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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Οι οιςτρογονικοί υποδοχείσ (ERα) και (ERβ) ανικουν ςτθν μεγάλθ οικογζνεια των 

υποδοχζων των ςτεροειδϊν ορμονϊν και ζχουν ρυκμιςτικι δράςθ ςτθν μεταγραφι κακϊσ 

εμπλζκονται ςε πολλζσ βιολογικζσ διεργαςίεσ ςτον ανκρϊπινο οργανιςμό. Θ ER-επαγϊμενθ 

απόκριςθ εξαρτάται από το είδοσ του κυττάρου αλλά και από τον υπότυπο ER που 

παρουςιάηει τθν μεγαλφτερθ ζκφραςθ ςτο ςυγκεκριμζνο είδοσ κυττάρων. Θ μθ 

φυςιολογικι τουσ λειτουργία είναι δυνατό να οδθγιςει ςτθν ανάπτυξθ μεγάλου εφρουσ 

αςκενειϊν, μεταξφ αυτϊν και ο καρκίνοσ του μαςτοφ ςτο γυναικείο φφλο. 

Τα τελευταία χρόνια ζχει βρεκεί ότι πολλζσ ουςίεσ που βρίςκονται ςτο περιβάλλον 

φαίνεται να ζχουν ικανότθτα πρόςδεςθσ ςτουσ υποδοχείσ οιςτρογόνων και να μιμοφνται 

τθν δράςθ των οιςτρογόνων. Ρολλά μζταλλα διακζτουν αυτι τθν μιμθτικι δράςθ, μεταξφ 

αυτϊν και το Αργίλιο. Το Αργίλιο και τα άλατα του (ACH) χρθςιμοποιοφνται ευρζωσ ωσ 

ενεργά αντιιδρωτικά ςυςτατικά ςτθ βιομθχανία τθσ κοςμετολογίασ. Θ ςυνεχισ και 

μακροχρόνια χριςθ τουσ υποπτεφεται ότι μπορεί να προβεί τοξικι για τον ανκρϊπινο 

οργανιςμό και ότι εμπλζκονται ςτθν όλο και αυξανόμενθ εμφάνιςθ κρουςμάτων καρκίνου 

του μαςτοφ.   

Σκοπόσ τθσ παροφςασ μελζτθσ αποτελεί  θ διερεφνθςθ τθσ πικανισ οιςτρογονικισ δράςθσ 

των ενϊςεων Αργιλίου, ςυγκεκριμζνα των αλάτων του (ACH), κακϊσ επίςθσ και τθσ 

πικανισ επίδραςισ τουσ ςε μθχανιςμοφσ που εμπλζκονται ςτθ ρφκμιςθ του κυτταρικοφ 

κφκλου ςε καρκινικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ μαςτοφ. Μζςα από πειράματα ανοςοϊςτοχθμικισ 

μελζτθσ επιβεβαιϊςαμε ότι το ACH διακζτει παρόμοια επίδραςθ με τθν E2 ςτθ 

υποκυτταρικι εντόπιςθ του ERβ, τθν μετακίνθςθ του πικανόν ςτα μιτοχόνδρια, κάτι που 

υποδθλϊνει τθν πικανι οιςτρογονικι του δράςθ. Θ μελζτθ ςτόχευςε επίςθσ ςε ζλεγχο των 

επιδράςεων, τόςο ςε πρωτεϊνικό επίπεδο όςο και ςε επίπεδο mRNA, του ACH ςε πικανά 

μόρια ςτόχουσ. Τα αποτελζςματα από τα πειράματα ανοςοαποτφπωςθσ και Real – Time 

PCR, δείχνουν ότι to ΑCH προκαλεί  μικρι αφξθςθ ςτα επίπεδα του ERα τόςο ςε πρωτεϊνικό 

επίπεδο, όςο και ςε επίπεδο mRNA, κακϊσ και ςτα επίπεδα ζκφραςθσ κάποιων γονιδίων 

ςτόχων του ERα, όπωσ α) το p53 τόςο ςε επίπεδο mRNA, όςο και ςε επίπεδο πρωτεΐνθσ και 

β) τθσ Κυκλίνθ D1 ςε επίπεδο mRNA. Αντίκετα το ACH δεν φαίνεται να ζχει επίδραςθ τόςο 

ςε επίπεδα πρωτεΐνθσ όςο και ςε επίπεδα mRNA ςτο c-Myc, γονίδιο ςτόχο του ΕRα. Ζτςι 

λοιπόν ςυμπεραίνουμε ότι κάποιεσ από τισ δράςεισ του ACH, εν μζρει τουλάχιςτον 

επιτελοφνται μζςω του ERα, τόςο μζςω τθσ αφξθςθσ των επιπζδων του μορίου όςο και 

μζςω τθσ ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραφικισ του  δραςτικότθτασ.  

Είναι αναγκαία θ επανάλθψθ κάποιων πειραμάτων για τθν επιβεβαίωςθ των ιςχυριςμϊν 

μασ αλλά και χρειάηονται περεταίρω μελζτεσ πάνω ςτισ επιπτϊςεισ που προκαλεί το 

Αργιλίου γιατί εξακολουκοφν να υπάρχουν πολλά αναπάντθτα ερωτιματα ςχετικά με τθν 

μιμθτικι οιςτρογονικι δράςθ που διακζτει και με ποιουσ μθχανιςμοφσ επιτυγχάνεται θ 

δράςθ αυτι.  
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ABSTRACT 

Oestrogen receptors (ERα) and (ERβ) belong to the superfamily of the steroid hormone 

receptors that function as both signal transducers and transcription factors to modulate 

expression of target genes  and  regulate  many biological processes in the human organism. 

The ER-induced responses are cell type specific, largely correlating to ER subtype expression. 

Any dysregulation of ERs functions may lead to the development of a wide range of 

diseases, among them breast cancer in females. 

It has been found that many compounds in the environment have been shown capable of 

binding to cellular oestrogen receptors and then mimicking the actions of physiological 

oestrogens. Certain metal ions have this mimetic activity, among them aluminium. The 

aluminium and aluminium chlorohydrate (ACH) are commonly used as antiperspirant active 

ingredients in the cosmetic industry. Continuous long-term use of antiperspirants containing 

aluminium may be toxic for the human body and enhance the risk of breast cancer. 

The purpose of this study is to investigate the estrogenic effect of aluminium compounds, 

(ACH), and also the possible effects on the mechanisms involved in the regulation of the cell 

cycle in breast cancer cell lines. In immunohistochemistry experiments confirmed that the 

ACH has a similar effect to E2 in subcellular localization of ERβ, possibly inducing 

translocation of ERβ to the mitochondria, which suggests the possible estrogenic effect. The 

study also aimed to check the ACH effects in certain target molecules, at both protein and 

mRNA level. The results of Western blot analysis and Real - Time PCR, indicate that ACH 

causes a moderate increase in ERα protein and mRNA levels  and also increased the 

expression levels of certain target genes of ERα, such as a) p53 both mRNA and protein 

levels, and b) Cyclin D1 mRNA level. ACH does not appear to affect both the levels of protein 

and mRNA levels in c-Myc, a ERα target gene. In conclusion, some of the actions of the ACH, 

are at least partially  ERα mediated , both by increase in ERα level  and by regulation of its 

transcriptional activity. 

