπίζηδηε ζε 

ιεβαθφηενδ πμζυηδηα ζημκ πονήκα ζε ζφβηνζζδ ιε ημ ηοηηανυπθαζια ηαζ 

ζημοξ δομ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ, ακ ηαζ ακζπκεφεδηε ζε ορδθυηενα επίπεδα 

ζημοξ πονήκεξ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ΙηΒαSR ζε ζφβηνζζδ ιε αοηά ηςκ A549 

Vec (΢π. 6Γ). Δπζπνυζεεηα, ακζπκεφεδηακ πζμ ανβά ιεηακαζηεοηζηά (slower 

migrating) εναφζιαηα ηδξ PARP-1, ζδζαίηενα αοηά ζημ ιμνζαηυ αάνμξ ηςκ 

~50 kDa, ιεηά ηδ πμνήβδζδ H2O2, ηα μπμία πανμοζίαζακ ζζπονυηενδ 

έηθναζδ ζηα ηφηηανα A549 IηBαSR ζοβηνζηζηά ιε ηα ηφηηανα Α549 Vec (΢π. 

6Γ). Δπμιέκςξ, δ πανμοζία ηδξ ΙηΒαSR, ηαζ επμιέκςξ δ ηαηαζημθή ηδξ 

ηακμκζηήξ πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB, εοαζζεδημπμίδζε ηα ηφηηανα 

Α549 ζηδκ επαβυιεκδ απυ ημ H2O2 απυπηςζδ. 

 

3.7 Ζ ηδηνζπζηαηηθά ελεξγόο κνξθή ηεο ΗΚΚβ, ΗΚΚβca, θαηέζηεηιε ηελ 

επαγόκελε από ην Ζ2Ο2 απόπησζε  

 

Πνμηεζιέκμο κα ιεθεηδεεί επζπθέμκ μ νυθμξ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ 

εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB ζηδκ απυπηςζδ ηςκ ηοηηάνςκ Α549, πμο 

επάβεηαζ απυ ημ H2O2, ηαηαζηεοάζεδηακ ηφηηανα Α549, ηα μπμία εηθνάγακε 

είηε έκα πνυηοπμ θμνέα εθέβπμο Neo ή ιζα ζδζμζοζηαηζηά εκενβυ 

ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή ζημ ανυβπμ-T ηδξ ΙΚΚα, ηδκ ΙΚΚαca, έηζζ χζηε κα 

δζενεοκδεεί ηαζ κα επζαεααζςεεί ακ υκηςξ δ ηακμκζηή πμνεία εκενβμπμίδζδξ 

ημο NF-ηΒ επδνεάγεζ ηδκ απμπηςηζηή πμνεία ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ςξ 

απυηνζζδ ζημ Η2Ο2 (΢π. 7). Ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια, ηαηά western 

πνδζζιμπμζχκηαξ έκα ακηίζςια ακηί-flag (΢π. 7Α, πάκς δζάγςια) ή έκα 

ακηίζςια ακηί-ΙΚΚα (΢π. 7Α, ηάης δζάγςια) έδεζλε, πςξ ηα ζηαεενά 

επζιμθοζιέκα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαca εηθνάγακε ηδκ ελςβεκή, ιεηαθθαβιέκδ 
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ιμνθή ηδξ ΙΚΚα, ηδκ ΙΚΚαca, ζε ορδθυηενα επίπεδα απυ ηα ακηίζημζπα 

ηφηηανα Α549 Neo (΢π. 7Α).  
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΢ρήκα 7. Η ενεπγοποίηζη ηηρ κανονικήρ ποπείαρ ηος NF-κB διαμέζος 
ηηρ ςπεπέκθπαζηρ ηηρ ιδιοζςζηαηικά ενεπγήρ μοπθήρ IKKβca ζηα 
κύηηαπα Α549 μεηέβαλε ηιρ αποκπίζειρ ηοςρ ζηο H2O2 και καηέζηειλε ηην 
επαγόμενη απόπηωζη από ηο H2O2. (A) Καηαζηεοή ηοηηάνςκ Α549 Neo 
ηαζ Α549 IKKαca. Σα ηφηηανα A549 επζιμθφκεδηακ ζηαεενά ιε νεηνμσμφξ 
θένμκηαξ είηε έκακ πνυηοπμ θμνέα εθέβπμο (Neo) ςξ ιάνηονα ή ηδκ IKKαca, 
επζθέπεδηακ ζε G418 ηαζ ακαθφεδηακ βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ IKKα ή ηδξ α-
αηηίκδξ ςξ ιάνηονα ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western. Δπεζδή δ ΙΚΚαca 
θένεζ ζημ άιζκμ-ηεθζηυ άηνμ ηδξ έκα πεπηίδζμ flag, πνδζζιμπμζήεδηακ 
ακηζζχιαηα εκάκηζα ζημ flag ηαζ ζηδκ ΙΚΚα. (B). Ακάθοζδ ιε RT-PCR 
επζθεβιέκςκ βμκζδίςκ ζηυπςκ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-
ηB (IηBα, IL-6 ηαζ CCL2 ή GAPDH ςξ ιάνηονα) ζε ηφηηανα A549 Neo, A549 
IKKαca ή ηφηηανα Α549, ζηα μπμία πμνδβήεδηακ 100 ng/ml TNFα βζα 3 h. 
Οθζηυ RNA πμο απμιμκχεδηε ιεηαηνάπδηε ζε cDNA ηαζ ημ μπμίμ 
πνδζζιμπμζήεδηε ζηζξ ακηζδνάζεζξ ηδξ αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ ηδξ 
πμθοιενάζδξ (PCR), πνμηεζιέκμο κα ακζπκεοεεί ακ δ IKKαca εκενβμπμίδζε 
βμκίδζα-ζηυπμοξ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο NF-ηB (Γ) Ακάθοζδ, ιε άκμζμ-
απμηφπςια ηαηά western, ηδξ έηθναζδξ επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ, πμο 
ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ πνμυδμο ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο (ηοηθίκδ D1, 
Cdc6, E2F1, p53 ηαζ p21Cip1/Waf1 ή α-αηηίκδ) ή ηδξ πνςηεμθοηζηήξ δζάζπαζδξ 
ηδξ PARP-1 ςξ απυηνζζδ ζηδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ (0 - 
1000 ιΜ) H2O2. 

(Γ) 
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Γζα κα δζενεοκδεεί ακ δ οπενέηθναζδ ηδξ ΙΚΚαca εκενβμπμίδζε ηδκ ηακμκζηή 

πμνεία ημο NF-ηΒ, απμιμκχεδηε μθζηυ RNA απυ ηφηηανα Α549 Neo ηαζ 

Α549 ΙΚΚαca ηαζ απυ ηφηηανα Α549, ζηα μπμία πμνδβήεδηε TNFα ζε 

ζοβηέκηνςζδ 100 ng/ml, βζα 3 h. Σμ RNA οπμαθήεδηε ζε RT-PCR, χζηε κα 

ιεθεηδεεί δ έηθναζδ ηδξ ΙηΒα, ηδξ IL-6 ηαζ ηδξ MCP-1/CCL2, βμκίδζα-ζηυπμζ 

ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο NF-ηΒ, ή ηδξ GAPDH ςξ βμκίδζμ εθέβπμο. Η 

οπενέηθναζδ ηδξ ΙΚΚαca επήβαβε ηδκ έηθναζδ υθςκ ηςκ δζενεοκμφιεκςκ 

βμκζδίςκ-ζηυπςκ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ ζε 

επίπεδα ζοβηνίζζια ιε αοηά πμο επήβαβε δ πμνήβδζδ TNF-α ζηα ηφηηανα 

Α549 (΢π. 7Β). Άνα, ζοιπενάκαιε πςξ δ ΙΚΚαca εκενβμπμίδζε ηδκ ηακμκζηά 

πμνεία εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ. 

΢ηδ ζοκέπεζα, ιεθεηήεδηακ μζ επζδνάζεζξ ηδξ ΙΚΚαca ζηδκ έηθναζδ 

επζθεβιέκςκ νοειζζηζηχκ πνςηεσκχκ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ηδξ 

απυπηςζδξ ςξ απυηνζζδ ζημ Η2Ο2. Η πμνήβδζδ Η2Ο2 ζε αολακυιεκεξ 

ζοβηεκηνχζεζξ ζε ηφηηανα Α549 Neo ηαζ ηφηηανα Α549 ΙΚΚαca έδεζλε πςξ ηα 

ηφηηανα A549 ΙΚΚαca ελέθναγακ μνζαηά ορδθυηενα, ηυζμ ααζζηά υζμ ηαζ 

επαβυιεκα απυ ηδ πμνήβδζδ Η2Ο2, επίπεδα έηθναζδξ ηδξ ηοηθίκδξ D1, ζε 

ζφβηνζζδ ιε ηα ακηίζημζπα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ ηοηθίκδξ D1 ζηα ηφηηανα 

εθέβπμο, Α549 Neo. Αηυια, δ πμνήβδζδ Η2Ο2 ζε ζοβηεκηνχζεζξ 500 ηαζ 1000 

ιM ιείςζε ηα επίπεδα έηθναζδξ ηςκ Cdc6 ηαζ E2F1 ηαζ ζημκ ίδζμ ααειυ, 

ηυζμ ζηα ηφηηανα Α549 Neo υζμ ηαζ ζηα Α549 ΙΚΚαca. Ακηίεεηα, δ ΙΚΚαca 

ηαηέζηεζθε ηυζμ ηα ααζζηά υζμ ηαζ ηα επαβυιεκα απυ ημ Η2Ο2, επίπεδα 

έηθναζδξ ηδξ p53, αθθά αολμννφειζζε ηυζμ ηα ααζζηά υζμ ηαζ ηα επαβυιεκα 

απυ ημ Η2Ο2, επίπεδα έηθναζδξ ηδξ p21Cip1/Waf1, ζε ζφβηνζζδ ιε ηα 

ακηίζημζπα επίπεδα έηθναζδξ αοηχκ ηςκ πνςηεσκχκ ζηα ηφηηανα Α549 Neo 

(΢π. 7Γ). Δπμιέκςξ, εκχ δ ηαηαζημθή ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ 

ημο NF-ηΒ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ αολμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ p53, δ 

εκενβμπμίδζδ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο NF-ηΒ ηαηέζηεζθε ηδκ έηθναζδ ηδξ 

p53, οπμδδθχκμκηαξ πςξ δ ηακμκζηή πμνεία ημο NF-ηΒ δνα ςξ ανκδηζηυξ 

νοειζζηήξ ηδξ p53. Δπζπθέμκ, δ έηθναζδ ηδξ p21Cip1/Waf1 πμο επάπεδηε ηαζ 

ζηζξ δομ πενζπηχζεζξ, οπμδδθχκεζ πςξ δ νφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ 

p21Cip1/Waf1 εθέβπεηαζ ηαζ απυ ημ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα p53 αθθά ηαζ απυ 

ηδκ ηακμκζηή πμνεία ημο NF-ηΒ, ζε ζοιθςκία ιε πνυζθαηεξ ιεθέηεξ (Penzo 

et al., 2008; Xia et al., 2009; Batsi et al., 2009).  
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Δπεζδή δ p53 ηαζ p21Cip1/Waf1 ηαεμνίγμοκ ηδκ ηφπδ ηςκ ηοηηάνςκ, πμο 

οθίζηακηαζ αθάαεξ ζημ DNA, ιε απμηέθεζια είηε ζηδκ ακαζημθή ημο 

ηοηηανζημφ πμθθαπθαζζαζιμφ ή ηδκ επαβςβή ηδξ απυπηςζδξ, ιεθεηήεδηε δ 

έηθναζδ ηδξ PARP-1, εκυξ δείηηδ ηδξ ηοηηανζηήξ απυπηςζδξ, ζε ηφηηανα 

Α549 Neo ηαζ Α549 ΙΚΚαca, πανμοζία / απμοζία  αολακυιεκςκ 

ζοβηεκηνχζεςκ (0 - 1000 ιΜ) H2O2. Δκχ ημ Η2Ο2 επήβαβε ηδκ πνςηεμθοηζηή 

δζάζπαζδ ηδξ PARP-1, πανάβμκηαξ ηυζμ ηδκ ακέπαθδ (116 kDa) υζμ ηαζ ηδκ 

ημθμαςιέκδ ιμνθή ηδξ (89 kDa) ζηα ηφηηανα Α549 Neo ιε έκα δυζμ-

ελανηχιεκμ ηνυπμ, δ 89 kDa ημθμαςιέκδ ιμνθή ηδξ PARP-1 ακζπκεφεδηε ζε 

εθάπζζηα ςξ ιδ-ακζπκεφζζια επίπεδα ζηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαca ηαζ ιυκμ 

φζηενα απυ ηδ πμνήβδζδ Η2Ο2 ζε ζοβηέκηνςζδ 1000 ιΜ (΢π. 7Γ). ΢φιθςκα 

ιε αοηυ ημ απμηέθεζια ζοιπενάκαιε πςξ δ ΙΚΚαca πνμζηάηερε ηα ηφηηανα 

Α549 απυ ηδκ επαβυιεκδ απυ Η2Ο2 απυπηςζδ.  

 

3.8 Γηαθνξεηηθέο απνθξίζεηο ζην Ζ2Ο2 ησλ θπηηάξσλ Α549 ζηα νπνία 

απνζησπήζεθε ε έθθξαζε είηε ηεο ΗΚΚα ή ηεο ΗΚΚβ 

 

΢ηδ ζοκέπεζα ηαζ θυβς ημο υηζ δ ΙΚΚα ηαζ υπζ δ ΙΚΚα ζοζζςνεφηδηε ζημκ 

πονήκα ςξ απυηνζζδ ζημ Η2Ο2, αθθά ηαζ επεζδή δ ηαηαζημθή ηδξ ηακμκζηήξ 

πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ εοαζζεδημπμίδζε ηα ηφηηανα Α549 ζηδκ 

επαβυιεκδ απυ ημ Η2Ο2 απυπηςζδ, ιεθεηήεδηε μ νυθμξ ηςκ ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα 

ζηδ νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ηδκ απυπηςζδ ηςκ ηοηηάνςκ Α549.  

Γζα ημ ζημπυ αοηυ ηαηαζηεοάζεδηακ ζηαεενμί ηοηηανζημί ηθχκμζ Α549 πμο 

έθενακ είηε έκακ πνυηοπμ νεηνμσζηυ θμνέα ανκδηζημφ εθέβπμο GL2 (έθενε 

shRNA εκάκηζα ζηδ θμοζζθενάζδ) ή πανειααηζηά shRNAs είηε βζα ηδκ ΙΚΚα 

(shIKKα1836) ή βζα ηδκ ΙΚΚα (shIKKα4) (ηα μπμία ακαθένμκηαζ ςξ Α549 

ΙΚΚαKD ηαζ Α549 ΙΚΚαKD ακηίζημζπα). Μεηά ηδκ επζιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ 

Α549 ιε ημοξ ακηίζημζπμοξ νεηνμσμφξ ηαζ ηδκ επζθμβή ημοξ ζε πμονμιοηίκδ, 

επζθέπεδηακ ηοπαία 12 ηθχκμζ ηαζ απμιμκχεδηακ είηε απυ ηα ηφηηανα Α549 

ΙΚΚαKD (΢π. 8Α) ή ηα Α549 ΙΚΚαKD (΢π. 8Β), μζ μπμίμζ ακαπηφπεδηακ ηαζ 

ακαθφεδηακ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western βζα ηδκ έηθναζδ ηςκ ΙΚΚα 

ηαζ ΙΚΚα, ακηίζημζπα. Η ζηαεενή εζζαβςβή ημο shIKKα1836, αθθά υπζ ημο 

GL2, είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ μθμηθδνςηζηή απχθεζα ηδξ έηθναζδξ ηδξ 

εκδμβεκμφξ ΙΚΚα ζε υθμοξ, ζπεδυκ, ημοξ ηοηηανζημφξ ηθχκμοξ πμο 
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ακαθφεδηακ ηαζ μ ηθχκμξ 2 απυ ηα Α549 ΙΚΚαKD επζθέπεδηε βζα ηδ δζελαβςβή 

ηςκ πεναζηένς πεζναιάηςκ (΢π. 8Α). Πανμιμίςξ, δ ζηαεενή εζζαβςβή ημο 

shIKKα4 είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ πμθφ ζζπονή ιεζμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ 

ηδξ εκδμβεκμφξ ΙΚΚα, ζημοξ πενζζζυηενμοξ απυ ημοξ 12 ηθχκμοξ πμο 

ακαθφεδηακ, ζοβηνζηζηά ιε ηδκ έηθναζδ ηδξ εκδμβεκμφξ ΙΚΚα ζηα ηφηηανα 

εθέβπμο Α549 GL2 ηαζ μ ηθχκμξ 1 ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ΙΚΚαKD επζθέπεδηε βζα 

ηδ δζελαβςβή ηςκ πεναζηένς πεζναιάηςκ (΢π. 8Α ηάης δζάγςια). 
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΢ρήκα 8. Η αποζιώπηζη ηων IKKα ή IKKβ πύθμιζε διαθοπεηικά ηην 
έκθπαζη επιλεγμένων ππωηεϊνών πος εμπλέκονηαι ζηη πύθμιζη ηηρ 
πποόδος ηος κςηηαπικού κύκλος και ζηην απόπηωζη. (A) Καηαζηεοή 
ηοηηάνςκ Α549 ζηα μπμία απμζζςπήεδηε είηε δ IKKα (πάκς δζάγςια) ή δ 
IKKα (ηάης δζάγςια). Κφηηανα A549 επζιμθφκεδηακ ζηαεενά ιε νεηνμσμφξ 
πμο έθενακ είηε ημκ θμνέα εθέβπμο GL2 ή shRNAs είηε βζα ηδκ IKKα ή ηδκ 
IKKα, επζθέπεδηακ ζε πμονμιοηίκδ (Puro) ηαζ 12 ακεεηηζημί ηθχκμζ ζηδκ Puro 
επζθέπεδηακ ηοπαία ηαζ απμιμκχεδηακ είηε απυ ηα ηφηηανα Α549 IKKαKD ή 
απυ ηα Α549 IKKαKD ηαζ ακαθφεδηακ βζα ηδκ έηθναζδ είηε ηδξ IKKα (πάκς 
δζάγςια) ή ηδξ IKKα (ηάης δζάγςια) ή ηδξ α-αηηίκδξ ςξ ιάνηονα ιε άκμζμ-
απμηφπςια ηαηά western. (B) Ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western 
ηδξ έηθναζδξ επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ 
πνμυδμο ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο (ηοηθίκδ D1, Cdc6, E2F1, p53 ηαζ p21Cip1/Waf1 

ή α-αηηίκδ) ζε μθζηά ηοηηανζηά εηποθίζιαηα ηςκ A549 GL2, A549 IKKαKD ηαζ 
A549 IKKαKD ςξ απυηνζζδ ζδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ H2O2. 
(Γ) Ακάθοζδ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ ιε ακκελίκδ V/PI βζα ηδκ πμζμηζημπμίδζδ 
ηδξ απυπηςζδξ ζε ηφηηανα A549 GL2, A549 IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD ςξ 
απυηνζζδ ζηδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ H2O2. (Γ) Ακάθοζδ 
ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western ηδξ έηθναζδ επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ 
πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ απυπηςζδξ (Bcl-2, Bax, ηαζπάζδ-3 ηαζ 
PARP-1 ή α-αηηίκδ) ζε μθζηά ηοηηανζηά εηποθίζιαηα ηοηηάνςκ A549 GL2, 
A549 IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD ςξ απυηνζζδ ζηδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ 
ζοβηεκηνχζεςκ Η2Ο2. 

(Γ) 

(Γ) 
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΢ηδ ζοκέπεζα, ακαθφεδηακ μζ επζδνάζεζξ ηδξ απμζζχπδζδξ ηδξ ΙΚΚα ή ηδξ 

ΙΚΚα ζηδκ έηθναζδ επζθεβιέκςκ νοειζζηζηχκ πνςηεσκχκ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο ςξ απυηνζζδ ζηδ πμνήβδζδ Η2Ο2, ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά 

western (΢π. 8Β). Σμ Η2Ο2 επήβαβε ηδκ έηθναζδ ηδξ ηοηθίκδξ D1 ιε έκα 

δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ ζηα ηφηηανα Α549 GL2, αθθά δ επαβςβή ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ ζηα Α549 ΙΚΚαKD εκημπίζηδηε ιυκμ ζε ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ 

(500 ηαζ 1000 ιΜ) Η2Ο2. Ακηίεεηα, ζηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD, ηα ααζζηά ηαζ 

απυ ημ Η2Ο2 επαβιέκα, επίπεδα έηθναζδξ ηδξ ηοηθίκδξ D1 ήηακ παιδθυηενα 

απυ ηα ακηίζημζπα επίπεδα πμο ακζπκεφεδηακ είηε ζηα ηφηηανα Α549 GL2 ή 

ζηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD (΢π. 8Β). Η ακάθοζδ βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 

έδεζλε, πςξ ημ Η2Ο2 ιεζμννφειζζε ηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ Cdc6 ηυζμ ζηα 

ηφηηανα Α549 GL2 υζμκ ηαζ ζηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD ζε ζοβηεκηνχζεζξ 500 

ηαζ 1000 ιΜ Η2Ο2, ςζηυζμ ηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ Cdc6 ήηακ μνζαηά 

ορδθυηενα ζημ δεφηενμ ηοηηανζηυ ηφπμ (΢π. 8Β). Σα επίπεδα έηθναζδξ ημο 

ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα E2F1 αημθμοεμφκ ημ ίδζμ πνυηοπμ ιε ηα επίπεδα 

έηθναζδξ ηδξ Cdc6 ζηα ηφηηανα Α549 GL2 ηαζ Α549 ΙΚΚαKD πανμοζία ή 

απμοζία αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ Η2Ο2 (΢π. 8Β). Ακηίεεηα, δ 

απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα είπε ςξ απμηέθεζια ηδ, ζπεδυκ, μθμηθδνςηζηή 

απχθεζα ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6, ηυζμ ζε ηφηηανα πμο είπε πμνδβδεεί Η2Ο2 

υζμ ηαζ ζε ηφηηανα πμο δεκ είπε πμνδβδεεί Η2Ο2, ηάηζ πμο ήηακ ζε άιεζδ 

ζοζπέηζζδ ιε ηδ, ζπεδυκ, μθμηθδνςηζηή απχθεζα ηδξ έηθναζδξ ημο Δ2F1, 

ζηα ίδζα ηφηηανα ηαζ ηάης απυ ηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ (΢π. 8Β), οπμδδθχκμκηαξ 

πςξ δ ΙΚΚα δνα ακμδζηά ημο E2F1. Δπζπθέμκ, ημ Η2Ο2 επήβαβε ηδκ έηθναζδ 

ηδξ p53, ζε πανυιμζα έηηαζδ, ηυζμ ζηα Α549 GL2 ηφηηανα υζμ ηαζ ζηα Α549 

ΙΚΚαKD ηφηηανα, δ μπμία αημθμοεήεδηε απυ ηδκ επαβςβή ηςκ επζπέδςκ 

έηθναζδξ ηδξ  p21Cip1/Waf1 ηαζ ζημοξ δομ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ, αθθά ζε 

ορδθυηενμ επίπεδμ ζηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD. Ωζηυζμ, ζηα ηφηηανα Α549 

ΙΚΚαKD δ επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ηδξ p53, φζηενα απυ ηδ πμνήβδζδ Η2Ο2, 

ήηακ θζβυηενδ, ζοβηνζκυιεκδ ιε αοηή ζηα ηφηηανα Α549 GL2 ηαζ Α549 ΙΚΚαKD 

ηαζ παναηδνμφκηακ ιυκμ ιεηά ηδ πμνήβδζδ ορδθχκ ζοβηεκηνχζεςκ Η2Ο2 

(500 ηαζ 1000 ιΜ), οπμδδθχκμκηαξ πςξ δ απχθεζα ηδξ ΙΚΚα είπε, πζεακχξ, 

ςξ απμηέθεζια ηδκ απμζηαεενμπμίδζδ ηδξ p53 ςξ απυηνζζδ ζημ Η2Ο2, 

υπςξ έπεζ πνυζθαηα ακαθενεεί (Yamaguchi et al. 2007a, b). Ωζηυζμ, δ 

επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ηδξ  p21Cip1/Waf1 ιεηά ηδ πμνήβδζδ Η2Ο2 ζηα ηφηηανα 
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Α549 ΙΚΚαKD ήηακ πανυιμζα ιε αοηήκ πμο παναηδνήεδηε ζηα ηφηηανα Α549 

GL2 ηαζ Α549 ΙΚΚαKD (΢π. 8Β). 

΢ηδ ζοκέπεζα, ιεθεηήεδηε δ επαβςβή ηδξ απυπηςζδξ απυ ημ Η2Ο2, ζε 

ηφηηανα Α549 GL2, Α549 ΙΚΚαKD ηαζ A549 ΙΚΚαKD ιε ακάθοζδ ιε 

ηοηηανμιεηνία νμήξ ακκελίκδξ-V/PI (΢π. 8Γ). Η πμνήβδζδ Η2Ο2 επήβαβε ηυζμ 

ηδκ πνχζιδ υζμ ηαζ ηδκ υρζιδ απυπηςζδ ηαζ ηδ κέηνςζδ ζηα ηφηηανα Α549 

GL2 ηαζ Α549 ΙΚΚαKD ηαηά έκα δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ, αθθά δ υρζιδ 

απυπηςζδ-κέηνςζδ εκημπίζηδηε πζμ έκημκα ζηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD, 

πανμοζζάγμκηαξ, ζε ζπέζδ ιε ηα ηφηηανα Α549 GL2, αφλδζδ ηαηά ηνείξ 

θμνέξ. Ακηίεεηα, ζηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD εκημπίζηδηε ιυκμκ δ επαβςβή ημο 

υρζιμο απμπηςηζημφ-κεηνςηζημφ εακάημο, αηυιδ ηαζ ζε ηφηηανα πμο δεκ είπε 

πμνδβδεεί Η2Ο2, αολακυιεκδ δυζμ-ελανηχιεκα, ακάθμβα ιε ηζξ 

πμνδβμφιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ Η2Ο2 (΢π. 8Γ). 

΢ηδ ζοκέπεζα, δζενεοκήεδηακ μζ ιεηααμθέξ ζηδκ έηθναζδ επζθεβιέκςκ 

πνςηεσκχκ, πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ απυπηςζδξ ζε ηφηηανα Α549 

GL2, A549 ΙΚΚαKD ηαζ Α549 ΙΚΚαKD ιεηά απυ ηδ πμνήβδζδ Η2Ο2. Σμ Η2Ο2 

ιεζμννφειζζε ηδκ έηθναζδ ηδξ Bcl2, αθθά αολμννφειζζε ηδκ έηθναζδ ηδξ 

μθζηήξ Bax, ζε ίδζα επίπεδα ηαζ ζημοξ ηνείξ δζαθμνεηζημφξ ηοηηανζημφξ 

ηφπμοξ, οπμδδθχκμκηαξ πςξ ιεηέααθε ηδκ ακαθμβία ηςκ ακηί-απμπηςηζηχκ 

πνμξ ηζξ πνμ-απμπηςηζηέξ πνςηεΐκεξ ηδξ μζημβέκεζαξ Bcl2 (΢π. 8Γ). 

Δπζπθέμκ, δ πμνήβδζδ Η2Ο2 επήβαβε ηδ ζπάζδ ηαζ άνα ηδκ εκενβμπμίδζδ, 

ηδξ ηαζπάζδξ-3, υπςξ βίκεηαζ θακενυ απυ ηδ 17-20 kDa πνςηεμθοηζηά 

δζαζπαζιέκδ ιμνθή ηδξ 35 kDa πνμ-ηαζπάζδξ-3 ηαζ ζημοξ ηνείξ 

δζαθμνεηζημφξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ. Δπζπνυζεεηα, ημ Η2Ο2 επήβαβε ηδκ 

πνςηεμθοηζηή δζάζπαζδ ηδξ PARP-1, εκυξ οπμζηνχιαημξ ηδξ ηαζπάζδξ-3, 

ςζηυζμ ημ πνμθίθ πνςηεμθοηζηήξ δζάζπαζδξ ηδξ PARP-1 ήηακ δζαθμνεηζηυ 

ζημοξ ηνείξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ. Δπζπθέμκ ηδξ 116 kDa ιδ-ημθμαςιέκδξ 

ιμνθήξ ηδξ PARP-1 ηαζ ηδξ 89 kDa ημθμαςιέκδξ ιμνθήξ ημο εκγφιμο, πμο 

εκημπίζηδηακ ηαζ ζημοξ ηνείξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ, εκημπίζηδηε ηαζ έκαξ 

ανζειυξ άθθςκ ιζηνυηενςκ εναοζιάηςκ ηδξ PARP-1 ιε έκα εναφζια ~50 

kDa κα ειθακίγεηαζ πζμ έκημκα ηαζ ζημοξ ηνείξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ ιεηά ηδ 

πμνήβδζδ Η2Ο2 ηαζ εζδζηυηενα ζηα ηφηηανα Α549, ζηα μπμία είπε 

απμζζςπδεεί δ ΙΚΚα ή δ ΙΚΚα, ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα Α549 GL2. 

Δπζπθέμκ, ηα ιζηνυηενα εναφζιαηα ηδξ PARP-1 πανμοζίαζακ ζζπονυηενδ 
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έηθναζδ ζηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD ζοβηνζηζηά, είηε ιε ηα ηφηηανα εθέβπμο 

Α549 GL2 ή ιε ηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD (΢Υ. 8Γ). Σα ιζηνυηενα εναφζιαηα 

ηδξ PARP-1 ηαζ εζδζηυηενα αοηυ ηςκ ~50 kDa, έπμοκ πενζβναθεί πνυζθαηα 

ηαζ έπεζ δεζπεεί κα ζπεηίγμκηαζ ιε ημ κεηνςηζηυ εάκαημ, ζοιπενζθαιαακμιέκμο 

αοημφ πμο επάβεηαζ απυ ηδ πμνήβδζδ Η2Ο2 (Gobeil et al., 2001; Nozawa et 

al., 2002; Soldani and Scovassi, 2002; Lu et al., 2006) ηαζ ιε ηδ ιείςζδ ηδξ 

εκενβυηδηαξ ημο NF-ηΒ (Bottino et al., 2004). Μζα άιεζδ ζφβηνζζδ έδεζλε πςξ 

δ ειθάκζζδ ηςκ ιζηνυηενςκ εναοζιάηςκ ηδξ PARP-1, πμο εκημπίζηδηακ (΢π. 

