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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Τα ανθρώπινα ερυθρολευχαιµικά κύτταρα Κ562, αποτελούν ένα ενδιαφέρον 

σύστηµα για τη µελέτη της διαφοροποίησης ανθρωπίνων κυττάρων προς κύτταρα της 

ερυθράς σειράς, καθώς και των µηχανισµών που εµπλέκονται στη διαδοχική έκφραση 

των γονιδίων της αιµοσφαιρίνης.  

Η διαδικασία της ερυθροποίησης είναι στενά συνδεδεµένη µε τη υποξία 

καθώς η παραγωγή των ερυθροκυττάρων αποτελεί βασικό  µηχανισµό προσαρµογής 

του οργανισµού στις µεταβολές του οξυγόνου. Η παρούσα εργασία επικεντρώθηκε 

στη διερεύνηση της επίδραση της υποξίας  στον πολλαπλασιασµό και τη 

διαφοροποίηση των ανθρώπινων ερυθρολευχαιµικών κυττάρων K562. Τα 

ερυθρολευχαιµικά  κύτταρα K562, υποβλήθηκαν στη διαδικασία της διαφοροποίησης 

προς ερυθροκύτταρα παρουσία αιµίνης αλλά και παρουσία υποξίας προκειµένου να 

διερευνηθεί η συµβολή της υποξίας και προσδιορίστηκε η έκφραση των 

µεταγραφικών παραγόντων HIF-1α και HIF-2α  στις παραπάνω συνθήκες. 

Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι  η υποξία αναστέλλει την ανάπτυξή τους, και 

αυξάνει το ποσοστό του κυτταρικού θανάτου. Η παραπάνω µείωση του ρυθµού 

ανάπτυξης των κυττάρων και η αύξηση του  ποσοστού των νεκρών Κ562 κυττάρων 

σε µακροχρόνια υποξία δεν διαφαίνεται να σχετίζεται άµεσα µε τα επίπεδα έκφρασης 

των HIFs. 

Επίσης φαίνεται οτι η υποξία διευκολύνει την επαγόµενη από την αιµίνη 

διαφοροποίηση των Κ562 κυττάρων προς ερυθροκύτταρα. Ωστόσο, από τα πρώτα 

αυτά αποτελέσµατα παρατηρήσαµε ότι η έκφραση των HIFs,  δεν φαίνεται να είναι 

απαραίτητη  για τη διαδικασία της διαφοροποίησης των Κ562. Βέβαια,  από την 

προηγούµενη  βιβλιογραφία  του εργαστηρίου µας γνωρίζουµε οτι η έκφραση των 

HIF δεν συνδέεται άµεσα µε τη µεταγραφική τους ενεργότητα.  Συνεπώς, για την 

πληρέστερη εκτίµηση της επίδρασης των µεταγραφικών παραγόντων HIFs στη 

διαφοροποίηση των Κ562 προς ερυθροκύτταρα, θα πρέπει να µελετήσουµε τη 

µεταγραφική ενεργότητα των HIFs και να αναζητηθούν οι πιθανοί συνενεργοποιητές 

που συµµετέχουν στις διαδικασίες αυτές. 
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ABSTRACT 
 

Human erythroleukemia K562 cells , constitute an interesting system for 

studying the differentiation of human stem cells to cells of the erythroid lineage , and 

the mechanisms involved in hemoglobin gene expression . 

Erythropoiesis is closely related to hypoxia as the production of red blood 

cells is a key mechanism of adaptation to changes in oxygen concentration. The 

present study focused on investigating the effect of hypoxia on the proliferation and 

differentiation of human erythroleukemia cells K562. The differentiation οf K562 

erythroleukemia cells, was invoked with  hemin and we investigated the contribution 

of hypoxia and the expression of hypoxia induced transcription factors HIF- 1a and 

HIF- 2a in the above conditions.  

The results showed that hypoxia inhibits their growth, and increases the rate of 

cell death . The above reduction in the rate of cell growth and the increase in the 

percentage of dead K562 cells in long-term hypoxia does not appear to be directly 

related to the expression of HIFs. 

It is also shown that hypoxia facilitates hemin induced differentiation of K562 

cells to erythrocytes. However, we observed that the expression of HIFs, does not 

seem to be essential for differentiation of K562 . Of course , previous literature 

published by our laboratory shows that the expression of HIFs is not directly linked to 

their transcriptional activity . Therefore , in order to fully assess the impact of 

transcription factors HIFs to differentiation of K562 to erythrocytes , we need to study 

the transcriptional activity of HIFs and explore potential coactivators involved in 

these processes . 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Η διαφοροποίηση των ερυθρολευχαιµικών κυττάρων 

Η ερυθροποίηση είναι µια σύνθετη δυναµική διαδικασία πολλών σταδίων που 

ξεκινά από τα πολυδύναµα αρχέγονα αιµοποιητικά κύτταρα HSCs (Hematopoietic 

Stem Cells) στο µικροπεριβάλλον του µυελού των οστών (HSCs niche), και τελειώνει 

µε την παραγωγή ώριµων απύρηνων ερυθροκυττάρων (RBCs) (Weissman, I. L., 2000, 

Orkin, S. H. Et al., 2008) τα οποία αποτελούν το 0,5-1% του συνολικού πληθυσµού 

των κυττάρων του µυελού των οστών. Τα κύτταρα HSCs, επίσης γνωστά ως CFU-

M,L (Colony Forming Unit of Myeloid and Lymphoid cells ή CD34 cells), 

προέρχονται από τα αρχέγονα εµβρυονικά βλαστικά κύτταρα (ESCs) και µέσω της 

διαδικασίας της διαφοροποίησης παράγουν όλα τα έµµορφα συστατικά του 

περιφερικού αίµατος (RBCs, πολυµορφοπύρηνα ή ουδετερόφιλα, ηιωσινόφιλα, 

βασεόφιλα, αιµοπετάλια, Τ- και Β- λεµφοκύτταρα). Φυσιολογικά, τα HSCs είναι 

προγραµµατισµένα να διαφοροποιούνται προς συγκεκριµένες κυτταρικές σειρές, µετά 

την επαγωγή τους από εξειδικευµένους αναπτυξιακούς παράγοντες, οι οποίοι 

διατηρούν την ισορροπία µεταξύ κυτταρικής ανάπτυξης, διαφοροποίησης και 

προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου (απόπτωσης) στο µυελό των οστών (Cantor 

and Orkin, 2001; Fisher, 2002; Socolovsky et al., 1998), (Εικόνα 1). Η δέσµευση των 

HSCs για διαφοροποίηση συνοδεύεται από τη µη αντιστρεπτή ωρίµανσή τους, την 

προοδευτική µείωση του δυναµικού της κυτταρικής αναπαραγωγής ή ακόµα και την 

απόπτωση τους (Enver and Greaves, 1998). 

Τα αιµοποιητικά κύτταρα που αναπτύσσονται είτε στο µυελό των οστών (in 

vivo) είτε σε κυτταροκαλλιέργειες (in vitro), απαιτούν την παρουσία πολυδύναµων 

αναπτυξιακών παραγόντων, οι οποίοι συµβάλλουν στην ανάπτυξη, στην   

αναπαραγωγή και στην περαιτέρω διαφοροποίησή τους (Chang et al., 1989; 

Charbord et al., 1986). Οι αναπτυξιακοί αυτοί παράγοντες διαχωρίζονται σε 

επαγωγείς της αύξησης και σε επαγωγείς της διαφοροποίησης. Οι µεν πρώτοι (µε 

κυριότερους εκπροσώπους τις ιντερλευκίνες και τις κυτοκίνες), προάγουν την αύξηση 

και τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων, ενώ οι δεύτεροι (EPO, GM-CSF, CSF, κ.ά.) 

συµβάλλουν στη διαφοροποίηση των κυττάρων κατά µήκος ενός συγκεκριµένου 
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φαινοτύπου (Metcalf, 1989; Stamatoyannopoulos, 2005) 

 

Εικόνα 1: Σχηµατική αναπαράσταση της φυσιολογικής αιµοποίησης και 
απεικόνιση του µονοπατιού ανάπτυξης των ερυθροκυττάρων. Από τα αρχέγονα 
πολυδύναµα αιµοποιητικά κύτταρα παράγονται τα µερικώς διαφοροποιηµένα κύτταρα της 
µυελικής και της λεµφικής σειράς. Από τα µητρικά κύτταρα της λεµφικής σειράς 
σχηµατίζονται τα Τ- και Β λεµφοκύτταρα, ενώ από τα µυελικά µητρικά κύτταρα 
σχηµατίζονται τα RBCs, τα ουδετερόφιλα, τα ηωσινόφιλα, τα βασεόφιλα, τα αιµοπετάλια και 
τα µονοπύρηνα. To µονοπάτι της διαφοροποίησης των ερυθροκυττάρων ξεκινά από 
πολυδύναµα προγονικά µεγακαρυωτικά / ερυθροειδή κύτταρα από τα οποία προκύπτουν τα 
BFU - E , CFU - E , ενδιάµεσες µορφές προερυθροβλαστών ( ProEB ) , και στη συνέχεια οι 
ορθοχρωµατικοί νορµοβλάστες ( ON ) . Η εµπυρήνωση των ON οδηγεί στη δηµιουργία των 
δικτυοερυθροκυττάρων ( RETs ) από τα οποία τελικά προκύπτουν τα ώριµα απύρηνα ερυθρά 
αιµοσφαίρια ( RBCs ) . EPO: Erythropoietin, G-CSF: Granulocyte- Colony Stimulating 
Factor, GM-CSF: Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor, IL: Interleukin, LIF: 
Leukemia Inhibiting Factor, M- CSF: Macrophage-Colony Stimulating Factor, MHCI: Major 
Histocampatability Complex type I protein, MHCII: Major Histocampatability Complex type 
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ȈȤȒȝĮ ǹ.1. ǻȚĮȖȡĮȝȝĮĲȚțȒ ĮʌİȚțȩȞȚıȘ ĲȘȢ ȦȡȓȝĮȞıȘȢ ĲȦȞ țȣĲĲȐȡȦȞ țĮĲȐ ĲȘȞ 

ĮȚȝȠʌȠȓȘıȘ. Ag: Antigen, EPO: Erythropoietin, G-CSF: Granulocyte- 

Colony Stimulating Factor, GM-CSF: Granulocyte Macrophage-Colony 

Stimulating Factor, IL: Interleukin, LIF: Leukemia Inhibiting Factor, M-

CSF: Macrophage-Colony Stimulating Factor, MHCI: Major 

Histocampatability Complex type I protein, MHCII: Major 

Histocampatability Complex type II protein, SCF: Stem Cell Factor, 

SDF-1: Stromal Derived Factor-1, TNF: Tumor Necrosis Factor, Tpo: 

Thrombopoietin. (Gilbert and Singer, 2000) 
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II protein, SCF: Stem Cell Factor, SDF-1: Stromal Derived Factor-1, TNF: Tumor Necrosis 
Factor, Tpo: Thrombopoietin (Gilbert and Singer, 2000). 

Στο φυσιολογικό ενήλικα, ο αιµοποιητικός ιστός υπάρχει στις µυελικές 

κοιλότητες των οστών και αναπτύσσεται σε ορισµένες θέσεις που αποτελούνται από 

κύτταρα λείων µυϊκών ινών, ενδοθηλιακά κύτταρα, ινοβλάστες, λιποκύτταρα και 

οστεοβλάστες. Τα κύτταρα αυτά αποτελούν το µυελικό στρώµα και είναι το 

κατάλληλο µικροπεριβάλλον στο οποίο αναπτύσσονται τόσο τα αρχέγονα και 

προγονικά αιµοποιητικά κύτταρα, όσο και τα ώριµα κύτταρα των µυελικών σειρών 

(Beutler and Williams, 1995).  Το µικροπεριβάλλον του µυελού των οστών 

υποστηρίζεται ότι είναι υποξικό. Στο περιβάλλον αυτό η υποξία προωθεί την 

ερυθροποίηση α) ρυθµίζοντας την  ωρίµανση και τον πολλαπλασιασµό των 

πρόδροµων ερυθροκυττάρων (Adelman DM et al., 1999, Yamashita T et al., 2008), β) 

διεγείροντας την έκφραση του υποδοχέα της ερυθροποιητίνης EPOR γ) ρυθµίζονατας 

την έκφραση των διάφορων συστατικών της οδού σύνθεσης της αιµοσφαιρίνης (Yoon 

D et al., 2006, Liu YL et al., 2004, Hofer T et al., 2003) και δ) διαµορφώνοντας την 

αλληλεπίδραση των ερυθροειδών προγονικών κυττάρων µε άλλους κυτταρικούς 

τύπους και κατά συνέπεια την επιβίωση, τη διαφοροποίηση και την ωρίµανση των 

ερυθροειδών προγονικών κυττάρων.  

Τα αρχέγονα πολυδύναµα κύτταρα, παρ’ όλο που σε φυσιολογικές συνθήκες 

σπανίως εισέρχονται στη µιτωτική φάση, αναπαράγονται πολύ εύκολα µόλις αυτό 

απαιτηθεί. Ο ρόλος τους είναι κρίσιµος, διότι είναι υπεύθυνα για την αναγέννηση της 

αιµοποίησης σε καταστάσεις επείγουσας ανάγκης παραγωγής ερυθροκυττάρων, όπως 

για παράδειγµα σε µεγάλο υψόµετρο, σε καταστάσεις χαµηλής συγκέντρωσης Ο2 ή 

σε περιπτώσεις σοβαρής βλάβης του µυελού των οστών, η οποία είναι δυνατόν να 

προέλθει είτε από χηµειοθεραπεία µε αντινεοπλασµατικά φάρµακα είτε από 

ακτινοβολία. Σε περίπτωση που τα συγκεκριµένα κύτταρα δεν αναπαράγονται 

φυσιολογικά, είναι δυνατόν να οδηγηθούµε σε αναιµίες, σε απλασία του µυελού των 

οστών, σε αιµατολογικά νεοπλάσµατα και σε λεµφο- ή µυελο-δυσπλαστικά 

σύνδροµα. 

Σε περιπτώσεις λευχαιµίας, τα πρόδροµα ερυθροκύτταρα αποτυγχάνουν να 

ανταποκριθούν στα εξωτερικά ερεθίσµατα του µικρο-περιβάλλοντος του µυελού των 

οστών, µε αποτέλεσµα να διαφοροποιούνται προς µη φυσιολογικές µορφές 

αιµοποιητικών κυττάρων (Fialkow et al., 1981). Οι λευχαιµίες καλύπτουν ένα µεγάλο 
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ποσοστό των αιµατολογικών διαταραχών και απαντώνται ως οξείες ή χρόνιες 

καταστάσεις, µε σχετικά χαµηλή συχνότητα (5-8 περιπτώσεις ανά 105 άτοµα) 

(Tsiftsoglou et al., 2003). Χαρακτηριστικό τους γνώρισµα είναι ότι προέρχονται από 

δυσλειτουργία του µηχανισµού διαφοροποίησης των αιµοποιητικών κυττάρων 

(Bonnet and Dick, 1997; Enver and Greaves, 1998; Tenen, 2003). Ο µηχανισµός της 

απόπτωσης των λευχαιµικών κυττάρων είναι συνήθως αδρανοποιηµένος, έτσι ώστε 

τα κύτταρα να αθανατοποιούνται, να πολλαπλασιάζονται συνεχώς εις βάρος των 

υπολοίπων κυττάρων του µυελού των οστών και τελικά να εισβάλουν στο περιφερικό 

αίµα (Εικόνα 2). Για το λόγο αυτό, υποστηρίζεται οτι οι λευχαιµίες αποτελούν 

διαταραχή του µηχανισµού της διαφοροποίησης αλλά και του µηχανισµού της 

απόπτωσης των αιµοποιητικών κυττάρων (Domen, 2001).  

Επιπλέον, τα λευχαιµικά κύτταρα εµφανίζουν συνήθως χαρακτηριστικές 

ανωµαλίες στον καρυότυπό  (όπως π.χ. η αµοιβαία χρωµοσωµική µετατόπιση t(9;22) 

στη χρόνια µυελογενή λευχαιµία) και εκφράζουν συγκεκριµένα αντιγόνα στην 

κυτταρική τους µεµβράνη (Champlin and Gale, 1987).  

Ο επιγενετικός έλεγχος της νεοπλασµατικής ανάπτυξης και η αναστροφή του 

κακοήθους φαινοτύπου στηρίχθηκαν σε µελέτες, κατά τις οποίες ανθρώπινα 

ερυθρολευχαιµικά κύτταρα και ερυθρολευχαιµικά κύτταρα ποντικού 

διαφοροποιήθηκαν προς RBCs, προς µετα-µυελοκύτταρα και προς µακροφάγα 

(Andersson et al., 1979, Collins et al., 1978, Friend et al., 1971, Hoffman et al., 1980, 

Marks and Rifkind, 1978, Rovera et al., 1979, Sachs, 1978). Τα πειράµατα αυτά 

οδηγούν στο συµπέρασµα ότι ο φαινότυπος των καρκινικών κυττάρων είναι λιγότερο 

σταθερός από εκείνο των κυττάρων που διαφοροποιούνται φυσιολογικά, καθώς η 

διαφοροποίηση στο αιµοποιητικό σύστηµα είναι µη αναστρέψιµη. Συνεπώς,  η σε 

βάθος µελέτη της συσχέτισης της νεοπλασίας µε την ενεργοποίηση των µηχανισµών 

διαφοροποίησης είναι καθοριστικής σηµασίας. 

Τέλος, ο βαθµός της διαφοροποίησής των λευχαιµικών κυττάρων εκτιµάται 

οτι είναι αντιστρόφως ανάλογος της κακοήθειάς τους. Ακόµη, η επαγωγή της 

διαφοροποίησης είναι δυνατόν να µειώσει ή ακόµη να καταργήσει το δυναµικό της 

κακοήθειας στα λευχαιµικά κύτταρα (Tsiftsoglou et al., 2003). 
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Εικόνα 2: Απεικόνιση της φυσιολογικής αιµοποίησης και της ανάπτυξης 
λευχαιµίας. Φυσιολογικά τα (αρχέγονα) long-term HSCs µπορούν να πολλαπλασιαστούν 
και να δώσουν τα (δεσµευµένα) short- term HSCs, τα οποία µε τη σειρά τους θα οδηγήσουν 
στα δεσµευµένα προγονικά αιµοποιητικά κύτταρα και στα ώριµα κύτταρα του αίµατος. Στις 
λευχαιµίες, τα short-term HSCs αναπαράγουν προγονικά κύτταρα τα οποία αδυνατούν να 
ανταποκριθούν στην επαγωγή της διαφοροποίησης και να δώσουν ώριµα κύτταρα. Η 
παρεµπόδιση της διαφοροποίησης δηµιουργεί πληθυσµό βλαστικών λευχαιµικών κυττάρων 
στο περιφερικό αίµα (Tsiftsoglou et al., 2003). 

 

1.2 Πρότυπα κυτταρικά συστήµατα µελέτης της  διαφοροποίησης 

των ερυθροποιητικών κυττάρων. 