It is important to repeat some experiments and to continue our studies to confirm our 

results so that to further investigate the effects of Aluminium on endogenous oestrogen-

regulated genes and to elucidate the mechanisms by which this effect is obtained. 
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1.ΕΙ΢ΑΓΩΓΗ 

1.1 ΠΤΡΗΝΙΚΟΙ ΤΠΟΔΟΧΕΙ΢ 

Οι πυρθνικοί υποδοχείσ είναι μεταγραφικοί παράγοντεσ οι οποίοι ενεργοποιοφνται από τθν 

ςφνδεςθ μικρϊν λιπόφιλων μορίων. Αυτι θ μεγάλθ υπεροικογζνεια κατζχει κακοριςτικό 

ρόλο ςτθν κυτταρικι διαφοροποίθςθ, ςτθν ανάπτυξθ, ςτον πολλαπλαςιαςμό των κυττάρων 

και ςτθν ρφκμιςθ του μεταβολιςμοφ. Επιπλζον ςυςχετίηονται με πολλζσ αςκζνειεσ όπωσ ο 

καρκίνοσ, καρδιακζσ νόςοι, μολφνςεισ και άλλεσ ανωμαλίεσ ςτον ανκρϊπινο οργανιςμό. Τα 

μζλθ τθσ οικογζνειασ των πυρθνικϊν υποδοχζων μποροφν να χαρακτθριςτοφν με βάςθ 

κοινά δομικά και λειτουργικά ςτοιχεία. Κφρια δομικά ςτοιχεία αποτελοφν θ ευμετάβλθτθ 

αμινοτελικι περιοχι ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραφικισ δραςτικότθτασ, μια πολφ καλά 

ςυντθρθμζνθ κεντρικι περιοχι δζςμευςθσ του DNA (DBD), που ςυγκροτείτε από δφο 

δακτυλίουσ ψευδαργφρου και μια καρβοξυτελικι περιοχι δζςμευςθσ του προςδζτθ (LBD).  

Οι πυρθνικοί υποδοχείσ μποροφν να διαχωριςτοφν ςε Τφπου Ι και Τφπου ΙΙ ανάλογα με το 

είδοσ του κυτταροπλαςματικοφ ςυμπλόκου που ςχθματίηουν με τισ πρωτεΐνεσ κερμικοφ 

ςοκ (HSP 90) και με τθν ενεργότθτα που ζχουν ωσ μονομερι, ομοδιμερι ι ετεροδιμερι 

(Jamshed R. Tata, 2002). Οι υποδοχείσ Τφπου Ι αποτελοφν τουσ υποδοχείσ των ςτεροειδϊν 

ορμονϊν. Θ ομάδα αυτι περιλαμβάνει τουσ υποδοχείσ οιςτρογόνων, τουσ υποδοχείσ 

ανδρογόνων, τουσ υποδοχείσ προγεςτερόνθσ, τουσ υποδοχείσ γλυκοκορτικοειδϊν και τουσ 

υποδοχείσ αλατοκορτικοειδϊν. Αντίκετα, οι υποδοχείσ Τφπου ΙΙ χαρακτθρίηονται ωσ μθ 

ςτεροειδι και περιλαμβάνουν τουσ υποδοχείσ των κυρεοειδικϊν ορμονϊν, τουσ υποδοχείσ 

του ρετινοϊκοφ οξζωσ, τουσ υποδοχείσ τθσ Βιταμίνθσ D και τουσ υποδοχείσ PPARα/β/γ. 

Θ ςφνδεςθ ενόσ μικροφ λιπόφιλου μορίου ςτουσ υποδοχείσ οδθγεί ςε μια αλλαγι ςτθ 

διαμόρφωςθ του υποδοχζα, θ οποία, ανάλογα με τον Τφπο ( Ι ι II), πυροδοτεί μια ςειρά 

γεγονότων που τελικά οδθγοφν ςε αφξθςθ ι μείωςθ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ. 

Συγκεκριμζνα, ο πυρθνικόσ υποδοχζασ Τφπου Ι όταν απουςιάηει ο προςδζτθσ βρίςκεται ςε 

ανενεργό ςφμπλοκο με τισ πρωτεΐνεσ κερμικοφ ςοκ Hsp 90 και Hsp56 ςτο κυτταρόπλαςμα. 

Πταν ο υποδοχζασ λαμβάνει το ορμονικό ςιμα ςτο κυτταρόπλαςμα, γίνεται ενεργόσ με τθ 

ςφνδεςθ τθσ ορμόνθσ και μεταφζρεται ςτο πυρινα. Θ μεταφορά επιτυγχάνεται χάρισ ςτο 

ςιμα εντόπιςθσ ςτο πυρινα (NLS) που διακζτει ο υποδοχζασ. Εκεί,  ο υποδοχζασ 

αποςυνδζεται από τισ HSP 90, ςχθματίηει ομοδιμερι και ςυνδζεται ςτο γονίδιο-ςτόχο ςε 

ζνα ςτοιχείο απόκριςθσ ορμόνθσ (HRE). Το ςφμπλεγμα πυρθνικοφ υποδοχζα/ DNA 

ςυγκεντρϊνει άλλεσ πρωτεΐνεσ που είναι υπεφκυνεσ για τθ μεταγραφι του DNA ςε mRNA. 

Το mRNA μεταφράηεται ςε πρωτεΐνθ, θ οποία ενδεχομζνωσ να προκαλζςει αλλαγζσ ςτθ 

λειτουργία του κυττάρου. Οι υποδοχείσ τφπου II, ςε αντίκεςθ με του τφπου I 

ςυγκρατοφνται ςτον πυρινα, ανεξάρτθτα από τον προςδζτθ που είναι ςυνδεδεμζνοσ ςε 

αυτοφσ. Αυτοί οι υποδοχείσ ςυνδζονται ωσ ετεροδιμερι ςτο DNA. Χωρίσ τον προςδζτθ, οι 

υποδοχείσ αυτοί ςυνδζονται με ςυγκαταςτολείσ ωσ ςφμπλοκο και ςυγκρατοφν το DNA 

ςφικτά τυλιγμζνο για να αποτραπεί θ ζκκεςθ του ςε μεταγραφικοφσ παράγοντεσ. Με τον 
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προςδζτθ προκαλεί διάςπαςθ του ςυμπλόκου με τον ςυγκαταςτολζα, απελευκζρωςθ τθσ 

χρωματίνθσ και ςτρατολόγθςθ πρωτεϊνϊν ςυνενεργοποιθτϊν. Στθ ςυνζχεια, επιπλζον 

μεταγραφικοί παράγοντεσ ςυγκεντρϊνονται ςτο ςφμπλοκο πυρθνικοφ υποδοχζα/DNA και 

μεταγράφουν το DNA ςε mRNA. 

 

 

Εικόνα 1. Δομικι οργάνωςθ των πυρθνικϊν υποδοχζων. Πάνω: Σχθματικά θ αλλθλουχία των αμινοξζων (1D). 

Κάτω: 3D δομζσ των περιοχϊν DBD (προςδεμζνο ςε DNA) και LBD (προςδεδεμζνο ςε ςυνδζτθ/ορμόνθ). Οι 

δομζσ που απεικονίηονται είναι των υποδοχζων οιςτρογόνων. Οι δομζσ τθσ Ν-τελικισ περιοχισ (A/B), 

περιοχισ άρκρωςθσ (D) και C-τελικισ περιοχισ (F) δεν ζχουν ακόμθ κακοριςτεί πειραματικά, και γι' αυτό 

απεικονίηονται με κόκκινεσ, μωβ και πορτοκαλί διακεκομμζνεσ γραμμζσ αντίςτοιχα (Jack Vanden , 2009, 

http://nrresource.org/general_information/general_information.html). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2. Σθμαντικζσ λειτουργίεσ του πυρθνικοφ υποδοχζα που ςυνδζονται με διαφορετικζσ επικράτειεσ του 

γονιδίου. (Jamshed R. Tata et al. 2002) 
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1.2 ΢ΣΕΡΟΕΙΔΕΙ΢ ΟΡΜΟΝΕ΢-ΟΙ΢ΣΡΑΔΙΟΛΗ 

Οι ςτεροειδείσ ορμόνεσ αποτελοφν μια μεγάλθ οικογζνεια οργανικϊν μορίων με ιδιαίτερο 

βιοχθμικό ενδιαφζρον. Ραραδείγματα ςτεροειδϊν αποτελοφν θ χολθςτερίνθ και πολλζσ 

ορμόνεσ όπωσ τα οιςτρογόνα, θ τεςτοςτερόνθ, θ προγεςτερόνθ και θ κορτιηόλθ. Οι 

ςτεροειδείσ ορμόνεσ ζχουν μεγάλο εφροσ επιδράςεων ςτα κφτταρα, που περιλαμβάνουν 

ρυκμιςτικζσ λειτουργίεσ ςε διάφορα ςυςτιματα του ανκρϊπου, όπωσ είναι το 

αναπαραγωγικό ςφςτθμα , κεντρικό νευρικό ςφςτθμα και καρδιαγγειακό ςφςτθμα (Carolyn 

M. et al. 2008). 

Στθν παροφςα εργαςία δίνεται μεγαλφτερθ ζμφαςθ ςτα οιςτρογόνα και ςτουσ 

μθχανιςμοφσ δράςεισ τουσ που αναφζρονται και παρακάτω. Γενικά, τα οιςτρογόνα είναι 

ςτεροειδείσ ορμόνεσ υπεφκυνεσ για τθν ρφκμιςθ τθσ ανάπτυξθσ, τθσ διαφοροποίθςθσ και 

τθσ λειτουργίασ των ιςτϊν-ςτόχων ςτον ανκρϊπινο οργανιςμό. Οι λειτουργίεσ αυτζσ, 

ςυνικωσ εξαρτϊνται από τθν πρόςδεςθ των ορμονϊν ςτουσ αντίςτοιχουσ προςδζτεσ τουσ. 