8Γ), ήηακ ζε άιεζμ ζοζπεηζζιυ ιε ηδκ εηδήθςζδ ηδξ υρζιδξ απυπηςζδξ-

κέηνςζδξ, δ μπμία ήηακ πενζζζυηενμ έκημκδ ζηα ηφηηανα Α549, ζηα μπμία 

είηε είπε απμζζςπδεεί δ ΙΚΚα ή δ ΙΚΚα ηαζ εζδζηυηενα ζηα ηφηηανα Α549 

ΙΚΚαKD (΢π. 8Γ), πνμηείκμκηαξ πςξ δ ΙΚΚα ιπμνεί κα νοειίγεζ ημ κεηνςηζηυ 

ηοηηανζηυ εάκαημ. 
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ΜΔΡΟ΢ ΓΔΤΣΔΡΟ 

 

 

Ο ξόινο ηνπ NF-θB ζηηο απνθξίζεηο ησλ θπηηάξσλ ζην 

νμεηδσηηθό ζηξεο πνπ επάγεηαη από ην εηνπνζίδην/VP16 
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3.9 Σν εηνπνζίδην/VP16 επήγαγε ηε ζπζζώξεπζε ησλ ελδνγελώλ ΓΜΟ 

θαη αλέζηεηιε ηνλ θπηηαξηθό πνιιαπιαζηαζκό  

 

Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έδεζλακ πςξ μζ πδιεζμεεναπεοηζημί πανάβμκηεξ επάβμοκ 

ηδ ζοζζχνεοζδ ηςκ εκδμβεκχκ ΓΜΟ (Pelicano et al., 2004; Laurent et al., 

2005), μζ μπμίεξ είκαζ οπεφεοκεξ βζα ηζξ επαβυιεκεξ, απυ ημοξ 

πδιεζμεεναπεοηζημφξ πανάβμκηεξ, αθάαεξ ζημ DNA (Norbury and Hickson, 

2001; Potter and Rabinovitch, 2005; Michod and Widmann, 2007). Γζα ημ θυβμ 

αοηυ ανπζηά, δζενεοκήεδηε ημ ηαηά πυζμ δ πμνήβδζδ VP16 είπε ςξ 

απμηέθεζια  ηδ ζοζζχνεοζδ ηςκ εκδμβεκχκ ΓΜΟ. ΢ε ηφηηανα A549 ηαζ 

MRC-5 TERT πμνδβήεδηακ αολακυιεκεξ δυζεζξ VP16, υπςξ οπμδεζηκφεηαζ, 

βζα 24 h ηαζ φζηενα οπμθμβίζηδηακ ηα εκδμβεκή επίπεδα ΓΜΟ, υπςξ 

πενζβνάθεηαζ ζηα οθζηά ηαζ ιέεμδμζ. Η πμνήβδζδ VP16 είπε ςξ ζοκέπεζα ηδ 

δυζμ-ελανηχιεκδ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηςκ εκδμβεκχκ ΓΜΟ ηυζμ ζηα 

ηφηηανα Α549 υζμ ηαζ ζηα ηφηηανα  MRC-5 TERT (΢π. 9A). ΢ηδ ζοκέπεζα, 

δζενεοκήεδηακ μζ απμηνίζεζξ ηαζ ηςκ δομ ηοηηανζηχκ ηφπςκ Α549 ηαζ MRC-5 

TERT ζηδ πμνήβδζδ VP16 ιε ηοηηανμιεηνία νμήξ. Η ακάθοζδ ηςκ ηοηηάνςκ 

Α549 ζηα μπμία πμνδβήεδηε VP16 ζε ζοβηεκηνχζεζξ 0 - 50 ιM ή ηςκ 

ηοηηάνςκ MRC-5 TERT, ζηα μπμία πμνδβήεδηε VP16 ζε ζοβηεκηνχζεζξ 0 - 

20 ιM έδεζλε, πςξ ημ VP16 επήβαβε ηδ ζοζζχνεοζδ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ζηδ 

θάζδ G1-S ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο (΢π. 9B) ηαζ ηςκ ηοηηάνςκ MRC-5 TERT 

ζηζξ θάζεζξ G1-S ηαζ G2-M, ακάθμβα ιε ηζξ αολακυιεκδ ζοβηέκηνςζδ ημο 

VP16 (΢π. 9Γ), πςνίξ ηάπμζμ ζδιακηζηυ πμζμζηυ ηςκ ηοηηάνςκ κα μδδβείηαζ 

ζε απυπηςζδ. 
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΢ρήκα 9. Σςζζώπεςζη ηων ΓΜΟ και μεηαβολέρ ζηον κςηηαπικό κύκλο 
λόγω ηηρ σοπήγηζηρ VP16. (Α) ΢ε ηφηηανα Α549 πμνδβήεδηε VP16 ζε 
ζοβηεκηνχζεζξ 0 - 50 ιΜ ηαζ ζε ηφηηανα MRC5-TERT πμνδβήεδηε VP16 ζε 
ζοβηεκηνχζεζξ 0 - 20 ιΜ βζα 24 h ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πνμζδζμνίζηδηακ ηα 
επίπεδα ηςκ εκδμβεκχκ ΓΜΟ ιε ηδ πνήζδ ηδξ θεμνίγμοζαξ μοζίαξ C2938. 
(Β) ΢ε ηφηηανα Α549 ηαζ (Γ) MRC5-TERT, ιεθεηήεδηακ μζ επζδνάζεζξ ημο 
VP16 ιε ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ πνδζζιμπμζχκηαξ ημ ειπμνζηά δζαεέζζιμ 
ακηζδναζηήνζμ cycle testTM plus DNA reagent kit (Becton-Dickinson, USA) 
 
 

(Γ) 
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3.10 Σν εηνπνζίδην/VP16 επήγαγε ηελ πξόθιεζε βιαβώλ ζην DNA, 

νδεγώληαο ζηελ αλαζηνιή ηνπ θπηηαξηθνύ πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ 

αλζξσπίλσλ θπηηάξσλ 

 

Οζ πδιεζμεεναπεοηζημί πανάβμκηεξ επάβμοκ ηδκ εκενβμπμίδζδ ιζαξ 

απυηνζζδξ ζε αθάαεξ ζημ DNA (DDR), μδδβχκηαξ είηε ζηδκ ακαζημθή ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο ή ζηδκ απυπηςζδ (Harper and Elledge, 2007). Γζα ημ θυβμ 

αοηυ, δζενεοκήεδηε ημ ηαηά πυζμ δ πμνήβδζδ VP16 εκενβμπμζεί ηδκ πμνεία 

ηδξ DDR ακαθφμκηαξ ηδκ έηθναζδ επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ 

ζηδκ DDR, ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western (΢π. 10A ηαζ B). Σμ VP16 

επήβαβε ηδ θςζθμνοθίςζδ ηςκ ATM (ζενίκδ1981), Chk2 (ενεμκίκδ68), p53 

ηαζ β-H2AX δυζμ-ελανηχιεκα ηυζμ ζηα ηφηηανα A549 (΢π. 10A) υζμ ηαζ ζηα 

ηφηηανα MRC-5 TERT (΢π. 10B). Δπμιέκςξ, δ πμνήβδζδ VP16 εκενβμπμίδζε 

ηδκ DDR μδδβχκηαξ ζηδκ ακαζημθή ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, πςνίξ ςζηυζμ κα 

οπάνπμοκ απμδείλεζξ βζα επαβςβή απυπηςζδξ (΢π. 9), ηυζμ ζηα ακενχπζκα 

ηανηζκζηά πκεοιμκζηά ηφηηανα Α549 υζμ ηαζ ζηζξ δοκδηζηά αεακαημπμζδιέκεξ 

MRC-5 TERT ζκμαθάζηεξ. 

΢ηδ ζοκέπεζα ακαθφεδηε δ έηθναζδ επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ πμο εθέβπμοκ 

ηδκ πνυμδμ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ζημοξ δομ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ A549 

ηαζ MRC-5 TERT ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western (΢π. 10Γ ηαζ Γ, 

ακηίζημζπα). Σμ VP16 επήβαβε ηδ ζοζζχνεοζδ ηδξ ηοηθίκδξ D1, αθθά 

ιεζμννφειζζε δναιαηζηά ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6, εκυξ αδεζμδμηζημφ 

πανάβμκηα ηδξ ακηζβναθήξ ημο  DNA (DNA licensing factor), ηαζ ζημοξ δομ 

ηοηηανζημφξ ηφπμοξ. Δπζπνυζεεηα, ημ VP16 επήβαβε ηδκ αφλδζδ ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ p53 ηαζ ηδξ ακαζηαθηζηήξ ηφηθζκμ-ελανηχιεκδξ ηζκάζδξ ζηυπμο 

ηδξ, ηδξ p21Cip1/Waf1, ηαζ ζημοξ δομ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ, ηαεχξ ηαζ ηδξ p27Kip1, 

ημοθάπζζημκ ζηα ηφηηανα Α549, ιε έκα δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ.  

Γζα κα επαθδεεοεεί δ έθθεζρδ ηδξ απμπηςηζηήξ απυηνζζδξ ηςκ ηοηηάνςκ 

ζημ VP16, ακαθφεδηε δ έηθναζδ επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ 

ζηδκ απυπηςζδ ηαζ ζημοξ δομ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ,  A549 ηαζ MRC-5 TERT, 

ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western (΢π. 10E ηαζ ΢Σ, ακηίζημζπα). Η πμνήβδζδ 

VP16 ιεζμννφειζζε ηδκ έηθναζδ ηδξ Bcl-2 ηαζ αολμννφειζζε ηδκ έηθναζδ ηδξ 

Bax, αθθά ακζπκεφεδηε ιυκμ δ 116 kDa ιμνθή ηδξ PARP-1, εκυξ 

οπμζηνχιαημξ ηδξ ηαζπάζδξ-3, πςνίξ κα ακζπκεοεεί δ πνςηεμθοηζηά 
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δζαζπαζιέκδ 89 kDa ιμνθή ηδξ, οπμδδθχκμκηαξ, πςξ ιμθμκυηζ ημ VP16 

ιπμνεί κα εοαζζεδημπμίδζε ηα ηφηηανα ςξ πνμξ ηδκ απυπηςζδ, δεκ επανηεί 

βζα κα επάβεζ ιζα απμπηςηζηή απυηνζζδ. 
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΢ρήκα 10. Η σοπήγηζη VP16 επήγαγε βλάβερ ζηο DNA και μεηαβολή ηων 
επιπέδων έκθπαζηρ επιλεγμένων ππωηεϊνών πος εμπλέκονηαι ζηη 
πύθμιζη ηος κςηηαπικού κύκλος, σωπίρ να επάγει ηην απόπηωζη ηων 
κςηηάπων. (Α) ΢ε ηφηηανα Α549 ηαζ (Β) MRC5-TERT πμνδβήεδηε VP16 ηαζ 
ακαθφεδηε δ έηθναζδ πνςηεσκχκ, πμο ειπθέημκηαζ ζηζξ απμηνίζεζξ ζε 
αθάαεξ ζημ DNA (ATM, θχζθμ-ATM Ser1981, Chk2, θχζθμ-Chk2 Thr68, 
θχζθμ-p53 Ser15 & Ser20, β-H2AX ηαζ H2A ή α-αηηίκδ). (Γ) ΢ε ηφηηανα 
Α549 ηαζ (Γ) MRC5-TERT πμνδβήεδηε VP16 ηαζ ακαθφεδηε δ έηθναζδ 
επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο 
(ηοηθίκδ D1, Cdc6, p53 ηαζ p21Cip1/Waf1, p27Kip1 ή α-αηηίκδ). (E) ΢ε ηφηηανα 
Α549 ηαζ (΢Σ) MRC5-TERT πμνδβήεδηε VP16 ηαζ ακαθφεδηε δ έηθναζδ 
επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ απυπηςζδξ (Bcl-
2, Bax, PARP-1 ή α-αηηίκδ). 
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(Γ) 
(΢Σ (΢Σ) 
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3.11 Ζ ρνξήγεζε VP16 ελεξγνπνίεζε ηνλ NF-θB ζηα θύηηαξα A549  

 

 Οζ αθάαεξ ζημ DNA εκενβμπμζμφκ ηυζμ ημκ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα p53 

(Ding et al., 2003; Kastan & Bartek, 2004; Braithwaite et al., 2005; Vousden 

and Lane, 2007; Harper and Elledge, 2007; Riley et al., 2008) υζμ ηαζ ηδκ 

ηακμκζηή πμνεία εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB (Wu et al., 2006; Janssens and 

Tschopp, 2006; Habraken & Piette, 2006; Wu and Miyamoto, 2007; Brzóska 

and Szumiel, 2009). 

 Γζα ημ θυβμ αοηυ, ακαθφεδηε δ πνυκμ-ελανηχιεκδ έηθναζδ δζάθμνςκ 

πνςηεσκχκ ηςκ πμνεζχκ ιεηαβςβήξ ζήιαημξ ημο NF-ηB ζε μθζηά ηοηηανζηά 

εηποθίζιαηα απυ αζφβπνμκεξ ηαθθζένβεζεξ ηοηηάνςκ Α549 πανμοζία / 

απμοζία VP16 (΢π. 11Α) ηαζ ζε ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ πονδκζηά 

εηποθίζιαηα ηαζ ζε μθζηά εηποθίζιαηα απυ απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ 

ηοηηάνςκ Α549, πανμοζία / απμοζία VP16 (΢π. 11Β), ιε άκμζμ-απμηφπςια 

ηαηά western. Πνχημκ, ηαζ μζ δομ εκενβμπμζδηζηέξ ηζκάζεξ ΙΚΚ, δ ΙΚΚα ηαζ δ 

ΙΚΚα, εκημπίζηδηακ ηυζμ ζηα ηφηηανα, ζηα μπμία δεκ είπε πμνδβδεεί VP16, 

υζμ ηαζ ζηα ηφηηανα πμο είπε πμνδβδεεί VP16, αθθά δεκ παναηδνήεδηακ 

πνμθακείξ αθθαβέξ ζηδκ έηθναζδ ημοξ ιε ηδκ πάνμδμ ημο πνυκμο, 

ακελάνηδηα απυ ηδκ πμνήβδζδ ή ιδ VP-16 (΢π. 11A).  

Η έηθναζδ ηδξ IηBα επάπεδηε 8 h ιεηά απυ ηδ πμνήβδζδ VP16 ζηα 

ηφηηανα ηαζ δ έηθναζδ ηδξ ιεζχεδηε φζηενα απυ 12 h ηαζ 16 h απυ ηδ 

πμνήβδζδ VP16. ΢ηζξ 24 h, δ έηθναζδ ηδξ IηBα ήηακ παιδθή ηαζ δεκ οπήνπε 

αθθαβή ζηδκ έηθναζδ ηδξ ιεηά απυ ηδ πμνήβδζδ VP16, ζοβηνζηζηά ιε ημ 

ακηίζημζπμ δείβια εθέβπμο. Η πμνήβδζδ VP16 είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ 

αολμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηςκ p50 ηαζ p65, αθθά πανμοζίαζε έκα ιενζηχξ 

δζαθμνεηζηυ πνμθίθ. Η αολμννφειζζδ ηαζ ηςκ δομ οπμιμκάδςκ ημο NF-ηΒ, 

p50 ηαζ p65, ακζπκεφεδηε ζηζξ 8 h, αθθά δ έηθναζδ ηδξ p50 πανέιεζκε ορδθή 

ςξ ηζξ 12 h ηαζ ηδξ p65 ςξ ηζξ 16 h, φζηενα απυ ηδ πμνήβδζδ VP16 (΢π. 11A). 

Σα δεδμιέκα αοηά πνμηείκμοκ πςξ δ ανπζηή επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ηδξ IηBα 

απυ ημ VP16 μθεζθυηακ ζηδκ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB, ηαεχξ δ IηBα είκαζ 

βμκίδζμ-ζηυπμξ ημο NF-ηB, ηαζ δ πνμμδεοηζηή απμδυιδζδ ηδξ ιεηά απυ ηδ 

πμνήβδζδ VP16 μδήβδζε ζηδκ παναηεηαιέκδ επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ηςκ 

οπμιμκάδςκ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB, p50/p65. 
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Γζα κα δζενεοκδεμφκ πζμ δζελμδζηά μζ επζδνάζεζξ ημο VP16 ζηδκ έηθναζδ 

ηςκ πνςηεσκχκ ζδιαημδυηδζδξ ημο NF-ηB, ακαθφεδηε ζηδ ζοκέπεζα δ 

εκδμηοηηάνζα έηθναζδ ηαζ μ οπυ-ηοηηανζηυξ εκημπζζιυξ ηςκ πνςηεσκχκ 

ζδιαημδυηδζδξ ημο NF-ηB ιεηά απυ ηδ πμνήβδζδ 25 ιM VP16 βζα 24 h ζηα 

ηφηηανα Α549 (΢π. 11B). Δκχ ζηα ηφηηανα Α549, ζηα μπμία δεκ είπε 

πμνδβδεεί VP16, μζ IKKα ηαζ IKKα εκημπίγμκηακ ηυζμ ζημ ηοηηανυπθαζια 

υζμ ηαζ ζημκ πονήκα, πανμοζζάγμκηαξ ορδθυηενα επίπεδα έηθναζδξ ζημ 

ηοηηανυπθαζια, δ πμνήβδζδ VP16 δεκ επδνέαζε ημκ εκδμηοηηάνζμ 

εκημπζζιυ ημοξ (΢π. 11B). Σμ βεβμκυξ αοηυ πζζημπμζήεδηε ηυζμ ζε πονδκζηά 

εηποθίζιαηα υζμ ηαζ ζε εηποθίζιαηα μθζηχκ πνςηεσκχκ απυ απμιμκςιέκμοξ 

πονήκεξ (΢π. 11B). Αοηυ ήηακ ακηίεεημ απυ ηδ ιεηαηυπζζδ ηδξ ΙΚΚα, αθθά υπζ 

ηδξ ΙΚΚα, ζημκ πονήκα, φζηενα απυ ηδ πμνήβδζδ H2O2 (΢π. 4 Yamaguchi et 

al., 2007). Ωζηυζμ, ακζπκεφεδηακ δζάθμνεξ γχκεξ (ιπάκηεξ) ηδξ ΙΚΚα ζηα 

ηοηηανμπθαζιαηζηά εηποθίζιαηα ηοηηάνςκ Α549 πανμοζία / απμοζία VP16 

(΢π. 11A), μζ μπμίεξ ιπμνεί κα ακηζζημζπμφκ ζηδ θςζθμνοθζςιέκδ ιμνθή ηδξ, 

υπςξ πανμοζίαζακ πνυζθαηεξ ιεθέηεξ, ζφιθςκα ιε ηζξ μπμίεξ, δ 

ιεηαβναθζηή ζηακυηδηα ημο NF-ηB ήηακ αολδιέκδ ζηα ηφηηανα Α549, 

ζοβηνζηζηά ιε άθθμοξ ακενχπζκμοξ ηανηζκζημφξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ (Sun et 

al., 2007). Δπίζδξ, ακαθφζαιε ηδκ έηθναζδ ηδξ θχζθμ-IηBα (ζενίκεξ32/36). 

Η ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western έδεζλε, πςξ δ πμνήβδζδ 

VP16 επήβαβε ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ IηBα (ζενίκεξ32/36), δ μπμία 

εκημπίζηδηε ηυζμ ζημ ηοηηανυπθαζια υζμ ηαζ ζημκ πονήκα (΢π. 11B), ζε 

ζοιθςκία ιε ηδκ παθζκδνμιζηή ηδξ ηίκδζδ ιεηαλφ πονήκα ηαζ 

ηοηηανμπθάζιαημξ (Renard et al., 2000; Birbach et al., 2002; Viatour et al., 

2003; Kanarek et al., 2009). ΢ηδ ζοκεπεία ακαθφεδηε δ έηθναζδ ηαζ μ οπυ-

ηοηηανζηυξ εκημπζζιυξ ηςκ οπμιμκάδςκ ημο NF-ηB, p50 ηαζ p65 ζε 

ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ πονδκζηά εηποθίζιαηα ηαζ ζε μθζηά πνςηεσκζηά 

εηποθίζιαηα απυ απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ ηοηηάνςκ Α549, πανμοζία / 

απμοζία VP16, ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western (΢π. 11B). Σμ VP16 

επήβαβε ηδ ιεηαηυπζζδ ηαζ ηςκ δομ οπμιμκάδςκ ημο NF-ηB, p50 ηαζ p65, 

ζημκ πονήκα, ζοβηνζηζηά ιε ηα ακηίζημζπα δείβιαηα εθέβπμο, ζηα μπμία δεκ 

πμνδβήεδηε VP16, ηάηζ πμο ήηακ πζμ ειθακέξ ζηα εηποθίζιαηα μθζηχκ 

πνςηεσκχκ απυ απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ (΢π. 11B). Πανμιμίςξ, ακαθφεδηε 

δ έηθναζδ ηδξ θχζθμ-p65 (ζενίκδ536) ζηα ηφηηανα Α549 πανμοζία / 
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απμοζία VP16 (΢π. 11Γ). Σμ VP16 αφλδζε ηα επίπεδα θςζθμνοθίςζδξ ηδξ 

p65 ζηδ ζενίκδ536 οπμδεζηκφμκηαξ αολδιέκδ εκενβυηδηα ηδξ p65, ηαζ ηαη‟ 

αημθμοεία αολδιέκδ ιεηαβναθζηή εκενβυηδηα ημο NF-ηB. Γζενεοκήεδηε 

επίζδξ, δ έηθναζδ ηδξ p52, ςζηυζμ, ηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ ήηακ πμθφ 

παιδθά έςξ ιδ ακζπκεφζζια ακελανηήηςξ ηδξ πμνήβδζδξ  VP16 ζηα ηφηηανα 

Α549 (΢π. 11Γ). 
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΢ρήκα 11. Δνεπγοποίηζη ηος NF-κΒ ζηα κύηηαπα Α549 από ηο 
εηοποζίδιο/VP16. (Α) Ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western ηδξ 
πνυκμ-ελανηχιεκδξ έηθναζδξ ηςκ πνςηεσκχκ ηςκ πμνεζχκ εκενβμπμίδζδξ 
ημο NF-ηΒ ζε μθζηά πνςηεσκζηά εηποθίζιαηα ηφηηανςκ Α549 ιεηά ηδκ έηεεζδ 
ημοξ ζε 0 - 50 ιΜ VP16 βζα 24 h. (B) Ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά 
western ηδξ πνυκμ-ελανηχιεκδξ έηθναζδξ ηςκ πνςηεσκχκ ηςκ πμνεζχκ 
εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ ζε ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ πονδκζηά εηποθίζιαηα 
ηαζ ζε μθζηέξ πνςηεΐκεξ απυ απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ ηοηηάνςκ Α549, ιεηά 
ηδκ έηεεζδ ημοξ ζε 0 ή 25 ιΜ VP16 βζα 24 h. (Γ) ΢ε ηφηηανα Α549 
πμνδβήεδηε VP16 ζε ζοβηεκηνχζεζξ 0 - 50 ιΜ ηαζ ακαθφεδηε, ιε άκμζμ-
απμηφπςια ηαηά western, δ έηθναζδ ηςκ πνςηεσκχκ θχζθμ-p65 
(ζενίκδ536) (p-p65 S536) ηαζ p52 ζε μθζηά, ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ πονδκζηά 
εηποθίζιαηα ηαζ ζε μθζηέξ πνςηεΐκεξ απυ απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ. (Γ) 
Ακάθοζδ ηδξ εκενβυηδηαξ ημο NF-ηB ιεηά ηδ δζαιυθοκζδ πθαζιζδίμο πμο 
έθενε 5XθB νοειζζηζηά ζημζπεία ζοκδειέκα ιε ημ βμκίδζμ ακαθμνάξ ηδξ 
θμοζζθενάζδξ ζηα ηφηηανα Α549 ιεηά ηδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ 
ζοβηεκηνχζεςκ (0 - 25 ιΜ) VP16.    

(Γ) 

(Γ) 
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Δπμιέκςξ, ημ VP16 εκενβμπμίδζε ηδκ ηακμκζηή πμνεία ημο NF-ηB, υπςξ 

ηαηαβνάθδηε απυ ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ IηBα ζηζξ ζενίκεξ32/36, ηδ 

ιεηαηυπζζδ ζημκ πονήκα ηςκ p50 ηαζ p65 ηαζ ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ p65 (p-

p65 S536). 

΢ηδ ζοκέπεζα, ιεθεηήεδηε δ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB απυ ημ VP16, 

ακαθφμκηαξ ηδκ εκενβυηδηα ημο ιε ημκ πνμζδζμνζζιυ ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ 

θμοζζθενάζδξ ζε εηποθίζιαηα απυ ηφηηανα Α549, ιεηά ηδκ έηεεζδ ημοξ ζε 

αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ (0 - 50 ιΜ) VP16. Μεηά απυ ηδκ πανμδζηή 

δζαιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ιε έκα θμνέα πμο έθενε 5XθB νοειζζηζηά 

ζημζπεία ζοκδειέκα ιε ημ βμκίδζμ ακαθμνάξ ηδξ θμοζζθενάζδξ πανμοζία / 

απμοζία VP16 ηαζ ακαθφεδηε δ εκενβυηδηα ηδξ θμοζζθενάζδξ, δ μπμία 

ακηζπνμζχπεοε ηδ ιεηαβναθζηή εκενβυηδηα ημο NF-ηB (΢π. 11Γ). Η 

πμνήβδζδ VP16 ζηα ηφηηανα Α549 επήβαβε ηδ ιεηαβναθζηή εκενβυηδηα ημο 

NF-ηB ιε έκα δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ, υπςξ ηαηαβνάθδηε απυ ηδκ 

αολδιέκδ δναζηζηυηδηα ηδξ θμοζζθενάζδξ (΢π. 11Γ). 

Γζα κα ακαθοεεί πεναζηένς δ εκενβμπμίδζδ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ 

ιεηαβςβήξ ζήιαημξ ημο NF-ηB ςξ απυηνζζδ ζημ VP16, πνδζζιμπμζήεδηε 

ακμζμθεμνζζιυξ ηαζ ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία ιε θέζγεν βζα κα ακζπκεοεεί μ 

οπυ-ηοηηανζηυξ εκημπζζιυξ ηςκ p65, θχζθμ-p65 ζηδ ζενίκδ536 (p-p65 

S536), IKKα ηαζ ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ ζζηυκδξ H3 ζηδ ζενίκδ10 (H3S10) (΢π. 

12). Η πμνήβδζδ VP16 ζηα ηφηηανα Α549 επήβαβε ηδ ιεηαηυπζζδ ηδξ p65 ηαζ 

ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ ιμνθήξ ηδξ (p-p65 S536) ζημκ πονήκα, αθθά υπζ ηδξ 

ΙΚΚα ή ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ ζζηυκδξ H3 ζηδ ζενίκδ10. 

΢οκμπηζηά, ηα δεδμιέκα αοηά οπμδεζηκφμοκ πςξ ημ VP16 εκενβμπμίδζε 

ηδκ ηακμκζηή πμνεία εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB ζηα ηφηηανα Α549.   
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΢ρήκα 12. Υπό-κςηηαπικόρ ενηοπιζμόρ ηων p65, θώζθο-p65 ζηη ζεπίνη 
536 (p-p65 S536), IKKα και ηηρ θωζθοπςλιωμένηρ μοπθήρ ηηρ ιζηόνηρ 3 
ζηη ζεπίνη 10 (H3S10) μεηά ηην έκθεζη ηων κςηηάπων ζε VP16. Η 
πμνήβδζδ VP16 εκενβμπμίδζε ημκ NF-ηΒ ζηα ηφηηανα Α549. Κφηηανα Α549 
ειαμθζάζεδηακ ζε ηαθοπηνίδεξ ζε πμθοηνοαθία ηςκ 6 πδβαδζχκ, 
ζηαεενμπμζήεδηακ ηαζ επςάζηδηακ ιε ηαηάθθδθα ακηζζχιαηα βζα ημκ οπυ-
ηοηηανζηυ εκημπζζιυ ηςκ p65, θχζθμ-p65 ζηδ ζενίκδ 536 (p-p65 S536), 
IKKα ηαζ ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ ιμνθήξ ηδξ ζζηυκδξ 3 ζηδ ζενίκδ 10 
(H3S10), πανμοζία / απμοζία 25 ιΜ VP16 βζα 24 h. Η ακίπκεοζδ ηςκ ιμνίςκ 
έβζκε ιε ακμζμθεμνζζιυ ηαζ ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία ιε θέζγεν. 
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3.12 Ζ κεηνξξύζκηζε ηεο έθθξαζεο ηεο Cdc6 σο απόθξηζε ζην VP16 θαη 

ν ζπζρεηηζκόο ηεο κε ηελ έθθξαζε ηνπ E2F1  

 

Μζα απυ ηζξ δναιαηζηέξ αθθαβέξ, πμο επάπεδηε απυ ηδ πμνήβδζδ VP16 ηαζ δ 

μπμία μδήβδζε ζηδκ ακαζημθή ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, ήηακ δ αλζμζδιείςηδ 

ιεζμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6, εκυξ E2F-εθεβπυιεκμο βμκζδίμο (΢π. 