Παρά το γεγονός ότι πρόδροµα φυσιολογικά κύτταρα, όπως τα BFU-Es (Burst 

Forming Unit-Erythroid) ή CFU-Es (Colony Forming Unit-Erythroid) ή ακόµα και 

ολόκληρος ο µυελός των οστών, ήταν δυνατό να καλλιεργηθούν σε ειδικά ηµιστερεά 

θρεπτικά υποστρώµατα, παρέµενε πάντοτε το πρόβληµα της διατήρησης και 

αναπαραγωγής των φυσιολογικών αιµοποιητικών κυττάρων. Από τις αρχές τις 

δεκαετίας του ’70, ξεκίνησαν να αποµονώνονται διάφοροι κλώνοι λευχαιµικών 

κυττάρων µε ικανότητα συνεχούς αναπαραγωγής όπως οι HL-60, K-562, KG-1, MEL 
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ȝȣİȜȠȖİȞȒ ȜİȣȤĮȚȝȓĮ) țĮȚ İțĳȡȐȗȠȣȞ ıȣȖțİțȡȚȝȑȞĮ ĮȞĲȚȖȩȞĮ ıĲȘȞ țȣĲĲĮȡȚțȒ ĲȠȣȢ 

ȝİȝȕȡȐȞȘ (Champlin and Gale, 1987). ȂȐȜȚıĲĮ, Ƞ ȕĮșȝȩȢ ĲȘȢ įȚĮĳȠȡȠʌȠȓȘıȒȢ ĲȠȣȢ 

İȓȞĮȚ ĮȞĲȚıĲȡȩĳȦȢ ĮȞȐȜȠȖȠȢ ĲȘȢ țĮțȠȒșİȚȐȢ ĲȠȣȢ. Ǿ ıȤȑıȘ ĮȣĲȒ įİȓȤȞİȚ ȩĲȚ Ș 

įȚĮĳȠȡȠʌȠȓȘıȘ ıȣȞįȑİĲĮȚ ȐȝİıĮ ȝİ ĲȘȞ țȣĲĲĮȡȚțȒ ĮȞȐʌĲȣȟȘ ıĲȘȞ ȜİȣȤĮȚȝȓĮ (Sachs, 

1980). ǹțȩȝȘ, Ș İʌĮȖȦȖȒ ĲȘȢ įȚĮĳȠȡȠʌȠȓȘıȘȢ İȓȞĮȚ įȣȞĮĲȩȞ ȞĮ ȝİȚȫıİȚ Ȓ ĮțȩȝȘ ȞĮ 

țĮĲĮȡȖȒıİȚ ĲȠ įȣȞĮȝȚțȩ ĲȘȢ țĮțȠȒșİȚĮȢ ıĲĮ ȜİȣȤĮȚȝȚțȐ țȪĲĲĮȡĮ (Tsiftsoglou et al., 

2003b). 
 

 
 

ȈȤȒȝĮ ǹ.2. ǻȚĮȖȡĮȝȝĮĲȚțȒ ĮʌİȚțȩȞȚıȘ ĲȘȢ ĳȣıȚȠȜȠȖȚțȒȢ ĮȚȝȠʌȠȓȘıȘȢ țĮȚ ĲȘȢ 

ĮȞȐʌĲȣȟȘȢ ȜİȣȤĮȚȝȓĮȢ. ĭȣıȚȠȜȠȖȚțȐ ĲĮ (ĮȡȤȑȖȠȞĮ) long-term HSCs 

ȝʌȠȡȠȪȞ ȞĮ ʌȠȜȜĮʌȜĮıȚĮıĲȠȪȞ țĮȚ ȞĮ įȫıȠȣȞ ĲĮ (įİıȝİȣȝȑȞĮ) short-

term HSCs, ĲĮ ȠʌȠȓĮ ȝİ ĲȘ ıİȚȡȐ ĲȠȣȢ șĮ ȠįȘȖȒıȠȣȞ ıĲĮ įİıȝİȣȝȑȞĮ 

ʌȡȠȖȠȞȚțȐ ĮȚȝȠʌȠȚȘĲȚțȐ țȪĲĲĮȡĮ țĮȚ ıĲĮ ȫȡȚȝĮ țȪĲĲĮȡĮ ĲȠȣ ĮȓȝĮĲȠȢ. 

ȈĲȚȢ ȜİȣȤĮȚȝȓİȢ, ĲĮ short-term HSCs ĮȞĮʌĮȡȐȖȠȣȞ ʌȡȠȖȠȞȚțȐ țȪĲĲĮȡĮ 

ĲĮ ȠʌȠȓĮ ĮįȣȞĮĲȠȪȞ ȞĮ ĮȞĲĮʌȠțȡȚșȠȪȞ ıĲȘȞ İʌĮȖȦȖȒ ĲȘȢ 

įȚĮĳȠȡȠʌȠȓȘıȘȢ țĮȚ ȞĮ įȫıȠȣȞ ȫȡȚȝĮ țȪĲĲĮȡĮ. Ǿ ʌĮȡİȝʌȩįȚıȘ ĲȘȢ 

įȚĮĳȠȡȠʌȠȓȘıȘȢ įȘȝȚȠȣȡȖİȓ ʌȜȘșȣıȝȩ ȕȜĮıĲȚțȫȞ ȜİȣȤĮȚȝȚțȫȞ 

țȣĲĲȐȡȦȞ ıĲȠ ʌİȡȚĳİȡȚțȩ ĮȓȝĮ (Tsiftsoglou et al., 2003b).   
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και U937. Οι λευχαιµικές αυτές κυτταρικές σειρές διατηρούν το νεοπλασµατικό τους 

φαινότυπο, έχουν σταθερή κινητική κυτταρικής αναπαραγωγής, που δε µεταβάλλεται 

µε την πάροδο του χρόνου, και σχηµατίζουν οµοιογενείς πληθυσµούς. Μάλιστα, 

έχουν τη δυνατότητα να διαφοροποιούνται εκτενώς (>90%) σε κύτταρα παρόµοια µε 

τα φυσιολογικά αιµοποιητικά κύτταρα, διαφόρων φαινοτύπων (ορθοχρωµατικοί 

νορµοβλάστες, πολυµορφοπύρηνα κοκκιοκύτταρα, ηωσινόφιλα), πράγµα που τις 

καθιστά πολύτιµο εργαλείο στη µελέτη της διαφοροποίησης µονοδύναµων ή 

πολυδύναµων αιµοποιητικών κυττάρων (Tsiftsoglou et al., 2003). 

 

Πίνακας 1: Μοντέλα διαφοροποίησης νεοπλασµατικών αιµοποιητικών 

κυττάρων.  

Μερικές από τις πιο διαδεδοµένες λευχαιµικές κυτταρικές σειρές είναι τα 

ερυθρολευχαιµικά κύτταρα ποντικού MEL, τα ανθρώπινα ερυθρολευχαιµικά κύτταρα 

Κ-562 και τα ανθρώπινα κύτταρα της προµυελοκυτταρικής λευχαιµίας HL-60 

(Πίνακας 1). 

1.2.1 MEL (Murine ErythroLeukemia) ή Friend leukemia κύτταρα 

Τα ερυθρολευχαιµικά κύτταρα ποντικού MEL αποµονώθηκαν αρχικά από τη 

Charlotte Friend το 1966, από κυτταρικές αποικίες που εµφανίστηκαν σε διογκωµένο 

σπλήνα πειραµατόζωων (ποντίκια του είδους DAB/2J), τα οποία είχαν εµβολιασθεί 

προηγούµενα µε ιό τύπου FLV, (Friend Leukemia Virus) (Harrison, 1976). Τα 

κύτταρα αυτά, έχουν µορφολογικά χαρακτηριστικά προερυθροβλαστών, των 

πρόδροµων δηλαδή ερυθροκυττάρων, µε τη διαφορά ότι παραµένουν σε αυτό το 

αναπτυξιακό στάδιο, χωρίς να έχουν τη δυνατότητα περαιτέρω διαφοροποίησης. 

Η ανακάλυψη ότι τα MEL κύτταρα µπορούν να διαφοροποιηθούν σε κύτταρα 
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ǼȓįȠȢ ȞİȠʌȜȐıȝĮĲȠȢ 

(țȣĲĲĮȡȚțȒ ıİȚȡȐ) 
ǻȚĮĳȠȡȠʌȠȚİȓĲĮȚ ʌȡȠȢ 

MEL ȅȡșȠȕȜȐıĲİȢ 

K-562 ǼȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ, ȝİȖĮțĮȡȣȠțȪĲĲĮȡĮ 

HL-60 
ȂĮțȡȠĳȐȖĮ, țȠțțȚȠțȪĲĲĮȡĮ, 

ȝȠȞȠțȪĲĲĮȡĮ Ȓ ȘȦıȚȞȩĳȚȜĮ 

 

ȆȓȞĮțĮȢ A.1. ȈȣıĲȒȝĮĲĮ įȚĮĳȠȡȠʌȠȓȘıȘȢ ȞİȠʌȜĮıȝĮĲȚțȫȞ ĮȚȝȠʌȠȚȘĲȚțȫȞ 

țȣĲĲȐȡȦȞ. 
 

ȂİȡȚțȑȢ Įʌȩ ĲȚȢ ʌȚȠ įȚĮįİįȠȝȑȞİȢ ȜİȣȤĮȚȝȚțȑȢ țȣĲĲĮȡȚțȑȢ ıİȚȡȑȢ İȓȞĮȚ ĲĮ 

İȡȣșȡȠȜİȣȤĮȚȝȚțȐ țȪĲĲĮȡĮ ʌȠȞĲȚțȠȪ MEL, ĲĮ ĮȞșȡȫʌȚȞĮ İȡȣșȡȠȜİȣȤĮȚȝȚțȐ țȪĲĲĮȡĮ 

Ȁ-562 țĮȚ ĲĮ  ĮȞșȡȫʌȚȞĮ țȪĲĲĮȡĮ ĲȘȢ ʌȡȠȝȣİȜȠțȣĲĲĮȡȚțȒȢ ȜİȣȤĮȚȝȓĮȢ HL-60 

(ȆȓȞĮțĮȢ ǹ.1). 

MEL (Murine ErythroLeukemia) Ȓ Friend leukemia țȪĲĲĮȡĮ: 

ȉĮ İȡȣșȡȠȜİȣȤĮȚµȚțȐ țȪĲĲĮȡĮ ʌȠȞĲȚțȠȪ MEL ĮʌȠȝȠȞȫșȘțĮȞ ĮȡȤȚțȐ Įʌȩ ĲȘ 

Charlotte Friend ĲȠ 1966, Įʌȩ țȣĲĲĮȡȚțȑȢ ĮʌȠȚțȓİȢ ʌȠȣ İȝĳĮȞȓıĲȘțĮȞ ıİ įȚȠȖțȦȝȑȞȠ 

ıʌȜȒȞĮ ʌİȚȡĮȝĮĲȩȗȦȦȞ (ʌȠȞĲȓțȚĮ ĲȠȣ İȓįȠȣȢ DAB/2J), ĲĮ ȠʌȠȓĮ İȓȤĮȞ İȝȕȠȜȚĮıșİȓ 

ʌȡȠȘȖȠȪȝİȞĮ µİ Țȩ ĲȪʌȠȣ FLV, (Friend Leukemia Virus) (Harrison, 1976). ȉĮ 

țȪĲĲĮȡĮ ĮȣĲȐ, ȑȤȠȣȞ ȝȠȡĳȠȜȠȖȚțȐ ȤĮȡĮțĲȘȡȚıĲȚțȐ ʌȡȠİȡȣșȡȠȕȜĮıĲȫȞ, ĲȦȞ 

ʌȡȩįȡȠȝȦȞ įȘȜĮįȒ İȡȣșȡȠțȣĲĲȐȡȦȞ, µİ ĲȘ įȚĮĳȠȡȐ ȩĲȚ ʌĮȡĮȝȑȞȠȣȞ ıİ ĮȣĲȩ ĲȠ 

ĮȞĮʌĲȣȟȚĮțȩ ıĲȐįȚȠ, ȤȦȡȓȢ ȞĮ ȑȤȠȣȞ ĲȘ įȣȞĮĲȩĲȘĲĮ ʌİȡĮȚĲȑȡȦ įȚĮĳȠȡȠʌȠȓȘıȘȢ.  

Ǿ ĮȞĮțȐȜȣȥȘ ȩĲȚ ĲĮ MEL țȪĲĲĮȡĮ ȝʌȠȡȠȪȞ ȞĮ įȚĮĳȠȡȠʌȠȚȘșȠȪȞ ıİ țȪĲĲĮȡĮ 

ʌȠȣ ʌȡȠıȠȝȠȚȐȗȠȣȞ ȝİ ȠȡșȠȤȡȦȝĮĲȚțȠȪȢ ȞȠȡȝȠȕȜȐıĲİȢ (Friend et al., 1971) ȒĲĮȞ Ș 

ĮʌĮȡȤȒ İțĲİĲĮȝȑȞȘȢ ȑȡİȣȞĮȢ ʌĮȖțȠıȝȓȦȢ ʌȠȣ ȠįȒȖȘıİ ıĲȘȞ İʌȠȞȠȝĮȗȩȝİȞȘ 

«ĬİȡĮʌİȓĮ ĲȠȣ țĮȡțȓȞȠȣ ȝİ įȚĮĳȠȡȠʌȠȓȘıȘ» (Differentiation Therapy of Cancer) 

(Lotan et al., 1990), įȘȜĮįȒ ĲȘ șİȡĮʌİȓĮ țĮȡțȚȞȠʌĮșȫȞ ȝİ ȤȘȝȚțȑȢ ȠȣıȓİȢ ʌȠȣ 

İʌȐȖȠȣȞ ĲȘȞ ĲİȜȚțȒ įȚĮĳȠȡȠʌȠȓȘıȘ ĲȦȞ ȞİȠʌȜĮıȝĮĲȚțȫȞ țȣĲĲȐȡȦȞ. ȉĮ 

įȚĮĳȠȡȠʌȠȚȘȝȑȞĮ MEL țȪĲĲĮȡĮ ʌĮȡȐȖȠȣȞ ȝİȖȐȜİȢ ʌȠıȩĲȘĲİȢ ĮȚȝȠıĳĮȚȡȓȞȘȢ țĮȚ 

ȣʌȩțİȚȞĲĮȚ ıİ ȝȚĮ ıİȚȡȐ ȝȠȡĳȠȜȠȖȚțȫȞ țĮȚ ȕȚȠȤȘȝȚțȫȞ ĮȜȜĮȖȫȞ, ʌȠȣ ʌȡȠıȠȝȠȚȐȗȠȣȞ 

ĲȚȢ ĮȞĲȓıĲȠȚȤİȢ ʌȠȣ ʌĮȡĮĲȘȡȠȪȞĲĮȚ țĮĲȐ ĲȘ ĳȣıȚȠȜȠȖȚțȒ įȚĮĳȠȡȠʌȠȓȘıȘ ĲȦȞ 

ʌȡȩįȡȠȝȦȞ țȣĲĲȐȡȦȞ ĲȘȢ İȡȣșȡȐȢ ıİȚȡȐȢ (Tsiftsoglou and Robinson, 1985). ǹȣĲȑȢ 

ʌİȡȚȜĮȝȕȐȞȠȣȞ İȜȐĲĲȦıȘ ĲȠȣ ȝİȖȑșȠȣȢ ĲȠȣ țȣĲĲȐȡȠȣ, ʌȪțȞȦıȘ ĲȠȣ ʌȣȡȒȞĮ, 
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που προσοµοιάζουν µε ορθοχρωµατικούς νορµοβλάστες (Friend et al., 1971) ήταν η 

απαρχή εκτεταµένης έρευνας παγκοσµίως που οδήγησε στην επονοµαζόµενη 

«Θεραπεία του καρκίνου µε διαφοροποίηση» (Differentiation Therapy of Cancer) 

(Lotan et al., 1990), δηλαδή τη θεραπεία καρκινοπαθών µε χηµικές ουσίες που 

επάγουν την τελική διαφοροποίηση των νεοπλασµατικών κυττάρων. Τα 

διαφοροποιηµένα MEL κύτταρα παράγουν µεγάλες ποσότητες αιµοσφαιρίνης και 

υπόκεινται σε µια σειρά µορφολογικών και βιοχηµικών αλλαγών, που προσοµοιάζουν 

τις αντίστοιχες που παρατηρούνται κατά τη φυσιολογική διαφοροποίηση των 

πρόδροµων κυττάρων της ερυθράς σειράς (Tsiftsoglou and Robinson, 1985). Αυτές 

περιλαµβάνουν ελάττωση του µεγέθους του κυττάρου, πύκνωση του πυρήνα, 

διαδοχικές αλλαγές τηςαρχιτεκτονικής της κυτταρικής µεµβράνης και µεταγραφική 

ενεργοποίηση ή καταστολή πολλών γονιδίων (Sartorelli, 1981). 

Παρόλα αυτά, σε αντίθεση µε τα φυσιολογικά πρόδροµα αιµοποιητικά 

κύτταρα (CFU-E), τα MEL κύτταρα δεν ανταποκρίνονται στη µιτογόνο δράση της 

ερυθροποιητίνης και δε διαφοροποιούνται προς ερυθροκύτταρα. Κύτταρα MEL, 

δεσµευµένα προς την τελική διαφοροποίηση, εµφανίζουν προγραµµατισµένο 

περιορισµό της ανάπτυξής τους σε 4-5 κυτταρικές διαιρέσεις και στη συνέχεια 

εισέρχονται σε φάση στασιµότητας G1/G0 (Tsiftsoglou et al., 2003). 

Μεταξύ των ουσιών, που επάγουν τη δέσµευση των MEL προς την τελική 

τους ωρίµανση, περιλαµβάνονται χηµικά ανάλογα πουρινών και πυριµιδινών, 

παράγωγα του υδροξαµικού οξέος, υποκατάστατα αµιδίων, κυκλικές ουρίες και 

θειουρίες, ουρεϊδοπαράγωγα πυριδίνης (UDPs), βενζοδιαπεζίνες, ιντερφερόνες κ.α. 

(Marks et al., 2001, Tsiftsoglou and Robinson, 1985). Η µεγάλη ποικιλία των 

επαγωγέων καθώς και οι ευρείας κλίµακας πληροφορίες που έχουν αποκτηθεί από 

την πολύχρονη έρευνα στα MEL κύτταρα, τα καθιστούν ένα από τα πιο γνωστά και 

εδραιωµένα πρότυπα συστήµατα µελέτης βασικών βιολογικών φαινοµένων, όπως 

είναι η διαφοροποίηση, αλλά και ελέγχου της φαρµακολογικής δράσης νέων ουσιών.  

1.2.2 HL-60 ανθρώπινα κύτταρα της προµυελοκυτταρικής λευχαιµίας 
Τα HL-60 κύτταρα αποµονώθηκαν το 1978 από περιφερικό αίµα ασθενούς µε 

οξεία προµυελοκυτταρική λευχαιµία (APL) (Collins et al., 1978). Τα κύτταρα αυτά 

έχουν τη δυνατότητα να διαφοροποιούνται προς ώριµα και λειτουργικά 

ουδετερόφιλα, µε τη χρήση χηµικών επαγωγέων όπως το διµέθυλο-σουλφοξείδιο 
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(DMSO), ρετινοϊκό οξύ (RA), 6-θειογουανίνη (6-TG), 5-αζακυτιδίνη (Breitman et 

al., 1980, Christman et al., 1983, Collins et al., 1978, Papac et al., 1980), κ.α. 