Κυριότερο οιςτρογόνο αποτελεί θ 17β-οιςτραδιόλθ (E2). Οι μεταβολίτεσ τθσ Ε2, θ οιςτρόνθ 

και θ οιςτριόλθ  είναι εξίςου ςθμαντικά βιολογικά μόρια, ωςτόςο είναι αςκενζςτεροι 

αγωνιςτζσ ωσ προσ τθν ςυγγζνεια τουσ ςτουσ οιςτρογονικοφσ υποδοχείσ (Heldring et al. 

2007). 

 

Εικόνα 3. Χθμικι δομι τθσ οιςτριόλθσ, τθσ 17β-οιςτραδιόλθσ και τθσ οιςτρόνθσ (Robert A. et al. 2008). 

 

1.3 ΤΠΟΔΟΧΕΙ΢ ΢ΣΕΡΟΕΙΔΩΝ ΟΡΜΟΝΩΝ 

Οι υποδοχείσ των ςτεροειδϊν ορμονϊν ανικουν ςτθν υπεροικογζνεια των πυρθνικϊν 

υποδοχζων και πιο ςυγκεκριμζνα ςτουσ πυρθνικοφσ υποδοχείσ Τφπου Ι. Τα διάφορα μζλθ 

αυτισ τθσ κατθγορίασ υποδοχζων χαρακτθρίηονται από μεταβλθτότθτα ςτθν ΝΘ2 τελικι 

περιοχι τόςο ςτο μικοσ όςο και ςτθ περιεκτικότθτα τθσ αλλθλουχίασ ςε αμινοξζα. 

https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A7%CE%BF%CE%BB%CE%B7%CF%83%CF%84%CE%B5%CF%81%CE%AF%CE%BD%CE%B7
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A4%CE%B5%CF%83%CF%84%CE%BF%CF%83%CF%84%CE%B5%CF%81%CF%8C%CE%BD%CE%B7
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A0%CF%81%CE%BF%CE%B3%CE%B5%CF%83%CF%84%CE%B5%CF%81%CF%8C%CE%BD%CE%B7
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9A%CE%BF%CF%81%CF%84%CE%B9%CE%B6%CF%8C%CE%BB%CE%B7
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Θ μεταγραφικι λειτουργία του κυττάρου ρυκμίηεται κυρίωσ από τουσ υποδοχείσ των 

ςτεροειδϊν ορμονϊν ςτο πυρινα του κυττάρου. Για τθν επίτευξθ τθσ μεταγραφισ του DNA 

πρζπει να πραγματοποιθκεί θ αναγνϊριςθ του γονιδίου-ςτόχου από τον υποδοχζα. Θ πολφ 

ςυντθρθμζνθ περιοχι DBD του υποδοχζα είναι υπεφκυνθ για τθν αναγνϊριςθ και τθν 

ειδικι ςφνδεςθ ςτο ςτοιχείο απόκριςθσ τθσ ορμόνθσ (HRE).  Τα αμινοξζα που είναι 

απαραίτθτα για τθν αναγνϊριςθ των HRE βρίςκονται ςτουσ δφο δακτυλίουσ ψευδαργφρου 

τθσ DBD επικράτειασ  και επιτρζπουν τθ ςωςτι ςφνδεςθ με το DNA. Τα  HREs ςχθματίηονται 

κυρίωσ από δφο αντίγραφα μιασ εξαμεροφσ αλλθλουχίασ. Θ εξαμερισ αλλθλουχία που 

εμφανίηεται πιο ςυχνά είναι θ AGGTCA (Jamshed R. et al. 2002).  Οι υποδοχείσ ςυνδζονται 

ςτθ κζςθ HRE κυρίωσ ωσ διμερι, με αποτζλεςμα να ςχθματίηονται ομοδιμερι ι 

ετεροδιμερι μεταξφ μονομερι υποδοχζων.  

Νζεσ μελζτεσ δείχνουν ότι οι περιςςότεροι υποδοχείσ ςτεροειδϊν ορμονϊν (ER,PR και AR), 

απουςία ςτεροειδϊν ορμονϊν εντοπίηονται κυρίωσ ςτο πυρινα (Carolyn M. et al. 2008), 

(M. Jia et al. 2015). Εξαίρεςθ αποτελοφν οι υποδοχείσ των γλυκοκορτικοειδϊν και των 

αλατοκορτικοειδϊν οι οποίοι απουςία ςτεροειδϊν ορμονϊν εντοπίηονται ςτο 

κυτταρόπλαςμα ςυνδεδεμζνοι με πρωτεΐνεσ κερμικοφ ςοκ Hsp56 και Hsp90 (Ana Aranda et 

al. 2001). Ακόμα, οι υποδοχείσ αυτοί εκτόσ από το πυρινα και το κυτταρόπλαςμα, 

εντοπίηονται και ςτα μιτοχόνδρια (Psarra et al 2008,Jia M. et al. 2015). Ραρουςία 

ςτεροειδϊν ορμονϊν, οι υποδοχείσ ενεργοποιοφνται, απελευκερϊνονται από τισ πρωτεΐνεσ 

κερμικοφ ςοκ, διμερίηονται και μετακινοφνται ςτο πυρινα. Στο πυρινα, τα διμερι 

υποδοχζων προςδζνονται ςτα ςυγγενι HRE και άλλεσ πρωτεΐνεσ ςυνεργοποιθτζσ βοθκοφν 

ςτθν χαλάρωςθ τθσ χρωματίνθσ και ςτθν ζναρξθ τθσ μεταγραφισ. 

Εκτόσ από το κλαςςικό μονοπάτι ενεργοποίθςθσ των υποδοχζων ςτεροειδϊν ορμονϊν 

εξαρτϊμενο από τον προςδζτθ, υπάρχει και ζνασ δεφτεροσ τρόποσ ενεργοποίθςθσ αυτϊν 

των υποδοχζων απουςία του προςδζτθ.  Οι περιςςότερεσ από τισ ςτεροειδείσ ορμόνεσ που 

ειςζρχονται ςτο κφτταρο από τθν κυκλοφορία του αίματοσ, μπορεί να βρίςκονται είτε ςε 

ελεφκερθ μορφι, είτε ςυνδεδεμζνεσ με άλλεσ πρωτεΐνεσ του οροφ. Τα οιςτρογόνα και τα 

ανδρογόνα είναι ςυνδεδεμζνα με τθν πρωτεΐνθ δζςμευςθσ SHBG (Steroid Hormone Binding 

Globulin). Στθ κυτταρικι μεμβράνθ βρίςκεται ο υποδοχζασ τθσ SHBG πρωτεΐνθσ, ο οποίοσ 

είναι ςυνδεδεμζνοσ με μια αδενυλικι κυκλάςθ. Θ ενεργοποίθςθ τθσ αδενυλικισ κυκλάςθσ 

από τον υποδοχζα τθσ SHBG επάγει τθν αφξθςθ του cAMP, μζςω φωςφορυλίωςθσ του ATP, 

που με τθ ςειρά του ενεργοποιεί ζνα καταρράκτθ φωςφορυλιϊςεων μζςω τθσ πρωτεϊνικισ 

κινάςθσ Α (΢ΚΑ). Θ ΢ΚΑ ζχει τθν ικανότθτα φωςφορυλίωςθσ και ενεργοποίθςθσ του ERα και 