10), επζπθέμκ ηδξ επαβςβήξ ημο άλμκα p53 - p21Cip1/Waf1 (΢π. 10) ηαζ ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο NF-ηB (΢π. 11 ηαζ 12). Πανυηζ 

πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έδεζλακ, πςξ δ p53 νοειίγεζ ανκδηζηά ηδκ έηθναζδ ηδξ 

Cdc6 (Duursma and Agami, 2005), μζ επζδνάζεζξ ηςκ πμνεζχκ ιεηαβςβήξ 

ζήιαημξ ημο NF-ηB ζηδκ έηθναζδ ηςκ βμκζδίςκ-ζηυπςκ ηςκ E2Fs 

επζζδιάκεδηακ ιυθζξ πνυζθαηα (Massa et al., 2005; Tu et al., 2006; Araki et 

al., 2008; Penzo et al., 2009; Batsi et al., 2009; Shaw et al., 2009). Σμ 

βεβμκυξ αοηυ ιαξ παναηίκδζε κα δζενεοκήζμοιε ηδκ πζεακή ζφκδεζδ 

ακάιεζα ζημκ NF-ηB ηαζ ηδ Cdc6, ιεηά απυ ηδ πμνήβδζδ VP16 ζε ηφηηανα 

A549 ηαζ MRC-5 TERT, ζηα μπμία δ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ιεζχεδηε 

αλζμζδιείςηα ιεηά ηδ πμνήβδζδ VP16 (΢π. 10). Γζα κα δζενεοκδεεί ακ δ 

έηθναζδ ηαζ μ οπυ-ηοηηανζηυξ εκημπζζιυξ ηδξ Cdc6 ιεηααάθθεηαζ, ςξ 

απυηνζζδ ζημ VP16, ηαζ ημ ακ ηέημζεξ ιεηααμθέξ ζοζπεηίγμκηακ ιε ηδκ 

έηθναζδ ηςκ ΙΚΚα ή ΙΚΚα, ακαθφζαιε ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ζε μθζηά 

πνςηεσκζηά εηποθίζιαηα ηοηηάνςκ A549 ηαζ MRC-5 TERT, ζηα μπμία 

πμνδβήεδηε VP16 βζα 8, 12, 16 ηαζ 24 h (΢x. 13A ηαζ B, ακηίζημζπα). Ακάθοζδ 

ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western έδεζλε, πςξ δ έηθναζδ ηδξ Cdc6 

επάπεδηε ζηα ηφηηανα Α549 ηαζ MRC-5 TERT ιεηά απυ δζέβενζδ ημοξ ιε 

μνυ, φζηενα απυ 12 h, δζαηδνήεδηε ζε ορδθά επίπεδα ςξ ηζξ 16 h ηαζ 

ζηαδζαηά ιεζχεδηε έςξ ημ πνμκζηυ δζάζηδια ηςκ 24 h. Ωζηυζμ, πανμοζία 

VP16 δεκ οπήνλε επαβςβή ζηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ηαζ ακηίεεηα δ έηθναζδ 

ηδξ ηαηεζηάθδ απυ ημ VP16 (΢π. 13Α ηαζ Β). Η ακάθοζδ ιε άκμζμ-

απμηφπςια ηαηά western βζα ηδκ έηθναζδ ηςκ ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα έδεζλε πςξ ημ  

VP16 δεκ επδνέαζε ηδκ έηθναζδ ηαιζάξ εη ηςκ δομ ηζκαζχκ ζηα ηφηηανα 

Α549 (΢π. 12A) ή ηδξ IKKα ζηα ηφηηανα MRC-5 TERT (΢π. 13B). ΢ηδ 

ζοκέπεζα, ακαθφεδηε δ πνυκμ-ελανηχιεκδ έηθναζδ ημο ιεηαβναθζημφ 

πανάβμκηα E2F1, ηαεχξ νοειίγεζ εεηζηά ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 (Hatoboer et 

al., 1998; Ohtani et al., 1998; Yan et al., 1998), ζε ηφηηανα Α549, πανμοζία / 
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απμοζία 25 ιΜ VP16 (΢π. 13A ηαζ B). Η έηθναζδ ημο E2F1 επάπεδηε ζηζξ 12 

h, φζηενα απυ δζέβενζδ ιε μνυ, δζαηδνήεδηε ζε ορδθά επίπεδα έςξ ηζξ 16 h 

ηαζ ιεζχεδηε ζηαδζαηά ςξ ημ δζάζηδια ηςκ 24 h. 
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΢ρήκα 13. Μειοππύθμιζη ηηρ έκθπαζηρ ηηρ Cdc6 από ηο 
εηοποζίδιο/VP16. (A) ηαζ (Β) Ακάθοζδ, ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western, 
ηδξ πνυκμ-ελανηχιεκδξ έηθναζδξ ηςκ E2F1, p53, IKKα, ΙΚΚα, Cdc6 ηαζ α-
αηηίκδξ ςξ ιάνηονα, ζε μθζηά πνςηεσκζηά εηποθίζιαηα ηοηηάνςκ Α549 ηαζ 
MRC5-TERT, πανμοζία / απμοζία 26 ιΜ VP16 βζα 8, 12, 16 ηαζ 24 h. (Γ) ηαζ 
(Γ) Ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western ηδξ έηθναζδξ ηςκ E2F1, 
p53, IKKα, ΙΚΚα, Cdc6 ηαζ α-αηηίκδξ ςξ ιάνηονα ζε ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ 
πονδκζηά εηποθίζιαηα ηαζ ζε μθζηέξ πνςηεΐκεξ απυ απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ 
ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ηαζ MRC5-TERT απμοζία ή πανμοζία 25 ιΜ VP16 βζα 
24 h. (E) Ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western ηδξ έηθναζδξ ηδξ 
ΙΚΚα ζε μθζηά, ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ πονδκζηά εηποθίζιαηα ηαζ ζε μθζηέξ 
πνςηεΐκεξ απυ απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ ηοηηάνςκ Α549, ςξ απυηνζζδ ζηδ 
πμνήβδζδ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ (0 - 1000 ιΜ) Η2Ο2. 
 

 

(Γ) 

(Γ) 
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΢ε ακηίεεζδ, ημ VP-16 ιεζμννφειζζε ηδκ έηθναζδ ημο E2F1 ηαζ απέηνερε ηδκ 

επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ημο απυ ημκ μνυ. Δπμιέκςξ, ημ πνμθίθ έηθναζδξ 

ημο E2F1 ζοζπεηζγυηακ ιε αοηυ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6, ιε ηδκ απχθεζα ηδξ 

έηθναζδξ ημο E2F1 κα ζοζπεηίγεηαζ ιε ηδ επαηυθμοεδ απχθεζα ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ Cdc6 πανμοζία VP16 (΢π. 13A ηαζ B). ΢ηδ ζοκέπεζα, 

πνμζδζμνίζηδηε δ πνυκμ-ελανηχιεκδ έηθναζδ ηδξ p53 ζε ηφηηανα Α549 ηαζ 

MRC-5 TERT πανμοζία / απμοζία 25 ιΜ VP16 (΢π. 13A ηαζ B). Η έηθναζδ 

ηδξ p53 επάπεδηε ζζπονά 8 h ιεηά ηδ πμνήβδζδ VP16 ηαζ αολήεδηε ζε 

ορδθυηενα επίπεδα πανμοζία VP16, απυ υηζ ζηα ακηίζημζπα δείβιαηα 

εθέβπμο, βζα έκα πνμκζηυ δζάζηδια 24 h (΢π. 13A ηαζ B). Δπμιέκςξ, δ 

επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ηδξ p53 απυ ημ VP16 ζοζπεηζγυηακ ιε ηδκ απχθεζα 

έηθναζδξ ηδξ Cdc6 ηυζμ ζηα ηφηηανα A549 υζμ ηαζ ζηα ηφηηανα MRC-5 

TERT.  

Γζα κα επαθδεεοεμφκ μζ επζδνάζεζξ ημο VP16 ζηδκ έηθναζδ ηςκ Cdc6, 

IKKs, E2F1 ηαζ p53, ηαεχξ επίζδξ ηαζ ζημκ οπυ-ηοηηανζηυ εκημπζζιυ ημοξ, 

δζενεοκήεδηε δ έηθναζδ ημοξ ζε ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ πονδκζηά 

εηποθίζιαηα ηαζ ζε εηποθίζιαηα μθζηχκ πνςηεσκχκ απυ απμιμκςιέκμοξ 

πονήκεξ, απμοζία ή πανμοζία 25 ιΜ VP16 βζα 24 h  (΢π. 13Γ ηαζ Γ). Η 

ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ζε 

ηφηηανα Α549 ηαζ MRC-5 TERT, απμοζία ή πανμοζία 25 ιΜ VP16 βζα 24 h,  

έδεζλε, πςξ δ Cdc6 εκημπζγυηακ ηονίςξ ζημκ πονήκα ηαζ πςξ δ πμνήβδζδ 

VP16 ηαηέζηεζθε δναιαηζηά ηδκ έηθναζδ ηδξ. Μζα πανυιμζα ακάθοζδ ιε 

άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western βζα ηδκ έηθναζδ ηςκ ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα, έδεζλε 

πςξ δ πμνήβδζδ VP16 δεκ επδνέαζε ηδκ έηθναζδ ή ημκ πονδκζηυ εκημπζζιυ 

ηαιζάξ εη ηςκ δομ ΙΚΚ ηζκαζχκ ζηα ηφηηανα Α549 (΢π. 13Γ) ή ηδξ IKKα ζηα 

ηφηηανα MRC-5 TERT (΢π. 13Γ). Η ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά 

western βζα ηδκ έηθναζδ ημο E2F1 ζε ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ πονδκζηά 

εηποθίζιαηα ηαζ ζε μθζηά πνςηεσκζηά εηποθίζιαηα απυ απμιμκςιέκμοξ 

πονήκεξ ηοηηάνςκ Α549 ηαζ MRC-5 TERT, απμοζία ή πανμοζία 25 ιΜ VP16 

βζα 24 h  έδεζλε, πςξ μ E2F1 εηθναγυηακ ηονίςξ ζημκ πονήκα, αθθά δ 

έηθναζδ ημο ιεζμννοειίζηδηε απυ ημ VP16, ιζα ιεηααμθή πμο ζοζπεηζγυηακ 

ιε ηδ ιεζμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6. Μζα πανυιμζα ακάθοζδ βζα ηδκ 

έηθναζδ ηδξ p53 απμοζία ή πανμοζία 25 ιΜ VP16 βζα 24 h ζε ηφηηανα A549 

ηαζ MRC-5 TERT έδεζλε, πςξ ημ VP16 επήβαβε ηα πονδκζηά επίπεδα 
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έηθναζδξ ηδξ p53 ηαζ ζημοξ δομ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ (΢π. 13Γ ηαζ Γ). 

΢οκμθζηά, ηα δεδμιέκα αοηά έδεζλακ, πςξ δ ιεζμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ 

Cdc6 ζοζπεηζγυηακ άιεζα ιε ηδ ιείςζδ ηδξ πονδκζηήξ έηθναζδξ ημο E2F1, 

ηδκ αολμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ πονδκζηήξ p53 (΢π. 13) ηαζ ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB (΢π. 11). 

Ωζηυζμ, πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έδεζλακ πςξ δ πμνήβδζδ TNFα (Anest et al., 

2003; Yamamoto et al., 2003) ηαζ H2O2 (Yamaguchi et al 2007a, b), ηα μπμία 

ηαζ ηα δομ πνμηαθμφκ ηδκ παναβςβή εκδμβεκχκ ΓΜΟ, δζέβεζνακ ηδ 

ιεηαηυπζζδ ηδξ ΙΚΚα ζημκ πονήκα, αθθά υπζ ηδξ ΙΚΚα. Γζα ημ θυβμ αοηυ ηαζ 

βζα κα επαθδεεοεμφκ πνμδβμφιεκα απμηεθέζιαηα (΢π. 4A ηαζ Β), 

πνμζδζμνίζηδηε δ έηθναζδ ηδξ ΙΚΚα ζε μθζηά, ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ 

πονδκζηά εηποθίζιαηα ηαζ ζε μθζηά πνςηεσκζηά εηποθίζιαηα απυ 

απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ ηοηηάνςκ Α549, ζηα μπμία πμνδβήεδηε H2O2 ζε 

ζοβηεκηνχζεζξ 0 - 1000 ιM. Η ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western 

έδεζλε, πςξ ημ H2O2 δζέβεζνε ηδ ζοζζχνεοζδ ηδξ ΙΚΚα ζημκ πονήκα ιε δυζμ-

ελανηχιεκμ ηνυπμ, ηάηζ πμο ήηακ πζμ θακενυ ζηδκ ακάθοζδ μθζηχκ 

πνςηεσκχκ απυ απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ ηςκ ηοηηάνςκ (΢π. 13E). 

Δπμιέκςξ, πανά ηδ ζοζζχνεοζδ ηςκ εκδμβεκχκ ΓΜΟ ςξ απυηνζζδ ζηδ 

πμνήβδζδ VP16 (΢π. 9A), δ έηθναζδ ή μ οπυ-ηοηηανζηυξ εκημπζζιυξ ηδξ 

ΙΚΚα δεκ επδνεάζηδηε (΢π. 12 ηαζ 13), ηάηζ πμο ζοκέαδ ιεηά απυ ηδ έηεεζδ 

ηςκ ηοηηάνςκ H2O2. 

 

3.13 Απνζηώπεζε ηεο ΗΚΚα ή ηεο ΗΚΚβ ζηα θύηηαξα Α549 

 

Ο πνμαβςβέαξ ημο βμκζδίμο ηδξ ακενχπζκδξ πνςηεΐκδξ Cdc6 πενζέπεζ ηνεζξ 

θεζημονβζηέξ E2F ζοκαζκεηζηέξ (ζοβηαηαααηζηέξ) αθθδθμοπίεξ ηαζ έπεζ πμθφ 

ηαθά ηεηιδνζςεεί υηζ νοειίγεηαζ απυ ημκ E2F1 (Hateboer et al., 1998; Ohtani 

et al., 1998; Yan et al., 1998). Ωζηυζμ, παναηδνήζαιε πςξ πενζέπεζ, επίζδξ, 

NF-ηB ζοκαζκεηζηέξ αθθδθμοπίεξ (Hatoboer et al., 1998). ΢ηδκ πνμζπάεεζα 

ιαξ κα ιεθεηήζμοιε ηδ νφειζζδ ηδξ Cdc6 απυ ημκ NF-ηB, ηαηαζηεοάζαιε 

ζηαεενέξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ Α549, ιε νεηνμσζημφξ θμνείξ πανειαμθήξ RNA 

εκάκηζα ζηδ θμοζζθενάζδ (GL2), ςξ ανκδηζηυ πνυηοπμ θμνέα εθέβπμο, είηε 

ζηδκ ΙΚΚα (shIKKα1836) ή ηδκ ΙΚΚα (shIKKα4) (πμο ακαθένμκηαζ ςξ IKKαKD 

ή IKKαKD, ακηίζημζπα), ιέζς επζιυθοκζδξ ιε νεηνμσμφξ, υπςξ πενζβνάθεηαζ 
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ζηα οθζηά ηαζ ιέεμδμζ. Δπζθέπεδηακ ηοπαία δχδεηα ηθχκμζ ηαζ 

απμιμκχεδηακ είηε απυ ηα ηφηηανα A549 IKKαKD (΢π. 14A) ή απυ ηα ηφηηανα 

A549 IKKαKD (΢π. 14B), μζ μπμίμζ ηαθθζενβήεδηακ ηαζ ακαθφεδηακ ιε άκμζμ-

απμηφπςια ηαηά western βζα ηδ έηθναζδ ηδξ ΙΚΚα ή ηδξ ΙΚΚα, ακηίζημζπα. 

΢ηαεενή εζζαβςβή ημο shIKKα1836, αθθά υπζ ημο GL2 είπε ςξ απμηέθεζια 

ηδκ μθμηθδνςηζηή απχθεζα ηδξ εκδμβεκμφξ έηθναζδξ ηδξ ΙΚΚα, ζε υθμοξ 

ζπεδυκ ημοξ ηοηηανζημφξ ηθχκμοξ, πμο ακαθφεδηακ, ηαζ μ ηθχκμξ-2, μ 

μπμίμξ μνίγεηαζ ςξ A549 IKKα-2KD,   επζθέπεδηε κα πνδζζιμπμζδεεί βζα 

πεναζηένς ακαθφζεζξ (΢π. 14A). 
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΢ρήκα 14. Καηαζκεςή κςηηάπων Α549 GL2, A549 IKKαKD και A549 
IKKβKD. (Α) Ακάθοζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ ΙΚΚα ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά 
western μθζηχκ πνςηεσκχκ ηςκ ηοηηάνςκ A549 GL2 πμο έθενακ έκα 
νεηνμσζηυ θμνέα εκάκηζα ζηδ θμοζζθενάζδ ςξ πνυηοπμ ανκδηζηυ θμνέα 
εθέβπμο ηαζ 12 ηθχκςκ πμο απμιμκχεδηακ απυ ηα ηφηηανα Α549 ζηα μπμία 
είπε εζζαπεεί ζηαεενά ιε επζιυθοκζδ μ νεηνμσζηυξ θμνέαξ shIKKα1836 
(ΙΚΚα). (Β) Ακάθοζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ ΙΚΚα ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά 
western μθζηχκ πνςηεσκχκ ηςκ ηοηηάνςκ A549 GL2 ηαζ 12 ηθχκςκ πμο 
απμιμκχεδηακ απυ ηα ηφηηανα Α549 ζηα μπμία είπε εζζαπεεί ζηαεενά ιε 
επζιυθοκζδ μ νεηνμσζηυξ θμνέαξ shIKKα4 (ΙΚΚα). 
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Πανυιμζα, δ ζηαεενή εζζαβςβή ημο shIKKα4 είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ πμθφ 

ζζπονή ιεζμννφειζζδ ηδξ εκδμβεκμφξ έηθναζδξ ηδξ ΙΚΚα ζημοξ 7 απυ ημοξ 

12 ηθχκμοξ, πμο ακαθφεδηακ, ζοβηνζηζηά ιε ηδκ έηθναζδ ηδξ ΙΚΚα ζηα 

ηφηηανα Α549 GL2 ηαζ μ ηθχκμξ-1, επζδεζηκφμκηαξ ηδ παιδθυηενδ έηθναζδ 

ηδξ ΙΚΚα, μνίζηδηε ςξ A549 IKKα-1KD, ηαζ επζθέπεδηε βζα πεναζηένς 

ακαθφζεζξ (΢π. 14B).  

 

3.14 Ζ απνζηώπεζε ηεο ΗΚΚα, αιιά όρη ηεο ΗΚΚβ, είρε σο απνηέιεζκα 

ηελ απώιεηα ηεο έθθξαζεο ηεο Cdc6 

 

 Γζα κα δζενεοκδεεί πεναζηένς δ ζφκδεζδ ιεηαλφ ηδξ απχθεζαξ ηδξ Cdc6 ηαζ 

ημο NF-ηΒ, ακαθφεδηε ζηδ ζοκέπεζα πζμ θεπημιενχξ δ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ζε 

ηφηηανα A549 GL2, A549 IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD (΢π. 14). Καηανπάξ, δ 

ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ζε 

μθζηά πνςηεσκζηά εηποθίζιαηα ηαζ ηςκ ηνζχκ ηοηηανζηχκ ηφπςκ, ηα μπμία 

ηαθθζενβήεδηακ πανμοζία ή απμοζία μνμφ βζα 24 h, έδεζλε πχξ δ έηθναζδ 

ηδξ Cdc6 ήηακ ελανηχιεκδ απυ ηδκ δζέβενζδ ιε μνυ ή απυ ηδκ πανμοζία 

ιζημβυκςκ ενεεζζιάηςκ. Γεφηενμκ, δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα, αθθά υπζ ηδξ 

ΙΚΚα, είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ αλζμζδιείςηδ ιεζμννφειζζδ ηδξ Cdc6 αθθά ηαζ 

ηδκ ειθάκζζδ ιζαξ παιδθυηενμο ιμνζαημφ αάνμοξ ~50 kDa πνςηεσκζημφ 

ηιήιαημξ, ημ μπμίμ πζεακά ακηζπνμζχπεοε ηδκ ημθμαςιέκδ ιμνθή ηδξ Cdc6 

(tCdc6) (Yim et al., 2003; Yim et al., 2006). Ακηίζημζπα, θάκδηε πςξ ηα 

ηφηηανα A549 IKKαKD εηθνάγακε ηδκ Cdc6 ζε ορδθυηενα επίπεδα απυ ηα 

πνυηοπα ηφηηανα εθέβπμο A549 GL2 (΢π. 15A). Πανυιμζα ακάθοζδ ιε 

άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western, υπμο δ ιειανάκδ εηηέεδηε βζα ιεβαθφηενμ 

πνμκζηυ δζάζηδια, επζαεααίςζε αοηά ηα εονήιαηα ηαζ απμηάθορε αηυια πςξ 

δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα είπε ςξ απμηέθεζια ηδ, ζπεδυκ, μθμηθδνςηζηή 

απχθεζα ηδξ έηθναζδξ ηδξ 62 kDa Cdc6 ηαζ ηδκ ειθάκζζδ δομ, ζζπονά 

εηθναγυιεκςκ, ιζηνυηενςκ πνςηεσκζηχκ εναοζιάηςκ, ηα μπμία, πζεακυηαηα, 

ακηζπνμζχπεοακ ηζξ ημθμαςιέκεξ ιμνθέξ ηδξ Cdc6, ηδκ 49 kDa tCdc6 ηαζ 

ηδκ 32 kDa tCdc6 (Yim et al., 2003; Yim et al., 2006), ακελάνηδηα απυ ηδκ 

πανμοζία ή απμοζία ημο μνμφ ζηδκ ηαθθζένβεζα (΢π. 15Α). Ακηίεεηα, ζηα 

ηφηηανα A549 IKKαKD, δ άεζηηδ 62 kDa Cdc6 ακζπκεφεδηε ζε ορδθυηενα 

επίπεδα απυ υηζ ζηα ακηίζημζπα πνυηοπα ηφηηανα εθέβπμο A549 GL2 ηαζ 
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επίζδξ, δ 49 kDa tCdc6 ηαζ, ζε ιζηνυηενμ ααειυ, δ 32 kDa tCdc6, 

εηθνάγμκηακ ζζπονά ιυκμ ζηα δζεβενιέκα ιε μνυ ηφηηανα A549 IKKαKD (΢π. 

15Α). ΢ηα ηφηηανα εθέβπμο A549 GL2 δ άεζηηδ 62 kDa Cdc6 εηθναγυηακ 

ζζπονά, ιαγί ιε ιζα παιδθμφ επζπέδμο έηθναζδ ηδξ 49 kDa tCdc6 ( ΢π. 15Α). 

Άνα, δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα, αθθά υπζ ηδξ ΙΚΚα, είπε ςξ ζοκέπεζα ηδ 

ζδιακηζηή ιεζμννφειζζδ ηδξ άεζηηδξ 62 kDa Cdc6 πνςηεΐκδξ ηαζ ηδκ 

ειθάκζζδ δομ ημθμαςιέκςκ ιμνθχκ ηδξ πνςηεΐκδξ Cdc6 49 kDa ηαζ 32 kDa 

tCdc6. Δπεζδή δ έηθναζδ ηδξ Cdc6 δζενεοκήεδηε ιυκμ ζε ηφηηανα A549 

IKKαKD ημο ηθχκμο 2, ακαθφζαιε, επίζδξ, ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ηαζ ζημοξ 

12 ηθχκμοξ πμο είπακ επζθεπεεί ηαζ απμιμκςεεί (΢π. 14A) ιε άκμζμ-

απμηφπςια ηαηά western (΢π. 15B). Η ακάθοζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 ζε 

υθμοξ ημοξ ηθχκμοξ Α549 IKKαKD έδεζλε πςξ δ απχθεζα ηδξ έηθναζδξ ηδξ 

ΙΚΚα είπε ςξ απμηέθεζια ηδ ιεζμννφειζζδ ηδξ Cdc6 ζε υθμοξ ημοξ οπυ 

δζενεφκδζδ ηθχκμοξ (΢π. 14B). 

Γζα κα δζενεοκδεεί ακ δ απχθεζα ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 θυβς ηδξ 

απχθεζαξ έηθναζδξ ηδξ ΙΚΚα ήηακ ελεζδζηεοιέκδ ζηα ακενχπζκα ηφηηανα 

πκεφιμκα, πνδζζιμπμζήζαιε έκα γεφβμξ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ, ηα μπμία 

απμιμκχεδηακ απυ έκακ πνςημβεκή υβημ αιοβδαθήξ (UT-SCC-60Α) ηαζ 

απυ ηδ ιεηάζηαζδ ημο ζε έκα θειθαδέκα ζημκ ηνάπδθμ (UT-SCC-60B), ζηα 

μπμία εζζήπεδηε ζηαεενά ιε επζιυθοκζδ μ νεηνμσζηυξ θμνέαξ 

shIKKα1836/IKKαKD ή μ GL2. Ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western 

βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ ΙΚΚα ηαζ ηδξ Cdc6 έδεζλε πςξ μ ιεηαζηαηζηυξ ηθχκμξ 

ελέθναγε ζε παιδθυηενα επίπεδα ηδκ ηζκάζδ ΙΚΚα ηαζ δεφηενμκ πςξ ηα 

εκδμβεκή επίπεδα έηθναζδξ ηδξ ΙΚΚα είπακ ιεζμννοειζζηεί, ζπεδυκ 

μθμηθδνςηζηά, φζηενα απυ ηδκ εζζαβςβή ημο νεηνμσζημφ θμνέα 

shIKKα1836/IKKαKD, ηαζ ζημοξ δομ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ (΢π. 15Γ). Η ακάθοζδ 

βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 απμηάθορε πςξ δ απχθεζα έηθναζδξ ηδξ ΙΚΚα 

είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ αολμννφειζζδ ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 

ζηα ηφηηανα UT-SCC-60A ηαζ ζε ιζηνυηενμ ααειυ ζηα ηφηηανα UT-SCC-60B, 

οπμδδθχκμκηαξ πςξ δ επίδναζδ ηδξ απμζζχπδζδξ ηδξ ΙΚΚα ζηδκ έηθναζδ 

ηδξ Cdc6: (α) δεκ πενζμνίγεηαζ ιυκμ ζηα ηανηζκζηά ηφηηανα πκεφιμκα αθθά 

εκέπεηαζ ηαζ ζε άθθμοξ ηανηζκζημφξ επζεδθζαημφξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ, ηαζ (α) 

δ έηθναζδ ηδξ Cdc6 απυ ηδκ ΙΚΚα ελανηάηαζ απυ ημκ ηανηζκζηυ ηφπμ, ηαεχξ 

δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα ζε μνζζιέκμοξ ηανηζκζημφξ ηφπμοξ ιεζμννοειίγεζ ηδκ 
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έηθναζδ ηδξ Cdc6 (π.π. ηφηηανα πκεφιμκα), εκχ ζε άθθμοξ ηδκ 

αολμννοειίγεζ (π.π. ηφηηανα ηεθαθήξ ηαζ ηναπήθμο). ΢ε ηάεε πενίπηςζδ, 

θαίκεηαζ υηζ δ έηθναζδ ηδξ ΙΚΚα επδνεάγεζ ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ηαζ μζ 

δζαθμνεηζηέξ επζδνάζεζξ ηδξ ΙΚΚα ζηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 πζεακά ζοκάδεζ ιε 

ημ νυθμ ηδξ ΙΚΚα ζηδκ μβημβέκεζδ υπμο δνα ςξ μβημηαηαζηαθηζηυξ 

πανάβμκηαξ ή ςξ πνμαβςβέαξ ηδξ ηανηζκμβέκεζδξ (Nakayama et al. 2001; 

Cao et al., 2007; Luo et al., 2007; Maeda et al., 2007; Descargues et al., 

2008; Liu et al., 2008). 
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΢ρήκα 15. Ρύθμιζη ηηρ έκθπαζηρ ηηρ Cdc6 από ηιρ ΙΚΚα και ΙΚΚβ. (Α) 
Ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western μθζηχκ πνςηεσκχκ ηςκ ηοηηάνςκ 
A549 GL2, A549 IKKα

KD
 ηαζ A549 IKKα

KD 
βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6, πανμοζία ή 

απμοζία μνμφ. (Β) Ακάθοζδ μθζηχκ πνςηεσκζηχκ εηποθζζιάηςκ απυ υθμοξ ημοξ 
απμιμκςιέκμοξ ηθχκμοξ ηοηηάνςκ A549 IKKα

KD
 βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6. (Γ) 

Ακάθοζδ μθζηχκ πνςηεσκχκ, ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western, ηςκ ηοηηάνςκ 
UT-SCC-60A ηαζ UT-SCC-60B, ζηα μπμία  εζζήπεδηε ζηαεενά μ νεηνμσζηυξ 
θμνέαξ shIKKα1836/IKKα

KD
 ή μ πνυηοπμξ θμνέαξ εθέβπμο, GL2, βζα ηδκ 

έηθναζδ ηδξ IKKα ηαζ Cdc6 ή ηδξ α-αηηίκδξ. (Γ) Ακάθοζδ, ιε άκμζμ-απμηφπςια 
ηαηά western, μθζηχκ πνςηεσκζηχκ εηποθζζιάηςκ ηςκ ηοηηάνςκ A549 GL2, A549 
IKKα

KD
 ηαζ A549 IKKα

KD
 ζηα μπμία πμνδβήεδηακ 25 ιg/ml ηοηθμελαιζδίμο (CHX) 

βζα πνμκζηά δζαζηήιαηα απυ 0 - 120 min βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6. (E) Ακάθοζδ 
ηδξ πνυκμ-ελανηχιεκδξ έηθναζδξ ηςκ ηοηθίκδξ D1, Cdc6, p53 ηαζ E2F1 ή α-
αηηίκδξ, ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western, ζε μθζηά πνςηεσκζηά εηποθίζιαηα 
ηςκ ηοηηάνςκ A549 GL2, A549 IKKα

KD
 ηαζ A549 IKKα

KD
. (΢Σ) Ακάθοζδ, ιε 

άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western, μθζηχκ, ηοηηανμπθαζιαηζηχκ ηαζ πονδκζηχκ 
εηποθζζιάηςκ ηαζ μθζηχκ πνςηεσκχκ απυ απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ ηςκ 
ηοηηάνςκ A549 GL2, A549 IKKα

KD
 ηαζ A549 IKKα

KD
 βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ή 

α-αηηίκδξ. 