Ακόµα, µε τη χρήση άλλων χηµικών επαγωγέων όπως το TPA (12-O-

tetradecanoylphorbol 13- acetate), η 1α,25 διύδροξυ-βιταµίνη D3 και η αραβινο-

φουρανοσυλ-κυτοσίνη (Ara- C), µπορούν να διαφοροποιηθούν προς κύτταρα 

παρόµοια µε τα µακροφάγα- µονοκύτταρα (Griffin et al., 1982). Τα HL 60, σε 

καλλιέργεια κάτω από ελαφριές αλκαλικές συνθήκες, αναπτύσσουν τα 

χαρακτηριστικά κοκκία των ηωσινόφιλων (Tsiftsoglou and Robinson, 1985). Η 

δέσµευση των κυττάρων αυτών, κατά την κοκκιοκυτταρική ωρίµανση, προκαλεί µη 

αντιστρεπτή διαφοροποίησή τους και αναστολή της ανάπτυξής τους, όπως αντίστοιχα 

παρατηρείται και στα MEL κύτταρα (Tsiftsoglou et al., 1985). Επιπλέον, τα 

διαφοροποιηµένα HL-60 κύτταρα αποτυγχάνουν να σχηµατίσουν αποικίες σε µαλακό 

άγαρ (Tsiftsoglou and Robinson, 1985). 

Το γένωµα των HL-60 κυττάρων περιέχει µια ενισχυµένη µορφή του c-myc 

πρωτο-ογκογονιδίου. Τα επίπεδα του mRNA του c-myc είναι συγκριτικά υψηλά στα 

µη διαφοροποιηµένα HL-60, αλλά υπάρχει ταχύτατη πτώση τους κατά την επαγωγή 

της διαφοροποίησης. Το χαρακτηριστικό αυτό έχει κάνει τα HL 60 κύτταρα ένα 

αρκετά ελκυστικό µοντέλο µελέτης της διαφοροποίησης ανθρώπινων µυελικών 

κυττάρων (Birnie, 1988). 

1.2.3 K562 ανθρώπινα πρόδροµα ερυθρολευχαιµικά κύτταρα 

Η ανθρώπινη ερυθρολευχαιµική σειρά Κ562 αποµονώθηκε από τους Lozzio 

και Lozzio το 1975, από πλευρικό έγχυµα ασθενούς µε χρόνια µυελογενή λευχαιµία 

σε βλαστική κρίση (Lozzio and Lozzio, 1975). Τα Κ562 κύτταρα θεωρήθηκαν 

αντιπρόσωπος πρώιµων κοκκιοκυττάρων, αρχικά βάσει µορφολογικών 

παρατηρήσεων και στη συνέχεια λόγω του ότι φέρουν το χρωµόσωµα Ph 

(χρωµόσωµα της Φιλαδέλφεια, t(9;22) αµοιβαία χρωµοσωµική µετατόπιση), που 

αποτελεί χαρακτηριστικό δείκτη της χρόνιας µυελογενούς λευχαιµίας. Αργότερα, 

διαπιστώθηκε ότι τα Κ562 κύτταρα συνθέτουν τη γλυκοφορίνη Α, ένα εξειδικευµένο 

συστατικό της µεµβράνης των ερυθροκυττάρων και ότι το βουτυρικό νάτριο επάγει 

στα κύτταρα αυτά την παραγωγή ερυθροκυτταρικών στοιχείων και αιµοσφαιρίνης 

(Andersson et al., 1979, Jokinen et al., 1979). Παράλληλα, άλλες µελέτες έδειξαν ότι 

τα Κ562 κύτταρα εµφανίζουν τουλάχιστον δύο δυναµικά διαφοροποίησης, προς 
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ερυθροκύτταρα και µεγακαρυοκύτταρα, αναλόγως των επαγωγέων που 

χρησιµοποιούνται (Vainchenker et al., 1981). 

Η διαφοροποίηση των Κ562 κυττάρων προς κύτταρα που παράγουν 

αιµοσφαιρίνη έχει επιτευχθεί µε πολλούς επαγωγείς όπως η αιµίνη, η υδροξυουρία, οι 

ανθρακυκλίνες, η 5-αζακυτιδίνη, αλλά και φάρµακα που δεσµεύονται σε G + C 

πλούσιες περιοχές του DNA, όπως η µιθραµυκίνη και η χρωµοµυκίνη. Κατά τη 

διαφοροποίησή τους, τα Κ562 κύτταρα παράγουν πρώιµες και ώριµες εµβρυονικές 

αιµοσφαιρίνες (Bianchi et al., 1999, Hoffman et al., 1980, Rutherford et al., 1979). 

Για το λόγο αυτό, το βουτυρικό οξύ και η 5-αζακυτιδίνη έχουν χρησιµοποιηθεί σε in 

vivo πειράµατα µε σκοπό τη θεραπεία ασθενών µε β- θαλασσαιµία (DeSimone et al., 

1982, Lowrey and Nienhuis, 1993). Συγκεκριµένα, η δράση της αιµίνης στα Κ562 

εντοπίζεται στο µεταγραφικό επίπεδο, όπου οδηγεί σε αύξηση των επιπέδων των 

mRNA των ζ-, ε-, γ- και α- γονιδίων της αιµοσφαιρίνης (Charnay and Maniatis, 

1983, Dean et al., 1983), ενώ στην περίπτωση της υδροξυουρίας έχουµε αύξηση της 

µεταγραφής των ζ- και ε- γονιδίων. Επιπρόσθετα, έχει δειχτεί ότι τα αποτελέσµατα 

της επαγωγής της σύνθεσης των αιµοσφαιρινών, από την αιµίνη και την υδροξυουρία, 

είναι αντιστρεπτά στα Κ562 κύτταρα και δε σχετίζονται µε επαγωγή προς τελική 

διαφοροποίηση (Dean et al., 1981, Erard et al., 1981). Βέβαια, υπάρχουν ενδείξεις 

ότι τα Κ562 κύτταρα µπορούν να δεσµευτούν προς τελική διαφοροποίηση από την 

αραβινο φουρανοσυλ- κυτοσίνη (Ara-C), αφού εκτός από τον διαφοροποιηµένο 

φαινότυπό τους, αυτή σχετίζεται και µε την απώλεια της κλωνογενετικής τους 

ικανότητας (Luisi-DeLuca et al., 1984). 

Συνεπώς, τα Κ562 κύτταρα αποτελούν ένα ενδιαφέρον σύστηµα για τη µελέτη 

της διαφοροποίησης ανθρώπινων κυττάρων προς κύτταρα της ερυθράς σειράς, καθώς 

και των µηχανισµών που εµπλέκονται στη διαδοχική έκφραση των γονιδίων της 

αιµοσφαιρίνης (Charnay and Maniatis, 1983). 

1.3 Χηµικοί επαγωγείς της διαφοροποίησης λευχαιµικών κυττάρων 

Από την ανακάλυψη του DMSO ως επαγωγέα της διαφοροποίησης των MEL 

κυττάρων (Friend et al., 1971) µέχρι σήµερα, µία πληθώρα ουσιών έχει 

χρησιµοποιηθεί για το σκοπό αυτό. Οι ουσίες αυτές διαφέρουν στη χηµική δοµή, τις 

φυσικοχηµικές ιδιότητες, την εξειδίκευσή όσον αφορά τη δράση τους σε 
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συγκεκριµένες κυτταρικές σειρές, ακόµη και τη συγκέντρωση στην οποία 

παρατηρείται το βέλτιστο ποσοστό διαφοροποίησης. Ποσοτικές µελέτες της σχέσης 

δοµής – δραστικότητας έδειξαν ότι ορισµένες κατηγορίες χηµικών επαγωγέων µπορεί 

να διαθέτουν κοινά δοµικά χαρακτηριστικά, κάτι που τους δίνει τη δυνατότητα να 

δρουν µε κοινό µηχανισµό είτε µέσω κάποιων υποδοχέων, είτε µέσω της ρύθµισης 

κάποιων σηµατοδοτικών µονοπατιών (Tsiftsoglou et al., 2003). 

Σε σχέση µε το µηχανισµό δράσης τους, οι επαγωγείς της διαφοροποίησης 

µπορούν να ταξινοµηθούν στις εξής κατηγορίες: 

1.3.1 Ρετινοειδή. Η πιο γνωστή ουσία της κατηγορίας αυτής είναι το ATRA (All-

trans-RA), που αποτελεί επαγωγέα της διαφοροποίησης των HL-60 κυττάρων προς 

κοκκιοκύτταρα (Breitman et al., 1980), ενώ ακόµη παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

ανάπτυξη και διαφοροποίηση αρκετών ιστών, µεταξύ άλλων και του µυελού των 

οστών. Το ATRA δρα µέσω του RAR-alpha υποδοχέα του ρετινοϊκού οξέος (Collins 

et al., 1990). 

1.3.2 Επαγωγείς που δρουν µέσω της αλλαγής δοµής του DNA. Στην κατηγορία 

αυτή εντάσσονται οι επαγωγείς που δρουν µέσω της υποµεθυλίωσης του DNA, όπως 

π.χ. η 5-αζακυτιδίνη (Christman et al., 1983), αναστολείς των απακετυλασών των 

ιστονών, όπως π.χ. το βουτυρικό οξύ (Andersson et al., 1979) και αναστολείς των 

τοποισοµερασών του DNA, όπως π.χ. η novobiocin (Constantinou et al., 1989).  

1.3.3 Παράγωγα των πουρινών και πυριµιδινών. Τα ένζυµα που συµµετέχουν στο 

µεταβολισµό των πουρινών και πυριµιδινών, κατά τη βιοσύνθεση του DNA και του 

RNA, αποτέλεσαν από τους πρώτους στόχους για τη δηµιουργία αντινεοπλασµατικών 

φαρµάκων. Ως αναστολείς αυτών των ενζύµων χρησιµοποιούνται διάφοροι 

αντιµεταβολίτες των πουρινών ή πυριµιδινών (Hatse et al., 1999). Το πιο γνωστό 

φάρµακο της κατηγορίας αυτής είναι η 5-FU (5- φθορο-ουρακίλη), η οποία µεταξύ 

άλλων επάγει και τη διαφοροποίηση των Κ562 κυττάρων (Yang and Chang, 1995).  

1.3.4 Ενεργοποιητές και καταστολείς σηµατοδοτικών µονοπατιών. Αρκετές 

µελέτες έχουν δείξει τη σηµασία της φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών στη ρύθµιση 

της ανάπτυξης,  της διαφοροποίησης και της απόπτωσης. Αναστολείς κινασών, όπως 

των PKA και PKB κινασών, των MAPK, των JNK/SAPK (c-jun N-terminal 
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kinase/stress-activated protein kinases) ή των p38 κινασών έχουν χρησιµοποιηθεί ως 

επαγωγείς της διαφοροποίησης λευχαιµικών κυττάρων (Kyriakis and Avruch, 2001). 

1.3.5 Πολικές ενώσεις και ουρέιδο-παράγωγα της πυριδίνης. Η πιο γνωστή ένωση 

της κατηγορίας αυτής είναι το διµέθυλο σουλφοξείδιο (DMSO), που 

χρησιµοποιήθηκε αρχικά στην επαγωγή της διαφοροποίησης των MEL και HL- 60 

κυττάρων (Collins et al., 1978, Friend et al., 1971). Ο µηχανισµός δράσης του 

DMSO δεν έχει διαλευκανθεί πλήρως, αλλά έχει δειχτεί ότι συµµετέχει στη 

διαταραχή της δράσης της PKC κινάσης, στην αύξηση της ρευστότητας της 

µεµβράνης και την αύξηση της δέσµευσης ασβεστίου, καθώς και στην αλλαγή της 

έκφρασης των γονιδίων c-myc και p53 (Tsiftsoglou and Robinson, 1985). Άλλες 

γνωστές πολικές ενώσεις είναι τα δις-ακεταµίδια (π.χ. HMBA) (Reuben et al., 1976), 

οι βενζοδιαζεπίνες (Wang et al., 1984), οι κυκλικές ουρίες και θειουρίες (Li et al., 

1981), υποκατεστηµένα αµίδια, λακτάµες και 2-πυριδόνες (Li et al., 1981) και τα 

ουρέιδο-παράγωγα της πυριδίνης (Pappas et al., 1992). 

1.3.6 Αιµίνη. Αποτελεί φυσικό επαγωγέα της ερυθροποίησης των Κ562 κυττάρων 

και δεν έχει ούτε δοµικές, ούτε µηχανιστικές οµοιότητες µε της ουσίες που 

προαναφέρθηκαν (Rutherford et al., 1979). 

1.3.7 Κυτταροκίνες. Επιπλέον των χηµικών επαγωγέων, έχει δειχτεί ότι αρκετές 

κυτταροκίνες, κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες καλλιέργειας, επάγουν τη 

διαφοροποίηση αρκετών λευχαιµικών κυτταρικών σειρών. Παραδείγµατα αποτελούν 

η ερυθροποιητίνη (Busfield and Klinken, 1992) και ο παράγοντας GM-CSF (Komatsu 

et al., 1997). 

Στον Πίνακα 2 δίνονται οι πιο γνωστοί από τους χηµικούς επαγωγείς της 

διαφοροποίησης των Κ562 ανθρώπινων ερυθρολευχαιµικών κυττάρων, καθώς και ο 

τελικός φαινότυπος των διαφοροποιηµένων κυττάρων σε κάθε περίπτωση. 
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Πίνακας 2. Χηµικοί επαγωγείς της διαφοροποίησης των ανθρώπινων 

ερυθρολευχαιµικών κυττάρων Κ562 (Tsiftsoglou et al., 2003). 
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ǼʌĮȖȦȖȚțȑȢ ȠȣıȓİȢ 
ȉİȜȚțȩȢ ĳĮȚȞȩĲȣʌȠȢ 

(ȝİĲȐ ĲȘ įȚĮĳȠȡȠʌȠȓȘıȘ) 
ǹȞĮĳȠȡȑȢ 

Anthracyclins İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ 
(Steinheider et al., 1986; 

Tsiftsoglou et al., 1991) 

Apicidin İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Witt et al., 2003) 

5-Azacytidine İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Gambari et al., 1984) 

Butyric acid İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Cioe et al., 1981) 

Chromomycin İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Bianchi et al., 1999) 

cis-platin İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Bianchi et al., 2000) 

Ara-C İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Bianchi Scarra et al., 1986) 

5-FU İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Yang and Chang, 1995) 

Hemin İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Rutherford et al., 1979) 

Herbimycin İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Honma et al., 1989) 

HMBA 
İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ –  

ȝİȖĮțĮȡȣȠțȪĲĲĮȡĮ 
(Green et al., 1993) 

Hydroxyurea İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Erard et al., 1981) 

Mithramycin İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Bianchi et al., 1999) 

PMEA İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Hatse et al., 1996) 

Phorbol esters  
(PMA, TPA) 

ȝİȖĮțĮȡȣȠțȪĲĲĮȡĮ (Whalen et al., 1997) 

PA İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Samid et al., 1992) 

Resveratrol İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Rodrigue et al., 2001) 

Sodium butyrate 
İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ –  

ȝİȖĮțĮȡȣȠțȪĲĲĮȡĮ 

(Lozzio et al., 1979; 

Sutherland et al., 1986) 

Tiazofurin İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ 
(Hatse et al., 1996; Olah et 

al., 1988) 

Tallimustine İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Bianchi et al., 2001) 

Vitamin B12 İȡȣșȡȠțȪĲĲĮȡĮ (Rowley et al., 1981) 

 

ȆȓȞĮțĮȢ ǹ.2. ȋȘȝȚțȠȓ İʌĮȖȦȖİȓȢ ĲȘȢ įȚĮĳȠȡȠʌȠȓȘıȘȢ ĲȦȞ ĮȞșȡȫʌȚȞȦȞ 

İȡȣșȡȠȜİȣȤĮȚȝȚțȫȞ țȣĲĲȐȡȦȞ Ȁ562 (Tsiftsoglou et al., 2003b). 
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1.4 Η επαγόµενη από την αιµίνη διαφοροποίηση των ανθρώπινων 

Κ562 ερυθολευχαιµικών κυττάρων. 

Από τα µέσα της δεκαετίας ’70 παρατηρήθηκε ότι η αιµίνη επάγει την 

ωρίµανση τόσο των ανθρώπινων Κ-562 όσο και των MEL ερυθρολευχαιµικών 

κυττάρων από ποντίκι, (Ross and Sautner, 1976, Rutherford et al., 1979, Sassa, 

1976). Επιπλέον, η παρατήρηση ότι λευχαιµικές κυτταρικές σειρές, µετά την επαγωγή 

της διαφοροποίησης τους µε αιµίνη, χάνουν την ικανότητά τους να καταστέλλουν την 

ανάπτυξη των CFU-Es και BFU-Es στο µυελό των οστών, έδωσε στην αιµίνη µεταξύ 

άλλων και κλινική αξία όσον αφορά τη θεραπεία της λευχαιµίας (Steinberg et al., 

1985). Η αιµίνη µεταφέρεται στα Κ562 κύτταρα είτε µέσω της HPX (hemopexin), 

µιας πρωτεΐνης υπεύθυνης για τη µεταφορά της αιµίνης από το πλάσµα στο 

εσωτερικό των κυττάρων, είτε µέσω πρωτεϊνών που λειτουργούν ως µεµβρανικοί 

υποδοχείς της ή ακόµα και µε απλή παθητική διάχυση, λόγο του υδρόφοβου 

χαρακτήρα της και της ιδιότητάς της να αλληλεπιδρά µε τα φωσφολιπίδια της 

κυτταρικής µεµβράνης (Taketani, 2005, Tsiftsoglou et al., 2006). Στη συνέχεια 

δεσµεύεται από ενδοκυττάριες και πυρηνικές πρωτεΐνες, οι οποίες ονοµάζονται 

HeBPs (hemin binding proteins), (Majuri, 1989). 

Στα Κ-562 κύτταρα, η αιµίνη αυξάνει επίσης το ρυθµό της µεταγραφής των 

γονιδίων των σφαιρινών, µε αντιστρεπτό τρόπο (Charnay and Maniatis, 1983, Dean 

et al., 1981). Πιο συγκεκριµένα, επάγει εκλεκτικά την έκφραση των εµβρυϊκών 

(Portland, Gower) και των ώριµων εµβρυϊκών (HbF, Barts) γονιδίων (Benz et al., 

1980; Fibach et al., 1995, Rutherford et al., 1979). Η επαγωγή της διαφοροποίησης 

των κυττάρων αυτών από την αιµίνη δεν γίνεται µέχρι τα τελικά στάδια ωρίµανσής 

τους και δεν τους στερεί την ικανότητα πολλαπλασιασµού (Gusella et al., 1980). 