άλλων υποδοχζων ςτεροειδϊν ορμονϊν όταν αυτοί βρίςκονται ςτθν μθ δεςμευμζνθ από 

προςδζτθ μορφι τουσ ςτον πυρινα. Κατά ςυνζπεια, ενεργοποιείται θ ζναρξθ τθσ 

μεταγραφισ ανεξάρτθτθ από τθ δζςμευςθ ςτεροειδϊν ορμονϊν ςτουσ υποδοχείσ τουσ. 
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1.4 ΤΠΟΔΟΧΕΙ΢ ΟΙ΢ΣΡΟΓΟΝΩΝ 

Οι υποδοχείσ οιςτρογόνων (ERs) ανικουν ςτθν μεγάλθ οικογζνεια των υποδοχζων των 

ςτεροειδϊν ορμονϊν και ζχουν ρυκμιςτικι δράςθ ςτθν μεταγραφι κακϊσ εμπλζκονται ςε 

πολλζσ βιολογικζσ διεργαςίεσ. Οι βιολογικζσ επιδράςεισ των οιςτρογόνων μεςολαβοφνται 

μζςω των ERs, α και β υποτφπων, οι οποίοι επιδροφν ςτθν ζκφραςθ γονιδίων-ςτόχων που 

περιζχουν ςτοιχεία  EREs (Estrogen Response Elements) τα οποία εντοπίηονται ςτον 

υποκινθτι των ελεγχόμενων από τα οιςτρογόνα γονιδίων. 

Οι υπότυποι ERα και ERβ είναι προϊόντα ξεχωριςτϊν γονιδίων (ESR1 και ESR2 αντίςτοιχα) 

τα οποία βρίςκονται ςε διαφορετικά χρωμοςϊματα. Ωςτόςο ζχουν παρόμοιο βακμό 

ςυγγζνειασ για τθν πρόςδεςθ τθσ E2 και προςδζνονται ςτα ίδια DNA ςτοιχεία απόκριςθσ 

(Nina Heldring et al. 2007).  

Ππωσ όλα τα μζλθ των πυρθνικϊν υποδοχζων, ζτςι και οι ERs μοιράηονται τρία βαςικά 

κοινά δομικά ςτοιχεία: 

1. Θ πολφ ςυντθρθμζνθ κεντρικι επικράτεια μεταξφ των ERα και ERβ, θ DBD (DNA 

Binding Domain), θ οποία εμπλζκεται ςτθν αναγνϊριςθ του γονιδίου-ςτόχου και 

ςτθν πρόςδεςθ ςε αυτό. 

2. Θ COOH-τελικι περιοχι ςτθν οποία γίνεται θ ςφνδεςθ του οιςτρογόνου και 

ονομάηεται LBD (Ligand Binding Domain), ζχει υδρόφοβο χαρακτιρα, δεν είναι 

ςυντθρθμζνθ και χαρακτθρίηεται από υψθλι εξειδίκευςθ ωσ προσ τον προςδζτθ. 

Ρεριζχει επίςθσ το ςιμα μετακίνθςθσ του υποδοχζα προσ τον πυρινα (NLS). 

3. H NH2-τελικι περιοχι δεν χαρακτθρίηεται από υψθλι ςυντιρθςθ μεταξφ των ERα 

και ERβ, αλλά είναι ςθμαντικι θ μεγάλθ μεταβλθτότθτα που παρουςιάηει ςτο μικοσ 

και ςτθν νουκλεοτιδικι αλλθλουχία. 

 

  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4. Δομι διμεροφσ τθσ LBD επικράτειασ του ERα (αριςτερά) και  ERβ (δεξιά).  
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Θ μεταγραφικι ενεργοποίθςθ διεκπεραιϊνεται από δφο διακριτζσ περιοχζσ AF (Activation 

Functions). Θ ιδιοςφςτατα ενεργι AF-1 περιοχι εντοπίηεται ςτθν NH2-τελικι περιοχι του 

υποδοχζα ενϊ θ εξαρτϊμενθ από προςδζτθ AF-2 περιοχι εντοπίηεται ςτθν COOH-τελικι 

περιοχι. Θ μεταγραφικι δραςτικότθτα τθσ AF-2 ενεργοποιείται μζςω τθσ ςφνδεςθσ τθσ με 

τα οιςτρογόνα, ενϊ θ μεταγραφικι δραςτικότθτα τθσ AF-1 ρυκμίηεται κυρίωσ από 

αυξθτικοφσ παράγοντεσ που δρουν μζςω τθσ οδοφ MAPK. Πταν ο υποδοχζασ προςδζνεται 

ςτο DNA, ςυγκροτοφνται πρωτεϊνικά ςφμπλοκα ςτισ δφο περιοχζσ AF, που ςυν-ρυκμίηουν 

τθν μεταγραφι των γονιδίων (Nina Heldring et al. 2007). Κάποιεσ από αυτζσ τισ πρωτεΐνεσ 

ςυμπεριφζρονται ςαν ςυν-ενεργοποιθτζσ και επάγουν τθ μεταγραφι των γονιδίων ενϊ 

άλλεσ λειτουργοφν ςαν ςυν-καταςτολείσ και αναςτζλλουν τθ μεταγραφι των γονιδίων. 

 Σε αντίκεςθ με τον ERα, θ περιοχι AF-1 του ERβ φαίνεται να ζχει αςκενζςτερθ δράςθ. 

Επομζνωσ θ μεταγραφικι ενεργοποίθςθ του ERβ βαςίηεται κατά κφριο λόγο ςτθν 

προςδετο-εξαρτϊμενθ AF-2 περιοχι (Delaunay et al., 2000). Επιπλζον, ο ERα αποτελεί πιο 

ιςχυρό μεταγραφικό ενεργοποιθτι από τον ERβ, αν και ςε ιςτοφσ που παρουςιάηεται 

ζκφραςθ και των δφο υποδοχζων, πικανόν ο ERβ να ζχει ρόλο εξαςκζνιςθσ του ςιματοσ 

του ERα. Οι ERα και ERβ  φαίνεται να αναγνωρίηουν παρόμοιεσ αλλθλουχίεσ γονιδίων-

ςτόχων, όμωσ διαφζρουν ςτθν ςυγγζνεια και ςτθν εξειδίκευςθ τθσ πρόςδεςθσ του 

προςδζτθ (Zhenlin Bai at al. 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5. Οι ιςομορφζσ των οιςτρογονικϊν υποδοχζων και οι γονιδιακζσ δομζσ τουσ (Jia M, et al. 2015).  

 

Εκτόσ από τουσ υπότυπουσ ERα και ERβ, τα τελευταία χρόνια ζχει ανακαλυφκεί ακόμα ζνασ 

νζοσ τφποσ υποδοχζα που διακζτει ικανότθτεσ απόκριςθσ ςτα οιςτρογόνα ο οποίοσ όμωσ 

ανικει ςτθ κατθγορία των «ορφανϊν»  GPCR μεμβρανικϊν υποδοχζων και ονομάηεται 

GPR30 . O GPR30 ζχει ταυτοποιθκεί ςτισ μεμβράνεσ καρκινικϊν κυττάρων μαςτοφ, ςτο 

πλακοφντα, ςτα οςτά, ςτον εγκζφαλο, ςτισ ωοκικεσ, ςτον προςτάτθ, ςτο αγγειακό επικιλιο 
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και ςε θπατικοφσ ιςτοφσ (Zhenlin Bai et al. 2008). Θ δράςθ του GPR30 είναι ανεξάρτθτθ από 

τουσ ERα και ERβ (Jie Cui et al. 2013). Επιπλζον, ο GPR30 είναι αντιπροςωπευτικόσ 

υποδοχζασ για τισ ταχφτατεσ κυτταρικζσ αποκρίςεισ των οιςτρογόνων. Ζχει αποδειχκεί ότι ο 

GPR30 ρυκμίηει τθν φωςφορυλίωςθ των ERK1/2, προκαλεί τθν κινθτοποίθςθ του 

ενδοκυτταρικοφ αςβεςτίου, τθν αφξθςθ του CAMP και τον ςχθματιςμό τθσ PI3 κινάςθσ 

(Zhenlin Bai at al. 2008) . 