(Γ) 

(Γ) 

(΢Σ) 
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3.15 Γηαθνξεηηθέο επηδξάζεηο ηεο απνζηώπεζεο ησλ ΗΚΚα θαη ΗΚΚβ ζηε 

ζηαζεξόηεηα ηεο πξσηεΐλεο Cdc6  

 

Γζα κα αλζμθμβδεεί πεναζηένς μ νυθμξ ηδξ απμζζχπδζδξ ηδξ ΙΚΚα ή ΙΚΚα 

ζηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6, δζενεοκήεδηακ μζ επζδνάζεζξ ημοξ ζηδκ πνςηεσκζηή 

ζηαεενυηδηα ηδξ Cdc6, πμνδβχκηαξ ζημοξ δζαθμνεηζημφξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ 

ηοηθμθελαιίδζμ (΢π. 15Γ). Δκχ ζηα ηφηηανα A549 GL2 μ πνυκμξ διίζεζαξ 

γςήξ ηδξ Cdc6 ήηακ ~30-45 min, ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD μ πνυκμξ διίζεζαξ 

γςήξ ηδξ Cdc6 ιεζχεδηε δναιαηζηά αηυια ηαζ ζε πνυκμ t=0 min (΢π. 15Γ). 

Ωζηυζμ ηαζ πνμξ έηπθδλδ ιαξ, δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα είπε ςξ απμηέθεζια 

ηδκ αφλδζδ ημο πνυκμο διίζεζαξ γςήξ ηδξ Cdc6 ζηα ~90 min ζοβηνζηζηά ιε ηα 

ηφηηανα εθέβπμο A549 GL2 (΢π. 15Γ). Έηζζ, εκχ δ έηθναζδ ηδξ Cdc6 

ιεζμννοειίζηδηε ζζπονά ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD, δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα 

ζηα ηφηηανα Α549 θάκδηε κα έπεζ ηδκ ακηίεεηδ επίδναζδ, ζοβηνζκυιεκδ ηαζ ιε 

ηα ηφηηανα εθέβπμο A549 GL2, ζημ ιζηνυ πνμκζηυ δζάζηδια, πμο έβζκε δ 

ακάθοζδ ηςκ 2 h. Δπεζδή δ Cdc6 είκαζ βμκίδζμ ζηυπμξ ημο E2F1 (Hatoboer et 

al., 1998; Ohtani et al., 1998; Yan et al., 1998) ηαζ επζπθέμκ, δ έηθναζδ ηδξ 

νοειίγεηαζ ανκδηζηά απυ ημκ p53 ζε ιέηα-ιεηαβναθζηυ επίπεδμ (Duursma and 

Agami, 2005), ελεηάζηδηε, ζηδ ζοκέπεζα δ έηθναζδ ηςκ E2F1 ηαζ p53 ζηα 

ηφηηανα A549 GL2, A549 IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD, ζηα μπμία πμνδβήεδηε 

ηοηθμελαιίδζμ (΢π. 15Γ). Ο πνυκμξ διίζεζαξ γςήξ ημο E2F1 ζηα ηφηηανα 

A549 GL2 ηαζ A549 IKKαKD ήηακ ~60 min ςζηυζμ, δ έηθναζδ ημο ήηακ ~2-

θμνέξ παιδθυηενδ ζημ δεφηενμ ηοηηανζηυ ηφπμ (΢π. 15Γ). Ακηίεεηα, μ πνυκμξ 

διίζεζαξ γςήξ ημο E2F1 ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD ήηακ ιεβαθφηενμξ ~90 min 

ηαζ δ έηθναζδ ημο E2F1 ήηακ ορδθυηενδ ζοβηνζκυιεκδ ιε ηα ηφηηανα 

εθέβπμο A549 GL2 (΢π. 15Γ). Έκα πανυιμζμ άκμζμ-απμηφπςια ηαηά 

western έδεζλε πςξ μ πνυκμξ διίζεζαξ γςήξ ηδξ p53 ζηα ηφηηανα A549 GL2 

ήηακ ~60 min, εκχ ζηα ηφηηανα Α549 IKKαKD ιεζχεδηε ζε θζβυηενμ απυ 30 

min ηαζ ζηα ηφηηανα Α549 IKKαKD αολήεδηε ζε ~75 min (΢π. 15Γ). Δπμιέκςξ, 

δ έηθναζδ ηςκ E2F1 ηαζ p53 δε ζοζπεηζγυηακ ιε ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ζε 

υθμοξ ημοξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ Α549, ζημοξ μπμίμοξ πμνδβήεδηε 

ηοηθμελαιίδζμ, οπμδδθχκμκηαξ πςξ μ E2F1 ηαζ δ p53 δεκ ήηακ μζ ιμκαδζημί 

πανάβμκηεξ οπεφεοκμζ βζα ηδ ιεζμννφειζζδ ηδξ Cdc6. Ακάθοζδ ιε άκμζμ-

απμηφπςια ηαηά western βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ ηοηθίκδξ D1, ιζαξ πνςηεΐκδξ-
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ζηυπμο ημο NF-ηB, δ μπμία επάβεηαζ απυ αθάαεξ ζημ DNA (΢π. 10), έδεζλε, 

πςξ μ πνυκμξ διίζεζαξ γςήξ ηδξ ηοηθίκδξ D1 ήηακ ~60 min ζηα ηφηηανα 

A549 GL2 ηαζ A549 IKKαKD, αθθά ιεζχεδηε αλζμζδιείςηα ζε θζβυηενμ απυ 

~30 min ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ αημθμφεδζε έκα πανυιμζμ πνυηοπμ 

έηθναζδξ ιε αοηυ ηδξ έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ Cdc6 (΢π. 15Γ). ΢οκμθζηά, ηα 

δεδμιέκα αοηά οπμδήθςζακ, πςξ εκχ δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα ιείςζε ηδ 

ζηαεενυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ Cdc6, δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα πνμθακχξ ηδκ 

αφλδζε ηαζ πςξ μζ IKKs ιπμνεί κα νοειίγμοκ ηδκ έηθναζδ ημο E2F1 (Massa 

et al., 2005; Tu et al., 2006; Araki et al., 2008; Penzo et al., 2009) υζμ ηαζ ηδξ 

p53 (Batsi et al., 2009; Xia et al., 2009).    

 

3.16 Γηαθνξεηηθέο επηδξάζεηο ηεο απνζηώπεζεο ηεο ΗΚΚα ή ΗΚΚβ ζηε 

δηεγεξκέλε κε νξό έθθξαζε ηεο Cdc6 

 

Με ζημπυ κα εηηζιδεμφκ πεναζηένς μζ επζδνάζεζξ ηδξ απμζζχπδζδξ ηδξ 

ΙΚΚα ή ΙΚΚα ζηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ηαζ ηςκ βκςζηχκ νοειζζηχκ ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ, υπςξ μζ ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ E2F1 ηαζ p53, ηαεχξ 

επίζδξ ηαζ ζηδκ έηθναζδ ηδξ ηοηθίκδξ D1, ηφηηανα A549 GL2, A549 IKKαKD 

ηαζ A549 IKKαKD ηαθθζενβήεδηακ ζε παιδθή ποηκυηδηα (40 - 50% 

πθδνυηδηα), δζεβένεδηακ ιε μνυ βζα έκα δζάζηδια 24 h ηαζ μθζηά πνςηεσκζηά 

εηποθίζιαηα απμιμκχεδηακ ιεηά απυ 4, 8, 12 16 ηαζ 24 h, ηαζ οπμαθήεδηακ 

ζε ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western (΢π. 15E). Δκχ δ έηθναζδ 

ηδξ Cdc6 επάπεδηε ζηζξ 8 h ηαζ έθηαζε ζηδκ ημνφθςζδ ηδξ ζηζξ 12 h, φζηενα 

απυ ηδ δζέβενζδ ηςκ ηοηηάνςκ A549 GL2 ιε μνυ, ήηακ, ζπεδυκ εκηεθχξ, 

απμφζα απυ ηα ηφηηανα A549 IKKαKD (΢π. 15E). Ακηίεεηα, ζηα ηφηηανα A549 

IKKαKD ακαδείπεδηε έκα δζαθμνεηζηυ πνυηοπμ έηθναζδξ: ηα ααζζηά επίπεδα 

έηθναζδξ ηδξ Cdc6 ήηακ ορδθυηενα ζε αοηά ηα ηφηηανα, ζοβηνζηζηά ιε ηα 

ακηίζημζπα ηφηηανα εθέβπμο A549 GL2 ηαζ δ έηθναζδ ηδξ άνπζζε κα 

εθαηηχκεηαζ ζηαδζαηά ιεηά απυ 8 h δζέβενζδξ ιε μνυ βζα κα ελαθακζζηεί, 

ζπεδυκ εκηεθχξ, φζηενα απυ έκα πνμκζηυ δζάζηδια 24 h επχαζδξ ιε μνυ. 

Δκδζαθένμκ ήηακ πςξ δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα, είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ 

απμοζία επαβςβήξ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 απυ ημκ μνυ, υπςξ 

παναηδνήεδηε ζηα ηφηηανα εθέβπμο A549 GL2 (΢π. 15Δ). Ακάθοζδ ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ ηοηθίκδξ D1 έδεζλε, πςξ δ  έηθναζδ ηδξ ηοηθίκδξ D1 έθηακε 
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ζηδκ ημνφθςζδ ηδξ 8 h ιεηά ηδ δζέβενζδ ιε μνυ ηςκ ηοηηάνςκ A549 GL2 ηαζ 

ζηδ ζοκέπεζα ηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ ιεζχκμκηακ ζηαδζαηά ζημ πνμκζηυ 

δζάζηδια ηςκ 24 h (΢π. 15Δ). Η έηθναζδ ηδξ ηοηθίκδξ D1 ηαζ ζημοξ δομ 

ηοηηανζημφξ ηφπμοξ ιε ηζξ απμζζςπδεέκηεξ ΙΚΚ, επάπεδηε ζηζξ 8 h, φζηενα 

απυ ηδ δζέβενζδ ηςκ ηοηηάνςκ A549 IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD ιε μνυ, αθθά δ 

επαβςβή ηδξ ιεζχεδηε πμθφ ζδιακηζηά ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD  ηαζ αηυια 

πζμ έκημκμ ήηακ ημ θαζκυιεκμ ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD, ζηα μπμία ηαζ άνπζγε 

κα ελαθακίγεηαζ ζηζξ 12 h ηαζ πάεδηε εκηεθχξ, φζηενα απυ 24 h δζέβενζδξ ιε 

μνυ (΢π. 15Δ). Δπμιέκςξ, εκχ δ έηθναζδ ηδξ ηοηθίκδξ D1 ιεζχεδηε ζηα 

ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ ηαηά ιζηνυηενμ ααειυ ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD, δ 

έηθναζδ ηδξ δεκ ήηακ πανυιμζα ιε αοηήκ ηδξ Cdc6, πμο ακζπκεφεδηε ζηα 

ηφηηανα Α549, ζηα μπμία είπε απμζζςπδεεί ιζα εη ηςκ δομ ΙΚΚ, 

οπμδδθχκμκηαξ έκα ααειυ ελεζδίηεοζδξ αθθά ηαζ πμθφπθμηδξ νφειζζδξ. 

Ακάθοζδ ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western βζα ηδκ έηθναζδ ημο E2F1 

έδεζλε, πςξ δ έηθναζή ημο επάπεδηε  ζηζξ 12 h, φζηενα απυ δζέβενζδ ιε μνυ, 

επζζηνέθμκηαξ πνμμδεοηζηά ζηα ααζζηά επίπεδα έηθναζδξ ιεηά απυ 24 h 

ζηα ηφηηανα A549 GL2 (΢π. 15E). Δκχ δεκ ακζπκεφεδηε ηαευθμο δ έηθναζδ 

ημο E2F1 ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD ακηίεεηα, επάπεδηε ζηα ηφηηανα A549 

IKKαKD ιεηά απυ 4 h δζέβενζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε μνυ ηαζ πανέιεζκε ζε ορδθά 

επίπεδα έςξ ηζξ 8 h, φζηενα απυ δζέβενζδ ιε μνυ, ςζηυζμ ζηδ ζοκέπεζα ηα 

πνςηεσκζηά επίπεδα έηθναζδξ ημο E2F1 έπεζακ ζηα ααζζηά επίπεδα ηαζ 

πανέιεζκακ έηζζ ςξ ηζξ 24 h (΢π. 15E). Μζα πανυιμζα ακάθοζδ ιε άκμζμ-

απμηφπςια ηαηά western βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ p53 έδεζλε, πςξ δ έηθναζδ 

ηδξ επάπεδηε ιεηά απυ 8 h ηαζ πανέιεζκε ζε ορδθά επίπεδα έηθναζδξ ιέπνζ 

ηαζ ιεηά απυ 24 h δζέβενζδξ ιε μνυ ζηα ηφηηανα A549 GL2. Ακηίεεηα, δ 

έηθναζδ ηδξ p53, πανυηζ αημθμφεδζε ημ ίδζμ πνυηοπμ ιε αοηή ηςκ ηοηηάνςκ 

A549 GL2, ήηακ πμθφ ιεζςιέκδ ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD ζοβηνζηζηά ιε αοηή 

ζηα ηφηηανα εθέβπμο A549 GL2. ΢ηα ηφηηανα A549 IKKαKD δ έηθναζδ ηδξ 

p53 επάπεδηε κςνίηενα απυ ηζξ 4 h ιεηά ηδ δζέβενζδ ιε μνυ, ίζςξ ελαζηίαξ 

ηδξ εκζζποιέκδξ ζηαεενυηδηαξ ηδξ (Xia et al., 2009) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα, ηα 

επίπεδα έηθναζδξ ηδξ ιεζχεδηακ ζηαδζαηά βζα έκα πνμκζηυ δζάζηδια 

επχαζδξ 24 h (΢π. 15E). 

΢ηδ ζοκεπεία, ακαθφεδηε δ έηθναζδ ηαζ μ οπυ-ηοηηανζηυξ εκημπζζιυξ ηδξ 

Cdc6 ζηα ηφηηανα A549 GL2, A549 IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD, ηα μπμία είπακ 
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δζεβενεεί ιε μνυ ηαζ επςαζηεί βζα 24 h (΢π. 15΢Σ). Ακάθοζδ ιε άκμζμ-

απμηφπςια ηαηά western έδεζλε, πςξ δ Cdc6 εκημπίγεηαζ ηονίςξ ζημκ 

πονήκα. Πανυηζ δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ 

μθμηθδνςηζηή απχθεζα ηδξ πονδκζηήξ Cdc6, δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα 

ιεζμννφειζζε αλζμζδιείςηα ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ζηα ηφηηανα Α549 (΢π. 

15΢Σ).  

΢οκμρίγμκηαξ, ηα δεδμιέκα αοηά οπμδδθχκμοκ, πςξ μζ IKKs νοειίγμοκ 

ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ηαζ πζεακχξ δνμοκ ακμδζηά ηςκ E2F1 ηαζ p53.    

 
3.17 Ζ Απνζηώπεζε ηεο ΗΚΚα ή ΗΚΚβ επεξεάδεη δηαθνξεηηθά ηελ 

πξόνδν ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ σο απόθξηζε ζην VP16  

 

Η δζαθμνεηζηή νφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 απυ ηζξ IKKs (΢π. 15) ηαζ δ 

απχθεζα έηθναζδξ ηδξ ςξ απυηνζζδ ζημκ πανάβμκηα πνυηθδζδξ αθααχκ 

ζημ DNA, VP16, (΢π. 10), ιαξ χεδζε κα δζενεοκήζμοιε ηδξ επζδνάζεζξ ημο 

VP16 ζηδκ πνυμδμ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηςκ ηοηηάνςκ A549 GL2, A549 

IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD. Γζα ημ ζημπυ αοηυ πμνδβήεδηακ 0 - 50 ιM VP16 βζα 

24 h ηαζ 48 h ηαζ ζημοξ ηνεζξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ, ηα μπμία ζηδ ζοκέπεζα 

οπέζηδζακ πνχζδ ιε PI ηαζ ακαθφεδηακ ιε ηοηηανμιεηνία νμήξ (΢π. 16).  

Ύζηενα απυ επχαζδ 24 h, ηα ηφηηανα A549 IKKαKD πανμοζίαζακ ιζα 

ζδιακηζηή ιείςζδ ημο οπυ-πθδεοζιμφ ημοξ ζηδ θάζδ-G1 ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο (58.1% ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ 65.3% ή 68.2% ζηα ηφηηανα 

A549 GL2 ή A549 IKKαKD, ακηίζημζπα). Η ιείςζδ ημο οπυ-πθδεοζιμφ ηςκ 

ηοηηάνςκ A549 IKKαKD ζηδ θάζδ G1 θάζδ ζοκμδεφηδηε απυ ηδκ αφλδζδ ημο 

ζηδ θάζδ-S (23.6% ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ 20.5% ή 19.6% ζηα 

ηφηηανα A549 GL2 ή A549 IKKαKD, ακηίζημζπα) ηαζ ζηδ θάζδ-G2 (17.6% ζηα 

ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ 14.5% ή 12.4% ζηα ηφηηανα A549 GL2 ή A549 

IKKαKD,ακηίζημζπα) (΢π. 16, ανζζηενυ ηιήια). 

Η πμνήβδζδ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ VP16 ηαζ ζημοξ ηνεζξ 

δζαθμνεηζημφξ ηφπμοξ βζα 24 h έδεζλε αφλδζδ ηςκ οπυ-πθδεοζιχκ ζηζξ 

θάζεζξ S ηαζ G2 ζε υθμοξ ημοξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ, ιε πζμ ζδιακηζηή αφλδζδ 

αοηήκ ηδξ θάζδξ G2 ζηα ηφηηανα, πμο είπε απμζζςπδεεί δ ιζα εη ηςκ δομ 

ΙΚΚ. ΢οβηεηνζιέκα, φζηενα απυ ηδ πμνήβδζδ 25 ιM VP16 βζα 24 h ζε υθμοξ 

ημοξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ, ηυζμ ηα ηφηηανα A549 IKKαKD υζμ ηαζ ηα ηφηηανα 
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A549 IKKαKD πανμοζίαζακ ζδιακηζηή ιείςζδ ημο οπυ-πθδεοζιμφ ζηδ θάζδ-

G2, ηαζ εζδζηά μ πνχημξ ηοηηανζηυξ ηφπμξ, ζοβηνζκυιεκα ιε ηα ακηίζημζπα 

ηφηηανα εθέβπμο (38.9% ηαζ 35.3% ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ A549 

IKKαKD, ακηίζημζπα, ηαζ 17.9% ζηα ηφηηανα A549 GL2), έκα θαζκυιεκμ πμο 

ζοκμδεφηδηε απυ ηδ ιείςζδ ημο οπυ-πθδεοζιμφ ζηδ θάζδ-G1 (37.4% ηαζ 

41% ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD, ακηίζημζπα, ηαζ 51.9% ζηα 

ηφηηανα A549 GL2), ιε ιζηνέξ ιεηααμθέξ ζημκ οπυ-πθδεοζιυ ζηδ θάζδ-S 

(΢π. 16, ανζζηενυ ηιήια). 
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΢ρήκα 16. Αξηζηεξό ηκήκα (24 h): ΢ε ηφηηανα Α549 GL2, A549 IKKαKD ηαζ 
Α549 ΙΚΚαKD ιεθεηήεδηακ μζ επζδνάζεζξ ημο VP16 (0 - 50 ιΜ) φζηενα απυ 24 
h, ιε ακάθοζδ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ πνδζζιμπμζχκηαξ έκα cycle testTM plus 
DNA reagent kit. Γεμηό ηκήκα (48 h): ΢ε ηφηηανα Α549 GL2, A549 IKKαKD ηαζ 
Α549 ΙΚΚαKD ιεθεηήεδηακ μζ επζδνάζεζξ ημο VP16 (0 - 50 ιΜ) φζηενα απυ 48 
h, ιε ακάθοζδ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ πνδζζιμπμζχκηαξ έκα cycle testTM plus 
DNA reagent kit. ΢ημκ πίκαηα ζημ ηάης ιένμξ ημο ζπήιαημξ απεζημκίγμκηαζ ηα 
πμζμζηά ηςκ οπυ-πθδεοζιχκ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 GL2, A549 IKKαKD ηαζ 
Α549 ΙΚΚαKD ζηζξ δζαθμνεηζηέξ θάζεζξ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο (sub-G1, G1, S 
ηαζ G2) πανμοζία / απμοζία 0 - 50 ιΜ VP16 βζα 24 h ηαζ 48 h.   
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Η πμνήβδζδ 50 ιM VP16 βζα 24 h είπε ςξ απμηέθεζια ηδ ζοζζχνεοζδ 

ηςκ ηοηηάνςκ A549 IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD ζηδ θάζδ-G2 ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο (πανυηζ παναηδνήεδηε ιζα ιζηνή ιείςζδ ζε ζπέζδ ιε ηα ηφηηανα, ζηα 

μπμία πμνδβήεδηακ 25 ιM VP16), ζοβηνζηζηά ιε ηα ακηίζημζπα ηφηηανα 

εθέβπμο (30.8% ηαζ 24.2% ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD A549 IKKαKD, 

ακηίζημζπα, ηαζ 17.9% ζηα ηφηηανα A549 GL2), ηάηζ πμο ζοκμδεφηδηε απυ ηδ 

ιείςζδ ημο οπυ-πθδεοζιμφ ημοξ ζηδ θάζδ-G1 (πανυηζ παναηδνήεδηε ιζα 

αφλδζδ ζε ζπέζδ ιε ηα ηφηηανα, ζηα μπμία πμνδβήεδηε 25 ιM VP16) (41.9% 

ηαζ 48.7% ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD, ακηίζημζπα, ηαζ 54.8% 

ζηα ηφηηανα A549 GL2), ηαζ απυ ιζα ιζηνή αφλδζδ ημο οπυ-πθδεοζιμφ ημοξ 

ζηδ θάζδ-S (25.4% ηαζ 25.6% ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD, 

ακηίζημζπα, ηαζ 21.6% ζηα ηφηηανα A549 GL2) (΢π. 16, ανζζηενυ ηιήια). 

Ύζηενα απυ επχαζδ 48 h, ηα ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ ζε ιεβαθφηενμ 

ααειυ ηα ηφηηανα A549 IKKαKD ζοζζςνεφηδηακ ζηδ θάζδ-G1, ζοβηνζηζηά ιε 

ηα ακηίζημζπα ηφηηανα εθέβπμο A549 GL2. Η αφλδζδ ημο οπυ-πθδεοζιμφ 

ημοξ ζηδ θάζδ-G1 ήηακ 76.4% ηαζ 82.8% ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ A549 

IKKαKD, ακηίζημζπα, ηαζ 73% ζηα ηφηηανα A549 GL2. Πανά ημ υηζ ηα ηφηηανα 

A549 IKKαKD πανμοζίαζακ ιζα ιζηνή αφλδζδ ημο οπυ-πθδεοζιμφ ημοξ ζηδ 

θάζδ-S (14.8% ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ 12.6% ζηα ηφηηανα A549 GL2), 

ηα ηφηηανα A549 IKKαKD πανμοζίαζακ ιζα ζδιακηζηή ιείςζδ ζηδκ ακηίζημζπδ 

θάζδ (5.9%). Αοηέξ μζ ιεηααμθέξ ζοκμδεφηδηακ απυ ιζα ιείςζδ ημο οπυ-

πθδεοζιμφ ημοξ ζηδ θάζδ-G2 (9.3% ηαζ 10.9% ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ 

A549 IKKαKD, ακηίζημζπα, ηαζ 13.7% ζηα ηφηηανα A549 GL2) (΢π. 16, δελζά 

ιενζά). 

Η πμνήβδζδ 25 ιM VP16 βζα 48 h ηαζ ζημοξ ηνεζξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ 

έδεζλε, πςξ ηα ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ ηαηά έκα ιζηνυηενμ ααειυ ηα 

ηφηηανα A549 IKKαKD πανμοζίαζακ ιζα αφλδζδ ημο οπυ-πθδεοζιμφ ημοξ ζηδ 

θάζδ-G2, ζοβηνζηζηά ιε ηα ακηίζημζπα ηφηηανα εθέβπμο Α549 GL2 (41.8% ηαζ 

29.5% ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD, ακηίζημζπα, ηαζ 15.5% ζηα 

ηφηηανα A549 GL2), έκα θαζκυιεκμ πμο ζοκμδεφηδηε απυ ηδ ιείςζδ ημο 

οπυ-πθδεοζιμφ ημοξ ζηδ θάζδ-G1 (45.4% ηαζ 53% ζηα ηφηηανα A549 

IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD, ακηίζημζπα, ηαζ 60.4% ζηα ηφηηανα A549 GL2), ιε 

αφλδζδ ημο οπυ-πθδεοζιμφ ημοξ ζηδ θάζδ-S ηςκ ηοηηάνςκ A549 GL2 ηαζ 

A549 IKKαKD (20.9% ηαζ 15.7%, ακηίζημζπα), αθθά απυ ιείςζδ ημο οπυ-
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πθδεοζιμφ ηςκ ηοηηάνςκ A549 IKKαKD (9.73%) (΢π. 16, δελζυ ηιήια). Η 

πμνήβδζδ 50 ιM VP16 βζα 48 h, είπε ςξ απμηέθεζια ηδ ζοζζχνεοζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ Α549, ζηα μπμία είπε απμζζςπδεεί ιζα εη ηςκ IKK ζηδ θάζδ-G2 

ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο (ηαηά έκα ιζηνυηενμ πμζμζηυ, ςζηυζμ, ζοβηνζηζηά ιε 

ηδκ ακηίζημζπδ ζοζζχνεοζδ φζηενα απυ ηδ πμνήβδζδ 25 ιM VP16), 

ζοβηνζηζηά ιε ηα ακηίζημζπα ηφηηανα εθέβπμο Α549 GL2 (28.5% ηαζ 29.5% ζηα 

ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD, ακηίζημζπα, ηαζ 11.5% ζηα ηφηηανα 

A549 GL2), ηάηζ πμο ζοκμδεφηδηε απυ ιείςζδ ημο οπυ-πθδεοζιμφ ημοξ ζηδ 

θάζδ-G1, (ζε ιζηνυηενμ ααειυ ςζηυζμ, ζοβηνζηζηά ιε υ, ηζ παναηδνήεδηε 

φζηενα απυ ηδ πμνήβδζδ 25 ιM VP16) (56.4% ηαζ 60.4% ζηα ηφηηανα A549 

IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD, ακηίζημζπα, ηαζ 64.2% ζηα ηφηηανα A549 GL2), ηαζ 

απυ ιζα ιζηνή αφλδζδ ημο οπυ-πθδεοζιμφ ημοξ ζηδ θάζδ-S (11.5% ηαζ 

14.1% ζηα ηφηηανα A549 IKKαKD ηαζ A549 IKKαKD, ακηίζημζπα, ηαζ 18.3% ζηα 

A549 GL2) (΢π. 16, δελζά ιενζά). 

΢οκμθζηά, ηα δεδμιέκα αοηά έδεζλακ, υηζ εκχ δ ΙΚΚα θαίκεηαζ πςξ νοειίγεζ 

ηονίςξ ηδκ πνυμδμ ηδξ θάζδξ-G1 ηαζ ζδζαίηενα ηαηά ηα πνχζια ζηάδζα ηδξ 

θάζδξ-G1, πμο βίκεηαζ πζμ ειθακήξ ιεηά απυ πνυηθδζδ αθααχκ ζημ DNA, δ 

ΙΚΚα ειπθέηεηαζ ζηδ νφειζζδ ηςκ υρζιςκ ζηαδίςκ ηδξ θάζδξ-G1, αθθά ηαζ εκ 

ιένεζ ηδξ θάζδξ-S, πμο είκαζ ειθακήξ απμοζία αθααχκ ζημ DNA ηαζ βίκεηαζ 

εκημκυηενδ ιεηά ηδκ έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε πανάβμκηεξ πνυηθδζδξ 

αθααχκ ζημ DNA, υπςξ ζημ εημπμζίδζμ/VP16 (Schneider et al., 2006; Tu et 

al., 2006; Prajapati et al., 2006; Zhu et al., 2007). 
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3.18 Ζ θπηηαξνθίλε TNFα δελ επήγαγε ζεκαληηθή απόπησζε ζηα 

θύηηαξα Α549 

 

Ο TNFα (Tumor Necrosis Factor α) είκαζ ιζα ηοηηανμηίκδ, μζ ηοηηανζηέξ 

επζδνάζεζξ ηδξ μπμίαξ μθείθμκηαζ ζηδκ πνυζδεζδ ηδξ ηονίςξ ζημκ οπμδμπέα 

TNFR-1(Tumor Necrosis Factor Receptor-1) ηαζ ζηδκ επαηυθμοεδ 

εκενβμπμίδζδ ημο, επάβμκηαξ ηδκ ηοηηανζηή απυπηςζδ αθθά ηαζ ηδκ 

ηοηηανζηή επζαίςζδ. Ο ζοκδεδειέκμξ TNFR-1 ζηναημθμβεί εκδμηοηηανζηέξ 

πνςηεΐκεξ ζε ζφιπθμηα ιεηαβςβήξ ζήιαημξ ιε δζάθμνεξ πζεακέξ 

θεζημονβίεξ, υπςξ δ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB ηαζ δ έκανλδ ηδξ απυπηςζδξ ιε 

ηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ ηαζπαζχκ-8/10. Γζα ημ θυβμ αοηυ, δζενεοκήεδηε ημ 

ηαηά πυζμ δ πμνήβδζδ ηδξ ηοηηανμηίκδξ TNFα επήβαβε ηδκ απυπηςζδ ζηα 

ηφηηανα Α549. 