Συνδυασµός αιµίνης και διάφορων αντινεοπλασµατικών φαρµάκων οδηγεί τα Κ562 

κύτταρα στο τελικό στάδιο ωρίµανσής τους και στην έλλειψη ικανότητας 

πολαπλασιασµού, πράγµα που µπορεί να αποδειχτεί χρήσιµο στη θεραπεία του 

καρκίνου. Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί ο συνδυασµός αιµίνης και 

ανθρακυκλινών, όπως π.χ. aclacinomycin και musetamycin (Tsiftsoglou et al., 1991). 

Υποστηρίζεται οτι ο µηχανισµός δράσης της αιµίνης έγκειται στη δυνατότητα 

αλληλεπίδρασής της µε πλήθος µεταγραφικών παραγόντων, όπως οι NF-E2, Oct-1 
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και GATA-1, οι οποίοι δρουν επιλεκτικά στον υποκινητή του γονιδίου της Gγ 

σφαιρίνης (Aries et al., 1996; Palma et al., 1994). Πρόσφατα έχει δειχτεί ότι η αιµίνη 

ενεργοποιεί ταυτόχρονα τα γονίδια των α- και β-σφαιρινών και της οξυγονάσης της 

αίµης-1 (ΗΟ-1), µέσω της αποµάκρυνσης του µεταγραφικού καταστολέα Bach1 (Sun 

et al., 2002, Tahara et al., 2004). Ακόµα, µέσω της ενεργοποίησης των ERK 

κινασών, η αιµίνη επάγει την παραγωγή ώριµων εµβρυικών αιµοσφαιρινών στα Κ562 

κύτταρα (Woessmann and Mivechi, 2001).  

2 Υποξία 

Κατά την εξέλιξη, οι οργανισµοί ανέπτυξαν µηχανισµούς για τη διατήρηση 

της οµοιοστασίας του οξυγόνου σε επίπεδο κυττάρων και συστηµάτων. Οι 

µηχανισµοί αυτοί δίνουν τη δυνατότητα στα κύτταρα να αισθάνονται και να 

προσαρµόζονται στις µεταβολές της συγκέντρωσης οξυγόνου, όπως στην αύξηση των 

επιπέδων του (υπεροξία) ή στη µείωση (υποξία). Η υπεροξία µπορεί να οδηγήσει σε 

σχηµατισµό δραστικών µορφών οξυγόνου και οξειδωτικές βλάβες. Η υποξία σε 

φυσιολογικές καταστάσεις αποτελεί το απαραίτητο εξωκυττάριο ερέθισµα για την 

οµαλή εµβρυογένεση, την διατήρηση της πολυδυναµίας των στελεχιαίων κυττάρων 

και τη διαδικασία της ερυθροποίησης. Η ενεργοποίηση της παραγωγής των 

ερυθροκυττάρων είναι µια από τις καλύτερα µελετηµένες συστηµατικές προσαρµογές 

στην υποξία. Η παραγωγή της ερυθροποιητίνης ως απάντηση στην υποξία διεγείρεται 

κυρίως από τους επαγόµενους από την υποξία µεταγραφικούς παράγοντες HIFs. 

Τα κύτταρα αποκρίνονται στις µεταβολές του οξυγόνου µε αλλαγές της 

έκφρασης γονιδίων τα προϊόντα των οποίων βοηθούν στην προσαρµογή των 

κυττάρων, προάγοντας µεταξύ άλλων τη διαφοροποίηση, την απόπτωση, την 

ερυθροποίηση. Η επαγωγή από την υποξία των διαφορετικών αυτών γονιδίων, 

ορισµένα από τα οποία εκφράζονται γενικά και ορισµένα ιστοειδικά, φαίνεται ότι 

εξαρτάται από ένα κοινό µηχανισµό αίσθησης οξυγόνου και µεταγωγής σήµατος, ο 

οποίος ενεργοποιεί την οικογένεια των µεταγραφικών παραγόντων που επάγονται 

από την υποξία (Hypoxia Inducible Factor HIFs).  
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2.1 Υποξία και µεταγραφικοι παράγοντες που επάγονται από την 

υποξία HIFs 

Οι επαγόµενοι από την υποξία HIFs ανήκουν στην µεγάλη οικογένεια 

µεταγραφικών παραγόντων µε δοµή έλικας-στροφής-έλικας (basic helix-loop-

helix/PER-ARNT-SIM, bHLH/PAS). Οι bHLH περιοχές είναι υπεύθυνες για το 

διµερισµό και την σύνδεση ενός µεγάλου αριθµού µεταγραφικών παραγόντων στο 

DNA. Η περιοχή ΡΑS περιέχει δύο εσωτερικές οµόλογες υποπεριοχές τις Α και Β 

που έχουν βασικά αµινοξέα και οι οποίες εµπλέκονται σε αλληλεπιδράσεις µεταξύ 

διαφόρων πρωτεϊνών (Wang, GL et al., 2012). 

Οι πρωτεΐνες HIFs είναι ετεροδιµερείς, αποτελούµενες από δυο υποµονάδες, 

την α-υποµονάδα, η οποία είναι ευαίσθητη στο οξυγόνο και τη β-υποµονάδα (ΑRNT) 

η οποία έχει σταθερή έκφραση και είναι ανεξάρτητη από τη συγκέντρωση οξυγόνου. 

Υπάρχουν περισσότερες από µια α υποµονάδες, η HIF-1α, HIF-2α και η HIF-3α.  

Παρουσία οξυγόνου, οι HIF-α υποµονάδες υδροξυλιώνονται, ουβικουιτινυλιώνονται 

και αποικοδοµούνται από το πρωτεάσωµα. Κατά τη διάρκεια της υποξίας, οι 

υποµονάδες του HIF οδηγούνται στον πυρήνα, µέσω των ειδικών αλληλουχιών που 

βρίσκονται στην πρωτεΐνη, τα σήµατα πυρηνικού εντοπισµού (Nuclear Localization 

Signal, NLS) και σχηµατίζουν ένα ενεργό σύµπλοκο µε τις β υποµονάδες (HIF-

α/ΑRNT).  Οι HIF-α υποµονάδες αλληλεπιδρούν µε τον ARNT σε στοιχεία 

απόκρισης στην υποξία (hypoxia responsive elements HRE) των γονιδίων στόχων και 

επάγουν τη µεταγραφή τους. Τα γονίδια αυτά κωδικοποιούν πρωτεΐνες που 

συµβάλλουν στην προσαρµογή των κυττάρων στην υποξία όπως για παράδειγµα µε 

την αύξηση της ερυθροποίησης ή της αγγειογένεσης και τη µεταφορά της γλυκόζης. 

(Semenza, GL 2007, 2009). 

2.1.1 HIF- 1α 
O HIF-1 ανακαλύφθηκε το 1992 µέσω της ανάλυσης των µοριακών 

µηχανισµών επαγωγής του γονιδίου της ερυθροποιητίνης (EPO) (Semenza GL and 

Wang  GL 1992, Semenza GL 2007, Weidemann A and Johnson RS 2008). Ο HIF-1α 

αποτελείται από 826 αµινοξέα και η αλληλουχία του είναι αρκετά  συντηρηµένη 

καθώς εµφανίζει περίπου 90% οµοιότητα ανάµεσα στον άνθρωπο, το ποντίκι και τον 

αρουραίο. Η έκφραση της πρωτεΐνης του HIF-1α είναι διαρκής αλλά η 

σταθεροποίησή της εξαρτάται από την ενδοκυττάρια συγκέντρωση οξυγόνου. Επίσης 
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ο HIF-1α φαίνεται να εκφράζεται σχεδόν σε όλους τους τύπους των κυττάρων. Στο 

αµινοτελικό του άκρο περιέχει µια περιοχή βασικών αµινοξέων (17-30), την περιοχή 

HLH (αµινοξέα 31-71) και την περιοχή PAS (αµινοξέα 99-343) µε τις Α (99-209) και 

Β (242-343) υποπεριοχές. Τα πρωτεϊνικά µοτίβα bHLH-PAS που βρίσκονται στην 

αµινο-τελική περιοχή του HIF-1α απαιτούνται για το διµερισµό µε τον ARNT και την 

πρόσδεση στα HREs µε αλληλουχία 5’RCGTG3’. Ο HIF-1α διαθέτει δυο περιοχές 

ενεργοποίησης της µεταγραφής (Trans Activation Domains, TADs), οι οποίες 

εντοπίζονται στο καρβοξυτελικό τµήµα του HIF-1α, µια αµινοτελική, την Ν-TAD 

(αµινοξέα 531-575) και µια καρβοξυτελική, την C-TAD (αµινοξέα 813-826). H Ν-

TAD περιοχή αλληλεπικαλύπτεται µε την ODD περιοχή (Oxygen Dependent 

Degradation) (αµινοξέα 401-603) που είναι υπεύθυνη για την αποικοδόµηση του 

HIF-1α σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου (Dery, MA et al., 2005) (Εικόνα 3). 

Επιπλέον,  ο HIF-1α περιέχει δυο πιθανά σήµατα πυρηνικού εντοπισµού (NLS: 

nuclear localization signals) τα N-NLS (αµινοξέα 17-74) και CNLS (αµινοξέα 718-

721) (Kallio, PJ et al., 1998). 

 
Εικόνα 3: Πρωτεϊνικές περιοχές των HIF-1α, HIF-2α και ARNT. Οι πρωτεΐνες 
περιέχουν µια περιοχή bHLH που ευθύνεται για την πρόσδεσή τους στο DNA και δύο PAS 
περιοχές (Α & Β) που βοηθούν στον ετεροδιµερισµό τους (µε τον ARNT). Στο 
καρβοξυτελικό του άκρο οι HIF-1α και HIF-2α περιέχουν δύο περιοχές ενεργοποίησης της 
µεταγραφής N-TAD και C-TAD (ενώ ο ARNT έχει µια περιοχή TAD), και την περιοχή ODD 
που είναι υπεύθυνη για την οξυγόνο-εξαρτώµενη αποικοδόµησή του.   
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2.1.2 HIF-2α  

 Ο HIF-2α, επίσης γνωστός ως endothelial PAS domain protein 1 EPAS-1, 

member of PAS family 2 MOP2, HIF-like factor HLF και HIF-related factor HRF, 

αποτελείται από 870 αµινοξέα και ανιχνεύτηκε αρχικά στα ενδοθηλιακά κύτταρα των 

αγγείων.  

Στη συνέχεια, µε λεπτοµερείς µελέτες σε όλους τους ιστούς σε συνθήκες 

υποξίας βρέθηκε ότι ο HIF-2α εκφράζεται στο ήπαρ, στους πνεύµονες, στα νεφρά, 

στην καρδιά, στον εγκέφαλο και στο επιθήλιο του παχέος εντέρου, όπου η δράση του 

φαίνεται να υπερέχει έναντι του HIF-1α (Tian, H et al., 1997, Wiesener, MS et al., 

2003). Επίσης, µε πειράµατα ανοσοϊστοχηµείας ανιχνεύθηκε η έκφραση του HIF-2α 

σε ηπατοκύτταρα, επιθηλιακά κύτταρα του δωδεκαδάκτυλου, νεφρικά κύτταρα, 

καρδιοµυοκύτταρα και αστροκύτταρα όταν αυτά υποβάλλονται σε συστηµατική 

υποξία (Wiesener, MS et al., 2003). Ενδιαφέρον είναι ότι τα επίπεδα του mRNA του 

HIF-2α είναι υψηλά σε ιστούς που είναι κυρίως υπεύθυνοι για τη µεταφορά 

οξυγόνου, όπως στον πνεύµονα, την καρδιά και το ενδοθήλιο (Tian, H et al., 1997), 

(Wiesener, MS et al., 2003),(Patel, SA and Simon, MC 2008). 

 O HIF-2α παρουσιάζει περίπου 48% οµολογία µε τον HIF-1α µε τον 

υψηλότερο βαθµό οµολογίας να εντοπίζεται στις περιοχή bHLH µε ποσοστό 85%, 

και στις περιοχές PAS-Α και PAS-Β µε 68% και 73% αντίστοιχα (Tian, H et al., 

1997, Hu, CJ et al., 2003). Στην αµινοτελική περιοχή του HIF-2α όπως και του HIF-

1α βρίσκονται τα πρωτεϊνικά µοτίβα bHLH-PAS που απαιτούνται για το διµερισµό 

τους µε τον ARNT και την πρόσδεση στα HREs. Ο HIF-2α διαθέτει δυο περιοχές 

ενεργοποίησης της µεταγραφής στο καρβοξυτελικό τµήµα του συνόλου του HIF-2α, 

µια αµινοτελική, την Ν-TAD (αµινοξέα 496-542) και µια καρβοξυτελική, την C-TAD 

(αµινοξέα 830-870). H Ν-TAD περιοχή αλληλεπικαλύπτεται µε την ODD περιοχή 

(αµινοξέα 366-619), η οποία παίζει ρόλο στην οξυγονο-εξαρτώµενη σταθερότητα της 

πρωτεΐνης και έχει µικρή οµολογία µε εκείνη του HIF-1α  (40%). Υποστηρίζεται οτι 

απονέµει την εξειδίκευση για τα γονίδια στόχους, διότι αντικατάσταση της N-TAD 

περιοχής του HIF-2α από την αντίστοιχη του HIF-1α έχει δείξει ότι µεταβάλει την 

εξειδίκευση της µεταγραφής των γονιδίων στόχων (Hu et al 2003). Η C-TAD περιοχή 

και των δύο ισοµορφών έχει δειχθεί ότι αλληλεπιδρά µε συνενεργοποιητές της 

µεταγραφής όπως είναι µεταξύ άλλων ο CBP (CREB Binding Protein) ,ο p300 και 

πιο πρόσφατα φαίνεται από τη βιβλιογραφία ότι υπάρχουν και άλλοι 

συνενεργοποιητές του HIF-2α όπως ο USF2 και ο ELK1 (Pawlus et al., 2013). 
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2.1.3 HIF- 3α 
Ο HIF-3α ανακαλύφθηκε µεταγενέστερα των HIF-1α και HIF-2α. 

Παρουσιάζει οµοιότητες µε αυτούς ως προς τις περιοχές bHLH (75% και 76% 

οµολογία αντίστοιχα) και PAS (34% και 36% οµολογία στην PAS-A, 40% και 36% 

στην PAS-B). Ο HIF-3α δε διαθέτει την περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής C-

TAD, αλλά µόνο την περιοχή Ν-TAD. Ο HIF-3α, ο οποίος εκφράζεται σε µια 

ποικιλία ιστών ετεροδιµερίζεται µε τον ARNT δηµιουργώντας το σύµπλοκο HIF-3, 

αλλά η µεταγραφική του ενεργότητα διαφέρει από εκείνη των HIF-1 και HIF-2.  

2.1.4 HIF-1β ή ARNT 

	
  
Ο ΗΙF-1β είναι ταυτόσηµος µε την πρωτεΐνη ARNT η οποία έχει την 

ικανότητα να ετεροδιµερίζεται µε τον παράγοντα ΑHR προς σχηµατισµό του 

λειτουργικού υποδοχέα της διοξίνης. Ωστόσο ο ARNT ετεροδιµερίζεται και µε άλλες 

πρωτεΐνες της οικογένειας bHLH-PAS όπως είναι ο HIF-1α, -2α, η Single-minded 

protein 1 και 2 (SIM 1 & 2) και ο παράγοντας Cardiovascular helix-loop-helix factor 

1 (CHF1) (Beischlag, TV et al., 2008). O ARNT αποτελείται από 798 αµινοξέα και 

στο αµινοτελικό του άκρο περιέχει ένα NLS που ευθύνεται για τον πυρηνικό του 

εντοπισµό, µια περιοχή bHLH υπεύθυνη για την πρόσδεση στο DNA και την PAS 

περιοχή για τον ετεροδιµερισµό του (Εικόνα 1). Στο καρβοξυτελικό του άκρο 

υπάρχει µια περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής η οποία δεν φαίνεται να παίζει 

ρόλο στη µεταγραφική ενεργότητα των ετεροδιµερών HIF-1/2α/ARNT ή AhR/ARNT 

(Dery, MA et al., 2005). 

 

2.2 ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΗΣ HIF-α ΥΠΟΜΟΝΑΔΑΣ 

Για να είναι µεταγραφικά ενεργές οι α υποµονάδες των HIF, υπόκεινται σε 

µια πληθώρα ρυθµίσεων σε διάφορα στάδια, όπως η µεταγραφή των γονιδίων των 

HIF-1α και HIF-2α, η σύνθεση και η σταθεροποίηση της πρωτεΐνης τους καθώς και η 

είσοδός τους στον πυρήνα, ο διµερισµός τους µε τον ARNT, η πρόσδεση στο DNA 

και η αλληλεπίδραση µε άλλους παράγοντες της µεταγραφής ρυθµίζονται τόσο από 

οξυγόνο-εξαρτώµενες όσο και από οξυγόνο-ανεξάρτητες διαδικασίες.  
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2.2.1 ΟΞΥΓΟΝΟ-ΕΞΑΡΤΩΜΕΝΗ ΡΥΘΜΙΣΗ 

2.2.1.1 Υδροξυλίωση των HIFs 

Οι HIF-1α και HIF-2α, λόγω της µεγάλης οµολογίας τους, παρουσιάζουν 

κοινή ρύθµιση της σταθερότητας της πρωτεΐνης τους µε οξυγονο-εξαρτώµενο τρόπο 

και της µεταγραφικής ενεργότητας της C-TAD περιοχής τους µέσω υδροξυλίωσης 

µίας συντηρηµένης ασπαραγίνης από τον «παράγοντα αναστολής του HIF» (Factor 

Inhibiting HIF, FIH-1) (Εικόνα 4).  

 
 

Εικόνα 4: Η εξαρτώµενη από το οξυγόνο υδροξυλίωση ρυθµίζει την 

ουβικιτινυλίωση και την συνενεργοποίηση των HIF µεταγραφικών παραγόντων. 

Οι προλυλουδροξυλάσες PHD(1-3) δεσµεύονται στην οξυγονοεξαρτώµενη περιοχή 

αποικοδόµησης των HIFs (ODD) και παρουσία οξυγόνου υδροξυλιώνουν κατάλοιπα 

προλίνης, για να προσδεθεί  η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη VHL, η οποία µε η σειρά 

της στρατολογεί το σύµπλοκο E3 λιγάσης ουβικιτίνης. Η υδροξυλίωση από τον FIH-1 

σε ένα κατάλοιπο ασπαραγίνης στο καρβοξυτελικό άκρο της περιοχής 

συνενεργοποίησης των HIFs εµποδίζει την πρόσδεση του µεταγραφικού 

συνενεργοποιητή  (p300 ή CBP) και τη µεταγραφική ενεργότητά τους (Brahimi-

Horn, MC et al., 2007). 