 

Τπότυποσ ER Κατανομή ςτουσ ιςτοφσ 

ERα Μιτρα, μαςτόσ, επιδιδυμίδα, οςτά, ιπαρ, νεφροί, λιπϊδθσ ιςτόσ, 
προςτάτθσ, διάμεςα κφτταρα ωοκθκϊν, κφτταρα Laydig  

ERβ Ραχφ ζντερο, όρχεισ, μυελόσ των οςτϊν, ενδοκιλιο αγγείων, 
πνεφμονεσ, ουροδόχοσ κφςτθ, επικθλιακόσ ιςτόσ του προςτάτθ, 
κοκκιϊδθ κφτταρα ωοκθκϊν  

GPR30 Μυελόσ των επινεφριδίων, νεφρικι πφελοσ, ωοκικεσ   
Πίνακασ 1. Κατανομι υπότυπων ERs ςτουσ ιςτοφσ (Jie Cui et al. 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6. Κατανομι οιςτρογονικϊν υποδοχζων α και β ςτουσ διάφορουσ ιςτοφσ ςτον άνκρωπο  (Zhenlin B. et 

al. 2008). 
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1.5 ΜΗΧΑΝΙ΢ΜΟΙ ΔΡΑ΢Η΢ ΟΙ΢ΣΡΟΓΟΝΙΚΩΝ ΤΠΟΔΟΧΕΩΝ 

A. ΓΕΝΩΜΙΚΘ Δ΢ΑΣΘ 
1. Κλαςςικόσ τρόποσ δράςθσ: Οιςτρογόνο-εξαρτϊμενοσ μθχανιςμόσ δράςθσ για 

γονίδια με ERE ςτοιχεία 

Οι υποδοχείσ οιςτρογόνων βρίςκονται ςε απενεργοποιθμζνθ μορφι ςυνδεδεμζνοι με 

πρωτεΐνεσ κερμικοφ ςοκ ςτον πυρινα, όταν ο προςδζτθσ τουσ απουςιάηει. Ραρουςία 

οιςτραδιόλθσ ο ER αποδεςμεφεται από τισ πρωτεΐνεσ κερμικοφ ςοκ και ενεργοποιείται. Θ 

Ε2 δεςμεφετε ςτθν LBD περιοχι του υποδοχζα με αποτζλεςμα τθν αλλαγι τθσ 

ςτερεοδιαμόρφωςθσ του. Ο υποδοχζασ διμερίηεται, αναγνωρίηει και κατευκφνεται προσ τα 

γονίδια-ςτόχουσ, δθλαδι αυτά που περιζχουν ERE ςτοιχεία και προςδζνεται εκεί μζςω τθσ 

DBD περιοχισ του. Για τθν ενεργοποίθςθ τθσ μεταγραφικισ λειτουργίασ χρειάηεται να γίνει 

αναςυγκρότθςθ πρωτεϊνικϊν ςυμπλόκων μζςω των περιοχϊν ενεργοποίθςθσ AF-1 και AF-2 

όπωσ για παράδειγμα οι πρωτεΐνεσ CBP/p300 οι οποίεσ ζχουν δραςτικότθτα 

Ακετυλοτρανςφεράςθσ των ιςτονϊν (HATs). Επομζνωσ, παρατθρείται αλλαγι τθσ 

διαμόρφωςθσ τθσ χρωματίνθσ, μετατρζπεται ςε μια αποπεριελυγμζνθ μορφι θ οποία 

διευκολφνει τθν ςφνδεςθ τθσ RNA πολυμεράςθσ ΙΙ για να ξεκινιςει θ μεταγραφι των 

γονιδίων-ςτόχων (Heldring et al. 2007). Με αυτό τον τρόπο οι υποδοχείσ των οιςτρογόνων 

μποροφν να ρυκμίςουν άμεςα τθν γονιδιακι ζκφραςθ, είτε με επαγωγι είτε με καταςτολι.  

2. Οιςτρογόνο-εξαρτϊμενοσ μθχανιςμόσ δράςθσ για γονίδια χωρίσ ERE ςτοιχεία 

Οι ςυνδεδεμζνοι με τον προςδζτθ ERs μποροφν να προςδεκοφν ςε οιςτρογόνο-εξαρτϊμενα 

γονίδια είτε άμεςα ςτα  ERE ςτοιχεία, είτε ζμμεςα με τθν βοικεια μεταγραφικϊν 

παραγόντων ςε γονίδια-ςτόχουσ που δεν διακζτουν ERE ςτοιχεία (Heldring et al. 2007). Το 

μονοπάτι τθσ ζμμεςθσ γονιδιακισ ρφκμιςθσ προχποκζτει τισ κατάλλθλεσ αλλθλεπιδράςεισ 

μεταξφ των πρωτεϊνϊν. Οι  ERs αλλθλεπιδροφν με διάφορουσ μεταγραφικοφσ παράγοντεσ 

διαμζςου μιασ επικοινωνίασ «crosstalk», επθρεάηοντασ τθν λειτουργία τουσ χωρίσ να είναι 

άμεςα προςδεδεμζνοι ςτο DNA. Μερικοί μεταγραφικοί παράγοντεσ είναι οι εξισ: θ SP-1  

(Stimulating Protein-1), θ AP-1 (Activator Protein-1), ο NF-κΒ (Nuclear Factor) και οι c-

jun/fos (Jie Cui et al. 2013). Οι μεταγραφικοί παράγοντεσ προςδζνονται ςτα γονίδια χωρίσ 

ςτοιχεία ERE, ςε ειδικζσ περιοχζσ ενεργοποίθςθσ όπωσ είναι τα ςτοιχεία απόκριςθσ AP-1 ι 

ςε SP-1 μοτίβα επαναλαμβανόμενθσ αλλθλουχίασ CG (Heldring et al. 2007).  

Θ ζκφραςθ του 35% των γονιδίων του ανκρϊπου με ςθμαντικό βιολογικό ρόλο, ρυκμίηεται 

μζςω αυτοφ του ζμμεςου μθχανιςμοφ δράςθσ των ERs. Τελευταίεσ μελζτεσ που ζχουν 

γίνει, υποκζτουν εκτεταμζνθ αλλθλεπίδραςθ μεταξφ AP-1 και ER ςε επίπεδο γονιδιϊματοσ 

(Jie Cui et al. 2013). Ραρουςία οιςτρογόνων, φαίνεται να επάγεται θ μεταγραφικι δράςθ 

του ERα μζςω του AP-1 ςτοιχείου απόκριςθ , ενϊ ο ERβ βρζκθκε να μθν ζχει κάποια 

επίδραςθ μζςω του αυτοφ του ςτοιχείου (Chunyan Zhao et al. 2008).  
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Οι υποδοχείσ ERα και ERβ ζχουν διαφορετικζσ μεταγραφικζσ επιδράςεισ ςτθν ρφκμιςθ τθσ 

ζκφραςθσ του γονιδίου τθσ Κυκλίνθσ D1. Ο ERα παρουςία οιςτρογόνων, επάγει τθν 

ζκφραςθ τθσ Κυκλίνθσ D1 ςε αντίκεςθ με τον ERβ, ο οποίοσ παρουςιάηει καταςταλτικι 

επίδραςθ. Πμωσ, τόςο ο  ERα όςο και ο ERβ, επάγουν τθν ζκφραςθ τθσ Κυκλίνθσ D1 ωσ 

απόκριςθ τθσ παρουςίασ αντιοιςτρογόνων (Chunyan Zhao et al. 2008). Οι επιδράςεισ 

εντοπίςτθκαν ςε CRE ςτοιχεία απόκριςθσ (cAMP response element) ςτον υποκινθτι του 

γονιδίου τθσ Κυκλίνθσ D1 (Chunyan Zhao et al. 2008). Επίςθσ ζχει βρεκεί ότι θ ζκφραςθ τθσ 

Κυκλίνθσ D1 ρυκμίηεται μζςω τθσ αλλθλεπίδραςθσ του ER και του μεταγραφικοφ 

παράγοντα SP-1 ςε μοτίβα επαναλαμβανόμενθσ αλλθλουχίασ CG του υποκινθτι του 

γονιδίου τθσ Κυκλίνθσ D1 (Linda Bjornstrom et al. 2005). 