Ανπζηά, πμνδβήζαιε ζε ηφηηανα Α549 πμθφ ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ TNFα 

100 ιg/ml ηαζ 200ιg/ml βζα 24 h ηαζ δζενεοκήζαιε ημ ηαηά πυζμκ δ δ 

πμνήβδζδ TNFα επήβαβε ηδκ απυπηςζδ ζηα ηφηηανα Α549 πνδζζιμπμζχκηαξ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ ιε ακκελίκδ V/PI (΢π. 17Α ηαζ Β). Η ακάθοζδ έδεζλε, πςξ 

οπήνπε ιζα αφλδζδ ηςκ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ, ηυζμ ηςκ πνχζια 

απμπηςηζηχκ υζμ ηαζ ημκ υρζια απυπηςηζηχκ ηοηηάνςκ, απυ 7,1% ζηα 

ηφηηανα, ζηα μπμία δεκ είπε πμνδβδεεί TNFα ζε 12,32% ηαζ 14,56% ζηα 

ηφηηανα Α549, ζηα μπμία πμνδβήεδηακ 100 ηαζ 200 ιg/ml TNFα ακηίζημζπα 

(΢π. 17Α ηαζ Β). Γζα κα δζαπζζηχζμοιε ημ ηαηά πυζμ δ αφλδζδ ηςκ 

απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ, φζηενα απυ ηδ πμνήβδζδ TNFα, ήηακ ζδιακηζηή 

χζηε κα επάβεζ ιμνζαηέξ ιεηααμθέξ, ακαθφζαιε μθζηά εηποθίζιαηα ηοηηάνςκ 

Α549, ζηα μπμία πμνδβήεδηακ 100 ηαζ 200 ιg/ml TNFα βζα 24 h, βζα ηδκ 

έηθναζδ ηδξ PARP-1, δ δζάζπαζδ ηδξ μπμίαξ είκαζ ιάνηοναξ ηδξ 

απυπηςζδξ, ςζηυζμ δεκ ακζπκεφεδηε δ δζαζπαζιέκδ ιμνθή ηδξ ηςκ 89 kD 

(΢π. 17Γ).  ΢ηδ ζοκέπεζα ηαζ βζα κα επαθδεεφζμοιε ηα παναπάκς 

απμηεθέζιαηα απμιμκχζαιε DNA απυ ηφηηανα Α549, ζηα μπμία 

πμνδβήζαιε 0, 50, 100 ηαζ 200 ιg/ml TNFα ηαζ ημ δθεηηνμθμνήζαιε ζε 

πδηηή αβανυγδξ, χζηε κα εθέβλμοιε βζα πζεακή εναοζιαημπμίδζδ ημο, ηάηζ 

πμο απμηεθεί ιάνηονα ηδξ απυπηςζδξ, ςζηυζμ δεκ παναηδνήεδηε 

εναοζιαημπμίδζδ ημο DNA (΢π. 17Γ).  
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΢ρήκα 17. (Α) θαη (Β): Ακάθοζδ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ ιε ακκελίκδ V/PI βζα 
ηδκ πμζμηζημπμίδζδ ηδξ απυπηςζδξ ζε ηφηηανα A549 ςξ απυηνζζδ ζηδ 
πμνήβδζδ ορδθχκ ζοβηεκηνχζεςκ TNFα. (Γ) Ακάθοζδ ιε άκμζμ-
απμηφπςια ηαηά western μθζηχκ ηοηηανζηχκ εηποθζζιάηςκ ηοηηάνςκ Α549, 
φζηενα απυ ηδ πμνήβδζδ 100 ηαζ 200 ιg/ml TNFα, βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ 
PARP-1. (Γ) Ηθεηηνμθυνδζδ DNA βζα έθεβπμ εναοζιαημπμίδζδξ ημο DNA 
ζε ηφηηανα Α549, φζηενα απυ ηδ πμνήβδζδ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ 
TNFα  
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Ο ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ NF-ηΒ ακήηεζ ζε ιζα μζημβέκεζα ιεηαβναθζηχκ 

παναβυκηςκ, πμο παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ νφειζζδ πνμβναιιάηςκ 

βμκζδζαηήξ έηθναζδξ, ηα μπμία νοειίγμοκ ηζξ απμηνίζεζξ ηςκ ηοηηάνςκ ζημ 

ζηνεξ ηαζ ζηδ βέκεζδ ηδξ επίηηδηδξ ηαζ ηδξ έιθοηδξ ακμζίαξ. Σα ιέθδ ηδξ 

μζημβέκεζαξ ημο NF-ηΒ δεζιεφμκηαζ ζημ DNA ςξ έηενμ- ή υιμ-δζιενή, ηα 

μπμία πνμηφπημοκ επζθεηηζηά απυ πέκηε πζεακέξ οπμιμκάδεξ: RelA/p65, c-

Rel, RelB, p50 ηαζ p52. Οζ οπμιμκάδεξ αοηέξ έπμοκ ιζα Rel μιυθμβδ πενζμπή 

(RHD), δ μπμία πανμοζζάγεζ ζηακυηδηα δέζιεοζδξ ιε ημ DNA. 

Ο NF-ηB εκενβμπμζείηαζ απυ έκα εκδζάιεζμ επίπεδμ ΓΜΟ, υπςξ ημ Η2Ο2 

ιε έκακ ελεζδζηεοιέκμ, ακάθμβα ιε ημκ ηοηηανζηυ ηφπμ, ηνυπμ, υπμο 

ειπθέημκηαζ ανηεημί δζαθμνεηζημί ιδπακζζιμί (Li and Karin, 1999), ακ ηαζ 

πνυζθαηεξ ιεθέηεξ πνμηείκμοκ πςξ ημ Η2Ο2 εκενβμπμζεί ημκ NF-ηΒ ηονίςξ 

ιέζς ηδξ ηθαζζζηήξ ΙΚΚ-ελανηχιεκδξ πμνείαξ (Gloire et al., 2006). Δπίζδξ μ 

NF-ηB εκενβμπμζείηαζ απυ πδιεζμεεναπεοηζημφξ πανάβμκηεξ (Habraken and 

Piette, 2006; Janssens and Tschopp, 2006; Wu and Miyamoto, 2007; Brzoska 

and Szumiel, 2009). Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έδεζλακ, υηζ ςξ απυηνζζδ ζε 

αιθίηθςκεξ νήλεζξ ζημ DNA (DSBs), υπςξ αοηέξ πμο επάβμκηαζ απυ ημ H2O2 

ηαζ ημοξ πδιεζμεεναπεοηζημφξ πανάβμκηεξ, δ ΑΣΜ ήηακ απαναίηδηδ βζα ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηςκ ΙΚΚ  (Li et al., 2001) ηαζ δείπηδηε  πςξ δ NEMO/IKKβ 

ζπεηζγυηακ ιε ηδκ ATM ιεηά ηδκ επαβςβή DSBs μδδβχκηαξ ζηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηδξ IKKα (Wu et al., 2006), πνμηείκμκηαξ πςξ δ επαβυιεκδ 

απυ ηζξ αθάαεξ ζημ DNA απυηνζζδ ημο NF-ηΒ είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ 

ηοηηανζηή επζαίςζδ (Habraken and Piette, 2006; Janssens and Tschopp, 

2006; Wu and Miyamoto, 2007; Perkins, 2007; Brzóska and Szumiel, 2009). 

΢ηδκ πανμφζα δζδαηημνζηή δζαηνζαή πνχημξ ζηυπμξ ήηακ κα βίκεζ 

πνμζπάεεζα, χζηε κα δζαθεοηακεμφκ μζ επζδνάζεζξ ηδξ ηαηαζημθήξ ηςκ 

πμνεζχκ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB ζηδκ απυπηςζδ ηςκ ηοηηάνςκ Α549, δ 

μπμία επάβεηαζ φζηενα απυ ηδ πμνήβδζδ H2O2 αθθά ηαζ πδιεζμεεναπεοηζηχκ 

παναβυκηςκ πμο εκμπμπμζμφκηαζ βζα ηδκ αφλδζδ ηςκ εκδμβεκχκ επζπέδςκ 

ΓΜΟ, υπςξ ημ εημπμζίδζμ/VP16. 
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4.1 Ζ ρνξήγεζε H2O2 θαη εηνπνζηδίνπ/VP16 πξνθαινύλ ηε ζπζζώξεπζε 

ελδνγελώλ δξαζηηθώλ κνξθώλ νμπγόλνπ (ΓΜΟ) θαη νδεγνύλ ζηελ 

ελεξγνπνίεζε ηεο πνξείαο απόθξηζεο ζε βιάβεο ζην DNA 

 

Η πμνήβδζδ αολακυιεκςκ ζοβηεκηνχζεςκ Η2Ο2 (΢π. 1) ή εημπμζζδίμο/VP16 

(΢π. 9) ζηα ηφηηανα Α549 ηαζ MRC-5 TERT μδήβδζε ζηδκ παναβςβή ηαζ 

ζοζζχνεοζδ εκδμβεκχκ δναζηζηχκ ιμνθχκ μλοβυκμο (ΓΜΟ), ιε δυζμ-

ελανηχιεκμ ηνυπμ. Πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ δ ζοζζχνεοζδ ηςκ 

εκδμβεκχκ ΓΜΟ είκαζ οπεφεοκεξ βζα ηδκ πνυηθδζδ αθααχκ ζημ DNA 

(Norbury and Hickson, 2001; Pelicano et al., 2004; Laurent et al., 2005; Potter 

and Rabinovitch, 2005; Michod and Widmann, 2007; Goetz and Luch, 2008; 

Bartosz, 2009). H ζοζζχνεοζδ ηςκ εκδμβεκχκ ΓΜΟ ιεηά απυ ηδ πμνήβδζδξ 

Η2Ο2 ή εημπμζζδίμο/VP16 είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ έκανλδ ηδξ πμνείαξ 

απυηνζζδξ ζε αθάαεξ ζημ DNA ή DDR, υπςξ ηαεμνίζηδηε ιε ηδκ ακάθοζδ 

ηδξ έηθναζδξ επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ έκανλδ ηδξ 

DDR (θςζθμνοθίςζδ ηςκ ATM (S1981), Chk2 (T68), p53 ζηζξ ζενίκεξ 15 ηαζ 

20 ηαζ ηδξ β-Η2ΑΥ) (΢π. 1 ηαζ 10). Να ζδιεζςεεί υηζ δεκ οπάνπμοκ ιεθέηεξ ζε 

ζπέζδ ιε ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ DDR ζε ηφηηανα Α549 ςξ απυηνζζδ ζημ 

Η2Ο2 ή ημ εημπμζίδζμ/VP16, εηηυξ απυ ιζα πμο ακαθένεηαζ ζηδκ επαβςβή ηαζ 

ζηαεενυηδηα ηδξ p53 (Ding et al. 2003), ζε ακηίεεζδ ιε ιεθέηεξ ζε 

ακενχπζκεξ ζκμαθάζηεξ πμο εηηέεδηακ ζημ εημπμζίδζμ/VP16 (Tang et al., 

2002; Sengupta et al., 2005; Probin et al, 2006).  

 

4.2 Ζ ρνξήγεζε H2O2 θαη εηνπνζηδίνπ/VP16 πνπ πξνθαινύλ ηελ 

ελδνγελή ζπζζώξεπζε ησλ ΓΜΟ επεξεάδνπλ δηαθνξεηηθά ηελ πξόνδν 

ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ 

 

Ανπζηά ιεθεηήεδηακ μζ επζδνάζεζξ ημο H2O2 ζημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ 

ακενςπίκςκ ηανηζκζηχκ επζεδθζαηχκ ηοηηάνςκ πκεφιμκα, Α549, ιέζς ημο 

πνμζδζμνζζιμφ ηδξ ζηακυηδηαξ ζπδιαηζζιμφ απμζηζχκ (clonogenic assay) βζα 

ιζα πενίμδμ 14άνςκ διενχκ. Η πμνήβδζδ Η2Ο2 είπε ςξ απμηέθεζια ηδ δυζμ-

ελανηχιεκδ ιείςζδ ημο ζπδιαηζζιμφ ηςκ απμζηζχκ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ιε 
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έκα δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ (΢π. 1), ηάηζ πμο οπμδήθςκε πςξ ημ  H2O2 

ακέζηεζθε ημκ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ.  

΢ηδ ζοκέπεζα, ακαθφεδηε ιε ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ δ πνυμδμξ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ηαζ MRC-5 TERT ςξ απυηνζζδ ζε 

αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ H2O2 (΢π. 2) ή εημπμζζδίμο/VP16 (΢π. 9). Σμ 

H2O2 επήβαβε ηδ ζοζζχνεοζδ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ζηδ θάζδ G2-M ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαηά δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ, ιε εκδείλεζξ επαβςβήξ ηδξ 

απυπηςζδξ (΢π. 2), ζφιθςκα ιε πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ ηυζμ ζε ηφηηανα 

Α549 (Dandrea et al., 2004) υζμκ ηαζ ζε άθθα ηανηζκζηά επζεδθζαηά ηφηηανα 

πκεφιμκα (Chung et al., 2002). ΢ε ακηίεεζδ, ημ εημπμζίδζμ/VP16 επήβαβε ηδ 

ζοζζχνεοζδ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ζηδ θάζδ G1-S ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο (΢π. 

9) ηαζ ηςκ ηοηηάνςκ MRC-5 TERT ζηζξ θάζεζξ G1-S (10 ιΜ) ηαζ G2-M θάζδ 

(20 ιΜ) ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, ακάθμβα ιε ηδκ αφλδζδ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ 

ημο εημπμζζδίμο/VP16 (΢π. 9). Ωζηυζμ, δεκ παναηδνήεδηε επαβςβή ηδξ 

απυπηςζδξ, ζε ζδιακηζηυ πμζμζηυ ημοθάπζζημκ, ζε ηακέκακ απυ ημοξ δομ 

ηοηηανζημφξ ηφπμοξ. Η πμνήβδζδ ημο εημπμζζδίμο/VP16 ιπμνεί κα επάβεζ ηδ 

δζαημπή ημο ηοηηανζημφ πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ ζκμαθαζηχκ είηε ζηδ θάζδ 

G1-S ή ζηδ θάζδ G2-M (Sengupta et al., 2005; Darroudi et al., 2007) ή ζηδ 

θάζδ G2-M (Tang et al., 2002; Zhou et al., 2005;).  

Δπμιέκςξ, ιμθμκυηζ ημ H2O2 ηαζ εημπμζίδζμ/VP16 πνμηαθμφκ ηδκ 

εκδμβεκή ζοζζχνεοζδ ηςκ ΓΜΟ επδνεάγμοκ δζαθμνεηζηά ηδκ πνυμδμ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο, οπμδδθχκμκηαξ υηζ πζεακά επδνεάγμοκ δζαθμνεηζηέξ 

πμνείεξ ιεηαβςβήξ ζήιαημξ ηαζ επμιέκςξ ηδκ έηθναζδ δζαθμνεηζηχκ 

πνςηεσκχκ πμο εθέβπμοκ ηδκ πνυμδμ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. 

 

Σν H2O2 θαη ην εηνπνζίδην/VP16 επεξεάδνπλ δηαθνξεηηθά ηελ έθθξαζε ηωλ 

πξωηεϊλώλ πνπ ειέγρνπλ ηελ πξόνδν ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ 

 

Ακάθοζδ ηδξ έηθναζδξ επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ πμο εθέβπμοκ ηδκ πνυμδμ 

ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ςξ απυηνζζδ ζημ Η2Ο2 ή ζημ εημπμζίδζμ/VP16 έδεζλε 

υηζ ιμθμκυηζ ηαζ μζ δφμ πανάβμκηεξ πνμηάθεζακ ηδ ζοζζχνεοζδ ηςκ ΓΜΟ, 

επδνέαζακ δζαθμνεηζηά ηδκ έηθναζδ ηςκ πνςηεσκχκ πμο εθέβπμοκ ηδκ 

πνυμδμ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο (΢π. 2 ηαζ 10).  
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Δκχ δ πμνήβδζδ Η2Ο2 ή εημπμζζδίμο/VP16 μδήβδζε ζηδ δυζμ-ελανηχιεκδ 

επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ηδξ (πονδκζηήξ) ηοηθίκδξ D1 ηαζ ημο άλμκα p53 - 

p21Cip1/Waf1 (΢π. 2 ηαζ 10), αθθά ηαζ ηδ ζηαεενυηδηα ηδξ p53 δζαιέζμο ηδξ 

θςζθμνοθίςζδξ ηδξ (΢π. 2 ηαζ 10), μζ επζδνάζεζξ ημο Η2Ο2 ηαζ ημο 

εημπμζζδίμο/VP16 ζηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6, εκυξ πανάβμκηα αδεζμδυηδζδξ 

(licensing factor) ηδξ ακηζβναθήξ ημο DNA ήηακ δζαθμνεηζηέξ. Δκχ ημ Η2Ο2 

επήβαβε ιζα θαζκμιεκζηά ιζηνή ιεζμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 ηαζ 

ιυκμκ ζηζξ ορδθέξ, εακαηδθυνεξ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ 500 ηαζ 1000 ιΜ Η2Ο2 

ζε μθζηά ηαζ ηοηηανμπθαζιαηζηά εηποθίζιαηα, πνμηάθεζε ηδκ αολμννφειζζδ 

ηδξ Cdc6 ζημκ πονήκα ζηζξ ίδζεξ ζοβηεκηνχζεζξ. Όιςξ, ζοκμθζηά αοηά ηα 

εονήιαηα έδεζλακ υηζ ιμθμκυηζ ημ Η2Ο2 ιεζμννφειζζε εθάπζζηα ηδκ έηθναζδ 

ηδξ Cdc6, ζηδκ πναβιαηζηυηδηα επήβαβε ηδκ πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηδξ (΢π. 

2). Ακηίεεηα, δ πμνήβδζδ εημπμζζδίμο/VP16 μδήβδζε ζηδκ μθζηή απχθεζα ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ Cdc6 (΢π. 10 ηαζ13). Η ακάθοζδ ηδξ έηθναζδξ ημο 

ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα E2F1 μ μπμίμξ εθέβπεζ εεηζηά ηδκ έηθναζδ ηδξ 

Cdc6 έδεζλε υηζ δ πμνήβδζδ Η2Ο2 επήβαβε ηδ ιεζμννφειζζδ ημο ηυζμ ζημ 

ηοηηανυπθαζια υζμκ ηαζ ζημκ πονήκα, ηαζ επμιέκςξ ημ πνυηοπμ (πνμθίθ) 

έηθναζδξ δεκ ζοζπεηίγεηαζ ιε αοηυ ηδξ Cdc6 ςξ απυηνζζδ ζημ Η2Ο2 (΢π. 2). 

΢ε ακηίεεζδ, δ απχθεζα ηδξ Cdc6 ηαζ ημ πνυηοπμ έηθναζδξ ηδξ 

ζοζπεηίγμκηακ ι‟ αοηυ ημο E2F1, ςξ απυηνζζδ ζημ εημπμζίδζμ/VP16 (΢π. 13). 

Δπζπνυζεεηα, ιμθμκυηζ έπεζ δεζπεεί υηζ μ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ p53 δνα 

ςξ ανκδηζηυξ νοειζζηήξ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 ζε ιέηα-ιεηαθναζηζηυ 

επίπεδμ (Druusma and Agami, 2005), δ επαβςβή ηδξ p53 απυ ημ Η2Ο2 ηαζ ημ 

εημπμζίδζμ/VP16 δεκ ζοζπεηίγεηαζ ιε ημ πνυηοπμ (πνμθίθ) έηθναζδξ ηδξ 

Cdc6 ιεηά ηδκ έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζημοξ μλεζδςηζημφξ πανάβμκηεξ. Να 

ζδιεζςεεί επίζδξ υηζ δ Cdc6 ειπθέηεηαζ ζηδ νφειζζδ ηυζμ ηδξ θάζδξ G1-S 

υζμ ηαζ ηδξ θάζδξ G2-M (Penzo et al., 2009).  

Δπμιέκςξ, μζ δζαθμνεηζηέξ επζδνάζεζξ ημο Η2Ο2 ηαζ ημο εημπμζζδίμο/VP16 

ζηδκ έηθναζδ ηαζ ημκ οπυ-ηοηηανζηυ εκημπζζιυ ηδξ Cdc6 ηαζ ημο 

ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα E2F1 ιπμνεί, εκ ιένεζ, κα ελδβήζμοκ ηζξ 

δζαθμνεηζηέξ επζδνάζεζξ ημο Η2Ο2 ηαζ ημο εημπμζζδίμο/VP16 ζηδκ πνυμδμ 

ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ηδ δζαημπή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ θάζεζξ, δζαιέζμο 

ηδξ επαβςβήξ ημο άλμκα p53 - p21Cip1/Waf1. 
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Σα παναπάκς εονήιαηα έδεζλακ υηζ δεκ οπάνπεζ απυθοηδ ηαφηζζδ ημο 

πνυηοπμο έηθναζδξ ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα E2F1 πμο δνα ςξ εεηζηυξ 

ιεηαβναθζηυξ εκενβμπμζδηήξ ηδξ Cdc6 (Hatoboer et al., 1998; Ohtani et al, 

1998; Yan et al., 1998) ή ηδξ p53 πμο δνα ςξ ανκδηζηυξ νοειζζηήξ ηδξ Cdc6 

(Druusma and Agami, 2005), ςξ απυηνζζδ ζε δζαθμνεηζηά ενεείζιαηα, υπςξ 

ημ Η2Ο2 ηαζ ημ εημπμζίδζμ/VP16, πμο ηαζ ηα δφμ πνμηαθμφκ ηδ ζοζζχνεοζδ 

εκδμβεκχκ ΓΜΟ. Δπμιέκςξ, δ έηθναζδ ηδξ Cdc6 εα πνέπεζ κα εθέβπεηαζ ηαζ 

απυ άθθμοξ ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ ή άθθμοξ ιδπακζζιμφξ.  

 

4.3 Σν H2O2 θαη ην εηνπνζίδην/VP16 δηαθέξνπλ σο πξνο ηηο επηδξάζεηο 

ηνπο ζηελ απόπησζε ησλ θπηηάξσλ  

 

Οζ ακαθφζεζξ ιε ηοηηανμιεηνία νμήξ ιε ζςδζμφπμ πνμπίδζμ (PI) ηςκ ηοηηάνςκ 

Α549 πανμοζία / απμοζία H2O2 (΢π. 2) ή εημπμζζδίμο/VP16 (΢π. 9) βζα ηδ 

ιεθέηδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ημοξ, έδεζλε ιζα ιζηνή αθθά ακμδζηή ηάζδ ημο 

οπυ-πθδεοζιμφ ηςκ ηοηηάνςκ ζηδ θάζδ sub-G1 ιεηά ηδκ έηεεζδ ημοξ ζημ 

H2O2 (΢π. 2), αθθά υπζ ζημ εημπμζίδζμ/VP16 (΢π. 9). Γζα κα δζενεοκδεμφκ 

ηαθφηενα μζ επζδνάζεζξ ημο H2O2 ζηδκ ηοηηανζηή επζαίςζδ δζελήπεδ ακάθοζδ 

ιε ηοηηανμιεηνία νμήξ ακκελίκδξ-V/PI δ μπμία έδεζλε ιζα πνμμδεοηζηή αφλδζδ 

ημο πμζμζημφ ηςκ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ Α549 ζε ακηζζημζπία ιε ηζξ 

αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ Η2Ο2. Η αφλδζδ ηςκ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ 

μθεζθυηακ ζηδκ αφλδζδ ηςκ υρζιςκ απμπηςηζηχκ/κεηνςηζηχκ ηοηηάνςκ (΢π. 

3). Η επαβυιεκδ απυ ημ H2O2 απυπηςζδ επζαεααζχεδηε ιε ηδκ ακάθοζδ ηδξ 

έηθναζδξ επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ απυπηςζδ ιεηά 

ηδκ έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ A549 ζημ Η2Ο2 (΢π. 3). Παναηδνήεδηε ιζα δυζμ-

ελανηχιεκδ ιεηαηνμπή ημο θυβμο ηςκ ακηί-απμπηςηζηχκ (Bcl-2) έκακηζ ηςκ 

πνμ-απμπηςηζηχκ (Bax) πνςηεσκχκ ηδξ μζημβέκεζαξ Bcl-2 πνμξ υθεθμξ ηςκ 

δεοηένςκ, ιε ηδ ιεμννφειζζδ ηδξ Bcl-2 ηαζ ηδκ αολμννφειζζδ ηαζ ημκ 

μθζβμιενζζιυ ηδξ Bax. Αοηυ ημ εφνδια ήηακ ζδιακηζηυ ηαεχξ ηα ιέθδ ηδξ 

οπενμζημβέκεζαξ ηδξ Bcl-2 είκαζ μζ ηφνζμζ νοειζζηέξ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

απμπηςηζηήξ δζαδζηαζίαξ. Σα ακηί-απμπηςηζηά (Bcl-2 ηαζ Bcl-XL) ηαζ ηα πνμ-

απμπηςηζηά (Bax ηαζ Bak) ιέθδ ηδξ οπενμζημβέκεζαξ ηδξ Bcl-2 νοειίγμοκ ηδκ 

απμπηςηζηή δζαδζηαζία, εκ ιένεζ, εθέβπμκηαξ ηδκ απεθεοεένςζδ ημο 

ηοημπνχιαημξ C απυ ηα ιζημπυκδνζα ζημ ηοηηανυπθαζια. Δπμιέκςξ, μ 
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θυβμξ ηςκ πνμ- ηαζ ηςκ ακηί-απμπηςηζηχκ ιεθχκ ηδξ οπενμζημβέκεζαξ ηδξ 

Bcl-2 ηαεμνίγεζ ηδκ εοαζζεδζία ή ηδκ ακεεηηζηυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ ζε 

απμπηςηζηά ενεείζιαηα   (Hengartner 2000; Adams and Cory, 2007; Chipuk 

and Green, 2008). ΢ε ζοιθςκία ιε ημ παναπάκς, δείπηδηε υηζ ημ Η2Ο2 

πνμήβαβε ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ ηαζπάζδξ-3 ηαζ ηδκ πνςηεμθοηζηή δζάζπαζδ 

ηδξ PARP-1, δ μπμία απμηεθεί οπυζηνςια ηδξ ηαζπάζδξ-3, ζδζαίηενα ζημκ 

πονήκα ηςκ ηοηηάνςκ (΢π. 3). Η επαβςβή ηδξ απυπηςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ 

A549 ζοιθςκεί ιε πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ (Franek et al., 2001; Fujita et al., 

2002; Nanavaty et al., 2002; Geiser et al., 2004; Upadhyay et al., 2004; Fisher 

et al., 2007). 

Γζα κα επαθδεεοεεί δ απμοζία απμπηςηζηήξ απυηνζζδξ, ελαζηίαξ ηδξ 

πμνήβδζδξ εημπμζζδίμο/VP16 ζηα ακενχπζκα ηανηζκζηά επζεδθζαηά ηφηηανα 

πκεφιμκα Α549 ηαζ ζηζξ δοκδηζηά αεακαημπμζδιέκεξ ακενχπζκεξ ζκμαθάζηεξ 

πκεφιμκα MRC-5 TERT, ακαθφεδηε δ έηθναζδ ηςκ Bcl-2, Bax ηαζ PARP-1. 

Μμθμκυηζ δ πμνήβδζδ ημο εημπμζζδίμο/VP16 μδήβδζε ζηδ ιεζμννφειζζδ ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ Bcl-2 ηαζ ζηδκ αολμννφειζζδ ηδξ έηθναζδ ηδξ Bax, δεκ 

ακζπκεφεδηε ζδιακηζηή έηθναζδ ηδξ πνςηεμθοηζηά δζαζπαζιέκδξ 89 kDa 

ιμνθήξ ηδξ PARP-1, οπμδδθχκμκηαξ πςξ ημ εημπμζίδζμ/VP16VP16 ιπμνεί 

κα εοαζζεδημπμζεί ηα ηφηηανα ςξ πνμξ ηδκ απυπηςζδ, αθθά δεκ επανηεί βζα 

κα επάβεζ ιζα απμπηςηζηή απυηνζζδ (΢π. 10). Δκχ οπάνπμοκ ιεθέηεξ ζε 

ζπέζδ ιε ηδκ πνυηθδζδ αθααχκ ζημ DNA υπςξ νήλεζξ ηςκ αθοζίδςκ ημο 

DNA (Potter et al., 2005), δεκ οπάνπμοκ ιεθέηεξ ζπεηζηέξ ιε ηδκ επαβςβή ηδξ 

απυπηςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 απυ ημ εημπμζίδζμ/VP16. 

΢οιπεναζιαηζηά, ηα παναπάκς δεδμιέκα έδεζλακ πςξ εκχ ηαζ ημ Η2Ο2 ηαζ 

ημ εημπμζίδζμ/VP16 εκενβμπμίδζακ ηδκ πμνεία απυηνζζδξ ζε αθάαεξ ζημ 

DNA (DDR), ημ Η2Ο2 ακέζηεζθε ημκ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ ζηδ θάζδ G2-

M ηαζ επήβαβε ηδκ απυπηςζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε έκα δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ, 

εκχ ημ εημπμζίδζμ/VP16 επήβαβε ιυκμκ ηδκ ακαζημθή ηδξ πνμυδμο ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο ηονίςξ ζηζξ θάζεζξ G1-S ηαζ G2-M. 