 

34 

 

 

Εικόνα 2: Οξυγόνο-εξαρτώµενη ρύθµιση της α υποµονάδας των HIF. Το οξυγόνο ρυθµίζει την 

αποικοδόµηση της πρωτεΐνης του HIF-α. Κατά τη νορµοξία υδροξυλιώνονται οι προλίνες των HIF-1/2α 

από τα ένζυµα υδροξυλάσες της προλίνης (PHD) 1-3 και τότε µπορεί να προσδεθεί η πρωτεΐνη VHL. Οι 

HIF-1/2α ουβικιτινιώνονται και οδηγούνται για αποικοδόµηση στο πρωτεάσωµα. Το οξυγόνο ακόµη 

ρυθµίζει την αλληλεπίδραση του HIF-1/2α µε µεταγραφικούς συνενεργοποιητές. Η υδροξυλίωση της 

ασπαραγίνης των HIF-1/2α από το ένζυµο FIH-1 (Factor Inhibiting HIF) εµποδίζει την πρόσδεση των 

πρωτεϊνών p300 και CBP στους HIF-1/2α και έτσι αναστέλλει τη µεταγραφή των γονιδίων στόχων 

(Brahimi-Horn, MC et al., 2007). 

 

 

Σε µια σειρά από µελέτες έχει διερευνηθεί η σηµασία και εξειδίκευση των τριών 

PHDs. Τα γονίδια που κωδικοποιούν τις PHDs εκφράζονται ευρέως. Τα επίπεδα mRNA 

του PHD3 είναι αυξηµένα στην καρδιά, ενώ του PHD1 στους όρχεις. Επίσης, τα επίπεδα 

mRNA του PHD2 και του PHD3 αυξάνονται κατά την υποξία, και σε µερικούς 

κυτταρικούς τύπους ως απάντηση σε αυξητικούς παράγοντες (Kaelin, WG, Jr. and 

Ratcliffe, PJ 2008). Οι τρείς PHDs διαφέρουν στον ενδοκυτταρικό εντοπισµό τους. Η 

PHD1 εντοπίζεται αποκλειστικά στον πυρήνα, η PHD2 βρίσκεται κυρίως στο 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 12:52:16 EEST - 167.114.118.212



	
   27	
  

 

Σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου, οι HIFs παράγονται συνεχώς αλλά 

αποικοδοµούντα αµέσως στο 26S πρωτεάσωµα. Αρχικά, οι HIFs υδροξυλιώνονται σε 

δύο κατάλοιπα προλίνης, P402/P564 του HIF-1α και P405/P531 του HIF-2α, που 

βρίσκονται στην περιοχή οξυγονοεξαρτώµενης αποικοδόµησης (ODD) από τις 

υδροξυλάσες προλίνης ή προλυλο-υδροξυλάσες (Proline Hydroxylase Domain, 

PHD). Οι PHDs συναντώνται σε τρεις ισοµορφές τις PHD1, PHD2 και PHD3 και 

υδροξυλιώνουν προλίνες που περιέχονται στο συντηρηµένο µοτίβο 

LeuXxxXxxLeuAlaPro στην ODD περιοχή των HIFs. Τα ένζυµα αυτά είναι µέλη της 

υπεροικογένειας των διοξυγονασών, περιέχουν Fe+2 στο καταλυτικό τους κέντρο και 

χρειάζονται οξυγόνο (Ο2), α-κετογλουταρικό και ασκορβικό για τη δράση τους.  

Η υδροξυλίωση των HIFs από τις προλυλοϋδροξυλάσες επιτρέπει την 

πρόσδεση της ογοκατασταλτικής πρωτεΐνης VHL (Von Hippel Lindau, pVHL), στην 

περιοχή ODD των HIFs και της ουβικουϊτινυλίωσής τους. O pVHL είναι συστατικό 

του συµπλόκου της Ε3 λιγάσης της ουβικουϊτίνης. Μετά από την πρόσδεσή του 

στους HIFs, ακολουθεί η πρόσδεση των πρωτεϊνών ελογκίνη B και C (elongins B and 

C), της κουλίνης  2 (cullin 2) και της Ring-box1. Οι HIFs ουβικιτινυλιώνονται και 

κατευθύνονται στο πρωτεάσωµα όπου και αποικοδοµούνται (Schofield, CJ and 

Ratcliffe, PJ 2005, Kaelin, WG, Jr. and Ratcliffe, PJ 2008) (Εικόνα 4).  

Oι HIFs, εκτός από τις PHDs, υπόκεινται σε περαιτέρω οξυγονο-εξαρτώµενη 

ρύθµιση της µεταγραφικής τους ενεργότητας. Η HIF-α υποµονάδα υδροξυλιώνεται 

σε ένα κατάλοιπο ασπαραγίνης στη C-TAD περιοχή (Asn803 για τον HIF-1α και 

Asn851 για τον HIF-2α) από την οξυγονο-εξαρτώµενη υδροξυλάση που ονοµάζεται 

παράγοντας αναστολής του HIF (Factor Inhibiting HIF, FIH). Ο FIH είναι και αυτός 

µέλος της υπεροικογένειας των διοξυγενασών και απαιτεί µοριακό οξυγόνο, Fe+2 και 

κετογλουταρικό για τη δράση του (Εικόνα 4). Η υδροξυλίωση της ασπαραγίνης 

αυτής στο καρβοξυτελικό άκρο εµποδίζει την σύνδεση του HIF C-TAD, αλλά όχι του 

N-TAD, µε την πλούσια σε ιστιδίνες περιοχή των µεταγραφικών συν-ενεργοποιητών 

CBP και P300 (Schofield, CJ and Ratcliffe, PJ 2005, Kaelin, WG, Jr. and Ratcliffe, 

PJ 2008). Είναι γνωστό ότι οι περιοχές N-TAD και C-TAD των HIFs είναι υπεύθυνες 

για την έκφραση διαφορετικών οµάδων γονιδίων στόχων. Συνεπώς, ο FIH 

αναστέλλοντας τη µεταγραφική ενεργότητα της περιοχής C-TAD, αλλά αφήνοντας 

ανεπηρέαστη την N-TAD, οδηγεί στην αναστολή της έκφρασης µόνο µιας οµάδας 

γονιδίων στόχων (Webb, JD et al., 2009). Κατά αυτόν τον τρόπο  η C-TAD περιοχή 
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είναι ανενεργή και αναστέλλεται η µεταγραφή των εξαρτώµενων γονιδίων από την 

περιοχή C-TAD.   

Η υδροξυλίωση των HIFs είναι ένας διπλός ελεγκτικός µηχανισµός. Στη 

νορµοξία, οι HIFs αποικοδοµούνται στο πρωτεάσωµα και αν µια ποσότητα της 

πρωτεΐνης διαφύγει από αυτό το µηχανισµό ρύθµισης, αυτή θα είναι µεταγραφικά 

ανενεργή λόγω της δράσης του FIH. Οι PHDs και ο FIH έχουν πολύ διαφορετικές 

σταθερές συγγένειας για το O2. Πιο συγκεκριµένα, η Km του FIH για το οξυγόνο 

είναι 3 φορές χαµηλότερη από αυτήν των PHDs (Koivunen, P et al., 2004). Αυτά τα 

δεδοµένα υποδεικνύουν ότι µια µικρή πτώση στη συγκέντρωση οξυγόνου πρώτα θα 

απενεργοποιήσει τις PHDs και µια µεγαλύτερη µείωση απαιτείται για να επηρεάσει 

την ενεργότητα του FIH. Συνεπώς, τα πρωτεϊνικά επίπεδα των HIF-s θα αυξηθούν, 

αλλά η αναστολή της µεταγραφικής ενεργότητας µέσω του C-TAD θα διατηρείται. 

Ωστόσο, οι HIF-s θα επάγουν την έκφραση µιας οµάδας γονιδίων µόνο µέσω του N-

TAD (Dayan, F et al., 2006).  

 

2.2.2 ΜΗ ΟΞΥΓΟΝΟ-ΕΞΑΡΤΩΜΕΝΗ ΡΥΘΜΙΣΗ 

2.2.2.1 Ρύθµιση σε επίπεδο µεταγραφής 
Σχετικά λίγα είναι γνωστά για την µεταγραφική ρύθµιση των γονιδίων HIF1A 

και EPAS1. Υπάρχουν µόνο µερικές αναφορές που δείχνουν ότι σε καταστάσεις 

φλεγµονής το σηµατοδοτικό µονοπάτι του µεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ 

επηρεάζει τα επίπεδα mRNA του HIF-1α (Frede, S et al., 2006, Rius, J et al., 2008, 

van Uden, P et al., 2008). Συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε ότι η φωσφορυλίωση της 

πρωτεΐνης ΙκΒ (Inhibitory κΒ) και η επακόλουθη ενεργοποίηση των υποµονάδων του 

NF-κΒ (υποµονάδες p50 και p65 (RelA) επηρεάζει τα βασικά επίπεδα mRNA και 

πρωτεΐνης του HIF-1α έπειτα από απόκριση στη θροµβίνη, το H2O2 και την βραχείας 

διάρκειας υποξία (Belaiba, RS et al., 2007, Bonello, S et al., 2007, van Uden, P et al., 

2008). Πιο συγκεκριµένα, οι υποµονάδες p50 και p65 του NF-κΒ αλληλεπιδρούν 

άµεσα µε τον υποκινητή του γονιδίου του HIF-1α. 

Η έκφραση του HIF1A, σε αντίθεση µε εκείνη του EPAS1, ρυθµίζεται επίσης 

από το SWI/SNF σύµπλοκο αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης µέσω της πρωτεΐνης 

BAF57 η οποία είναι γνωστή και ως SMARCE1 (Kenneth, NS et al., 2009). 
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2.2.2.2 Ρύθµιση της πρωτεϊνικής σύνθεσης 
Η υποξία αυξάνει τα επίπεδα των HIFs σε όλους τους κυτταρικούς τύπους. 

Αντίθετα,  η διέγερση από αυξητικούς παράγοντες επάγει την έκφρασή τους µε 

ιστοειδικό τρόπο. Επιπλέον, η υποξία σχετίζεται µε µειωµένη αποικοδόµηση των 

HIFs, ενώ οι αυξητικοί παράγοντες, οι κυτοκίνες και άλλα µόρια διεγείρουν τη 

σύνθεση των HIFs µέσω ενεργοποίησης των µονοπατιών της κινάσης της 

τριφωσφορικής ινοσιτόλης (PI3K) και των πρωτεϊνικών κινασών που 

ενεργοποιούνται από µιτογόνα (Mitogen-activated Protein Kinases, MAPK) (Hansen, 

AE et al., 2011). 

Oι αυξητικοί παράγοντες ενεργοποιούν ένα υποδοχέα κινάσης τυροσίνης, ο 

οποίος µε τη σειρά του ενεργοποιεί την PI3K και τις MAPK. Η ΡΙ3Κ ενεργοποιεί την 

κινάση σερίνης/θρεονίνης ΑKT (επίσης γνωστή ως πρωτεϊνική κινάση Β, ΡΚΒ) και 

την πρωτεΐνη mTOR (mammalian Target of Rapamycin). Στο µονοπάτι των ΜΑΡΚ, 

η ERK1/2, η οποία έχει ενεργοποιηθεί από τη ΜΕΚ, ενεργοποιεί µε τη σειρά της την 

ΜΝΚ. Η ERK και η mTOR φωσφορυλιώνουν την πρωτεΐνη p70 S6 κινάση (S6K), η 

οποία κατόπιν φωσφορυλιώνει την S6 ριβοσωµική πρωτεΐνη και την προσδενόµενη 

στον ευκαρυωτικό παράγοντα έναρξης της µετάφρασης 4Ε (eIF-4E) πρωτεΐνη (4Ε-

ΒΡ1). Η πρόσδεση του 4Ε-ΒΡ1 στον eIF-4E εµποδίζεται από τη φωσφορυλίωσή του 

από την mTOR και την ERK έχοντας σαν αποτέλεσµα τη µετάφραση των mRNA µε 

5’ κάλυµµα. Επίσης η ΜΝΚ φωσφορυλιώνει τον eIF-4E και διεγείρει τη δράση του 

απευθείας. Το αποτέλεσµα του µονοπατιού αυτού είναι η αυξηµένη µετάφραση µιας 

οµάδας συγκεκριµένων mRNA στα οποία συµπεριλαµβάνεται και οι HIFs. 

Πρόσφατες µελέτες προτείνουν έναν ακόµη  µηχανισµό ρύθµισης του HIF-2α 

σε µεταφραστικό επίπεδο. Συγκεκριµένα, ο HIF-2α, περιέχει ένα συντηρηµένο και 

λειτουργικό στοιχείο απόκρισης στο σίδηρο (iron-responsive element, IRE) στη 5΄ µη 

µεταφρασµένη περιοχή (5΄UTR) του mRNA του, και µέσω αυτού του IRE, η 

σιδηρορυθµιζόµενη πρωτεΐνη που συνδέεται στο IRE (IRE binding protein1 

(IREBP1, γνωστή επίσης και ως ακονιτάση) ρυθµίζει την µετάφραση του mRNA του 

EPAS1 ανάλογα µε την διαθεσιµότητα του ενδοκυττάριου σιδήρου. Σε συνθήκες 

υποξίας,  όταν τα επίπεδα του σιδήρου είναι ανεπαρκή, η IREBP1 συνδέεται στα IRE 

στο 5΄UTR του mRNA του EPAS1 και αναστέλλει την µετάφραση του HIF-2α 

(Sanchez, M et al., 2007). Αυτή η ρύθµιση είναι ειδική για τον HIF-2α επειδή η 

IREBP1 δεν µπορεί να συνδεθεί στο mRNA του HIF1A ή να ρυθµίσει την 

µετάφρασή του (Zimmer, M et al., 2008) 
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2.2.2.3 Ρύθµιση από µετα- µεταφραστικές τροποποιήσεις  
 Στη µέχρι σήµερα βιβλιογραφία, αναφέρεται ότι οι HIFs µπορούν να 

υποστούν διάφορες µετα- µεταφραστικές τροποποιήσεις, όπως φωσφορυλίωση, 

ακετυλίωση και σουµοϋλίωση.  

• Φωσφορυλίωση 

Ο HIF-1α φωσφορυλιώνεται από τις p42/44 MAPK (Mylonis et al,. 2006) και  

εµποδίζει την έξοδο του HIF-1α από τον πυρήνα, εξουδετερώνοντας την αναγνώριση 

από την εξπορτίνη CRM1 (Mylonis et al,. 2008). Επίσης, ο HIF-1α φωσφορυλιώνεται 

από την καζεϊνική κινάση 1δ CK1δ (Kalousi al,. 2010) επηρεάζοντας αρνητικά τον 

ετεροδιµερισµό του µε τον ARNT. Αυτό οδηγεί σε αναστολή της έκφρασης των 

γονιδίων στόχων του HIF-1. Η καζεϊνική κινάση 2 CK2 φωσφορυλιώνει επίσης τον 

HIF-1α (Cho, H et al., 2007) και πιθανώς επηρεάζει την αλληλεπίδραση µε τον FIH 

(Lancaster, DE et al., 2004) µε αποτέλεσµα την διατήρηση της µεταγραφικής 

ενεργότητας του HIF-1α. Τέλος, ο HIF-1α φωσφορυλιώνεται από  την κινάση της 

συνθάσης του γλυκογόνου GSK3β (Sodhiet et al,. 2001) Αυτή η φωσφορυλίωση 

επηρεάζει αρνητικά τον HIF-1α εντείνοντας την αποικοδόµησή του µέσω 

µηχανισµού ανεξάρτητου από την pVHL (Flugel, D et al., 2007).  

Η φωσφορυλίωση του HIF-2α δεν έχει επαρκώς διαλευκανθεί. Ο HIF-2α 

φωσφορυλιώνεται από την CK2 και αυτή η φωσφορυλίωση είναι σηµαντική για τη 

διατήρηση της µεταγραφικής δραστικότητας του HIF-2α (Gradin, K et al., 2002). 

Επίσης έχει βρεθεί µόνο µία ακόµη κινάση που φωσφορυλιώνει τον HIF-2α, η κινάση 

της πρωτεΐνης D1 (protein kinase D1, PKD1). Αυτή η φωσφορυλίωση εµποδίζει την 

σύνδεση του HIF-2  µε τον µεταγραφικό παράγοντα SP1. 

• Ακετυλίωση 
  Η ακετυλίωση και η αποακετυλίωση των HIFs ρυθµίζει την µεταγραφική τους 

ενεργότητα. Στη διαδικασία αυτή συµµετέχουν οι σιρτουΐνες (sirtuins, Sirt1-7), µία 

οικογένεια αποακετυλασών ευαίσθητες στο οξειδοαναγωγικό στρες και εξαρτώµενες 

από το NAD+
.  H Sirt1 σχηµατίζει σύµπλοκο µε τον HIF-2α και αποακετυλιώνει 

κατάλοιπα λυσίνης στο καρβοξυτελικό του άκρο. Η αποακετυλίωση του HIF-2α από 

την Sirt1 ενισχύει την µεταγραφική του ενεργότητα HIF-2α.  

Η Sirt1 αποακετυλιώνει και τον HIF-1α, µε αποτέλεσµα όµως να 

καταστέλλεται η µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1α (Lim, JH et al., 2010). Επίσης, 

η λυσίνη 532 (K532) που εντοπίζεται στην περιοχή ODD του HIF-1α βρέθηκε να 
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ακετυλιώνεται µέσω µιας ακετυλοτρανσφεράσης, της arrest-defective-1 (ARD1). H 

ακετυλίωση της λυσίνης Κ532 ενισχύει την αλληλεπίδραση του HIF-1α µε την 

πρωτεΐνη VHL και οδηγεί σε αποσταθεροποίηση του (Jeong, JW et al., 2002). 

• Σουµοϋλίωση 
Ο HIF-1α περιέχει τρεις αλληλουχίες για σύνδεση της SUMO πρωτεΐνης. Η 

σουµοϋλίωση του HIF-1α πιστεύεται πως γίνεται από την RanBP2 Ε3 λιγάση η οποία 

εντοπίζεται στην κυτταροπλασµατική πλευρά των πυρηνικών πόρων (Brahimi-Horn, 

C et al., 2005). Ωστόσο, ο ρόλος αυτής της τροποποίησης δεν έχει διευκρινιστεί.  

Μία πρόσφατη µελέτη έδειξε ότι ο HIF-2α είναι πρωτεΐνη στόχος για 

σουµοϋλίωση και ότι περιέχει δύο αλληλουχίες για σύνδεση της SUMO πρωτεΐνης. 

Πειράµατα µε µεταλλάξεις έδειξαν ότι η SUMO-2 πρωτεΐνη συνδέεται στη λυσίνη 

394 του HIF-2α προκαλώντας τη µείωση της µεταγραφικής του ενεργότητας. Ο 

σουµοϋλιωµένος HIF-2α ρυθµίζεται από τις πρωτεΐνες RNF4 λιγάση, SENP1 

πρωτεάση και τον VHL και αποικοδοµείται από το πρωτεάσωµα (van Hagen, M et 

al., 2010). 