3. Μθχανιςμόσ δράςθσ ανεξάρτθτοσ από οιςτρογόνα, επαγϊμενοσ από άλλουσ 

παράγοντεσ  

Εκτόσ από τα οιςτρογόνο-εξαρτϊμενα μονοπάτια δράςθσ των ERs, ζχουν περιγραφεί 

οριςμζνοι μθχανιςμοί που φαίνεται να είναι ανεξάρτθτοι τθσ πρόςδεςθσ οιςτρογόνων 

ςτουσ υποδοχείσ τουσ (Chunyan Zhao et al. 2008). Κάτω από φυςιολογικζσ ςυνκικεσ, οι ERs 

μποροφν να ενεργοποιθκοφν από μια μεγάλθ ποικιλία παραγόντων όπωσ οι αυξθτικοί 

παράγοντεσ EGF και IGF-1, από νευροδιαβιβαςτζσ όπωσ θ ντοπαμίνθ αλλά και από άλλουσ 

ενεργοποιθτζσ ενδοκυτταρικϊν μονοπατιϊν. Οι παράγοντεσ ενεργοποιοφν διάφορεσ 

πρωτεϊνικζσ κινάςεσ οι οποίεσ με τθ ςειρά τουσ φωςφορυλιϊνουν και ενεργοποιοφν τουσ 

ERs και μποροφν να επάγουν τθν ςφνδεςθ τουσ με άλλουσ ςυνενεργοποιθτζσ. Στθ ςυνζχεια 

οι ενεργοποιθμζνοι υποδοχείσ διμερίηονται και προςδζνονται μζςω τθσ DBD περιοχισ ςτα 

γονίδια-ςτόχουσ για να ρυκμίςουν τθν ζκφραςθ τουσ. Βρζκθκε ότι οι κινάςεσ ERK1/2, οι 

MAPK , θ PKA και θ PKC ζχουν τθν ικανότθτα φωςφορυλίωςθσ των ERs (Jie Cui et al. 2013). 

Ριο ςυγκεκριμζνα οι MAPK κινάςεσ φωςφορυλιϊνουν και ενεργοποιοφν τον ERβ όπου 

μζςω των AF-1 και AF-2 περιοχϊν ενεργοποίθςθσ, ο υποδοχζασ ςυνδζεται με τoν 

ςυνενεργοποιθτι SRC-1 για επαγωγι ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραφισ των γονιδίων-ςτόχων 

(Chunyan Zhao et al. 2008) . Ακόμα ζνα παράδειγμα του μθχανιςμοφ δράςθσ αποτελεί θ 

ενεργοποίθςθ του ERα από τον EGF παράγοντα. Ο EGF επάγει τθν φωςφορυλίωςθ ςτο 

κατάλοιπο τθσ Ser 118 τθσ επικράτειασ AF-1. Ομοίωσ θ PKA μπορεί να φωςφορυλιϊςει το 

κατάλοιπο Ser 236 τθσ περιοχισ DBD του ERα, ρυκμίηοντασ ζτςι τον διμεριςμό του 

υποδοχζα και τθν ενεργοποίθςθ τθσ μεταγραφισ (Jie Cui et al. 2013). 

 

B. ΜΘ ΓΕΝΩΜΙΚΘ Δ΢ΑΣΘ 

Οιςτρογόνο-εξαρτϊμενοσ, που μεςολαβείται από τθ πλαςματικι μεμβράνθ  μθχανιςμόσ 

δράςθσ 

Θ μθ γενωμικι δράςθ ςυνδζεται με τισ ςτεροειδι ορμόνεσ και τθν ενεργοποίθςθ μεγάλθσ 

ποικιλίασ πρωτεϊνικϊν κιναςϊν. Αποτελεί ζναν εναλλακτικό μθχανιςμό δράςθσ 
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οιςτρογονικϊν υποδοχζων που ξεκινά από τθν πλαςματικι μεμβράνθ ι από το 

κυτταρόπλαςμα. Αυτόσ ο μθχανιςμόσ είναι υπεφκυνοσ για τισ απίςτευτα γριγορεσ δράςεισ 

των οιςτρογόνων, οι οποίεσ ζχουν πιο γριγορουσ ρυκμοφσ και διαφζρουν από τθν 

μεταγραφικι διαδικαςία (Jie Cui et al. 2013).  

 Κάποιοι ερευνθτζσ προτείνουν ότι οι μθ γενωμικζσ δράςεισ των οιςτρογόνων επάγονται 

από μεμβρανικοφσ ERs (ERα και ERβ). Οι ERα και ERβ δεν ζχουν επικράτεια πρόςδεςθσ ςτθν 

πλαςματικι μεμβράνθ, ωςτόςο θ εντόπιςθ τουσ εκεί ίςωσ να οφείλεται ςε μετα- 

μεταφραςτικι τροποποίθςθ παλμυτυλίωςθ του COOH-τελικοφ άκρου ςτθν ςυντθρθμζνθ 

επικράτεια LBD(Li L. et al. 2003), (Acconcia F. et al. 2004). Συγκεκριμζνα ο ERα όταν 

ςυνδζεται ςτθν πλαςματικι μεμβράνθ διαμζςου τθσ επικράτειασ LBD, φαίνεται να 

ενεργοποιεί τα μθ γενωμικά μονοπάτια ςθματοδότθςθσ μζςω τθσ οιςτραδιόλθσ (Linda 

Bjornstrom et al., 2005). Θ οιςτραδιόλθ ενεργοποιεί τον μεμβρανικό ERα και επάγει τθν 

αλλθλεπίδραςθ του με G πρωτεΐνεσ και τθν Src κινάςθ, θ οποία μζςω φωςφορυλιϊςεων 

ενεργοποιεί το ςθματοδοτικό μονοπάτι MAPK. Άλλοσ τρόποσ ενεργοποίθςθσ του MAPK 

μονοπατιοφ είναι θ αλλθλεπίδραςθ του ERα με τον IGF-I υποδοχζα. Επιπλζον, παρουςία 

οιςτραδιόλθσ, ο ERα διεγείρει αφξθςθ τθσ ενδοκυτταρικισ ςυγκζντρωςθσ του αςβεςτίου 

και ενεργοποιεί τθν αδενυλικι κυκλάςθ, με αποτζλεςμα τθν αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του 

cAMP που τελικά οδθγεί ςτθν ενεργοποίθςθ του PI3-K μονοπατιοφ. Το μονοπάτι PI3-K 

βρζκθκε να ενεργοποιείται ςε ενδοκθλιακά κφτταρα, ςε καρκινικά κφτταρα μαςτοφ και ςε 

θπατικά κφτταρα. Τα οιςτρογόνα, μποροφν να ςυνδεκοφν ςτον GPR30 υποδοχζα, ο οποίοσ 

βρίςκεται ςτθ πλαςματικι μεμβράνθ, ανικει ςτθν κατθγορία των «ορφανϊν» GPCR 

υποδοχζων και ενεργοποιεί ταχφτατα το ςθματοδοτικό μονοπάτι PI3K και το μονοπάτι των 

MAPK κιναςϊν (Elizabeth Murphy et al. 2011). Τα μονοπάτια αυτά, καταλιγουν να 

ενεργοποιοφν τουσ ERs αλλά και άλλουσ ςυν-ενεργοποιθτζσ με φωςφορυλίωςθ. 