 

 

 

 



 

 

177 
 

4.4 Ζ θαηάζηαζε ελεξγνπνίεζεο ηνπ NF-θΒ ζηα θύηηαξα Α549 ήηαλ 

δηαθνξεηηθή σο απόθξηζε ζην Ζ2Ο2 ή εηνπνζίδην/VP16 

 

Μνληέιν ελεξγνπνίεζεο ηνπ NF-θB από ην Η2Ο2 

 

Ο NF-ηΒ είκαζ έκαξ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ εοαίζεδημξ ζηδκ 

μλεζδμακαβςβή, μ μπμίμξ εκενβμπμζείηαζ απυ ηοπυκ μλεζδςηζηή πνμζαμθή 

πνμζηαηεφμκηαξ ηα ηφηηανα απυ ηδκ απυπηςζδ (Gloire et al., 2006a). 

Γζάθμνεξ ιεθέηεξ έδεζλακ πςξ ημ Η2Ο2 δεκ εκενβμπμίδζε ημκ NF-ηΒ ζε 

ηφηηανα Α549 (Li et al., 1997) ή επήβαβε ηδ θςζθμνοθίςζδ ηαζ ηδκ 

απμδυιδζδ ηδξ ΙηΒα (Lee et al., 2008), άθθεξ, ςζηυζμ, έδεζλακ πςξ δ 

πμνήβδζδ Η2Ο2 ζηα ίδζα ηφηηανα είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο 

NF-ηΒ (Rahman et al., 2002; Moodie et al., 2004; Hou et al., 2009). Δπζπθέμκ, 

δείπηδηε πςξ πανυθμ πμο ημ H2O2 αφλδζε ηδκ εκενβυηδηα ηςκ ΙΚΚ ηζκαζχκ 

ηαζ ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ ΙηΒα ζηδ ζενίκδ 32 ιε έκα δυζμ-ελανηχιεκμ 

ηνυπμ, δεκ οπήνλε ακζπκεφζζιδ απμδυιδζδ ηδξ ΙηΒα αθθά μφηε ηαζ πονδκζηή 

ιεηαηυπζζδ ημο NF-ηB, επαβυιεκδ απυ ημ H2O2 (Jaspers et al., 2001). 

Δίκαζ θμζπυκ θακενυ υηζ δ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB απυ ημ Η2Ο2 ζηα 

ηφηηανα Α549 δεκ έπεζ απμζαθδκζζηεί, ιε αάζδ ηζξ παναπάκς 

ακηζηνμουιεκεξ ιεθέηεξ. Γζα κα δζενεοκδεεί δ ηαηάζηαζδ ημο NF-ηΒ ζηα 

ηφηηανα Α549 ςξ απυηνζζδ ζημ Η2Ο2, ακαθφεδηε δ έηθναζδ ηαζ μ οπυ-

ηοηηανζηυξ εκημπζζιυξ ηςκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηζξ πμνείεξ 

ιεηαβςβήξ ζήιαημξ ημο NF-ηΒ ζε μθζηά ηοηηανζηά, ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ 

πονδκζηά εηποθίζιαηα ηαζ μθζηέξ πνςηεΐκεξ απυ απμιμκςιέκμοξ πονήκεξ, 

ιε άκμζμ-απμηφπςια ηαηά western (΢π. 4). 

Η ακάθοζδ έδεζλε πςξ μζ εκενβμπμζδηζηέξ ηζκάζεξ ημο NF-ηΒ, ΙΚΚα ηαζ 

ΙΚΚα εηθνάγμκηαζ ηυζμ ζημ ηοηηανυπθαζια υζμ ηαζ ζημκ πονήκα ηαζ υηζ ημ 

Η2Ο2 δεκ επδνέαζε ηα μθζηά επίπεδα έηθναζδξ ηςκ IKKs, εηηυξ απυ ιζα 

εθάπζζηδ ιείςζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ ΙΚΚα, ιεηά απυ ηδ πμνήβδζδ ορδθχκ 

ζοβηεκηνχζεςκ Η2Ο2 ζηα ηφηηανα Α549. Ωζηυζμ, δ πμνήβδζδ Η2Ο2 

πνμηάθεζε ηδ δζαθμνεηζηή εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή ηδξ ΙΚΚα απυ ηδκ ΙΚΚα. 

΢οβηεηνζιέκα, ημ Η2Ο2 επήβαβε ηδ δυζμ-ελανηχιεκδ πονδκζηή ζοζζχνεοζδ 

ηδξ ΙΚΚα αθθά υπζ ηδξ ΙΚΚα (΢π. 4). Σα απμηεθέζιαηα αοηά οπέδεζλακ πςξ δ 

ΙΚΚα ιπμνεί κα έπεζ έκακ επζπνυζεεημ πονδκζηυ νυθμ ζηδκ ακελάνηδηδ απυ 
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ημκ NF-ηΒ έηθναζδ βμκζδίςκ, επζπθέμκ απυ ημ νυθμ πμο έπεζ ζηδκ 

ελανηχιεκδ απυ ημκ NF-ηΒ έηθναζδ βμκζδίςκ (Anest et al., 2003; Yamamoto 

et al., 2003; Massa et al., 2005; Gloire et al., 2006b; Perkins, 2007).  

Δπίζδξ, δ πμνήβδζδ ορδθχκ ζοβηεκηνχζεςκ Η2Ο2 ιεζμννφειζζε ηδκ 

έηθναζδ ηδξ ΙηΒα ζηα μθζηά ηαζ ηονίςξ ζηα ηοηηανμπθαζιαηζηά εηποθίζιαηα 

ηαζ πνμήβαβε ηδκ πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηαζ ζοζζχνεοζδ ηδξ (Birbach et al., 

2000; Renard et al., 2000; Enesa et al., 2008; Kanarek et al., 2009). Αοηυ ημ 

εφνδια μθείθεηαζ ηυζμ ζηδ ζοκεπή ιεηαηίκδζδξ απυ ημ ηοηηανυπθαζια ζημκ 

πονήκα ηαζ ακηίζηνμθα (shuttling), αθθά ηαζ απμηεθεί έκδεζλδ ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB, ηαεχξ δ IηBα απμηεθεί ιεηαβναθζηυ ζηυπμ ημο 

NF-ηB, ηαζ δ κέμ-ζοκηζεέιεκδ IηBα ιεηαημπίγεηαζ ζημκ πονήκα (Kanarek et 

al., 2009). Όιςξ, ημ Η2Ο2 πνμήβαβε ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ ΙηΒα ζηζξ ζενίκεξ 

32/36, ηάηζ πμο παναηδνήεδηε ζηα μθζηά ηαζ ηοηηανμπθαζιαηζηά, ηαζ υπζ ζηα 

πονδκζηά, εηποθίζιαηα, ζε ζοβηεκηνχζεζξ 500 ηαζ 1000 ιΜ Η2Ο2 (΢π. 4). 

Δπμιέκςξ, δ θςζθμνοθζςιέκδ ιμνθή ηδξ ΙηΒα (Ser32/36) πανμοζίαζε ιζα 

δζαθμνεηζηή οπυ-ηοηηανζηή ηαηακμιή απυ ηδκ IηBα. Δκχ δ ιεηαηυπζζδ ηδξ 

IηBα ζημκ πονήκα ιπμνεί κα νοειίγεζ ηδ δοκαιζηή ηαζ ηδκ έκηαζδ ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB (Birbach et al., 2000; Renard et al., 2000; Enesa et 

al., 2008; Kanarek et al., 2009), είκαζ βκςζηυ υηζ δ θςζθμνοθίςζδ ηδξ IηBα 

ζημ ηοηηανυπθαζια είκαζ έκδεζλδ ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB (Hayden and 

Ghosh, 2004; Perkins, 2007; Kanarek et al., 2009).  

Όζμκ αθμνά ηδκ έηθναζδ ηαζ ηδκ εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή ηςκ 

οπμιμκάδςκ ημο NF-ηΒ, p50 ηαζ p65, δ πμνήβδζδ Η2Ο2 δεκ επδνέαζε ηα 

επίπεδα έηθναζήξ ημοξ, μφηε θαζκμιεκζηά επήβαβε ηδ ιεηαηυπζζδ ημοξ ζημκ 

πονήκα ακ ηαζ μζ δομ ακζπκεφεδηακ ηυζμ ζημκ πονήκα υζμ ηαζ ζημ 

ηοηηανυπθαζια, ζφιθςκα ιε πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ πμο έδεζλακ υηζ ηα 

ηφηηανα Α549 θένμοκ ιεηαβναθζηά εκενβυ NF-ηB ζε ορδθυηενα επίπεδα απυ 

υηζ άθθεξ ηανηζκζηέξ ζεζνέξ (Sun et al., 2007). Ωζηυζμ, δ πμνήβδζδ Η2Ο2 

επήβαβε ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ p65 ζηδ ζενίκδ 536 (p-p65 S536) ηαζ ηδ 

ιεηαηυπζζδ ηδξ ζημκ πονήκα (΢π. 4). 

Η πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηςκ ΙΚΚα ηαζ p-p65 S536 ηαεχξ ηαζ ηδξ 

θςζθμνοθζςιέκδξ ιμνθήξ ηδξ ζζηυκδξ 3 ζηδ ζενίκδξ 10 (H3S10), πμο 

απμηεθεί οπυζηνςια ηδξ ΙΚΚα, ςξ απυηνζζδ ζημ Η2Ο2 (΢π. 4) οπμδήθςζε υηζ 

δ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB απυ ημ Η2Ο2 δζελήπεδ πζεακά δζαιέζμο ηδξ IKKα-
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ελανηχιεκδξ θςζθμνοθίςζδξ ηδξ οπμιμκάδαξ ημο NF-ηB, p65, ηαζ ηδκ 

επαηυθμοεδ ιεηαηυπζζδ ηδξ ζημκ πονήκα υπμο ζπδιάηζζε έκα έηενμ-δζιενέξ 

ζφιπθμημ ιε ηδκ πονδκζηή οπμιμκάδα p50. Ο πνμζδζμνζζιυξ ηδξ 

ιεηαβναθζηήξ εκενβυηδηαξ ημο NF-ηB, ιμθμκυηζ επάπεδηε ιε δυζμ-

ελανηχιεκμ ηνυπμ ζηα ηφηηανα Α549 ηα μπμία εηηέεδηακ ζημ H2O2, δ 

επαβςβή ήηακ  ~2 - 2.5 - θμνέξ (΢π. 4). Αοηή δ θαζκμιεκζηά παιδθή 

εκενβυηδηα ιπμνεί κα μθείθεηαζ ζημ υηζ ηα ηφηηανα Α549 πανμοζζάγμοκ 

ορδθή εκενβυηδηα NF-ηB, ζοβηνζκυιεκα ιε άθθεξ ακενχπζκεξ ηανηζκζηέξ 

ζεζνέξ (Sun et al., 2007), υπςξ ακαθένεδηε παναπάκς ή υηζ δ επαβςβή ηδξ 

εκενβυηδηαξ ημο NF-ηB ηαηά ~2 - 2.5 θμνέξ, ζε ζοκάνηδζδ ιε ηδκ πονδκζηή 

ιεηαηυπζζδ ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ ιμνθήξ ηδξ p65 (p-p65 S536) ήηακ 

επανηήξ βζα κα επδνεάζεζ ηδκ έηθναζδ βμκίδζςκ-ζηυπςκ ημο NF-ηB. Θα 

πνέπεζ αέααζα κα ζδιεζχζμοιε υηζ δ ΙΚΚα εηηυξ απυ ηζξ NF-ηB-ελανηχιεκεξ 

επζδνάζεζξ ηδξ έπεζ ηαζ NF-ηB-ακελάνηδηεξ επζδνάζεζξ πμο μθείθμκηαζ ζηδκ 

πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηδξ ηυζμ απυ ημκ TNFα (Anest et al., 2003; Yamamoto 

et al., 2003), υζμκ ηαζ απυ ημ  H2O2 (Yamaguchi et al., 2007a; Yamaguchi et 

al., 2007b). Δπμιέκςξ, δ πμνήβδζδ ημο H2O2 ζηα ηφηηανα Α549 μδήβδζε 

ηυζμ ζηδκ πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηδξ ΙΚΚα, υζμκ ηαζ ζηδκ ΙΚΚα-ελανηχιεκδ 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ p65 (p-p65 S536) πμο ιεηαημπίζεδηε ζημκ πονήκα υπμο 

ζπδιάηζζε έκα έηενμ-δζιενέξ ζφιπθμημ p-p65/p50 ιε επαηυθμοεμ ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB. Αοηά ηα εονήιαηα Δίκαζ θακενυ υηζ, ημ H2O2, 

ημοθάπζζημκ ζηα ηφηηανα Α549, εκενβμπμζεί ηδκ ηακμκζηή πμνεία 

εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB (δζαιέζμο ηδξ θςζθμνοθίςζδξ ηαζ πονδκζηήξ 

ιεηαηυπζζδξ ηδξ p65) ηαζ επάβεζ ηδκ πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηδξ IKKα πμο 

ακελάνηδηα ιπμνεί κα επδνεάζεζ ηδ ιεηαβναθή βμκζδίςκ-ζηυπςκ ημο NF-ηB 

(Gloire et al., 2006; Perkins, 2007). Αοηά ηα εονήιαηα ζοιθςκμφκ ιε 

πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ ζε ζπέζδ ιε ηδκ επαβςβή ημο NF-ηB (Rahman et al., 

2002; Moodie et al., 2004; Hou et al., 2009) ηαζ ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ p65 

(Hou et al., 2008) ζε ηφηηανα A549, ηαεχξ επίζδξ ηαζ ιε ηδκ πονδκζηή 

ιεηαηυπζζδ ηδξ IKKα ζε δζαθμνεηζηά ηανηζκζηά ηφηηανα (Yamaguchi et al., 

2007a, b) ηαζ θοζζμθμβζηέξ ακενχπζκεξ ειανοσηέξ ζκμαθάζηεξ πκεφιμκα, 

MRC-5 (αδδιμζίεοηα απμηεθέζιαηα, Δ. Κςθέηηαξ & Υ. Μπάηζδ).  
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Ιζρπξή ελεξγνπνίεζε ηεο θαλνληθήο πνξείαο ηνπ NF-θB ζηα θύηηαξα A549 

από ην εηνπνζίδην/VP16 

  

Δπεζδή μζ αθάαεξ ζημ DNA εκενβμπμζμφκ ηυζμ ημκ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα 

p53 (Ding et al., 2003; Kastan & Bartek, 2004; Braithwaite et al., 2005; 

Vousden and Lane, 2007; Harper and Elledge, 2007; Riley et al., 2008) υζμκ 

ηαζ ηδκ ηακμκζηή πμνεία εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB (Wu et al., 2006; Janssens 

and Tschopp, 2006; Habraken & Piette, 2006; Wu and Miyamoto, 2007; 

Brzóska and Szumiel, 2009), ακαθφεδηε, ηαηά ημκ ίδζμ ηνυπμ υπςξ 

παναπάκς, δ πνυκμ-ελανηχιεκδ έηθναζδ ηςκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ 

ζηζξ πμνείεξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ, ζε μθζηά ηοηηανζηά εηποθίζιαηα απυ 

αζφβπνμκεξ ηαθθζένβεζεξ ηοηηάνςκ Α549 (΢π. 11) ηαζ ζε ηοηηανμπθαζιαηζηά 

ηαζ πονδκζηά εηποθίζιαηα ηαζ ζε μθζηά εηποθίζιαηα απυ απμιμκςιέκμοξ 

πονήκεξ ηοηηάνςκ Α549, πανμοζία ή απμοζία 25 ιΜ εημπμζζδίμο/VP16 βζα 

24 h (΢π. 11).  

Πνχημκ, εκχ δ έηθναζδ ηςκ εκενβμπμζδηζηχκ ηζκαζχκ ημο NF-ηΒ, ΙΚΚα 

ηαζ ΙΚΚα δεκ επδνεάζηδηε απυ ημ εημπμζίδζμ/VP16, δ επαβςβή ηδξ έηθναζδξ 

ηςκ ΙηΒα, p50 ηαζ p65 απυ ημ εημπμζίδζμ/VP16 οπμδήθςζακ  ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο NF-ηB, ηαεχξ δ IηBα είκαζ βμκίδζμ-

ζηυπμξ ημο NF-ηB, ηαζ δ πνμμδεοηζηή απμδυιδζδ ηδξ, ιεηά απυ ηδ πμνήβδζδ 

VP16 μδήβδζε ζηδκ παναηεηαιέκδ επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ηςκ οπμιμκάδςκ 

ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB, p50 ηαζ p65 (΢π. 11A). 

Δπίζδξ, ημ VP16 δεκ επδνέαζε ημκ οπυ-ηοηηανζηυ εκημπζζιυ ηςκ ΙΚΚα ηαζ 

ΙΚΚα (΢π. 11Β, ηαζ ΢π. 12), ζε ακηίεεζδ ιε ημ H2O2 πμο πνμηάθεζε ηδκ 

πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηδξ ΙΚΚα (΢π. 4) ηαζ ζφιθςκα ιε πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ 

(Yamaguchi et al., 2007a, b), εκχ ακζπκεφεδηακ δζάθμνεξ ιπάκηεξ ηδξ ΙΚΚα 

ζηα ηοηηανμπθαζιαηζηά εηποθίζιαηα ηςκ ηοηηάνςκ Α549, ακελανηήηςξ ηδξ 

πμνήβδζδξ VP16 (΢π. 11Β), μζ μπμίεξ ιπμνεί κα ακηζζημζπμφκ ζηδ 

θςζθμνοθζςιέκδ ιμνθή ηδξ, πζεακχξ θυβς ηδξ αολδιέκδξ ιεηαβναθζηήξ 

ζηακυηδηαξ ημο NF-ηB ζηα ηφηηανα Α549, ζοβηνζηζηά ιε άθθεξ ακενχπζκεξ 

ηανηζκζηέξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ (Sun et al., 2007).  

Δπζπθέμκ, ημ εημπμζίδζμ/VP16 επήβαβε ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ ΙηΒα 

(ζενίκδ 32/36) ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ ζε ιζηνυηενμ ααειυ ζημκ πονήκα (΢π. 

11Β), πζεακά θυβς ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ  - πονδκζηήξ παθζκδνυιδζδξ 
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(cytoplasmic-nuclear shuttling) ηδξ IηBα (Renard et al., 2000; Birbach et al., 

2002; Viatour et al., 2003; Kanarek et al., 2009), ηαεχξ επίζδξ ηαζ ηδκ 

πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηαζ ηςκ δομ οπμιμκάδςκ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο 

NF-ηB, p50 ηαζ p65, ηαζ αφλδζε ηα επίπεδα θςζθμνοθίςζδξ ηδξ p65 ζηδ 

ζενίκδ 536 (p-p65 S536) (΢π. 11Β ηαζ Γ), πςνίξ κα ιεηααάθθεζ ηα επίπεδα 

έηθναζδξ ηδξ οπμιμκάδαξ ηδξ ιδ-ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο NF-ηB, p52 (΢π. 

11Γ).  Η θςζθμνοθίςζδ ηδξ p65 (p-p65 S536) οπμδήθςζε αολδιέκδ 

εκενβυηδηα ηδξ p65, ηαζ επμιέκςξ αολδιέκδ ιεηαβναθζηή εκενβυηδηα ημο NF-

ηB (΢π. 11Β ηαζ Γ), δ μπμία ηαζ επζαεααζχεδηε ιε ημ πνμζδζμνζζιυ ηδξ 

εκενβυηδηαξ ημο βμκζδίμο ηδξ θμοζζθενάζδξ, ςξ βμκίδζμ ακαθμνάξ, 

ζοκδεδειέκμ ιε 5XθB νοειζζηζηά ζημζπεία (΢π. 11Γ). Μζα επζπθέμκ απυδεζλδ 

βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο NF-ηB επζηεφπεδηε ιε 

άκμζμ-θεμνζζιυ ηαζ ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία ιε θέζγεν πμο ακίπκεοζε ηδκ 

πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηυζμ ηδξ p65 υζμκ ηαζ ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ ιμνθήξ 

ηδξ p-p65 S536 ςξ απυηνζζδ ζημ εημπμζίδζμ/VP16 (΢π. 12). 

΢οιπεναζιαηζηά, εκχ ημ H2O2 επήβαβε ηδκ πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηδξ 

ΙΚΚα, ηαζ πζεακά ηδκ ΙΚΚα-ελανηχιεκδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ p65 (p-p65 S536) 

πμο ιεηαημπίζεδηε ζημκ πονήκα υπμο ζπδιάηζζε έκα έηενμ-δζιενέξ 

ζφιπθμημ p-p65/p50 ιε ηδκ επαηυθμοεμ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB ηαηά ~2-

2.5 θμνέξ (΢π. 4Γ), ημ εημπμζίδζμ/VP16 μδήβδζε ζηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ 

ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο NF-ηB, αολάκμκηαξ ηδ ιεηαβναθζηή ημο εκενβυηδηα 

ηαηά ~12 θμνέξ (΢π. 11Γ). Δπμιέκςξ, δ εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB ήηακ 

ζζπονυηενδ ζηα ηφηηανα Α549 πμο εηηέεδηακ ζημ  εημπμζίδζμ/VP16 απυ υηζ 

εηείκα πμο εηηέεδηακ ζημ H2O2 ηαηά ~6 θμνέξ. Δπζπνυζεεηα, μ ιδπακζζιυξ 

εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB απυ ημ H2O2 θαίκεηαζ κα μθείθεηαζ ζηζξ NF-ηB-

ελανηχιεκεξ ηαζ  NF-ηB-ακελάνηδηεξ επζδνάζεζξ ηδξ ΙΚΚα θυβς ηδξ 

πονδκζηήξ ηδξ ιεηαηυπζζδξ, εκχ μ ιδπακζζιυξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB 

απυ ημ εημπμζίδζμ/VP16 μθείθεηαζ απμηθεζζηζηά ζηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ 

ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο NF-ηB, ηαζ επμιέκςξ εα επδνεάγεζ βμκίδζα-ζηυπμοξ 

ιυκμκ αοηήξ ηδξ πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα. 
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4.5 Ο ξόινο ηεο θαλνληθήο πνξείαο ηνπ NF-θB ζηηο επηδξάζεηο ηνπ H2O2 

ζηα θύηηαξα Α549  

 

Ο γελεηηθόο ρεηξηζκόο ηεο θαλνληθήο πνξείαο ηνπ NF-θB κεηέβαιε ηελ έθθξαζε 

ηωλ πξωηεϊλώλ πνπ εκπιέθνληαη ζηε ξύζκηζε ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ 

 

Δπεζδή ημ H2O2 μδήβδζε ζηδκ ιζηνή επαβςβή ηδξ εκενβυηδηαξ ημο NF-ηΒ  

(΢π. 3), δζενεοκήζαιε ημ νυθμ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-

ηΒ ςξ απυηνζζδ ζημ H2O2 ζηα ηφηηανα Α549.  

Γζα ημ ζημπυ αοηυ, ανπζηά πνδζζιμπμζήεδηε έκαξ οπενηαηαζημθέαξ ηδξ 

ηακμκζηήξ πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ, δ ΙηΒαSR,  δ μπμία είκαζ ιζα 

ηονίανπδ ανκδηζηή ιμνθή ηδξ IηBα (S32A/S36A) πμο δνα in trans, ιε ηζξ 

ζενίκεξ (S) 32 ηαζ 36 κα έπμοκ ιεηαθθαπεεί ζε αθακίκεξ (A). Λυβς ηςκ 

ιεηαθθάλεςκ ηςκ ζενζκχκ ζε αθακίκεξ, δ ΙηΒαSR δεκ ιπμνεί κα 

θςζθμνοθζςεεί ηαζ ηαη‟ αημθμοεία κα μοαζηζηζκςεεί ηαζ κα απμδμιδεεί απυ 

ημ πνςηευζςια 26S. Δπμιέκςξ αηυιδ ηαζ ακ δ εκδμβεκήξ IηBα 

θςζθμνοθζςεεί απυ ημ πνςηεσκζηυ ζφιπθμημ ηςκ ΙΚΚ ςξ απυηνζζδ ζε 

ηάπμζμ ενέεζζια, εθεοεενχκμκηαξ ημ έηενμ-δζιενέξ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ 

ημο NF-ηB, p50/p65, επζηνέπμκηαξ ημ έηζζ κα ιεηαημπζζηεί ζημκ πονήκα, δ 

ζδζμζοζηαηζηή έηθναζδ ηδξ ελςβεκμφξ ιεηαθθαβιέκδξ πνςηεΐκδξ ΙηΒαSR 

[IηBα (S32A/S36A)] εα λακαδεζιεφζεζ ημ έηενμ-δζιενέξ p50/p65 ζημ 

ηοηηανυπθαζια ηαζ εα πανειπμδίζεζ ηδκ πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ημο, ηαζ ηδ 

δέζιεοζδ ημο ζημοξ πνμαβςβείξ βμκζδίςκ-ζηυπςκ ημο. ΢οκμθζηά, δ ΙηΒαSR 

[IηBα (S32A/S36A)] δνα ςξ ηονίανπμξ ηαηαζημθέαξ ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηδξ 

ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο NF-ηΒ. Με ηδ πνήζδ αοημφ ημο ζοζηήιαημξ 

ηαηαζηεοάζεδηακ ιε νεηνμσζηή επζιυθοκζδ ζηαεενμί ηοηηανζημί ηθχκμζ ηςκ 

ηοηηάνςκ Α549 πμο έθενακ είηε ηδκ ΙηΒαSR ή έκακ πνυηοπμ θμνέα εθέβπμο 

(Vec) (΢π. 5). 

΢ε ακηίεεζδ, πνδζζιμπμζχκηαξ έκα δεφηενμ νεηνμσζηυ ζφζηδια ημ μπμίμ 

έθενε ιζα ιεηαθθαβιέκδ, ζδζμζοζηαηζηά εκενβυ ιμνθή ηδξ ΙΚΚα, ηδκ ΙΚΚαca, 

εκενβμπμζήεδηε δ ηακμκζηή πμνεία ημο NF-ηB. H ΙΚΚαca έθενε ιεηαθθάλεζξ 

ζημ ανυβπμ εκενβμπμίδζδξ-T (T-loop activation motif) υπμο μζ ζενίκεξ 

177/178, πμο θςζθμνοθζχκμκηαζ ςξ απυηνζζδ ζε έκα ελςβεκέξ ενέεζζια, 

ιεηαθθάπεδηακ ζε βθμοηαιζκζηυ μλφ. Ωξ απμηέθεζια ηδξ εζζαβςβήξ ηδξ 
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ΙΚΚαca ζε ηφηηανα είκαζ δ εκενβμπμίδζδ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο NF-ηB. 

Με ηδ πνήζδ αοημφ ημο ζοζηήιαημξ ηαηαζηεοάζεδηακ ιε νεηνμσζηή 

επζιυθοκζδ ζηαεενμί ηοηηανζημί ηθχκμζ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 πμο έθενακ είηε 

ηδκ ΙΚΚαca ή έκακ πνυηοπμ θμνέα εθέβπμο (Neo) (΢π. 7). 

Η ζδζμζοζηαηζηή οπενέηθναζδ ηδξ ΙηΒαSR επδνέαζε ηδκ έηθναζδ ηςκ 

πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ πμθθαπθαζζαζιμφ 

ιεηά ηδκ έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ζημ H2O2, ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα 

Α549 Vec. Η πμνήβδζδ H2O2 είπε ςξ απμηέθεζια ηδ δυζμ-ελανηχιεκδ 

αολμννφειζζδ ηδξ ηοηθίκδξ D1 ζηα ηφηηανα Α549 Vec, ζφιθςκα ιε 

πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ ζε ηφηηανα Α549 (Dandrea et al., 2004).   