2.3 Κοινά και ειδικά γονίδια που ενεργοποιούνται από τους HIFs 

Ο HIF-1 και ο HIF-2, εφόσον προσδεθούν στα HRE των γονιδίων στόχων 

τους, κρίνεται απαραίτητο να αλληλεπιδράσουν µε συνενεργοποιητές της 

µεταγραφής, όπως είναι ο CBP (CREB Binding Protein) και ο p300 µέσω της C-TAD 

περιοχής των HIF-1/2α, για την ενεργοποίηση της µεταγραφής. Αυτή η 

αλληλεπίδραση «στρατολογεί» και άλλους βοηθητικούς συνενεργοποιητές, όπως ο 

SRC-1 (Steroid Receptor Coactivator-1), ο TIF-2 (Transcription Intermediary Factor-

2) και ο Ref-1 (Redox factor-1). Οι συνεργοποιητές παίζουν δύο κύριους ρόλους, 

σταθεροποιούν το σύµπλοκο έναρξης της µεταγραφής το οποίο περιέχει την RNA 

πολυµεράση ΙΙ και επίσης έχουν δράση ακετυλοτρανσφεράσης ιστονών η οποία 

απαιτείται ώστε η πολυµεράση να έχει πρόσβαση στο DNA της χρωµατίνης και να το 

µεταγράψει σε RNA (Ruas, JL et al., 2005).  

Παρόλο που οι HIF-1α και HIF-2α παρουσιάζουν σηµαντικές οµοιότητες στη 

δοµή, στο οξυγονοεξαρτώµενο µηχανισµό ενεργοποίησης και συνδέονται στην ίδια 

αλληλουχία στο DNA, µελέτες όσον αφορά την έκφραση και τη λειτουργικότητα 

τους αποκάλυψαν ότι οι HIF-α υποµονάδες ρυθµίζουν και κοινά και ειδικά γονίδια 

στόχους. Για παράδειγµα, ο HIF-1 είναι ο µόνος που ενεργοποιεί γονίδια που 
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κωδικοποιούν τα  γλυκολυτικά ένζυµα, όπως κινάση του φωσφογλυκερινικού οξέος 

(PGK) και γαλακτική αφυδρογονάση Α (LDHA) κ.α., αυτά που προωθούν την 

απόπτωση όπως το προαποπτωτικό γονίδιο BNIP-3 (Εικόνα 5). Αντίθετα, σε 

συνθήκες υποξίας ο HIF-2α ρυθµίζει αποκλειστικά γονίδια που κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες ή παράγοντες που εµπλέκονται στην ερυθροποίηση, όπως η 

ερυθροποιητίνη (EPO), στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, όπως η κυκλίνη D1 και ο 

µετασχηµατίζων αυξητικός παράγοντας-α (TGF-α) και στην διαφοροποίηση, όπως ο 

εµβρυϊκός µεταγραφικός παράγοντας Oct-4 (Pou5f1, Oct-3/4) ο οποίος διατηρεί την 

πολυδυναµικότητα των στελεχιαίων κυττάρων (Εικόνα 5). Μια τρίτη οµάδα γονιδίων, 

που συµπεριλαµβάνει τον αγγειακό αυξητικό παράγοντα Α (VEGFΑ) και τον 

µεταφορέα της γλυκόζης 1 (GLUT-1) ρυθµίζονται και από τους δυο (Keith, B et al., 

2012). Πρόσφατη µελέτη απέδειξε ότι η Ν-TAD περιοχή της HIF-α υποµονάδας 

απονέµει την εξειδίκευση για τα ειδικά γονίδια στόχους του HIF-1α και του HIF-2α 

ενώ η C-TAD περιοχή επάγει τα κοινά γονίδια στόχους (Εικόνα 5) (Hu, CJ et al., 

2007). 

 
 

    Εικόνα 5: Μερικά κοινά και ειδικά γονίδια-στόχοι των HIF-1α και HIF-2α.  

Επιπλέον, πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι συνεργασία µε άλλους 

µεταγραφικούς παράγοντες απαιτείται για τη βέλτιστη και κυτταροειδική ρύθµιση 

των HIF γονιδίων στόχων.  Μια πολύ πρόσφατη µελέτη, έδειξε για πρώτη φορά ότι ο 

USF2 (upstream stimulatory factor-2), ο οποίος ανήκει στους µεταγραφικούς 

παράγοντες µε δοµή helix-loop-helix-leucine-zip, είναι απαραίτητος για την 

µεταγραφή των HIF-2 γονιδίων στόχων, όπως της EPO, του PAI-1 και του CITED-2 

στην υποξία σε Hep3B, RCC4 και mES. Συγκεκριµένα, η αναστολή της δράσης του 

USF2 µείωσε σηµαντικά την επαγωγή των HIF-2 γονιδίων στόχων σε συνθήκες 
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υποξίας, ενώ η επαγωγή της δράσης του USF2, σε κύτταρα που δεν ήταν ενεργός, 

ενεργοποίησε την µεταγραφή των HIF-2 γονιδίων στόχων σε συνθήκες υποξίας. 

Μηχανιστικά, ο USF2 ενεργοποιεί τα HIF-2 γονίδια στόχους, και όχι τα HIF-1 

γονίδια στόχους, µέσω δέσµευσης στους υποκινητές των γονιδίων, αλληλεπίδρασης 

µε το HIF-2α και «στρατολογώντας» τους συνεργοποιητές CBP/P300 µε σκοπό τον 

σχηµατισµό ενός ενισχυµένου µεταγραφικού συµπλόκου (Pawlus, MR et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 12:52:16 EEST - 167.114.118.212



	
   34	
  

3 ΣΤΟΧΟΣ 

Πρώτος στόχος της παρούσας διπλωµατικής εργασίας αποτέλεσε η 

διερεύνηση της επίδραση της υποξίας στον πολλαπλασιασµό και στη διαφοροποίηση 

των ανθρώπινων ερυθρολευχαιµικών  κυττάρων K562 και πιο συγκεκριµένα α) η  

καλλιέργεια και ο πολλαπλασιασµός των ανθρώπινων ερυθρολευχαιµικών  κυττάρων 

K562 σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου και σε συνθήκες υποξίας, β) η 

διαφοροποίησή τους προς ερυθροκύτταρα παρουσία αιµίνης και η µελέτη της 

προόδου της διαφοροποίησής τους και γ) η µελέτη της προόδου της διαφοροποίησης 

των Κ562 παρουσία αιµίνη κάτω από συνθήκες υποξίας.   

Δεύτερος στόχος ήταν η διερεύνηση της έκφρασης των µεταγραφικών 

παραγόντων HIF- 1α και HIF- 2α  υπό την επίδραση της υποξίας κατά τη διάρκεια 

του πολλαπλασιαµού  και της διαφοροποίησης των Κ562 προς κύτταρα της ερυθράς 

σειράς παρουσία αιµίνης. 
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4 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

4.1 Υλικά 

4.1.1 Χηµικά ενώσεις-αντιδραστήρια 
Η προµήθεια των χηµικών αντιδραστηρίων, αναλυτικής καθαρότητας έγινε 

από τις εταιρίες Sigma (St. Louis, USA) και Applichem GmbH (Germany). 

4.1.2 Υλικά µοριακής βιολογίας 
Τα υλικά µοριακής βιολογίας που χρησιµοποιήθηκαν ήταν των εταιριών New 

England BioLabs Inc και Fermentas. 

4.1.3 Αντισώµατα 
Τα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα εξής: 

• Πολυκλωνικό αντί-ΗΙF-1α αντίσωµα (Lyberopoulou et al., 2007) από ορό 

κουνελιού σε αραίωση 1:1000 

• Πολυκλωνικό αντί-HIF-2α αντίσωµα από ορό κουνελιού της εταιρίας Abcam 

σε αραίωση 1:500. 

• Μονοκλωνικό αντί-HIF-2α αντίσωµα από ορό ποντικιού της εταιρίας Novus 

σε αραίωση 1:1000. 

4.1.4 Βιολογικά υλικά – Κυτταρικές σειρές 
Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν τα ανθρώπινα ερυθρολευχαιµικά 

Κ- 562 κύτταρα (ATCC, CCL-243) χρόνιας µυελογενούς λευχαιµίας (CML). 

Τα ανθρώπινα ερυθρολευχαιµικά Κ-562 κύτταρα αποµονώθηκαν αρχικά το 

1975 από τον µυελό των οστών ασθενούς 53 ετών που έπασχε από CML, από τους 

Lozzio B. B. και Lozzio C. B.(Lozzio, C.B.,1975) και αποτελούν ένα από τα πρότυπα 

συστήµατα µελέτης της διαφοροποίησης ερυθρολευχαιµικών κυττάρων. Περιέχουν 

το χαρακτηριστικό γονίδιο BCR-ABL, προϊόν αµοιβαίας µετατόπισης t(9;22), γνωστό 

και ως χρωµόσωµα της Φιλαδέλφειας (Philadelphia chromosome – Ph) και 

εκφράζουν τη BCR-ABL κινάση της τυροσίνης. Επιπλέον, εκφράζουν τα αντιγόνα 

CD7 σε ποσοστό 25% και CD38 (µόνο τα διαφοροποιηµένα κύτταρα). Επίσης, 

συνθέτουν την γλυκοφορίνη Α, ένα εξειδικευµένο για την ερυθρά σειρά συστατικό 

της κυτταρικής µεµβράνης των ερυθροκυττάρων. Mε προσθήκη του επαγωγέα αιµίνη 
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στην καλλιέργεια, τα κύτταρα Κ-562 διαφοροποιούνται και παράγουν αιµοσφαιρίνη 

F (ΗbF). Η επαγωγή των κυττάρων από την αιµίνη εντοπίζεται στο µεταγραφικό 

επίπεδο, µε παράλληλη αύξηση του ποσοστού της µεταγραφής και του επιπέδου της 

συσσώρευσης των ζ-, ε-, γ- και α- mRNAs των γονιδίων της αιµοσφαιρίνης. 

Παράλληλα, άλλες υποκυτταρικές µελέτες έδειξαν ότι τα συγκεκριµένα κύτταρα 

εµφανίζουν δύο τουλάχιστον δυναµικά διαφοροποίησης, προς ερυθροκύτταρα και 

προς µεγακαρυοκύτταρα, ανάλογα µε τους επαγωγείς που χρησιµοποιούνται. 

Αναπτύσσονται σε υγρές καλλιέργειες, χωρίς να προσκολλώνται στο στερεό 

υπόστρωµα του υποδοχέα, αιωρούµενα δηλαδή στο θρεπτικό υγρό (suspension 

culture). Οι πλαστικές φλάσκες που χρησιµοποιήθηκαν (tissue culture flasks) ήταν 

διαφόρων µεγεθών της εταιρείας Corning. Για τη διατήρηση των κυττάρων σε 

εκθετική φάση ανάπτυξης, οι υγρές καλλιέργειες αραιώνονταν κάθε 72h µε καινούριο 

θρεπτικό υλικό. Τα κύτταρα διατηρήθηκαν και αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υγρό 

RPMI-1640, το οποίο περιείχε 10% v/v FBS και 1% v/v PS, σε ειδικό επωαστήρα 

στους 37oC, µε συνεχή παροχή 5% CO2. 

4.1.5 Θρεπτικά υγρά – Οροί – Αντιβιοτικά 

Τα θρεπτικά υγρά, οι οροί και τα αντιβιοτικά που χρησιµοποιήθηκαν ήταν του οίκου 

Gibco-Invitrogen (Life Technologies Inc., U.S.A.). Η προσθήκη ορού FBS και 

µίγµατος αντιβιοτικών PS γινόταν λίγο πριν από την χρήση τους. 

4.2 Μέθοδοι 

4.2.1 Κυτταροκαλλιέργειες 
Τα κύτταρα Κ-562 αναπτύχθηκαν σε εν αιωρήσει κυτταροκαλλιέργειες 

(suspension cultures) σε θρεπτικό υγρό (RPMI-1640) που περιείχε 10% ορό εµβρύου 

µοσχαριού (fetal calf serum, FCS) καθώς και µίγµα αντιβιοτικών που αναστέλλει την 

ανάπτυξη µυκήτων και µικροβίων. Η ανάπτυξη έγινε σε επωαστήρα στους 37οC, µε 

ατµόσφαιρα 5% CO2 και κορεσµένη σε υγρασία (95%). Τα κύτταρα διατηρούνται σε 

συγκεντρώσεις 5x104 - 1x107 κύτταρα/ml και προκειµένου να βρίσκονται σε 

λογαριθµική φάση ανάπτυξης, αραιώνονται κάθε 72 ώρες µε φρέσκο θρεπτικό υλικό. 

Η µέτρηση του αριθµού των κυττάρων γίνεται µε τη µέθοδο του 

αιµατοκυτταρόµετρου (Neübauer) κάτω από µικροσκόπιο και έτσι προσδιορίζεται η 

συγκέντρωση της καλλιέργειας σε κύτταρα/ml. 
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Η επαγωγή της διαφοροποίησης των Κ562 κυττάρων έγινε µε την προσθήκη  

διαλύµατος αιµίνης 60 µΜ και DMSO 1.5% για 96 h, σε καλλιέργεια µε αρχική 

συγκέντρωση 105 κύτταρα/ml.  

4.2.2 Πάγωµα κυττάρων και επανέναρξη καλλιεργειών 

Για το πάγωµα των κυττάρων από µια καλλιέργεια ακολουθήθηκε η εξής 

διαδικασία: κύτταρα τα οποία βρίσκονταν σε µορφή αιωρήµατος φυγοκεντρήθηκαν 

200xg για 3. Μετά από αποµάκρυνση του υπερκείµενου, προστέθηκαν 10 ml 

θρεπτικού υλικού RPMI-1640 ψύξης που περιείχε 10% DMSO 

(διµεθυλοσουλφοξίδιο) και ακολούθησε µεταφορά σε ειδικούς µικροσωλήνες 

(cryotubes, Greiner) και σταδιακή ψύξη τους (-1οC/min) στους -80οC. 

Η επανέναρξη καλλιεργειών από τα αποθηκευµένα κύτταρα έγινε ως εξής: Τα 

παγωµένα κύτταρα ξεπάγωσαν γρήγορα µε θέρµανση τους στους 37οC και στη 

συνέχεια προστέθηκαν στα κύτταρα (για την αποφυγή πρόκλησης ωσµωτικού σοκ) 

10 ml θρεπτικού υλικού RPMI-1640 που περιείχε 10% FBS. Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση των κυττάρων στα 200xg για 3 λεπτά και αφαίρεση του υπερκειµένου. 

Το ίζηµα των κυττάρων επαναιωρήθηκε σε 10 ml θρεπτικού υλικού και µεταφέρθηκε 

σε φλάσκα για περαιτέρω επώαση στους 37οC σε 5% CO2. 

4.2.3 Προσδιορισµός του ρυθµού της κυτταρικής ανάπτυξης 

Για τον προσδιορισµό του ρυθµού της κυτταρικής ανάπτυξης στις 

καλλιέργειες, έγινε µέτρηση του αριθµού των κυττάρων ανά µονάδα όγκου (cells/ml) 

θρεπτικού υγρού σε διάφορες χρονικές στιγµές (0, 24, 48, 72, 96 ώρες). Η κάθε 

µέτρηση πραγµατοποιήθηκε τουλάχιστον εις διπλούν και λήφθηκε ο µέσος όρος. 

Χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος του αιµακυτταρόµετρου (πλάκα Neubauer), µε τη 

βοήθεια κοινού µικροσκοπίου φωτός. 

4.2.4 Προσδιορισµός των διαφοροποιηµένων κυττάρων µε χρώση βενζιδίνης – 
Η2Ο2 

Η συγκεκριµένη µέθοδος στηρίζεται στην εκλεκτική ιστοχηµική αντίδραση 

και χρώση των διαφοροποιηµένων κυττάρων πυ εκφράζουν αιµοσφαιρίνη µε διάλυµα 

βενζιδίνης και H2O2. Έτσι,  τα αδιαφοροποίητα δεν χρωµατίζονται,  ενώ τα κύτταρα 

που περιέχουν αιµοσφαιρίνη (διαφοροποιηµένα) χρωµατίζονται κυανά (Bz+). 
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Για τη µέθοδο αυτή, χρησιµοποιούνται τα παρακάτω διαλύµατα: 

Διάλυµα Α: Υδροχλωρική βενζιδίνη 0,1g, Παγόµορφο CH3COOH 1,5ml, ddH2O 

µέχρι 50ml 

Το διάλυµα Α φυλάσσεται σε σκουρόχρωµο φιαλίδιο στους 4
ο
C και µπορεί να 

διατηρηθεί 2-3 µήνες. 

Διάλυµα Β:  H2O2 (30% v/v) 25-30µl , ddH2O 500µl 

Το διάλυµα Β παρασκευάζεται πριν από κάθε προσδιορισµό σε σκουρόχρωµο 

φιαλίδιο. 

Η χρώση των κυττάρων γίνεται σε 50µl κυττάρων στα οποία προστίθενται 

50µl από το διάλυµα Α και 50µl από το διάλυµα Β. Ακολουθεί ανακίνηση και το 

διάλυµα αφήνεται σε θερµοκρασία δωµατίου 5-6min για να πραγµατοποιηθεί η 

αντίδραση. Ακολούθως, µετράται στο µικροσκόπιο ο συνολικός αριθµός των 

κυττάρων (τουλάχιστον 250- 300 κύτταρα) και ο αριθµός των κυττάρων που έχουν 

χρωµατιστεί κυανά. Θεωρώντας ότι τα κυανά κύτταρα αντιστοιχούν σε εκείνα που 

περιέχουν αιµοσφαιρίνη (διαφοροποιηµένα), υπολογίζεται το % ποσοστό των 

διαφοροποιηµένων κυττάρων στην καλλιέργεια (% Bz+).  

4.2.5 Έλεγχος ζωτικότητας των κυττάρων µε χρώση trypan blue 

Η συγκεκριµένη µέθοδος στηρίζεται στην αντίδραση και χρώση των 

κυττάρων µε το διάλυµα trypan blue (0,4%). Το συγκεκριµένο διάλυµα περιέχει τη 

χηµική ένωση C34H24N6NaO14S4, η οποία είναι ικανή να διαπερνά την κυτταρική 

µεµβράνη όταν αυτή χάσει την ακεραιότητά της, λόγω της εκτεταµένης διάνοιξης των 

κυτταρικών πόρων (µορφολογικό χαρακτηριστικό του κυτταρικού θανάτου). Έτσι, η 

ένωση αυτή χρωµατίζει κυανά τα νεκρά κύτταρα, ενώ δεν επηρεάζει καθόλου τα 

ζωντανά. 

Η χρώση των κυττάρων γίνεται µε προσθήκη 20µl αιωρήµατος της εκάστοτε 

καλλιέργειας σε 20µl έτοιµου διαλύµατος trypan blue (0,4%) και ακολουθεί 

ανακίνηση. Κατόπιν, το διάλυµα αφήνεται σε θερµοκρασία δωµατίου για 5min, έτσι 

ώστε να ολοκληρωθεί η χρωµατική αντίδραση. Στο µικροσκόπιο προσδιορίζεται τόσο 

ο συνολικός αριθµός των κυττάρων (τουλάχιστον 250-300 κύτταρα), όσο και ο 
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αριθµός των κυττάρων που χρωµατίζονται µπλέ. Θεωρώντας ότι τα µπλέ κύτταρα 

είναι τα νεκρά, αφού παρουσιάζουν διαπερατότητα στο trypan blue, υπολογίζεται το 

% ποσοστό των νεκρών κυττάρων στην καλλιέργεια. 