 

C. ER-ΑΝΕΞΑ΢ΤΘΤΟΣ ΜΘΧΑΝΙΣΜΟΣ Δ΢ΑΣΘΣ 

Ραρόλο που οι περιςςότερεσ βιολογικζσ δράςεισ των οιςτρογόνων αςκοφνται από τουσ 

οιςτρογονικοφσ υποδοχείσ, τα οιςτρογόνα φαίνεται να ζχουν αντιοξειδωτικι δράςθ 

καταςτζλλοντασ το οξειδωτικό  stress και μζςω ενόσ μθχανιςμοφ ανεξάρτθτου από τουσ 

οιςτρογονικοφσ υποδοχείσ (Jie Cui et al. 2013)(βιβλιογραφια). Το οξειδωτικό  stress 

αντιπροςωπεφει μια διαταραχι τθσ ιςορροπίασ μεταξφ τθσ παραγωγισ δραςτικϊν μορφϊν 

οξυγόνου (Reactive Oxygen Species, ROS) και τθσ ικανότθτασ ενόσ βιολογικοφ ςυςτιματοσ 

να αδρανοποιεί τα τοξικά αυτά μόρια και να επιςκευάηει τισ βλάβεσ που προκαλοφν. Οι 

δραςτικζσ μορφζσ οξυγόνου βλάπτουν όλα τα ςυςτατικά του κυττάρου, 

ςυμπεριλαμβανομζνων των πρωτεϊνϊν, των λιπιδίων και του DNA. Οι ROS ςχθματίηονται 

κυρίωσ ςτα μιτοχόνδρια ωσ προϊόν τθσ οξειδωτικισ φωςφορυλίωςθσ κατά τθν κυτταρικι 

αναπνοι. 

https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A0%CF%81%CF%89%CF%84%CE%B5%CE%90%CE%BD%CE%B7
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9B%CE%B9%CF%80%CE%AF%CE%B4%CE%B9%CE%BF
https://el.wikipedia.org/wiki/DNA
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Τα οιςτρογόνα ζχουν τθν ικανότθτα να ρυκμίηουν τισ ενηυμικζσ ενεργότθτεσ και να 

αλλθλεπιδροφν με μθ ςτεροειδι υποδοχείσ με ςκοπό τθν προςταςία των κυττάρων από 

πικανζσ βλάβεσ. Ρεριορίηουν αποτελεςματικά τθν απελευκζρωςθ των ROS από τα 

μιτοχόνδρια χάρισ τον  φαινολικό Α δακτφλιο, χαρακτθριςτικό που δίνει τθν αντιοξειδωτικι 

δράςθ ςτα οιςτρογόνα κυρίωσ ςτα νευρικά κφτταρα, παρζχοντασ ζτςι, μια 

νευροπροςτατευτικι λειτουργία (Jie Cui et al. 2013). 

 

 

Εικόνα 7. Σθματοδοτικά μονοπάτια οιςτρογονικϊν υποδοχζων που ενεργοποιοφνται από τθν οιςτραδιόλθ 

(τροποποίθςθ από Jie Cui et al. 2013).  

 

D. ER-ΜΙΤΟΧΟΝΔ΢ΙΑΚΘ Δ΢ΑΣΘ 

Το μιτοχόνδριο αποτελεί το ςθμαντικότερο οργανίδιο του κυττάρου για τθν παραγωγι 

ενζργειασ και για τθν προϊκθςθ τθσ απόπτωςθσ. Οι μιτοχονδριακζσσ λειτουργίεσ 

ρυκμίηονται από μια μεγάλθ ποικιλία μορίων, τα οποία μπορεί να είναι είτε ενδοκυτταρικά 

είτε εξωκυτταρικά. Σε πρόςφατεσ μελζτεσ ζχουν εντοπιςτεί ςτα μιτοχόνδρια αρκετοί 

πυρθνικοί υποδοχείσ, εκ των οποίων οι οιςτρογονικοί υποδοχείσ και πολλοί μεταγραφικοί 

παράγοντεσ, όπωσ ο Νf-κB, Α΢-1, CREB και θ p53 (Psarra et al. 2007). Συγκεκριμζνα 

εντοπίςτθκαν ςε κυτταρικοφσ τφπουσ όπου ζχουν μεγάλθ ανάγκθ ενζργειασ για τθν 

διεκπεραίωςθ των βιολογικϊν τουσ λειτουργιϊν (Chen J. et al. 2008). 
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 Τα οιςτρογόνα εποτελοφν ςθμαντικά αντί-αποπτωτικά ςιματα για πολλά είδθ κυττάρων, 

μεταξφ αυτϊν και τα καρκινικά κφτταρα του μαςτοφ. ‘Ερευνεσ που πραγματοποιικθκαν ςε 

MCF-7 καρκινικά κφτταρα μαςτοφ,ζδειξαν ότι θ χοριγθςθ 17β-οιςτραδιόλθσ επάγει τθν 

μετακίνθςθ των οιςτρογονικϊν υποδοχζων προσ τα μιτοχόνδρια (Psarra et al. 2007). Στο 

μιτοχονδριακό DNA περιλαμβάννται αλλθλουχίεσ παρόμοιεσ με τισ αλλθλουχίεσ των ERE 

ςτοιχείων απόκριςθσ των γονιδίων του πυρινα. Σ’αυτζσ τισ αλλθλουχίεσσ φαίνεται ότι 

προςδζνονται οι οιςτρογονικοί υποδοχείσ και επάγουν τθν μεταγραφι γονιδίων που 

κωδικοποιοφν κυρίωσ ζνηυμα που εμπλζκονται ςτθν οξειδωτικι φωςφορυλίωςθ (Psarra et 

al. 2007). 

Επομζνωσ, ιςχυρίηεται ότι το οιςτρογόνο-επαγόμενο μονοπάτι ςθματοδότθςθσ των 

οιςτρογονικϊν υποδοχζων παίηει πολφ ςθμαντικό ρόλο ςτον ζλεγχο του κυτταρικοφ 

πολλαπλαςιαςμοφ, ςτθν αναςτολι τθσ απόπτωςθσ αλλά και ςτθν πρόκλθςθ βλαβϊν ςτο 

μιτοχονδριακό DNA μζςω των ROS που παράγονται κατά τθν κυτταρικι αναπνοι ςτα 

μιτοχόνδρια(Chen J. et al. 2008). 

 

1.6 ΦΤ΢ΙΟΛΟΓΙΚΟΙ ΡΟΛΟΙ ΟΙ΢ΣΡΟΓΟΝΙΚΩΝ ΤΠΟΔΟΧΕΩΝ ΚΑΙ ΟΙ΢ΣΡΟΓΟΝΩΝ 

Οι οιςτρογονικοί υποδοχείσ ελζγχουν μια μεγάλθ ποικιλία διαφορετικϊν βιολογικϊν 

διεργαςιϊν ςε ιςτοφσ όπου εκφράηονται ςτον ανκρϊπινο οργανιςμό και είναι υπεφκυνοι 

για τθν καλι λειτουργία τουσ. Ωςτόςο ζχουν ενοχοποιθκεί για πάρα πολλζσ αςκζνειεσ ωσ 

αποτζλεςμα τθσ μθ φυςιολογικισ τουσ ςθματοδότθςθσ τόςο ςτισ γυναίκεσ όςο και ςτουσ 

άντρεσ. Φαίνεται να εμπλζκονται ςε πάρα πολλζσ μορφζσ καρκίνου, ςε μεταβολικζσ 

διαταραχζσ, ςε καρδιακζσ νόςουσ, ςε διάφορεσ μολφνςεισ, ςτθν οςτεοπόρωςθ και ζχει 

επιδράςεισ ςτο Κεντρικό Νευρικό Σφςτθμα.  

A. Αναπαραγωγικό ςφςτθμα 

 Στο γυναικείο φφλο, διαφζρει τόςο θ κατανομι όςο και οι ρόλοι των ERα και ERβ ςτουσ 

μαςτικοφσ αδζνεσ από άτομο ςε άτομο. Θ παρουςία του ERα ςτα μαςτικά κφτταρα είναι 

υπεφκυνθ για τον οιςτρογόνο-επαγόμενο πολλαπλαςιαςμό του επικθλίου και για τθν 

μετζπειτα διαφοροποίθςι του. Ο ERβ αδυνατεί να επάγει οιςτρογόνο-εξαρτϊμενθ 

ανάπτυξθ ςτουσ μαςτικοφσ αδζνεσ απουςία του ERα (Elizabeth Anderson et al.  2002). 