Η οπυ-ηοηηανζηή ηαηακμιή ηδξ ηοηθίκδξ D1 ελανηάηαζ απυ ηδ θάζδ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο. Μμθμκυηζ δ ηοηθίκδ D1 ζοκεέηεηαζ ηαε‟ υθδ ηδ δζάνηεζα 

ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, δ πονδκζηή ζοκάενμζζδ ηδξ είκαζ πενζμδζηή. Τρδθά 

επίπεδα πονδκζηήξ ηοηθίκδξ D1 παναηδνμφκηαζ ηαηά ηδ θάζδ-G1, ιεζχκμκηαζ 

ηαηά ηδ θάζδ-S ηαζ αολάκμκηαζ πάθζ ηαηά ηδ θάζδ-G2. Καηά ηδ θάζδ-G1, δ 

κεμζοκηζεέιεκδ ηοηθίκδ D1 αθθδθεπζδνά ιε ηδκ CDK4/6 ηαζ ιεηαημπίγεηαζ 

ζημκ πονήκα υπμο επάβεζ ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ pRb βζα ηδκ απεθεοεένςζδ 

ημο E2F1. Καηά ηδ θάζδ-S, δ ηοηθίκδ D1 ελένπεηαζ απυ ημκ πονήκα ηαζ 

εκημπίγεηαζ πθέμκ ζημ ηοηηανυπθαζια. Η πονδκζηή ελαβςβή ηδξ ηοηθίκδξ D1, 

ηαζ δ επαηυθμοεδ πνςηεμθοηζηή απμδυιδζδ ηδξ ελανηάηαζ απυ ηδ 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ ζημ ηαηάθμζπμ ενεμκίκδξ 268 (Thr268) απυ ηδκ ηζκάζδ 

GSK-3α (Sherr, 2002). Δπμιέκςξ δ επαβςβή ηαζ δ πονδκζηή ζοκάενμζζδ ηδξ 

ηοηθίκδξ D1 απυ ημ H2O2 (΢π. 2 ηαζ 65) ζοζπεηίγεηαζ ιε ηδ δζαημπή ηδξ 

πνμυδμο ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ζηδ θάζδ G2-M (΢π. 2). ΢ε ακηίεεζδ, ζηα 

ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR δ επαβςβή ηδξ ηοηθίκδξ D1 απυ ημ H2O2 ήηακ 

παιδθυηενδ ηαζ ειθακήξ ζε ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ H2O2 (΢π. 5Β). Η πνυκμ-

ελανηχιεκδ ακάθοζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ ηοηθίκδξ D1 ιεηά ηδ δζέβενζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ιε μνυ έδεζλε υηζ δ ΙηΒαSR ηαεοζηένδζε ηδκ επαβςβή ηδξ ηοηθίκδξ 

D1 απυ ημκ μνυ, ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα Α549 Vec (΢π. 5Γ). Αοηά ηα 

εονήιαηα ήηακ ζφιθςκα ιε ημ νυθμ ημο NF-ηΒ ςξ εεηζημφ νοειζζηή ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ ηοηθίκδξ D1 ζε δζάθμνα ηοηηανζηά ζοζηήιαηα ηαζ 

πνδζζιμπμζχκηαξ έκακ πανυιμζμ οπενηαηαζημθέα ημο NF-ηΒ (Hinz et al., 

1999; Guttridge et al., 1999; Joyce et al., 1999; Eto, 2000; Ouyang et al., 

2005; Klein et al., 2007) ή άθθεξ ιμνζαηέξ ακαθφζεζξ (Toualbi-Abed et al., 
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2008). Αοηυ επζαεααζχεδηε πεναζηένς υηακ ζοβηνίεδηε δ έηθναζδ ηδξ 

ηοηθίκδξ D1 ζε ηφηηανα Α549 Vec ηαζ ζε Α549 IKKαca (΢π. 7) ζηα μπμία δ 

ηακμκζηή πμνεία ημο NF-ηΒ ήηακ εκενβμπμζδιέκδ (΢π. 7Β). Δκχ δ επαβςβή 

ηδξ ηοηθίκδξ D1 απυ ημ H2O2 ζηα ηφηηανα Α549 Neo (΢π. 7Γ) ήηακ υιμζα ι‟ 

αοηήκ ζηα ηφηηανα Α549 Vec (΢π. 5Β), δ οπενέηθναζδ ηδξ IKKαca είπε ζακ 

απμηέθεζια ηδκ επαφλδζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ ηοηθίκδξ D1 ιεηά ηδκ έηεεζδ 

ηςκ ηοηηάνςκ ζημ H2O2. Δπμιέκςξ εκχ δ IηBαSR ιεζμννφειζζε ηα επίπεδα 

έηθναζδξ ηδξ ηοηθίκδξ D1, δ IKKαca αολμννφειζζε ηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ 

ηοηθίκδξ D1 ιεηά ηδκ έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζημ H2O2, ζε ζφβηνζζδ ιε ηα 

πνυηοπα ηφηηανα εθέβπμο (A549 Vec ή A549 Neo).     

Ακηίεεηα, δ έηθναζδ ηςκ E2F1 ηαζ Cdc6, εκυξ πανάβμκηα αδεζμδυηδζδξ 

ηδξ ακηζβναθήξ ημο DNA, πμο ανίζηεηαζ ηάης απυ ημ ιεηαβναθζηυ έθεβπμ ημο 

E2F1 (ηαζ ζδζαίηενα ημο Δ2F2), ιεζχεδηε ηαζ ζε υθμοξ ημοξ ηοηηανζημφξ 

ηφπμοξ ιεηά απυ ηδ πμνήβδζδ Η2Ο2, ακελάνηδηα ακ έθενακ είηε έκακ 

πνυηοπμ θμνέα εθέβπμο, ηδκ IηBαSR (΢π. 5) ή ηδκ IKKαca (΢π. 7). Η πνυκμ-

ελανηχιεκδ ακάθοζδ ηδξ Cdc6 ηαζ ημο E2F1 ιεηά ηδ δζέβενζδ ηαζ ηςκ δφμ 

ηοηηανζηχκ ηφπςκ ιε μνυ έδεζλε υηζ δ έηθναζδ ημοξ επάπεδηε 8 h ιεηά απυ 

ηδ δζέβενζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε μνυ. Όιςξ, εκχ δ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ήηακ 

μνζαηά παιδθυηενδ ζηα ηφηηανα Α549 IηBαSR ζε ζπέζδ ιε αοηήκ πμο 

ακζπκεφεδηε ζηα ηφηηανα Α549 Vec, δ έηθναζδ ημο E2F1 ήηακ μνζαηά 

ορδθυηενδ ζηα Α549 IηBαSR ζε ζφβηνζζδ ιε εηείκδ ζηα ηφηηανα Α549 Vec, 8 

h ιεηά απυ ηδ δζέβενζδ ημοξ ιε μνυ (΢π. 5Γ), εονήιαηα πμο εκ ιένεζ 

ζοιθςκμφκ ιε πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ ζε ζκμαθάζηεξ πμκηζημφ MEFs (Penzo 

et al., 2009).  

Δπζπθέμκ, εκχ επάπεδηε δ έηθναζδ ημο άλμκα p53 - p21Cip1/Waf1 ςξ 

απυηνζζδ ζημ H2O2 ηαηά έκακ δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ, ηαζ ζημοξ δομ 

ηοηηανζημφξ ηφπμοξ Α549 Vec ηαζ Α549 IηBαSR, ιε ορδθυηενα επίπεδα 

έηθναζδξ ζηα ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR ζοβηνζηζηά ιε ηα Α549 Vec (΢π. 5Γ); δ 

οπενέηθναζδ ηδξ IKKαca ιεζμννφειζζε ηδκ επαβςβή ηδξ p53, εκχ 

αολμννφειζζε ηδκ επαβςβή ηδξ p21Cip1/Waf1 απυ ημ H2O2 (΢π. 7Γ). Η 

ορδθυηενδ έηθναζδ ηδξ p53 ζηα Α549 ΙηΒαSR επζαεααζχεδηε ιε ηδκ 

ακάθοζδ ηδξ πνυκμ-ελανηχιεκδξ έηθναζδξ ηδξ ιεηά ηδ δζέβενζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ιε μνυ, οπμδδθχκμκηαξ υηζ δ εκενβμπμίδζδ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ 

ημο NF-ηΒ μδδβεί ζηδ ιεζμννφειζζδ ηδξ p53, ζφιθςκα ιε πνμδβμφιεκα 
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εονήιαηα (Batsi et al., 2009; Xia et al., 2009). Όιςξ, δ επαβςβή ηδξ 

p21Cip1/Waf1 απυ ημ H2O2 ζηα ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR ηαζ ζηα Α549 ΙΚΚαca 

έδεζλε υηζ δ έηθναζδ ηδξ p21Cip1/Waf1 νοειίγεηαζ απυ NF-ηB-ελανηχιεκμοξ ηαζ 

NF-ηB-ακελάνηδημοξ ιδπακζζιμφξ (Batsi et al., 2009; Penzo et al., 2009). 

 

Η θαηαζηνιή ηεο ελεξγνπνίεζεο ηεο θαλνληθήο πνξείαο ηνπ NF-θB 

επαηζζεηνπνίεζε ηα θύηηαξα Α549 ζηελ H2O2-επαγόκελε απόπηωζε 

 

Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ ημ H2O2 επήβαβε ηδκ απυπηςζδ ζηζξ 

ηαθθζένβεζεξ ηανηζκζηχκ επζεδθζαηχκ ηοηηάνςκ πκεφιμκα Α549 (Kazzaz et 

al., 1996 ; Li et al.,1997; Jyonouchi et al., 1998; Franek et al., 2001; Nanavaty 

et al., 2002; Ravid et al., 2003; Geiser et al., 2004) ηαζ πςξ δ έηηαζδ ηδξ 

επαβυιεκδξ απυ ημ H2O2 απυπηςζδξ ιεζχεδηε ζδιακηζηά ζε ηφηηανα, πμο 

είπακ πνμδβμοιέκςξ εηηεεεί ζε οπενμλεία ιέζς επαβςβήξ ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ (Li et al., 1997; Franek et al., 2001). Η ηαηαζημθή 

ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB ιέζς δζαιυθοκζδξ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ιε ιζα 

ηονίανπδ ανκδηζηή ιμνθή ηδξ ΙηΒ εκίζποζε ζδιακηζηά ηδκ έηηαζδ ηδξ 

επαβυιεκδξ απυ ημ H2O2 απυπηςζδξ, πνμηείκμκηαξ πςξ δ οπενμλεία 

ακαζηέθθεζ ηδκ μλεζδςηζηά επαβυιεκδ απυπηςζδ ηαζ πςξ αοηή δ ακαζημθή 

επζηοβπάκεηαζ ιέζς ημο NF-ηB  (Franek et al., 2001). 

Η ακάθοζδ ιε ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ ιε πνχζδ ακκελίκδξ-V/PI ηςκ 

ηοηηάνςκ Α549 Vec ηαζ Α549 ΙηΒαSR ιεηά απυ ηδκ έηεεζδ ημοξ ζε 

αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ H2O2 έδεζλε υηζ ημ H2O2 επήβαβε ηδκ απυπηςζδ 

ηαζ ηςκ δομ ηοηηανζηχκ ηφπςκ, Α549, ςζηυζμ δ οπενέηθναζδ ηδξ IηBαSR 

εοαζζεδημπμίδζε ζε ιεβαθφηενμ ααειυ ηα ηφηηανα Α549 ζηδκ H2O2-

επαβυιεκδ απυπηςζδ (΢π. 6A). Αοηυ επζαεααζχεδηε ιεθεηχκηαξ ηδκ 

έηθναζδ επζθεβιέκςκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ απυπηςζδ υπςξ δ 

ιεζμννφειζζδ ηδξ Bcl-2, δ αολμννφειζζδ ηδξ Bax, δ εκενβμπμίδζδ ηδξ 

ηαζπάζδξ-3 ηαζ δ πνςηεμθοηζηή δζάζπαζδ ηδξ PARP-1, ιεηααμθέξ πμο ήηακ 

εκημκυηενεξ ζηα ηφηηανα Α549 ΙηΒαSR ζε ζφβηνζζδ ιε ηα Α549 Vec ιεηά ηδκ 

έηεεζδ ημοξ ζημ H2O2 (΢π. 5Β). Ήηακ δε αλζμζδιείςηδ δ ακίπκεοζδ 

παιδθυηενμο ιμνζαημφ αάνμοξ εναοζιάηςκ ηδξ PARP-1 ζημκ πονήκα ηαζ 

δφμ ηοηηανζηχκ ηφπςκ, ιε ηδ έηθναζδ ημοξ κα είκαζ εκημκυηενδ ζηα ηφηηανα 

Α549 ΙηΒαSR ιεηά ηδκ έηεεζδ ημοξ ζημ H2O2 (΢π. 5Γ). Αοηά ηα ιζηνυηενα 
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πνςηεσκζηά εναφζιαηα ηδξ PARP-1 έπμοκ πενζβναθεί ζε πνμδβμφιεκεξ 

ιεθέηεξ ηαζ ζοζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ κέηνςζδ ηςκ ηοηηάνςκ, 

ζοιπενζθαιαακμιέκδξ ηδξ κέηνςζδξ επαβυιεκδξ απυ ημ H2O2 (Gobeil et al., 

2001; Nozawa et al., 2002; Soldani and Scovassi, 2002; Lu et al., 2006) 

ηαεχξ επίζδξ ηαζ ιε ιζα ιείςζδ ζηδκ εκενβυηδηα NF-ηB (Bottino et al., 2004). 

΢ε ακηίεεζδ, δ οπενέηθναζδ ηδξ ΙΚΚαca ηαηέζηεζθε ηδκ απυπηςζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ επαβυιεκδ απυ ημ H2O2, ηαεχξ δεκ ακζπκεφεδηε δ πνςηεμθοηζηά 

δζαζπαζιέκδ 89 kDa ιμνθή ηδξ PARP-1 ζηα ηφηηανα Α549 IKKαca ζε 

ζφβηνζζδ ιε ηα Α549 Neo (΢π. 7). 

 

 

4.6 ΢ύγθξηζε ηνπ ξόινπ ησλ θηλαζώλ ΗΚΚα θαη ΗΚΚβ ζηηο απνθξίζεηο 

ησλ θπηηάξσλ Α549 ζην Ζ2Ο2 

 

Δπεζδή: (α) ημ Η2Ο2 επήβαβε ηδκ πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηδξ ΙΚΚα, ηδ 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ p65 (p-p65 S536) ηαζ ηδκ, ιμθμκυηζ ιζηνή, εκενβμπμίδζδ 

ημο NF-ηB, ηαζ (α) δ ζοζζςνεφηδηε ζημκ πονήκα ηςκ ηοηηάνςκ Α549 ςξ 

απυηνζζδ ζηδ πμνήβδζδ ηαζ δ ηαηαζημθή ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ 

εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ ιε ηδ πνήζδ ηδξ IηBαSR εοαζζεδημπμίδζε ηα 

ηφηηανα Α549 ζηδκ επαβυιεκδ απυ ημ Η2Ο2 απυπηςζδ, εκχ δ IKKαca 

ηαηέζηεζθε ηδκ H2O2-επαβυιεκδ απυπηςζδ ηςκ ηοηηάνςκ Α549,  ιεθεηήεδηε 

πεναζηένς μ νυθμξ ηςκ ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα ζηζξ απμηνίζεζξ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 

ζημ Η2Ο2 (΢π. 8). Γζα ημ ζημπυ αοηυ ηαηαζηεοάζηδηακ ηφηηανα εθέβπμο Α549 

GL2 ηαζ ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD ηαζ Α549 ΙΚΚαKD, ζηα μπμία είπακ 

απμζζςπδεεί δ ΙΚΚα ηαζ δ ΙΚΚα ακηίζημζπα (΢π. 8Α).  

 

΢ύγθξηζε ηνπ ξόινπ ηωλ θηλαζώλ ΙΚΚα θαη ΙΚΚβ ζηελ έθθξαζε πξωηεϊλώλ 

πνπ ειέγρνπλ ηελ πξόνδν ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ 

 

Ανπζηά ακαθφεδηακ μζ επζδνάζεζξ ημοξ ζηδκ έηθναζδ επζθεβιέκςκ 

πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, ςξ 

απυηνζζδ ζημ Η2Ο2 (΢π. 8Β). Η πμνήβδζδ Η2Ο2 επήβαβε ηδκ έηθναζδ ηδξ 

ηοηθίκδξ D1 ιε έκα δυζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ ζηα ηφηηανα Α549 GL2 ηαζ ιυκμ 

φζηενα απυ ηδ πμνήβδζδ ορδθχκ ζοβηεκηνχζεςκ Η2Ο2 ζηα ηφηηανα Α549 
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IKKαKD, επζαεααζχκμκηαξ ημ νυθμ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο NF-ηB ζηδ 

νφειζζδ ηδξ ηοηθίκδξ D1 (΢π. 5 & &) (Hinz et al., 1999; Guttridge et al., 1999; 

Joyce et al., 1999; Eto, 2000; Ouyang et al., 2005; Klein et al., 2007; Toualbi-

Abed et al., 2008). ΢ε ακηίεεζδ, ζηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD ηυζμ ηα ααζζηά 

υζμ ηαζ ηα επαβιέκα απυ ημ Η2Ο2 επίπεδα έηθναζδξ ηδξ ηοηθίκδξ D1 ήηακ 

παιδθυηενα απυ ηα επίπεδα έηθναζδξ πμο ακζπκεφεδηακ ζημοξ δομ 

πνμδβμφιεκμοξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ. Η ιεζμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ 

ηοηθίκδξ D1 απυ ηδκ απχθεζα ηδξ ΙΚΚα ζηα ηφηηανα Α549 ζοιθςκεί ιε 

πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ ζε ζκμαθάζηεξ ηνςηηζηχκ πμο έδεζλακ υηζ δ απάθεζρδ 

ηδξ ΙΚΚα (ΙΚΚα-/- MEFs) πανειπυδζζε ηδ ιεηαβναθή ηδξ ηοηθίκδξ D1, 

οπμδεζηκφμκηαξ υηζ δ ΙΚΚα νοειίγεζ ηδ ιεηαβναθζηή επαβςβή ηδξ ηοηθίκδξ D1 

ιεηά ηδ δζέβενζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε μνυ, δζαιέζμο ηδξ πμνείαξ ιεηαβςβήξ 

ζήιαημξ ημο Wnt (Albanese et al., 2003). Πανυιμζα, δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα 

ζε ακενχπζκα ηανηζκζηά επζεδθζαηά ηφηηανα ιαζημφ MCF-7 είπε ζακ 

απμηέθεζια ηυζμ ηδ ιεζμννφειζζδ ηςκ ααζζηχκ επζπέδςκ έηθναζδξ ηδξ 

ηοηθίκδξ D1, υζμκ ηαζ ηςκ επαβυιεκςκ απυ μζζηναδζυθδ (Δ2) (Tu et al., 

2006). 

Δπίζδξ, ημ Η2Ο2 ιεζμννφειζζε ηα επίπεδα έηθναζδξ ηςκ Cdc6 ηαζ E2F1 

ζηα ηφηηανα Α549 GL2 ηαζ Α549 IKKαKD, ςζηυζμ ηα επίπεδα έηθναζήξ ημοξ 

ήηακ μνζαηά ορδθυηενα ζηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD (΢π. 8Β), εονήιαηα πμο 

ζοιθςκμφκ ιε άθθεξ ιεθέηεξ ζηζξ μπμίεξ δ απμζζχπδζδ ηδξ έηθναζδ ηδξ 

IKKα ζε ηφηηανα MCF-7 μδήβδζε ζε μνζαηά ορδθυηενα ηυζμ ααζζηά υζμ ηαζ 

Δ2-επαβυιεκα επίπεδα ημο E2F1 (Tu et al., 2006).. Όιςξ, δ απμζζχπδζδ ηδξ 

ΙΚΚα είπε ςξ απμηέθεζια ηδ, ζπεδυκ, μθμηθδνςηζηή απχθεζα ηδξ έηθναζδξ 

ηςκ Cdc6 ηαζ E2F1 απμοζία ή πανμοζία Η2Ο2, οπμκμχκηαξ πςξ δ ΙΚΚα 

έδναζε ακμδζηά ημο E2F1 (Tu et al., 2006) (΢π. 8Β). Δπζπθέμκ, ημ Η2Ο2 

επήβαβε ηδκ έηθναζδ ηδξ p53, ζε πανυιμζα έηηαζδ, ζηα ηφηηανα Α549 GL2 

ηαζ Α549 ΙΚΚαKD αθθά ηαζ ηδξ p21Cip1/Waf1, ακ ηαζ ζε μνζαηά ορδθυηενμ ααειυ 

ζηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD (΢π. 8Β). ΢ηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD, δ επαβςβή ηδξ 

p53 ήηακ ζε παιδθυηενα επίπεδα απυ υηζ ζημοξ άθθμοξ δομ ηοηηανζημφξ 

ηφπμοξ ηαζ παναηδνήεδηε ιεηά ηδ πμνήβδζδ ορδθχκ ζοβηεκηνχζεςκ Η2Ο2, 

οπμδδθχκμκηαξ, πςξ δ απχθεζα ηδξ ΙΚΚα είπε, πζεακχξ, ςξ απμηέθεζια ηδκ 

απμζηαεενμπμίδζδ ηδξ p53 ςξ απυηνζζδ ζημ Η2Ο2, υπςξ έπεζ πνυζθαηα 

ακαθενεεί (Yamaguchi et al., 2007a, b). ΢ε ακηίεεζδ, δ επαβςβή ηδξ 
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έηθναζδξ ηδξ  p21Cip1/Waf1, απυ ημ Η2Ο2, ζηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD ήηακ 

πανυιμζα ιε αοηήκ πμο παναηδνήεδηε ζηα ηφηηανα Α549 GL2 ηαζ Α549 

ΙΚΚαKD (΢π.7Β). 

 

΢ύγθξηζε ηνπ ξόινπ ηωλ θηλαζώλ ΙΚΚα θαη ΙΚΚβ ζηελ Η2Ο2-επαγόκελε 

απόπηωζε ηωλ θπηηάξωλ A549 

 

Η ακάθοζδ ιε ηοηηανμιεηνία νμήξ ιε ακκελίκδ-V/PI ηςκ ηοηηάνςκ Α549 GL2, 

Α549 ΙΚΚαKD ηαζ A549 ΙΚΚαKD ιε ακκελίκδ-V/PI έδεζλε υηζ ημ Η2Ο2 επήβαβε 

ηυζμ ηδκ πνχζιδ υζμ ηαζ ηδκ υρζιδ απυπηςζδ ηαζ κέηνςζδ ηςκ ηοηηάνςκ 

Α549 GL2 ηαζ Α549 ΙΚΚαKD, αθθά δ υρζιδ απυπηςζδ-κέηνςζδ ήηακ ~3X πζμ 

έκημκδ ζηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD (΢π. 8Γ). Ακηίεεηα, ζηα ηφηηανα Α549 

ΙΚΚαKD εκημπίζηδηε ιυκμκ δ επαβςβή ημο υρζιμο απμπηςηζημφ-κεηνςηζημφ 

εακάημο, αηυιδ ηαζ ζε ηφηηανα πμο δεκ είπε πμνδβδεεί Η2Ο2 (΢π. 8Γ). Ο 

απμπηςηζηυξ ηοηηανζηυξ εάκαημξ ιεηά ηδκ έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ 

επζαεααζχεδηε ιεθεηχκηαξ ηζ ιεηααμθέξ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Bcl-2:Bax, ζηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηδξ ηαζπάζδξ-3 ηαζ ζηδκ πνςηεμθοηζηή δζάζπαζδ ηδξ PARP-1 

(΢π. 8Γ). Μζα απυ ηζξ ζδιακηζηυηενεξ δζαθμνέξ ιεηαλφ ηδξ απμζζχπδζδξ ηδξ 

ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα ζηδκ Η2Ο2-επαβυιεκδ απυπηςζδ ήηακ υηζ δ απμζζχπδζδ ηδξ 

ιεκ πνχηδξ πνμηαθεί ημκ υρζιμ απμπηςηζηυ-κεηνςηζηυ εάκαημ ηςκ 

ηοηηάνςκ, ηδξ δε δεφηενδξ πνμάβεζ ηδκ εοαζζεδημπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζηδκ 

απυπηςζδ πμο επάβεηαζ απυ ημ Η2Ο2, υιμζα ιε ηδκ IηBαSR (΢π. 6), 

πνμηαθχκηαξ ηυζμ πνχζιμ απμπηςηζηυ εάκαημ, αθθά ζδζαίηενα υρζιμ 

απμπηςηζηυ-κεηνςηζηυ εάκαημ (΢π. 8Γ). Μζα πνμζεηηζηή ιεθέηδ ημο πνμθίθ 

έηθναζδξ ηδξ PARP-1 ιεηά ηδκ έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ Α549 GL2, Α549 

ΙΚΚαKD ηαζ A549 ΙΚΚαKD ζε αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ Η2Ο2 έδεζλε υηζ ήηακ 

δζαθμνεηζηυ ζημοξ ηνείξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ, αθθά πανμοζίαζε ιζα ζοζπέηζζδ 

ιε ηα εονήιαηα ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ (΢π. 8Γ). Καζ ζημοξ ηνεζξ 

ηοηηανζημφξ ηφπμοξ εκημπίζηδηακ δ ακέπαθδ (intact) 116 kDa ιμνθή ηδξ 

PARP-1 ηαζ δ πνςηεμθοηζηά δζαζπαζιέκδ (ημθμαςιέκδ) 89 kDa ιμνθή ηδξ 

PARP-1, αθθά εκημπίζηδηε ηαζ έκαξ ανζειυξ άθθςκ ιζηνυηενςκ εναοζιάηςκ 

ηδξ PARP-1 ιε έκα εναφζια ~50 kDa κα ειθακίγεηαζ πζμ έκημκα ηαζ ζημοξ 

ηνείξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ ιεηά ηδ πμνήβδζδ Η2Ο2 ηαζ εζδζηυηενα ζηα ηφηηανα 

Α549 ΙΚΚαKD ηαζ ζε ιζηνυηενμ ααειυ ζηα A549 ΙΚΚαKD ζε ζφβηνζζδ ιε ηα 



 

 

189 
 

ηφηηανα Α549 GL2, εκχ αοηά ηα εναφζιαηα ηδξ PARP-1 ήηακ ακζπκεφζζια 

αηυιδ ηαζ απμοζία Η2Ο2 ζηα ηφηηανα Α549 ΙΚΚαKD (΢π. 8Γ). Σα ιζηνυηενα 

εναφζιαηα ηδξ PARP-1 ηαζ εζδζηυηενα αοηυ ηςκ ~50 kDa, πενζβνάθδηακ 

πνυζθαηα ηαζ έπεζ δεζπεεί κα ζπεηίγμκηαζ ιε ημ κεηνςηζηυ εάκαημ, 

ζοιπενζθαιαακμιέκμο αοημφ πμο επάβεηαζ απυ ηδ πμνήβδζδ Η2Ο2 (Gobeil et 

al., 2001; Nozawa et al., 2002; Soldani and Scovassi, 2002; Lu et al., 2006) 

ηαζ ιε ηδ ιείςζδ ηδξ εκενβυηδηαξ ημο NF-ηΒ (Bottino et al., 2004). Μζα άιεζδ 

ζφβηνζζδ ιεηαλφ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ ηαζ ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ PARP-1 έδεζλε πςξ δ ΙΚΚα εα ιπμνμφζε πζεακά κα απμηεθεί 

πανάβμκηα νφειζζδξ ημο κεηνςηζημφ εακάημο. 

 

4.7 Ο ξόινο ηνπ NF-θB ζηε ξύζκηζε ηεο έθθξαζεο ηνπ αδεηνδνηηθνύ 

παξάγνληα ηεο αληηγξαθήο ηνπ DNA, ηεο πξσηεΐλεο Cdc6 

 

Έκα απυ ηα κέα (novel) εονήιαηα ηδξ πανμφζαξ δζδαηημνζηήξ δζαηνζαήξ ήηακ 

δ δζαθμνεηζηή επίδναζδ ημο H2O2 ηαζ ημο εημπμζζδίμο/VP16 ζηδκ έηθναζδ 

ημο αδεζμδμηζημφ πανάβμκηα ηδξ ακηζβναθήξ ημο DNA, ηδξ πνςηεΐκδξ Cdc6 

(΢π. 2Γ ηαζ ΢π. 10Γ & Γ), υπμο ημ H2O2 επήβαβε ηδκ πονδκζηή ζοζζχνεοζδ 

ημο, εκχ δ πμνήβδζδ εημπμζζδίμο/VP16 είπε ζακ απμηέθεζια ηδκ απχθεζα 

ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6. Έκα δεφηενμ κέμ εφνδια ήηακ υ ηνυπμξ 

εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ απυ ημ H2O2 ηαζ ημ εημπμζίδζμ/VP16. Δκχ ζηδκ 

πνχηδ πενίπηςζδ ηεκηνζηυ νυθμ έπαζλε δ πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηδξ ΙΚΚα πμο 

μδήβδζε ζηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ p65 (p-p65 S536) ηαζ ζηδκ πονδκζηή 

ιεηαηυπζζδ ηδξ ηαζ εκενβμπμίδζε ημκ NF-ηΒ (΢π. 4) δζαιέζμο NF-ηΒ-

ελανηχιεκεξ ηαζ NF-ηΒ-ακελάνηδηεξ επζδνάζεζξ (Perkins, 2007), ζηδ δεφηενδ 

πενίπηςζδ, ημ εημπμζίδζμ/VP16 επήβαβε ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ IηBα ηαζ ηδκ 

πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ημο έηενμ-δζιενμφξ p50/p65 ιε απμηέθεζια ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηδξ ηακμκζηήξ ΙΚΚα-ελανηχιεκδξ πμνείαξ ημο NF-ηΒ (΢π. 11 & 

12). 

Πνμηεζιέκμο κα ζοζπεηζζεεί μ νυθμξ ημο NF-ηΒ ζηδ νφειζζδ ηδξ έηθναζδξ 

ηδξ Cdc6, ιεθεηήεδηε θεπημιενχξ δ έηθναζδ ηδξ ζε ηφηηανα Α549 ζηα μπμία 

είπε απμζζςπδεεί είηε δ ΙΚΚα ή ΙΚΚα, ζε ζοκάνηδζδ ιε ηδκ έηθναζδ ηδξ p53 

(ανκδηζηυξ νοειζζηήξ ηδξ Cdc6) ηαζ ημο E2F1 (εεηζηυξ νοειζζηήξ ηδξ Cdc6). 
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Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ υηζ, πνχημκ, δ έηθναζδ ηδξ Cdc6 δζεβείνεηαζ απυ 

ιζημβυκα ενεείζιαηα (΢π. 15Α ηαζ Δ) ηαζ εηθνάγεηαζ ζε ορδθυηενα επίπεδα ζε 

ζοβηεηνζιέκεξ θάζεζξ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, ηαζ ζδζαίηενα ηαηά ηδ ιεηάααζδ 

G1-S (΢π. 15Δ). Γεφηενμκ, δ Cdc6 εκημπίγεηαζ ηονίςξ ζημκ πονήκα ηςκ 

ηοηηάνςκ πμο ζοκάδεζ ιε ημ νυθμ ηδξ ςξ αδεζμδμηζημφ πανάβμκηα ηδξ 

ακηζβναθήξ ημο DNA (΢π. 15΢Σ). Σνίημκ, ημ πνμθίθ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 δεκ 

ηαοηίγεηαζ πθήνςξ ιε ημ πνμθίθ έηθναζδξ ημο E2F1, πμο δνα ςξ εεηζηυξ 

νοειζζηήξ ηδξ ιεηαβναθήξ ηδξ, ή ιε αοηυ ηδξ p53, πμο δνα ςξ ανκδηζηυξ 

νοειζζηήξ ηδξ έηθναζδξ ηδξ (΢π. Γ ηαζ Δ). Σέηανημκ, δ έηθναζδ ηδξ Cdc6 

ανίζηεηαζ ηάης απυ ημκ έθεβπμ ηςκ πμνεζχκ ιεηαβςβήξ ζήιαημξ ημο NF-ηB, 

πμο θαίκεηαζ υηζ δνμοκ ακάννμοξ ημο E2F1 ηαζ p53 (΢π. Β, Γ ηαζ Γ). 