4.2.6 Παρασκευή ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος από τα κύτταρα 
Tα Κ562 κύτταρα συλλέχθηκαν αφαιρώντας αρχικά το υγρό µέσο ανάπτυξης, 

µετά από φυγοκέντρηση στις 1200 στροφές/λεπτό. Έπειτα, ακολούθησε ένα πλύσιµο 

µε ρυθµιστικό διάλυµα PBS, pH 7,4 (8,1 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4, 138 

mM NaCl, 2,67 mM KCl, pH 7,4). Στο ίζηµα των κυττάρων που λήφθηκε µετά από 

φυγοκέντρηση, προστέθηκε µία ποσότητα ρυθµιστικού διαλύµατος λύσης Lysis 

Buffer (50mM Tris HCl pH 7.5, 150mM NaCl, 5mM MgCl2, 1% Triton, 1mM 

PMSF).  

Συγκεκριµένα, για τη διατήρηση της αναλογίας του αριθµού των κυττάρων σε 

κάθε εκχύλισµα, όσον αφορά τα Κ562 κύτταρα έγινε χρήση 100 µl διαλύµατος λύσης 

για 106 κύτταρα. Τα αιωρηµένα κύτταρα παρέµειναν για 10 λεπτά στον πάγο, στο 

διάλυµα λύσης και κατόπιν διαβιβάστηκαν µέσα από σύριγγα ινσουλίνης (1 ml), 

ώστε να σπάσει κατά το δυνατόν το µακροµοριακό DNA. Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση στα 12000 x g, για 15 λεπτά στους 4 °C και συλλογή του 

υπερκείµενου. Το κυτταρικό εκχύλισµα φυλάσσεται στους –70 °C. 

Για την ανάλυση των δειγµάτων µε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση 

προστέθηκε διάλυµα φόρτωσης των δειγµάτων µε SDS και ακολούθησε sonication 

60Hz  και θέρµανση τους στους 96oC για 5 λεπτά. 

4.2.7 Προσδιορισµός πρωτεϊνικής συγκέντρωσης 
Ο προσδιορισµός της περιεκτικότητας ενός δείγµατος σε πρωτεΐνη έγινε 

σύµφωνα µε τη µέθοδο Bradford και βασίζεται στη δηµιουργία συµπλόκου πρωτεΐνης 

µε τη χρωστική Coomassie Brilliant blue G250 σε όξινο περιβάλλον. Κατά τη 

συµπλοκοποίηση το µέγιστο απορρόφησης της χρωστικής µεταβάλλεται από τα 465 

nm στα 595 nm. 

Το αντιδραστήριο αποτελείται από τη χρωστική Coomasie Brilliant Blue 

G250 σε διάλυµα φωσφορικού οξέος και µεθανόλης (Biorad). Μετά την ανάµιξη του 

αντιδραστηρίου µε Η2Ο σε αναλογία 1/4 έως τελικό όγκο 1 ml, προστίθεται το 
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πρωτεϊνικό δείγµα και η απορρόφηση του σχηµατιζόµενου συµπλόκου µετριέται στα 

595 nm. Με βάση την απορρόφηση αυτή και την αναγωγή της σε συγκέντρωση 

πρωτεΐνης χρησιµοποιώντας πρότυπη καµπύλη αναφοράς µε αλβουµίνη (BSA), 

προσδιορίζεται η περιεκτικότητα του δείγµατος σε πρωτεΐνη. 

4.2.8 Ανάλυση πρωτεϊνών µε SDS-PAGE 
Σύµφωνα µε την τεχνική αυτή επιτυγχάνεται ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών µε 

βάση το µοριακό τους βάρος. Στην ηλεκτροφόρηση αυτή χρησιµοποιείται ως 

αποδιατακτικό µέσο το µετά νατρίου άλας του θεϊικού δωδεκυλίου (SDS). Το SDS 

εκτός του ότι αποδιατάσει τις πρωτεΐνες δεσµεύεται πάνω σ’ αυτές µέσω υδρόφοβων 

δεσµών, ανεξάρτητα της ιονικής ισχύος, σε εντελώς καθορισµένα ποσά κατά βάρος 

(1,4 gr SDS/gr πρωτεΐνης). Τα σύµπλοκα που σχηµατίζονται από την αλληλεπίδραση 

µε το SDS είναι επιµήκη, µε σαφή και καθορισµένη δοµή και φέρουν καθαρό 

αρνητικό φορτίο. Επειδή το φορτίο ανά µονάδα µάζας είναι περίπου σταθερό και οι 

υδροδυναµικές ιδιότητες είναι συνάρτηση µόνο του µοριακού βάρους, η 

ηλεκτροφορητική κινητικότητα των πολυπεπτιδικών αλυσίδων είναι µοναδική 

συνάρτηση του µοριακού βάρους. 

Για την παρασκευή της πηκτής για την SDS-PAGE χρησιµοποιήθηκαν οι 

συσκευές της Hoeffeur και της Biorad. Ανάµεσα στις πλάκες της ηλεκτροφόρησης 

προστέθηκε πρώτα 8-10% πηκτής διαχωρισµού (separating gel): 8-10% ακρυλαµίδιο, 

0,375 M Tris-Cl pH 8,8, 2 mM EDTA, 0,1% SDS, 0,04% υπερθειικό αµµώνιο και 

0,02% TEMED σε H2O αφήνοντας περίπου 2 cm από την κορυφή των πλακών για 

την πηκτή επιστοίβαξης (stacking gel): 4,5% ακρυλαµίδιο, 0,125 M Tris-Cl pH 6,8, 2 

mM EDTA, 0,1% SDS, 0,08% υπερθειικό αµµώνιο, 0,04% TEMED σε H2O. Πάνω 

από την πηκτή επιστοίβαξης τοποθετήθηκε χτενάκι και όταν η πηκτή έπηξε 

τοποθετήθηκαν οι πλάκες στη συσκευή, η συσκευή πληρώθηκε µε διάλυµα 

ηλεκτροφόρησης (50 mM Tris-Cl pH 8,3, 0,38 M glycine, 2 mM EDTA, 0.1% SDS). 

Αµέσως µετά φορτώθηκαν τα δείγµατα, στα οποία είχε προηγουµένως προστεθεί 

διάλυµα φόρτωσης (62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 2,3% SDS, 10% glycerol, 0,05% 

Bromophenol Blue, 25 mM DTT) και είχαν θερµανθεί στους 95oC για 5 min, µε τη 

βοήθεια της σύριγγας Hamilton και ηλεκτροφορήθηκαν στα 150V µέχρι η χρωστική 

του διαλύµατος φόρτωσης να φτάσει στο τέλος της πηκτής. 
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4.2.9 Aνοσοαποτύπωση (Western Blotting) 
Όταν η ηλεκτροφόρηση τέλειωσε η πηκτή αφαιρέθηκε προσεκτικά από τη 

συσκευή και τοποθετήθηκε µαζί µε µια µεµβράνη νιτροκυτταρίνης σε ειδική θήκη για 

µεταφορά (transfer) των πρωτεϊνών από την πηκτή στη νιτροκυτταρίνη. Στη θήκη 

τοποθετήθηκαν η νιτροκυτταρίνη και η πηκτή πολυακρυλαµιδίου ανάµεσα σε 

διηθητικό χαρτί (όλα είχαν εµποτιστεί µε διάλυµα µεταφοράς). Αφού αφαιρέθηκαν οι 

τυχόν φυσαλίδες ανάµεσα από την πηκτή και τη νιτροκυτταρίνη η ειδική θήκη 

τοποθετήθηκε στη συσκευή για µεταφορά, µε τη νιτροκυτταρίνη να είναι προς τον 

θετικό πόλο. Η µεταφορά έγινε στα 400 mA για 1 ώρα και 15 λεπτά. 

Μετά το πέρας της µεταφοράς, αφαιρέθηκε η νιτροκυτταρίνη, ξεπλύθηκε µε 

λίγο νερό και τοποθετήθηκε για 2 λεπτά περίπου σε διάλυµα Ponceau S µέχρις ότου 

εµφανιστούν οι πρωτεΐνες µε κόκκινο χρώµα. Κατόπιν η νιτροκυτταρίνη ξεπλύθηκε 

µε PBS-Τween 20 υπό συνεχή ανάδευση µέχρι να αφαιρεθεί το Ponceau.Ακολούθησε 

επώαση της µεµβράνης νιτροκυτταρίνης σε διάλυµα κορεσµού (5% γάλα σε σκόνη, 

και PBS-0,1% Tween 20) για 1 ώρα για τον κορεσµό των θέσεων δέσµευσης 

πρωτεϊνών της µεµβράνης από τις πρωτεΐνες του γάλακτος ώστε να αποφευχθούν µη 

εξειδικευµένες αλληλεπιδράσεις του αντισώµατος µε τη µεµβράνη. Ακολούθησε 

ξέπλυµα 3 φορές µε PBS-0,1% Tween 20 (3x 5 min). Έπειτα έγινε ολονύχτια επώαση 

µε το εκάστοτε πρώτο αντίσωµα στην κατάλληλη αραίωση σε PBS-0,1% Tween 20 

µε 3% γάλα σε σκόνη υπό συνεχή ανάδευση στους 4oC. Ακολουθεί ξέπλυµα 3 φορές 

µε PBS-0,1% Tween 20 (3x 5 min). Ακολούθως έγινε επώαση µε κατάλληλο 

αντίσωµα, το οποίο είναι συζευγµένο µε το ένζυµο υπεροξειδάση και αναγνωρίζει και 

προσδένεται στο πρώτο αντίσωµα. Το δεύτερο αντίσωµα χρησιµοποιείται σε 

κατάλληλη αραίωση, µε 3% γάλα σε σκόνη και PBS- 0,1 % Tween 20 για 1 ώρα υπό 

συνεχή ανάδευση και ξέπλυµα 3 φορές σε PBS- Tween 20 (3x 5 min). 

Για την εµφάνιση των πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της 

ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας. Η µεµβράνη επωάστηκε για ένα λεπτό σε 10 ml 

διαλύµατος λουµινόλης (1,25 mM σε 0,1 Μ Tris-Cl pH 8,5), στο οποίο προστέθηκαν 

10 µl 3% H2O2 και 100 µl κουµαρικού οξέος (6,8 mM σε DMSO). Η συζευγµένη µε 

το δεύτερο αντίσωµα υπεροξειδάση αντιδρά µε το υπεροξείδιο δηµιουργώντας ρίζες 

υπεροξειδίου, οι οποίες αντιδρούν µε τον ενισχυτή της χηµειοφωταύγειας κουµαρικό 

οξύ δηµιουργώντας ρίζες κουµαρικού οξέος. Αυτές µε τη σειρά τους οξειδώνουν της 
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λουµινόλη σε 3-αµινο- φθαλικό, ουσία η οποία εκπέµπει φως. Στη συνέχεια 

ακολούθησε έκθεση της µεµβράνης σε ειδικό φωτογραφικό θάλαµο (Cambridge).  

∆ιαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν:  

∆ιάλυµα µεταφοράς: 48 mM Tris, 39 mM glycine, 20% Methanol, 1,3 mM SDS, pH 

9,2 

Ponceau S 0,2%: 2% Ponceau, 30% τριχλωρο-οξικό οξύ, 30% σουλφοσαλικυλικό 

οξύ, σε τελική αραίωση 1:10 

PBS Phosphate Buffer Saline: 8,1 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4, 138 mM 

NaCl, 2,67 mM KCl, pH 7,4 

PBS-Tween 20: 0,1% Tween 20 σε διάλυµα PBS 
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5 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

5.1 Μελέτη της συµπεριφοράς των ανθρώπινων ερυθρολευχαιµικών 

κυττάρων Κ562 

Αρχικά µελετήθηκε η κινητική της ανάπτυξης και η βιωσιµότητα των 

ανθρώπινων ερυθρολευχαιµικών κυττάρων Κ562 καλλιεργούµενα σε φυσιολογικές 

συγκεντρώσεις οξυγόνου (πείραµα µάρτυρας – control). Για την πραγµατοποίηση του 

πειράµατος καλλιεργήθηκαν κύτταρα Κ562 σε φλάσκες µε αρχική συγκέντρωση 

5x104 κύτταρα/ml για 96 ώρες σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου (21% Ο2, 5% 

CO2). Κάθε 24 ώρες, µετά από χρώση των κυττάρων µε trypan blue, υπολογίστηκε ο 

αριθµός των ζωντανών κυττάρων και το ποσοστό του κυτταρικού θανάτου κάθε 24 

ώρες σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου. 

 

 

Σχήµα 1: Κινητική ανάπτυξης και ποσοστά κυτταρικού θανάτου των κυττάρων 
Κ562 Μέτρηση κάθε 24 ώρες του αριθµού των ζωντανών κυττάρων Κ562 που 
καλλιεργήθηκαν σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου (1Α). Υπολογισµός του 
ποσοστού των νεκρών κυττάρων Κ562 που αναπτύχθηκαν σε φυσιολογικές συνθήκες 
οξυγόνου ανά 24 ώρες (1Β) 
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Από την κινητική της ανάπτυξης του σχήµατος 1Α, φαίνεται οτι τα Κ562 

κύτταρα πολλαπλασιάζονται αργά τις πρώτες 24 ώρες, διπλασιάζονται στις 48 ώρες 

και αναπτύσονται εκθετικά µέχρι τις 72 ώρες. Μετά τις 72 ώρες σταµατά η εκθετική 

ανάπτυξη των κυττάρων και τελικά στις 96 ώρες έχουµε 50x104 κύτταρα/ ml. Η 

µέτρηση του κυτταρικού θανάτου (1Β) δείχνει οτι στις 24, 48 και 72 ώρες υπάρχει 

ένας σταθερός αριθµός κυττάρων που πεθαίνουν κάθε 24ωρο (2% των κυττάρων), 

ενώ στις 96 ώρες ο αριθµός αυτός αυξάνεται στο 4%. Αυτό φαίνεται να συνδέεται µε 

την κινητική ανάπτυξης (1Α), όπου µετά τις 72 ώρες σταµατά η εκθετική ανάπτυξη 

των κυττάρων.  

5.2 Επίδραση της υποξίας στον πολλαπλασιασµό και στη 

διαφοροποίηση των Κ562 ερυθρολευχαιµικών κυττάρων 

Ακολούθως, µελετήθηκε η επίδραση της υποξίας στην ανάπτυξη και στον 

κυτταρικό θάνατο των Κ562 ερυθρολευχαιµικών κυττάρων. 

Γι’ αυτό το πείραµα, τα κύτταρα Κ562 καλλιεργήθηκαν µε αρχική 

συγκέντρωση 5x104 κύτταρα/ml εκτέθηκαν σε  συγκέντρωση Ο2 1% και µετρήθηκε ο 

αριθµός των ζωντανών κυττάρων και το ποσοστό των νεκρών κυττάρων κάθε 24 

ώρες.  
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Σχήµα 2: Κινητική ανάπτυξης και ποσοστά κυτταρικού θανάτου των κυττάρων 
Κ562 σε συνθήκες υποξίας  Μέτρηση κάθε 24 ώρες του αριθµού των ζωντανών 
κυττάρων Κ562 που καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες υποξίας 1% [Ο2] (2Α). 
Υπολογισµός του ποσοστού των νεκρών κυττάρων Κ562 που αναπτύχθηκαν σε 
συνθήκες υποξίας 1% [Ο2]  ανά 24 ώρες (2Β) 
 

Στις καλλιέργειες κυττάρων Κ562 που εκτέθηκαν σε 1% [Ο2], παρατηρήθηκε 

οτι στο χρονικό διάστηµα από 0 έως 48 ώρες, τα κύτταρα Κ562 αναπτύσσονται µε 

τον ίδιο ρυθµό που αναπτύσσονται κάτω από φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου 21% 

[Ο2]. Από τις 48 ώρες και µετά, ο ρυθµός ανάπτυξης των κυττάρων µειώνεται σε 

σχέση µε εκείνο στις καλλιέργειες που αναπτύχθηκαν σε 21% [Ο2] και µετά τις 72 

ώρες σταµατά µε µέγιστο αριθµό κυττάρων 30x104 κύτταρα/ml (2Α). Από το 

διάγραµµα του κυτταρικού θανάτου φαίνεται οτι µετά τις 72 ώρες το ποσοστό των 

κυττάρων που πεθαίνουν αυξάνεται σηµαντικά και φτάνει το 28% στις 96 ώρες (2Β). 

Στις ίδιες συνθήκες, µελετήθηκε και η επίδραση της υποξίας στη 

διαφοροποίηση των Κ562 ερυθρολευχαιµικών κυττάρων.  
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Σχήµα 3: Διαφοροποίηση των Κ562 κυττάρων σε συνθήκες υποξίας. 
Υπολογισµός του ποσοστού των διαφοροποιηµένων κυττάρων Κ562 που 
αναπτύχθηκαν σε συνθήκες υποξίας 1% [Ο2]  ανά 24 ώρες 
 

 
Παρατηρήθηκε οτι στις καλλιέργειες κυττάρων Κ562 που εκτέθηκαν σε 

υποξία 1% [Ο2] το ποσοστό των κυττάρων που διαφοροποιούνται είναι µεγαλύτερο 

σε σχέση µε αυτό  στις καλλιέργειες που αναπτύχθηκαν σε φυσιολογικές 

συγκεντρώσεις οξυγόνου 21% [Ο2]. Πιο ειδικά, παρατηρήθηκε οτι σε νορµοξία 

βρέθηκε ένα πολύ µικρό ποσοστό κυττάρων να διαφοροποιείται, 0.5, 1.2 και 1.8% 

στις 48, 72 και 96 ώρες αντίστοιχα. Το ποσοστό των διαφοροποιηµένων κυττάρων 

που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες υποξίας είναι 2 φορές µεγαλύτερο στις 48 και 72 

ώρες και 3 φορές µεγαλύτερο στις 96 ώρες σε σχέση µε το ποσοστό 

διαφοροποιηµένων κυττάρων που αναπτύχθηκαν σε νορµοξία. 

 Η υποξία µειώνει το ρυθµό ανάπτυξης των Κ562 κυττάρων µετά από 48 ώρες 

και αυξάνει το ποσοστό του κυτταρικού θανάτου µετά τις 72 ώρες. Παρατηρήθηκε 

επίσης οτι η υποξία ευννοεί τη διαφοροποίηση των Κ562 ερυθρολευχαιµικών 

κυττάρων. 
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5.3 Επίδραση της αιµίνης στον πολλαπλασιασµό και στη 

διαφοροποίηση των Κ562 ερυθρολευχαιµικών κυττάρων 

Γι’ αυτό το πείραµα, τα κύτταρα Κ562 καλλιεργήθηκαν µε αρχική 

συγκέντρωση 105 κύτταρα/ml παρουσία αιµίνης 60µΜ και µετρήθηκε ο αριθµός των 

ζωντανών κυτάρων και το ποσοστό των νεκρών κυττάρων κάθε 24 ώρες. 

 

 

Σχήµα 4: Κινητική ανάπτυξης και ποσοστά κυτταρικού θανάτου των κυττάρων 
Κ562 που αναπτύχθηκαν παρουσία αιµίνης.  Μέτρηση κάθε 24 ώρες του αριθµού 
των ζωντανών κυττάρων Κ562 που καλλιεργήθηκαν παρουσία αιµίνης 60µΜ (4Α). 
Υπολογισµός του ποσοστού των νεκρών κυττάρων Κ562 που αναπτύχθηκαν 
παρουσία αιµίνης 60 µΜ ανά 24 ώρες (4Β) 
 

Τα κύτταρα που αναπτύχθηκαν παρουσία  αιµίνης 60µΜ δεν 

πολλαπλασιάζονται. Στο διάγραµµα του κυτταρικού θανάτου φαίνεται οτι το ποσοστό 
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των κυττάρων που πεθαίνουν αυξάνεται σηµαντικά στις 96 ώρες και φτάνει το 22%. 

Στις ίδιες συνθήκες, µελετήθηκε και η επίδραση της αιµίνης στη 

διαφοροποίηση των Κ562 ερυθρολευχαιµικών κυττάρων. 

 

Σχήµα 5: Διαφοροποίηση των Κ562 κυττάρων παρουσία αιµίνης σε 
φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου. Υπολογισµός του ποσοστού των 
διαφοροποιηµένων κυττάρων Κ562 που αναπτύχθηκαν παρουσία αιµίνης 60µΜ σε 
νορµοξία 21% [Ο2]  ανά 24 ώρες 
 

Στις καλλιέργειες κυττάρων Κ562 στις οποίες προστέθηκε αιµίνη, 

παρατηρήθηκε ένα αυξηµένο ποσοστό των κυττάρων που διαφοροποιούνται σε σχέση 

µε αυτό στις καλλιέργειες που αναπτύχθηκαν απουσία αιµίνης. Πιο ειδικά, το 

ποσοστό των διαφοροποιηµένων κυττάρων που αναπτύχθηκαν παρουσία αιµίνης  

είναι 2, 13, 26 και 38%  στις 24, 48, 72 και 96 ώρες ενώ το ποσοσστό των 

διαφοροποιηµένων κυττάρων που αναπτύχθηκαν απουσία αιµίνης φτάνει µόλις το 2% 

στις 96 ώρες. 

5.4 Επίδραση της υποξίας παρουσία αιµίνης στον πολλαπλασιασµό 

και στη διαφοροποίηση των Κ562 ερυθρολευχαιµικών κυττάρων 

Ακολούθως, µελετήθηκε η συνδυαστική επίδραση της υποξίας και της αιµίνης 

στην ανάπτυξη, στον κυτταρικό θάνατο και στη διαφοροποίηση των Κ562 

ερυθρολευχαιµικών κυττάρων. 

Γι’ αυτό το πείραµα, σε καλλιέργειες κυττάρων Κ562 µε αρχική συγκέντρωση 

105 κύτταρα/ml προστέθηκε αιµίνη 60µΜ και αναπτύχθηκαν σε συνθήκες υποξίας 
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1% [Ο2].  Ο αριθµός των ζωντανών κυτάρων και το ποσοστό των νεκρών κυττάρων 

µετρήθηκε κάθε 24 ώρες. 

 

 

Σχήµα 6: Κινητική ανάπτυξης και ποσοστά κυτταρικού θανάτου  των κυττάρων 
Κ562 που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες υποξίας,  παρουσία αιµίνης. Μέτρηση κάθε 
24 ώρες του αριθµού των ζωντανών κυττάρων Κ562 που καλλιεργήθηκαν παρουσία 
υποξίας 1%[Ο2] και αιµίνης 60µΜ (6Α). Υπολογισµός του ποσοστού των νεκρών 
κυττάρων Κ562 που αναπτύχθηκαν παρουσία υποξίας 1%[Ο2] και αιµίνης 60 µΜ ανά 
24 ώρες (6Β) 
 

Παρατηρήθηκε οτι τα κύτταρα Κ562 που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες υποξίας, 

παρουσία αιµίνης δεν πολλαπλασιάζονται σε όλους τους χρόνους. Στο διάγραµµα του 

κυτταρικού θανάτου φαίνεται οτι µετά στις 72 ώρες το ποσοστό των κυττάρων που 

πεθαίνουν αυξάνεται σηµαντικά και φτάνει το 50% στις 96 ώρες. Πιο ειδικά, το 

ποσοστό των νεκρών κυττάρων στις 96 ώρες  είναι διπλάσιο (50%) στις καλλιέργειες 
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που αναπτύχθηκαν σε ταυτόχρονη παρουσία υποξίας και αιµίνης σε σχέση µε αυτό 

στις καλλιέργειες που αναπτύχθηκαν υπό την επίδραση είτε της υποξίας (28%), είτε 

της αιµίνης (22%). 

Η παρουσία της υποξίας ενισχύει τον κυτταρικό θάνατο που προκαλείται από 

την αιµίνη. 

 

Σχήµα 7: Διαφοροποίηση των Κ562 κυττάρων παρουσία αιµίνης σε συνθήκες 
υποξίας 
Υπολογισµός του ποσοστού των διαφοροποιηµένων κυττάρων Κ562 που 
αναπτύχθηκαν παρουσία αιµίνης 60µΜ σε υποξία 1% [Ο2]  ανά 24 ώρες 
 

Στις καλλιέργειες που αναπτύχθηκαν σε ταυτόχρονη παρουσία υποξίας και 

αιµίνης το ποσοστό των διαφοροποιηµένων κυττάρων φτάνει το 58% στις 96 ώρες. 

Παρατηρούµε οτι η υποξία διευκολύνει την επαγόµενη από την αιµίνη 

διαφοροποίηση των Κ562 ερυθρολευχαιµικών κυττάρων. Η αιµίνη και η υποξία 

φαίνεται να δρουν αθροιστικά στη διαφοροποίηση.  
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5.5 Μελέτη της έκφρασης των µεταγραφικών παραγόντων  που 

επάγονται από την υποξία HIFs 

 Οι µεταγραφικοί παράγοντες που επάγονται από την υποξία, HIFs, 

διαδραµατίζουν κεντρικό ρόλο στην απόκριση των κυττάρων στην υποξία. 

Για το λόγο αυτό µελετήθηκε η έκφραση των µεταγραφικών παραγόντων που 

επάγονται από την υποξία HIF-1α και HIF-2α στα ανθρώπινα ερυθρολευχαιµικά 

κύτταρα Κ562 κάτω από συνθήκες υποξίας και επαγωγής της διαφοροποίησής τους 

µε αιµίνη.  

5.5.1 Χρονοεξαρτώµενη επίδραση της υποξίας και της αιµίνης στην έκφραση 
των HIF-1α και HIF-2α σε κύτταρα Κ562. 

	
  

 
                                            -      1      -     0,7  HIF-1α/                                       -       1       -     0,8 HIF-2α/ 
                                                                   tubulin                                                                     tubulin 

 
                                       -        1         -       0,9   HIF-1α/                                 -        1        -        0,8 HIF-2α/ 
                                                                     tubulin                                                                     tubulin 

 
Σχήµα 8: Κινητική της επαγωγής της έκφρασης της πρωτεΐνης των HIF-1α και 
HIF-2α σε συνθήκες υποξίας και παρουσία αιµίνης σε κύτταρα Κ562 στις 24 και 
48 ώρες. Ανοσοαποτύπωση µε αντισώµατα έναντι στον HIF-1α , τον HIF-2α και την 
τουµπουλίνη ολικού εκχυλίσµατος κυττάρων Κ562 που επωάστηκαν σε υποξία 1% 
Ο2 και διάλυµα αιµίνης 60µΜ/ DMSO 1,5%  για 24 και 48 ώρες. Χρησιµοποιήθηκαν 
σαν θετικός µάρτυρας ολικά εκχυλίσµατα κυττάρων HUH7 που επωάστηκαν για 4Η 
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σε υποξία 1% Ο2. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά  δύο ανεξάρτητων 
πειραµάτων. 
 
 Μελετήθηκε η επαγωγή της έκφρασης των HIF-1α και HIF-2α και 

παρατηρήθηκε οτι σε συνθήκες υποξίας, τα κύτταρα Κ562 εκφράζουν και τις δυο 

ισοµορφές του HIF µετά από 24 και 48 ώρες υποξίας, ενώ σε φυσιολογικές συνθήκες 

οξυγόνου δεν επάγεται καµία από τις δυο ισοµορφές. Η παρουσία αιµίνης σε 

φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου δεν προκαλεί επαγωγή της έκφρασης των HIF-1α 

και HIF-2α τόσο στις 24 όσο και στις 48 ώρες. Η ταυτόχρονη έκθεση των κυττάρων 

µε αιµίνη σε συνθήκες υποξίας παρουσιάζει τον HIF-1α και τον HIF-2α να 

εκφράζονται στις 24 και 48 ώρες. Ωστόσο σηµειώνουµε µια µικρή µείωση της 

έκφρασής τους στις 24 ώρες σε σχέση µε εκείνες της υποξίας απουσία αιµίνης ενώ 

στις 48 ώρες δεν παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση για καµία από τις ισοµορφές 

(Σχήµα 8) 

 

                                                                -       1       -     0,7     -        1       -     0,6        HIF-1α/  
                                                                                                                                       tubulin                                       

         

                                                               -       1       -      0,7       -       1        -       0,7   HIF-2α/  
                                                                                                                                       tubulin                                       

Σχήµα 9: Κινητική της επαγωγής της έκφρασης της πρωτεΐνης των HIF-1α και 
HIF-2α σε συνθήκες υποξίας και παρουσία αιµίνης σε κύτταρα Κ562 στις 72Η 
και 96Η  Ανοσοαποτύπωση µε αντισώµατα έναντι στον HIF-1α , τον HIF-2α και την  
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τουµπουλίνη ολικού εκχυλίσµατος κυττάρων Κ562 που επωάστηκαν σε υποξία 1% 
Ο2 και διάλυµα αιµίνης 60µΜ/ DMSO 1,5%  για 72 και 96 ώρες. Χρησιµοποιήθηκαν 
σαν θετικός µάρτυρας ολικά εκχυλίσµατα κυττάρων HUH7 που επωάστηκαν για 4Η 
σε υποξία 1% Ο2. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά  δύο ανεξάρτητων 
πειραµάτων. 
 

 Παρατηρούµε οτι στις 72 και τις 96 ώρες σε συνθήκες υποξίας επάγεται η 

έκφραση των πρωτεϊνών του HIF-1α και του HIF-2α. Σε φυσιολογικές συνθήκες 

οξυγόνου δεν επάγεται καµία από τις δυο ισοµορφές των HIF µεταγραφικών 

παραγόντων. Παρουσία αιµίνης, παρατηρούµε οτι σε φυσιολογικές συνθήκες 

οξυγόνου δεν εκφράζεται ούτε ο HIF-1α ούτε ο HIF-2α. Μετά από ταυτόχρονη 

έκθεση των κυττάρων σε υποξία και αιµίνη εκφράζεται και η HIF-1α και η HIF-2α 

υποµονάδα. Ωστόσο σηµειώνουµε µια µικρή µεταβολή στα επίπεδα της έκφρασής και 

των δυο υποµονάδων σε σχέση µε την υποξία στις 72 και στις 96 ώρες (Σχήµα 9). 
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6 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Η ανθρώπινη ερυθρολευχαιµική σειρά Κ562 κύτταρα αποτελεί ένα 

ενδιαφέρον κυτταρικό σύστηµα για τη µελέτη της διαφοροποίησης ανθρωπίνων 

κυττάρων προς κύτταρα της ερυθράς σειράς, καθώς και των µηχανισµών που 

εµπλέκονται στη διαδοχική έκφραση των γονιδίων της αιµοσφαιρίνης.  

Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει οτι η αιµίνη αποτελεί έναν από τους 

φυσικούς επαγωγείς που προκαλούν την ερυθροποίηση των Κ562 

ερυθρολευχαιµικών κυττάρων επάγοντας εκλεκτικά την έκφραση των εµβρυϊκών και 

των ώριµων εµβρυϊκών (HbF, Barts) γονιδίων (Benz et al., 1980; Fibach et al., 1995, 

Rutherford et al., 1979). Επίσης πρόσφατα έχει δειχθεί ότι η αιµίνη προκαλεί την 

ερυθροποίηση των Κ562 λόγω  της ικανότητάς της να αλληλεπιδρά µε µια σειρά 

µεταγραφικών παραγόντων, όπως οι NF-E2, GATA-1 και Oct-1, οι οποίοι δρουν 

επιλεκτικά στο υποκινητή του γονιδίου της Gγ σφαιρίνης (Aries et al., 1996; Palma 

et al., 1994). 

Η διαδικασία της ερυθροποίησης είναι στενά συνδεδεµένη µε τη υποξία 

καθώς η παραγωγή ερυθροκυττάρων αποτελεί βασικό  µηχανισµό προσαρµογής του 

οργανισµού στις µεταβολές του οξυγόνου. Ωστόσο η διαφοροποίηση των 

ανθρωπίνων κυττάρων Κ562 προς κύτταρα της ερυθράς σειράς σε συνθήκες υποξίας 

δεν έχει µελετηθεί. 

Η παρούσα εργασία επικεντρώθηκε στη διερεύνηση της επίδραση της υποξίας  

στον πολλαπλασιασµό και τη διαφοροποίηση των ανθρώπινων ερυθρολευχαιµικών  

κυττάρων K562. Πιο συγκεκριµένα καλλιεργήθηκαν τα ανθρώπινα ερυθρολευχαιµικά  

κύτταρα K562 και µελετήθηκε ο πολλαπλασιασµός τους σε συνθήκες υποξίας. 

Επίσης, τα κύτταρα Κ562 υποβλήθηκαν στη διαδικασία της διαφοροποίησης προς 

ερυθροκύτταρα παρουσία αιµίνης αλλά και παρουσία υποξίας προκειµένου να 

διερευνηθεί η συµβολή της υποξίας. Τέλος, προσδιορίστηκε η έκφραση των 

µεταγραφικών παραγόντων HIF-1α και HIF-2α  στις παραπάνω συνθήκες. 

Η παρούσα εργασία έδειξε ότι η υποξία στα δυο πρώτα εικοσιτετράωρα 

φαίνεται οτι δεν επηρεάζει την ανάπτυξη των Κ562 κυττάρων, ενώ από τις 48 ώρες 

και πιο έντονα στις 72 και 96 ώρες αναστέλλει την ανάπτυξή τους. Μια πρόσφατη 

δηµοσιευση (Yan Cui X. et al., 2013), περιγράφει σύµφωνα µε τα δικά µας 

αποτελέσµατα οτι η υποξία µείωνει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό µετά τις 72 ώρες. 

Οι συγγραφείς δεν µελέτησαν την επίδραση της υποξίας στον κυτταρικό θάνατο και 
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έτσι για πρωτη φορά δειχνουµε πως ενα µέρος των κυττάρων των οποίων 

αναστέλλεται η ανάπτυξη οδηγείται σε κυτταρικό θάνατο στις 72 και πιο έντονα στις 

96 ώρες. Στην προσπάθεια αναζήτησης µιας πιθανής συσχέτισης των µεταγραφικών 

παραγόντων HIFs που επάγονται στην υποξία µε τις παραπάνω καταστάσεις 

µελετήσαµε την έκφραση των πρωτεϊνών HIF-1α και HIF-2α και παρατηρήσαµε οτι 

εκφράζονται στην υποξία από τις 24 έως τις 96 ώρες και η έκφρασή τους δε φαίνεται 

να µεταβάλλεται µε το χρόνο παρόλες τις µεταβολές της ανάπτυξης και του 

κυτταρικού θανάτου. Τα πρώτα αυτά αποτελέσµατα υποδεικνύουν οτι η µείωση του 

ρυθµού ανάπτυξης των κυττάρων και η αύξηση του  ποσοστού των νεκρών Κ562 

κυττάρων σε µακροχρόνια υποξία δεν φαίνεται να σχετίζεται άµεσα µε τα επίπεδα 

έκφρασης των HIFs. 

Στη συνέχεια, µελετώντας τη διαδικασία της διαφοροποίησης των Κ562 

κυττάρων προς ερυθροκύτταρα, διαπιστώσαµε οτι τα κύτταρα δεν αναπτύσσονται 

παρουσία αιµίνης και η ταυτόχρονη έκθεση των κυττάρων σε υποξία δεν επηρεάζει 

την προκαλούµενη από την αιµίνη αναστολή του πολλαπλασιασµού, ενισχύει τον 

προκαλούµενο από την αιµίνη κυτταρικό θάνατο και αυξάνει αθροιστικά τη 

διαφοροποίησή τους.  Συνεπώς, τα αποτελέσµατά µας παρουσιάζουν για πρώτη φορά,  

οτι η υποξία διευκολύνει την επαγόµενη από την αιµίνη διαφοροποίηση των Κ562 

κυττάρων προς ερυθροκύτταρα.  Αναζητώντας και πάλι µια πιθανή συσχέτιση της 

έκφρασης των HIFs µε τη διαφοροποίηση των κυττάρων Κ562 σε συνθήκες υποξίας, 

παρατηρούµε οτι η έκφραση των  HIF-1α και HIF-2α µειώνεται στις 96 ώρες. Τα 

πρώτα αυτά αποτελέσµατα δεν µας επιτρέπουν να συµπεράνουµε για τη σχέση της 

έκφρασης των HIFs  µε τη διαφοροποίηση των K562 παρουσια αιµίνης. 

Ωστόσο πρεπει να σηµειώσουµε οτι η αιµίνη από µόνη της προκαλεί τη 

διαφοροποίηση των κυττάρων απουσία της εκφρασης των HIFs. Στην περίπτωση 

όπου τα κύτταρα διαφοροποιούνται υπό  την επίδραση της υποξίας και πιο 

συγκεκριµένα στις 96 ώρες όπου εχουµε και το µεγαλύτερο ποσοστό των 

διαφοροποιηµένων κυττάρων παρατηρούµε µια µείωση της έκφρασης των HIF-1α 

και HIF-2α.  Συνεπώς, η έκφραση των HIFs,  δεν φαίνεται να είναι απαραίτητη  για 

τη διαδικασία της διαφοροποίησης των Κ562. Βέβαια,  από την προηγούµενη  

βιβλιογραφία  του εργαστηρίου µας γνωρίζουµε οτι η έκφραση των HIF δεν 

συνδέεται άµεσα µε τη µεταγραφική τους ενεργότητα (Befani et al., 2013).   
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Συνεπώς, για την πληρέστερη εκτίµηση της επίδρασης των µεταγραφικών 

παραγόντων HIFs στη διαφοροποίηση των Κ562 προς ερυθροκύτταρα, θα πρέπει να 

µελετήσουµε τη µεταγραφική ενεργότητα των HIFs και να αναζητηθούν οι πιθανοί 

συνενεργοποιητές που συµµετέχουν στις διαδικασίες αυτές. 
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