Όιςξ, δ εκενβμπμζδηζηέξ ηζκάζεξ ηςκ πμνεζχκ ιεηαβςβήξ ζήιαημξ ημο 

NF-ηB, ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα, νοειίγμοκ δζαθμνεηζηά ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6. 

Η απμζζχπδζδ ηδ ΙΚΚα ζε ακενχπζκα ηανηζκζηά επζεδθζαηά ηφηηανα 

πκεφιμκα, Α549, μδήβδζε ζηδκ μθζηή απχθεζα ηδξ έηθναζδξ ηδξ άεζηηήξ 

(intact) 62 kDa ιμνθήξ ηδξ Cdc6 (΢π. 15Α ηαζ Β), ηαζ ηδκ ειθάκζζδ δφμ 

παιδθυηενμο ιμνζαημφ αάνμοξ ιμνθέξ ηδξ πνςηεΐκδξ, 49 kDa ηαζ 32 kDa, 

πμο πζεακά ακηζζημζπμφκ ζηζξ ημθμαςιέκεξ (truncated) ιμνθέξ ηδξ tCdc6 

πμο έπμοκ εκμπμπμζδεεί ζηδκ επαβςβή ηδξ ηοηηανζηήξ απυπηςζδξ (Yim et 

al., 2003; Yim et al., 2006). Όιςξ, δ  απμζζχπδζδ ηδ ΙΚΚα ζε έκα γεφβμξ 

ακενςπίκςκ ηανηζκζηχκ επζεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ηεθαθήξ ηαζ ηναπήθμο, UT-

SCC-60Α ηαζ UT-SCC-60B, ηα μπμία ακηζπνμζςπεφμοκ ηφηηανα απυ έκακ 

πνςημβεκή υβημ ηδξ ανζζηενήξ αιοβδαθήξ ηαζ ηφηηανα απυ ηδ ιεηάζηαζδ ημο 

ζε θειθαδέκα ημο ηναπήθμο, ακηίζημζπα, ακέδεζλε ζδιακηζηά εονήιαηα. 

Πνχημκ, εκχ δ έηθναζδ ηδξ ΙΚΚα ήηακ ορδθή ζηα πνςημβεκή ηανηζκζηά 

ηφηηανα UT-SCC-60Α, ήηακ ηαηά 2-3 θμνέξ παιδθυηενδ ζηα ιεηαζηαηζηά 

ηφηηανα UT-SCC-60B (΢π. 15Γ), οπμδδθχκμκηαξ υηζ δ ιεζμννφειζζδ ηδξ 

ζοζπεηίγεηαζ ιε ηδ ιεηάζηαζδ ακενςπίκςκ ηανηζκζηχκ επζεδθζαηχκ ηοηηάνςκ 

ηεθαθήξ ηαζ ηναπήθμο, ηαζ επμιέκςξ ιπμνεί κα δνα ςξ μβημηαηαζηαθηζηή 

πνςηεΐκδ. Γεφηενμκ, δ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ζοζπεηίγμκηακ ιε ηδκ ακηίζημζπδ 

έηθναζδ ηδξ Cdc6 ζηα ηφηηανα UT-SCC-60Α ηαζ UT-SCC-60B. Η 

απμζζχπδζδ ηδ ΙΚΚα ζηα ηφηηανα UT-SCC-60Α ηαζ UT-SCC-60B, ζε 

ακηίεεζδ ιε ηζξ επζδνάζεζξ ηδξ ζηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ζηα Α549, μδήβδζε 

ζηδκ αολμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 ζηα ηφηηανα UT-SCC-60Α, ηαζ ζε 
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ιζηνυηενμ ααειυ ζηα UT-SCC-60B, υπμο πζεακά δ ΙΚΚα κα ήηακ ακεκενβή ή 

ηαζ ιεηαθθαβιέκδ (΢π. 15Γ). 

΢οκμθζηά αοηά ηα εονήιαηα έδεζλακ υηζ δ έηθναζδ ηδξ Cdc6 εθέβπεηαζ απυ 

ηδκ ΙΚΚα πμο ακάθμβα ιε ημκ ηοηηανζηυ ηφπμ/ζζηυ, ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζηδ 

ιεζμννφειζζδ ηδξ (π.π. ηανηζκζηά ηφηηανα πκεφιμκα) ή ζηδκ αολμννφειζζδ 

ηδξ (π.π. ηανηζκζηά ηφηηανα ηεθαθήξ ηαζ ηναπήθμο). Μεηαλφ ηςκ πζεακχκ 

θυβςκ αοηήξ ηδξ δζαθμνάξ πμο ελανηάηαζ απυ ημκ ηοηηανζηυ ηφπμ/ζζηυ 

ιπμνεί κα έβηεζηαζ ζημ νυθμ ηδξ ΙΚΚα ζηδκ μβημβέκεζδ υπμο θαίκεηαζ υηζ δνα 

ςξ μβημηαηαζηαθηζηυξ πανάβμκηαξ ή ςξ πνμαβςβέαξ ηδξ ηανηζκμβέκεζδξ 

(Nakayama et al. 2001; Cao et al., 2007; Luo et al., 2007; Maeda et al., 2007; 

Descargues et al., 2008; Liu et al., 2008). ΢ε ηάεε πενίπηςζδ, δ έηθναζδ ηδξ 

ΙΚΚα επδνεάγεζ ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6. 

Η απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα έδεζλε ανπζηά υηζ μδδβεί ζηδκ αολμννφειζζδ ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ Cdc6 (΢π. 15Α ηαζ Γ), αθθά ιζα πζμ θεπημιενή ακάθοζδ ζε 

ζφβηνζζδ ιε ηδκ ΙΚΚα, απμηάθορε έκα δζαθμνεηζηυ ηνυπμ νφειζζδξ ηδξ Cdc6 

απυ ηδκ ΙΚΚα (΢π. 15Γ ηαζ Δ). Πνχημκ, δ ιεζμννφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ 

Cdc6 απυ ηδκ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα θαίκεηαζ υηζ μθείθμκηακ ζηδ ιείςζδ ηδξ 

ζηαεενυηδηαξ ηδξ Cdc6 (΢π. 15Γ). ΢ε ακηίεεζδ, δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα 

έδεζλε υηζ αφλδζε ηδ ζηαεενυηδηα ηδξ Cdc6 βζα ημ πνμκζηυ δζάζηδια 

δζελαβςβήξ ηςκ πεζναιάηςκ βζα 0 - 120 min (΢π. 15Γ). Όιςξ, δ ακάθοζδ ηδξ 

πνυκμ-ελανηχιεκδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 ζηα ηφηηανα A549 GL2, A549 IKKαKD 

ηαζ A549 IKKαKD (΢π. 15Δ), έδεζλε, πνχημκ υηζ δ έηθναζδ ηδξ Cdc6 ήηακ 

ελανηχιεκδ απυ ιζημβυκα ενεείζιαηα ηαζ απυ ηδ θάζδ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο (ηφηηανα Α549 GL2), δεφηενμκ, δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα 

ζοζπεηίγμκηακ ιε ηδκ μθζηή απχθεζα ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 (ηφηηανα A549 

IKKαKD), ηαζ ηνίημκ, δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα ζηαεενμπμίδζε ηαζ 

αολμννφειζζε ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6 βζα ιζα πενίμδμ ~8 h, πμο ζοιθςκεί ιε 

ημ πνμθίθ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 πανμοζία ηφηθμ-ελαιζδίμο (΢π. 15Γ), αθθά δ 

απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα είπε ζακ απμηέθεζια ηδκ απχθεζα ηδξ δζέβενζδξ ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ Cdc6 απυ ιζημβυκα ενεείζιαηα, υπςξ μ μνυξ (΢π. 15Δ). 

Δπμιέκςξ θαίκεηαζ υηζ δ απχθεζα ηδξ ΙΚΚα ακηζζηαειίγεηε απυ ηδκ θεζημονβία 

ηδξ ΙΚΚα, δ μπμία είκαζ οπεφεοκδ βζα ηδ ζηαεενυηδηα ηδξ Cdc6, ιε 

απμηέθεζια κα δζαηδνεί ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6, απμοζία ηδξ ΙΚΚα, βζα έκα 

πνμκζηυ δζάζηδια ~8 h πςνίξ υιςξ κα ζοιαάθθεζ ζηδ δζέβενζδ ηδξ Cdc6 απυ 



 

 

192 
 

ιζημβυκα ενεείζιαηα. ΢οκεπχξ, δ απχθεζα ηδξ ΙΚΚα μδδβεί ζηδκ απχθεζα ηδξ 

απυηνζζδξ ηδξ Cdc6 απυ ιζημβυκα ενεείζιαηα, υπςξ μ μνυξ. 

΢οκμθζηά, μζ ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ δ ΙΚΚα ηαζ δ ΙΚΚα νοειίγμοκ δζαθμνεηζηά 

ηδκ έηθναζδ ηδξ Cdc6. Δκχ δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα μδήβδζε ζηδκ μθζηή 

απχθεζα ηδξ έηθναζδξ ηδξ άεζηηδξ 62 kDa ιμνθήξ ηδξ Cdc6 θυβς ιείςζδξ 

ηδξ ζηαεενυηδηαξ ηδξ πνςηεΐκδξ, δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα είπε ζακ 

απμηέθεζια ηδκ απχθεζα ηδξ δζέβενζδξ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 απυ ιζημβυκα 

ενεείζιαηα ηαζ ηδξ ελάνηδζδξ ηδξ απυ ηδ θάζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, πμο 

έδεζλε υηζ ακηί κα εηθνάγεηαζ ηαηά ηδ θάζδ G1-S υπςξ ζηα ηφηηανα Α549 GL2 

εηθνάγμκηακ ηαε‟ υθδ ηδ δζάνηεζα ηδξ θάζδξ G1. Δπμιέκςξ, δ ΙΚΚα πζεακά 

εθέβπεζ ηδ ζηαεενυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ Cdc6, εκχ δ ΙΚΚα εθέβπεζ ημ πνυκμ 

έηθναζδξ ηδξ ηαηά ηδκ πνυμδμ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. 

        

4.8 ΢ύγθξηζε ηνπ ξόινπ ησλ θηλαζώλ ΗΚΚα θαη ΗΚΚβ ζηηο επηδξάζεηο ηνπ 

εηνπνζηδίνπ/VP16 ζηελ πξόνδν ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ ησλ θπηηάξσλ 

A549 

 

Η δζαθμνεηζηή νφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6 απυ ηδκ ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα ιαξ 

χεδζε κα ιεθεηήζμοιε ηζξ επζδνάζεζξ ηςκ ΙΚΚ ζηδκ πνυμδμ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο ηςκ ηοηηάνςκ Α549 απμοζία ή πανμοζία ημο εημπμζζδίμο/VP16, 

πανάβμκηα πνυηθδζδξ αθααχκ ζημ DNA, υπςξ αιθίηθςκεξ νήλεζξ ηαεχξ 

δνα ςξ ακαζημθέαξ ηδξ ημπμσζμιενάζδξ-II.  

Μεθεηήεδηε δ ηαηακμιή ηςκ ηοηηάνςκ Α549 GL2, Α549 ΙΚΚαKD ηαζ A549 

ΙΚΚαKD ζηζξ δζαθμνεηζηέξ θάζεζξ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ςξ απυηνζζδ ζηδ 

πμνήβδζδ 0 - 50 ιΜ εημπμζζδίμο/VP16 βζα 24 ηαζ 48 h (΢π. 16). Η ακάθοζδ ιε 

ηοηηανμιεηνία νμήξ (PI) έδεζλε πςξ μζ ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα νοειίγμοκ δζαθμνεηζηά 

ηδκ πνυμδμ ηδξ θάζδξ-G1 ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ιε έκα πνυκμ-ελανηχιεκμ 

ηνυπμ. 

Δκχ δ ΙΚΚα θαίκεηαζ υηζ νοειίγεζ ηονίςξ ηδκ πνυμδμ ηδξ θάζδξ-G1 ηαζ 

ζδζαίηενα ηαηά ηα πνχζια ζηάδζα ηδξ θάζδξ-G1 πμο βίκεηαζ πζμ ειθακήξ ιεηά 

απυ πνυηθδζδ αθααχκ ζημ DNA, δ ΙΚΚα ειπθέηεηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ ηςκ 

υρζιςκ ζηαδίςκ ηδξ θάζδξ-G1, αθθά ηαζ εκ ιένεζ ηδξ θάζδξ-S, πμο είκαζ 

ειθακήξ απμοζία αθααχκ ζημ DNA ηαζ βίκεηαζ εκημκυηενδ ιεηά ηδκ έηεεζδ 

ηςκ ηοηηάνςκ ζε πανάβμκηεξ πνυηθδζδξ αθααχκ ζημ DNA, υπςξ ζημ 
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εημπμζίδζμ/VP16 (Schneider et al., 2006; Tu et al., 2006; Prajapati et al., 

2006; Zhu et al., 2007). 

 

΢πκπεξάζκαηα 

 

 Συζμ δ πμνήβδζδ Η2Ο2 υζμ ηαζ VP16 είπε ςξ απμηέθεζια ηδ 

ζοζζχνεοζδ ηςκ εκδμβεκχκ ΓΜΟ ηαζ εκενβμπμίδζακ ηδκ πμνεία 

απυηνζζδξ ζε αθάαεξ ζημ DNA ζηα ηφηηανα Α549 ηαζ MRC5 TERT. 

 Η πμνήβδζδ Η2Ο2 ακέζηεζθε ημκ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ ζηδ θάζδ 

G2-M ηαζ επήβαβε ηδκ απυπηςζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε έκα δυζμ-

ελανηχιεκμ ηνυπμ, εκχ ημ εημπμζίδζμ/VP16 επήβαβε ιυκμκ ηδκ 

ακαζημθή ηδξ πνμυδμο ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηονίςξ ζηζξ θάζεζξ G1-

S ηαζ G2-M.  

 Mμθμκυηζ ημ H2O2 ηαζ εημπμζίδζμ/VP16 πνμηαθμφκ ηδκ εκδμβεκή 

ζοζζχνεοζδ ηςκ ΓΜΟ επδνεάγμοκ δζαθμνεηζηά ηδκ πνυμδμ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο, οπμδδθχκμκηαξ υηζ πζεακά επδνεάγμοκ 

δζαθμνεηζηέξ πμνείεξ ιεηαβςβήξ ζήιαημξ ηαζ επμιέκςξ ηδκ έηθναζδ 

δζαθμνεηζηχκ πνςηεσκχκ πμο εθέβπμοκ ηδκ πνυμδμ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο. 

 Η εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB ήηακ ζζπονυηενδ ζηα ηφηηανα Α549 πμο 

εηηέεδηακ ζημ  εημπμζίδζμ/VP16 απυ υηζ ζε εηείκα, πμο εηηέεδηακ ζημ 

H2O2 ηαηά ~6 θμνέξ. Δπζπνυζεεηα, μ ιδπακζζιυξ εκενβμπμίδζδξ ημο 

NF-ηB απυ ημ H2O2 θαίκεηαζ κα μθείθεηαζ ζηζξ NF-ηB-ελανηχιεκεξ ηαζ  

NF-ηB-ακελάνηδηεξ επζδνάζεζξ ηδξ ΙΚΚα θυβς ηδξ πονδκζηήξ ηδξ 

ιεηαηυπζζδξ, εκχ μ ιδπακζζιυξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB απυ ημ 

εημπμζίδζμ/VP16 μθείθεηαζ απμηθεζζηζηά ζηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ 

ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο NF-ηB, ηαζ επμιέκςξ εα επδνεάγεζ βμκίδζα-

ζηυπμοξ ιυκμκ αοηήξ ηδξ πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ ημο ιεηαβναθζημφ 

πανάβμκηα. 

 Ο βεκεηζηυξ πεζνζζιυξ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ ημο NF-ηB ιεηέααθε ηδκ 

έηθναζδ ηςκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο, εκχ δ ηαηαζημθή ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ 

ημο NF-ηB εοαζζεδημπμίδζε ηα ηφηηανα Α549 ζηδκ H2O2-επαβυιεκδ 
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απυπηςζδ ηαζ δ ζδζμζοζηαηζηή εκενβμπμίδζδ ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ 

εκενβμπμίδζδξ πνμζηάηερε ηα ηφηηανα Α549 απυ ηδκ H2O2-

επαβυιεκδ απυπηςζδ 

 Η απμζζχπδζδ ηςκ ηζκαζχκ ΙΚΚα ή ΙΚΚα είπε ςξ απμηέθεζια 

δζαθμνεηζηέξ επζδνάζεζξ ζηδκ έηθναζδ ηςκ πνςηεσκχκ, πμο 

ειπθέημκηαζ ζημκ ηοηηανζηυ ηφηθμ, ηαζ ζηδκ επαβςβή ηδξ απυπηςζδξ, 

ζηα ηφηηανα Α549, ςξ απυηνζζδ ζημ H2O2. 

 Η πμνήβδζδ H2O2 ηαζ εημπμζζδίμο/VP16 είπε δζαθμνεηζηή επίδναζδ 

ζηδκ έηθναζδ ημο αδεζμδμηζημφ πανάβμκηα ηδξ ακηζβναθήξ ημο DNA, 

ηδξ πνςηεΐκδξ Cdc6. 

 Η έηθναζδ ηδξ Cdc6 εθέβπεηαζ απυ ηδκ ΙΚΚα, πμο ακάθμβα ιε ημκ 

ηοηηανζηυ ηφπμ/ζζηυ, ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζηδ ιεζμννφειζζδ ηδξ (π.π. 

ηανηζκζηά ηφηηανα πκεφιμκα) ή ζηδκ αολμννφειζζδ ηδξ (π.π. ηανηζκζηά 

ηφηηανα ηεθαθήξ ηαζ ηναπήθμο). Μεηαλφ ηςκ πζεακχκ θυβςκ αοηήξ ηδξ 

δζαθμνάξ πμο ελανηάηαζ απυ ημκ ηοηηανζηυ ηφπμ/ζζηυ ιπμνεί κα 

έβηεζηαζ ζημ νυθμ ηδξ ΙΚΚα ζηδκ μβημβέκεζδ υπμο θαίκεηαζ υηζ δνα ςξ 

μβημηαηαζηαθηζηυξ πανάβμκηαξ ή ςξ πνμαβςβέαξ ηδξ 

ηανηζκμβέκεζδξ. 

 Η ΙΚΚα πζεακά εθέβπεζ ηδ ζηαεενυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ Cdc6, εκχ δ 

ΙΚΚα εθέβπεζ ημ πνυκμ έηθναζδξ ηδξ ηαηά ηδκ πνυμδμ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο. 

 Η ΙΚΚα θαίκεηαζ υηζ νοειίγεζ ηονίςξ ηδκ πνυμδμ ηδξ θάζδξ-G1,εκχ δ 

ΙΚΚα ειπθέηεηαζ ζηδ νφειζζδ ηςκ υρζιςκ ζηαδίςκ ηδξ θάζδξ-G1, 

αθθά ηαζ εκ ιένεζ ηδξ θάζδξ-S.  

΢οκμρίγμκηαξ, ιπμνμφιε κα οπμζηδνίλμοιε πςξ ημ Η2Ο2 ηαζ ημ 

εημπμζίδζμ/VP16 είκαζ οπεφεοκα βζα ηδκ αφλδζδ ηςκ εκδμβεκχκ δναζηζηχκ 

ιμνθχκ μλοβυκμο, ςζηυζμ επδνεάγμοκ δζαθμνεηζηέξ πμνείεξ ιεηαβςβήξ 

ζήιαημξ. Μζα απυ ηζξ πζμ ηφνζεξ πμνείεξ ιεηαβςβήξ ζήιαημξ βζα ηδκ 

επζαίςζδ ημο ηοηηάνμο είκαζ αοηή ηδξ πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ. Η 

πμνήβδζδ Η2Ο2 ηαζ VP16 επδνεάγμοκ αοηήκ ηδκ πμνεία ιε δζαθμνεηζηυ 

ηνυπμ ηαζ επζπνυζεεηα ζοζηαηζηά ηδξ πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ 

επδνεάγμοκ ηδκ έηθναζδ απαναίηδηςκ πνςηεσκχκ βζα ηδκ πμνεία ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ηδξ ακηζβναθήξ.  
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Πεξίιεςε 

 

Ο NF-ηB είκαζ έκαξ μλεζδμακαβςβζηά εοαίζεδημξ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ, 

ςζηυζμ δ εκενβμπμίδζή ημο ηαζ μ νυθμξ ημο ζηα ακενχπζκα πκεοιμκζηά 

ηφηηανα, ςξ απυηνζζδ ζημ μλεζδςηζηυ ζηνεξ, παναιέκεζ αζαθήξ. ΢ηδ ιεθέηδ 

αοηή δζενεοκήζαιε ημ νυθμ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ NF-ηB, φζηενα απυ ηδ 

πμνήβδζδ H2O2 ή VP-16 ζε ακενχπζκα επζεδθζαηά ηανηζκζηά ηφηηανα 

πκεφιμκα Α549.  

Γζα ημ ζημπυ αοηυ, πεζναβςβήζαιε βεκεηζηά ηα ιμκμπάηζα εκενβμπμίδζδξ 

ημο NF-ηB είηε πνδζζιμπμζχκηαξ έκακ οπέν-ηαηαζημθέα ημο NF-ηB, ημκ 

IηBαSR, ή απμζζςπχκηαξ ηζξ εκενβμπμζδηζηέξ ΙΚΚ ηζκάζεξ, ηζξ ΙΚΚα ηαζ ΙΚΚα. 

Ανπζηά, δείλαιε πςξ δ πμνήβδζδ H2O2 ή VP-16 ζηα ηφηηανα Α549 είπε ςξ 

απμηέθεζια ηδ ζοζζχνεοζδ ηςκ εκδμβεκχκ δναζηζηχκ ιμνθχκ μλοβυκμο, 

εηηίκδζε ιζα απυηνζζδ ζε αθάαεξ ζημ DNA, μδδβχκηαξ ζηδκ ακαζημθή ημο 

ηοηηανζημφ πμθθαπθαζζαζιμφ ηαζ ηδξ επαβςβήξ ηδξ απυπηςζδξ, ιυκμ ιεηά 

ηδ πμνήβδζδ H2O2, δυζμ-ελανηχιεκα. Η πμνήβδζδ H2O2 ηαζ VP-16 είπε 

δζαθμνεηζηέξ επζδνάζεζξ ζηδκ έηθναζδ πνςηεσκχκ, πμο ειπθέημκηαζ ζηδ 

νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηοηθίκδ D1 ηαζ Cdc6, E2F1 ηαζ ημο άλμκα 

p53-p21Cip/Waf1. Δπίζδξ, δ πμνήβδζδ H2O2, αθθά υπζ VP-16, επήβαβε ηδκ 

απυπηςζδ, δ μπμία ζοκμδεφηδηε απυ ιείςζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ  Bcl-2, 

αφλδζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Bax, εκενβμπμίδζδ ηδξ ηαζπάζδξ-3 ηαζ πονδκζηή 

ζοζζχνεοζδ ηδξ πνςηεμθοηζηά δζαζπαζιέκδξ PARP-1. Η πμνήβδζδ H2O2, 

αθθά υπζ VP-16, δζέβεζνε ηδκ πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηαζ ζοζζχνεοζδ ηδξ ΙΚΚα, 

αθθά υπζ ηδξ ΙΚΚα, ηαζ ηδξ ΙηΒα ηαζ επζπνυζεεηα επήβαβε ηδ θςζθμνοθίςζδ 

ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ΙηΒα, δυζμ-ελανηχιεκα. Η πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ηδξ 

ΙΚΚα ζοζπεηίζηδηε ιε ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ ζζηυκδξ Η3 ζηδ ζενίκδ10. 

Δπζπθέμκ, ημ H2O2 επήβαβε ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ p65 ηαζ ηδκ πονδκζηή 

ιεηαηυπζζδ ηδξ p-p65 ηαζ δζέβεζνε ηδ ιεηαβναθζηή δναζηζηυηδηα ημο NF-ηB, 

εκχ δ πμνήβδζδ VP-16 επήβαβε ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ p65 ηαζ ηδκ πονδκζηή 

ιεηαηυπζζδ ηυζμ ηδξ p65 υζμ ηαζ ηδξ p-p65.  

Δκυζς δ επζααθθυιεκδ οπέν-έηθναζδ ημο οπέν-ηαηαζημθέα ημο NF-ηB, 

IηBαSR, ιεηέααθθε ηδκ έηθναζδ ηςκ νοειζζηζηχκ πνςηεσκχκ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο ηαζ εοαζζεδημπμίδζε ηα ηφηηανα Α549 ζηδκ επαβυιεκδ απυ ημ H2O2 

απυπηςζδ, δ ζδζμζοζηαηζηή εκενβμπμίδζδ ημο NF-ηB, ιε ηδ πνήζδ ιζαξ 
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ζδζμζοζηαηζηά εκενβήξ ΙΚΚα ιε ιεηαθθαβιέκμ Σ-ανυβπμ, ΙΚΚαca, ηαηέζηεζθε 

ηδκ επαβυιεκδ απυ ημ  H2O2 απυπηςζδ. Αηυια, δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα, 

άνα δ ηαηαζημθή ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηB, 

εοαζζεδημπμίδζε ηα ηφηηανα ζηδκ επαβυιεκδ απυ ημ H2O2 πνχζιδ ηαζ υρζιδ 

απυπηςζδ, εκχ δ απμζζχπδζδ ηδξ ΙΚΚα είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ αφλδζδ ηδξ 

υρζιδξ απυπηςζδξ ζηα ηφηηανα Α549.  

Σα δεδμιέκα πνμηείκμοκ πςξ ηυζμ ημ H2O2 υζμ ηαζ ημ VP-16 

εκενβμπμίδζακ ημκ NF-ηB, αθθά ημ H2O2 ιέζς θςζθμνοθίςζδξ ηδξ 

RelA/p65 απυ ηδκ ΙΚΚα ηαζ ημ VP-16 ιέζς ηδξ ηακμκζηήξ πμνείαξ 

εκενβμπμίδζδξ ημο NF-ηΒ ηαζ πςξ δ ηαηαζημθή ηςκ πμνεζχκ εκενβμπμίδζδξ 

ημο NF-ηB εοαζζεδημπμίδζε ηα ηφηηανα Α549 ζηδκ επαβυιεκδ απυ ημ Η2Ο2 

απυπηςζδ. 

Δπζπνυζεεηα, δείλαιε πςξ δ πμνήβδζδ Η2Ο2 ηαζ VP16 επδνεάγμοκ 

δζαθμνεηζηά ηδκ έηθναζδ ημο αδεζμδμηζημφ πανάβμκηα βζα ηδκ ακηζβναθή, 

Cdc6. Σα δεδμιέκα ιαξ πνμηείκμοκ πςξ δ ηζκάζδ ΙΚΚα παίγεζ πμθφ 

ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ νφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ Cdc6. 
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Summary 

 

“The role of NF-θΒ in oxidative stress and cytokine induced apoptosis” 

NF-ηB is a redox sensitive transcription factor, however, its activation and its 

role in human lung tumor cells in response to oxidative stress remains elusive. 

Here, we addressed the role of NF-ηB signaling in H2O2 or VP-16 treatment 

human lung tumor epithelial cells A549. To this end we genetically 

manipulated the NF-ηB signaling pathways either using a super repressor of 

NF-ηB, IηBαSR, or by knocking down its activating IKK kinases, IKKα and 

IKKα.  

First, we showed that treatment of A549 cells with H2O2 or VP-16 resulted 

in the accumulation of endogenous reactive oxygen species, initiated a DNA 

damage checkpoint response leading to inhibition of cell proliferation and 

induction of apoptosis, only after treatment with H2O2, dose-dependently. 

H2O2 and VP-16 treatment had differential effects on the expression of 

proteins involved in the regulation of cell cycle progression cyclin D1 and 

Cdc6, f E2F1 and p53-p21Cip/Waf1 axis. Also, H2O2 treatment, but not VP-16, 

induced apoptosis, which was accompanied by a reduction in Bcl-2 

expression, conformational changes of Bax, activation of caspase-3 and 

nuclear accumulation of proteolyticaly cleaved form of PARP-1. H2O2, but not 

VP-16, stimulated the nuclear translocation and accumulation of IKKα, but not 

of IKKα, and of IηBα and in addition mediated the phosphorylation of 

cytoplasmic IηBα, dose-dependently. Nuclear translocation of IKKα correlated 

with the phosphorylation of histone H3 at serine 10. Further, H2O2 mediated 

the phosphorylation of p65 and nuclear translocation of p-p65 and stimulated 

NF-ηB transcriptional activity and VP-16 mediated the phosphrylation of p65 

and nuclear translocation of both p65 and p-p65. 

 While forced overexpression of NF-ηB super repressor, IηBαSR, altered 

the expression of cell cycle regulatory proteins and sensitized A549 cells to 

H2O2-mediated apoptosis, constitutive activation of NF-ηB, using a 

constitutively active IKKα T-loop mutant IKKαca suppressed H2O2-mediated 

apoptosis. Importantly, while knocking-down IKKα-mediated canonical NF-ηB 

signaling sensitized A549 cells to H2O2-mediated early and late apoptosis, 

ablation of IKKα produced, mainly, evidence of late apoptosis.  
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These data suggested that both H2O2 and VP-16 activated NF-ηB, but 

H2O2 through IKKα-mediated phosphorylation of RelA/p65 and VP-16 through 

the canonical pathway and that interfering with NF-ηB signaling pathways 

sensitized tumor cells to apoptosis.  

In addition, we showed that both H2O2 and VP16 effected differentially the 

expression of the replication licensing factor, Cdc6. Our data suggested that 

the IηΒ kinase α (ΙΚΚα) plays a major role in the regulation of Cdc6.        
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