Επιπλζον θ παρουςία των οιςτρογόνων είναι απαραίτθτθ για τθν γονιμότθτα κακϊσ 

εμπλζκονται ςτθν διαδικαςία τθσ ωορρθξίασ, τθσ εμφφτευςθσ του εμβρφου ςτθ μιτρα, 

κατά τθν διάρκεια τθσ εγκυμοςφνθσ και για τθν γζννθςθ του βρζφουσ. Ριςτεφεται ότι ο ERα 

επάγει τον πολλαπλαςιαςμό των κυττάρων, ενϊ ο ERβ επάγει τθ διαφοροποίθςθ του 

ωοκθλακίου. Τα οιςτρογόνα εντοπίςτθκαν να ζχουν ςθμαντικό ρόλο ςτθν επαγωγι και 

ανάπτυξθ του καρκίνου του μαςτοφ και του καρκίνου των ωοκθκϊν, όπωσ επίςθσ και θ 

υπερζκφραςθ κάποιον από τουσ ςυν-ενεργοποιθτζσ των ERs (Francesca C. Et al. 2012) .  
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Στο ανδρικό φφλο, τα οιςτρογόνα είναι απαραίτθτα για τθν ςωςτι λειτουργία των όρχεων. 

Ωςτόςο θ ζκκεςθ ςτα οιςτρογόνα κατά τθ διάρκεια τθσ ανάπτυξθσ μπορεί να προκαλζςει 

διαταραχζσ τόςο ςτθ δομι όςο και ςτθν λειτουργία τουσ. Μεγάλθ ζκφραςθ εμφανίηει ο 

ERβ ςτο ουρογεννθτικό ςφςτθμα και ςτουσ όρχεισ, ςε αντίκεςθ με τθν χαμθλι ζκφραςθ του 

ERα ο οποίοσ είναι απαραίτθτοσ κυρίωσ για τθν ανδρικι γονιμότθτα (Maria F. Et al. 2009). 

B. Καρδιαγγειακό ςφςτθμα 

Τα οιςτρογόνα ζχουν πλειοτροπικζσ δράςεισ ςτο καρδιαγγειακό ςφςτθμα. Μερικζσ από τισ 

πολλζσ επιδράςεισ των οιςτρογόνων περιλαμβάνουν τθν ρφκμιςθ τθσ αγγειακισ 

λειτουργίασ, τθσ φλεγμονϊδουσ απόκριςθσ, του μεταβολιςμοφ, τθσ ευαιςκθςίασ τθσ 

ινςουλίνθσ και τθν επιβίωςθ  των μυοκυττάρων τθσ καρδιάσ και των βλαςτικϊν κυττάρων 

(Elizabeth Murphy et al. 2011). Οι επιδράςεισ των οιςτρογόνων επιτυγχάνονται μζςω των 

μθ γενωμικϊν μθχανιςμϊν ςθματοδότθςθσ των ERs. Για παράδειγμα, ο ERα μπορεί να 

ενεργοποιιςει το μονοπάτι ςθματοδότθςθσ PI3K. Επιπλζον μπορεί να επάγει αφξθςθ τθσ 

ζκφραςθσ τθσ ςυνκάςθ του μονοξείδιου του Αηϊτου. Φαίνεται ότι και το μονοπάτι PI3K 

αλλά και το ζνηυμο ςυνκάςθ του μονοξείδιου του Αηϊτου δρουν ακροιςτικά και ζχουν 

ςθμαντικό καρδιοπροςτατευτικό (Elizabeth Murphy et al. 2011).Θ ζλλειψθ οιςτρογόνων 

από τον οργανιςμό ζχει ςυνδεκεί με τθν αφξθςθ των καρδιαγγειακϊν πακιςεων κακϊσ 

ζχουν τθν ικανότθτα τθσ ρφκμιςθσ των φαινομζνων  εγκεφαλικοφ επειςοδίου και τθσ 

επιλθψίασ. 

C. Ανοςοποιθτικό ςφςτθμα 

Οι οιςτρογονικοί υποδοχείσ παρουςιάηουν ζκφραςθ ςτα πρωτογενι λεμφικά όργανα και 

ςτα διάφορα κφτταρα του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ. Συγκεκριμζνα, ο ERα είναι 

απαραίτθτοσ για τθν ανάπτυξθ του κφμου αδζνα και ςτα δφο φφλα, ενϊ ο ERβ πικανόν να 

είναι υπεφκυνοσ για τθν ρφκμιςθ τθσ παραγωγισ των Β κυττάρων ςτον μυελό των οςτϊν. 

Οι οιςτρογόνο-επαγόμενεσ δράςεισ των ERs ενιςχφουν τθ ςωςτι ανάπτυξθ και ρφκμιςθ του 

ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ. Τα οιςτρογόνα πιςτεφεται ότι ζχουν κακοριςτικό ρόλο ςτα 

αυτοάνοςα νοςιματα. Σθμαντικό ςτοιχείο τθσ ρφκμιςθσ των ανοςοαποκρίςων αποτελεί θ 

ιςορροπία τθσ ςυγκζντρωςθσ των οιςτρογόνων με τα ανδρογόνα τόςο ςτο γυναικείο όςο 

και ςτο ανδρικό φφλο. Αυτό οφείλεται ςτο γεγονόσ ότι τα οιςτρογόνα ενιςχφουν ενϊ θ 

τεςτοςτερόνθ καταςτζλλει τθν ανοςοαπάντθςθ (Konstantin Y. Et al. 2013) .  

D. Κεντρικό νευρικό ςφςτθμα 

Τα οιςτρογόνα εκτόσ των άλλων, επιδροφν και ςτον εγκζφαλο, επθρεάηουν τισ γνωςτικζσ 

λειτουργίεσ, τον ςυντονιςμό των κινιςεων και το πόνο και ζχουν νευροπροςτατευτικό 

ρόλο. Δρουν ωσ ιςχυροί νευροτροφικοί παράγοντεσ κατά τθν διάρκεια τθσ ανάπτυξθσ αλλά 

και μετά τθν ενθλικίωςθ. Επιπλζον, τα οιςτρογόνα μποροφν να διαφοροποιιςουν τθν 

ζκφραςθ των γονιδίων που εμπλζκονται ςτθν διαδικαςία τθσ απόπτωςθσ και ςτθν 

αναγζννθςθ των νευροαξόνων. Τα ςχετικά επίπεδα των ERs διαφζρουν μεταξφ των 
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διαφόρων περιοχϊν του εγκεφάλου, με αυξθμζνα επίπεδα του ERα ςε ςχζςθ με τον ERβ 

ςτον ιππόκαμπο, ςτον υποκάλαμο και ςτον φλοιό (Catherine S. Et al. 1999). Θ οιςτρογονικι 

δράςθ ςτον εγκζφαλο αςκείται μζςω ER-εξαρτϊμενουσ και ER-ανεξάρτθτουσ μθχανιςμοφσ 

δράςθσ, οι οποίοι εμπλζκονται ςτθν ρφκμιςθ τθσ μεταγραφισ των γονιδίων-ςτόχων αλλά 

και ςτθ ρφκμιςθ των μθ γενωμικϊν μονοπατιϊν μεταγωγισ ςιματοσ όπωσ τα μονοπάτια 

cAMP/PKA και MAPK. Υπάρχει ο ιςχυριςμόσ ότι τα οιςτρογόνα μποροφν να δρουν 

προςτατευτικά ωσ προσ τθν αςκζνεια του Alzheimer, του Parkinson και τθσ ςχιηοφρζνειασ 

μζςα από τθν προςτατευτικι ικανότθτα τουσ ωσ προσ τον κυτταρικό κάνατο και μζςω τθσ 

ενίςχυςθσ τθσ αναγζννθςθσ των νευρικϊν κυττάρων και τθσ ενίςχυςθσ των γνωςτικϊν 

λειτουργιϊν του εγκεφάλου (Bruce s. Et al. 1999). 

E. Σκελετικό ςφςτθμα 

Σθμαντικό ρόλο διαδραματίηουν τα οιςτρογόνα ςτον μεταβολιςμό και τθν ομοιόςταςθ των 

οςτϊν, επιδρϊντασ ευεργετικά ςτθν ανάπτυξθ του ςκελετοφ αλλά και ςτθν διαφοροποίθςθ 

των οςτϊν. Οι οιςτρογόνο-επαγόμενεσ δράςεισ ανάπτυξθσ του ςκελετοφ 

πραγματοποιοφνται από τον  ERα, αντίκετα ο ERβ δρα κατά τθ διάρκεια τθσ εφθβείασ 

περιορίηοντασ τθν ανάπτυξθ των οςτϊν ςτο γυναικείο φφλο. Ακόμα, τα οιςτρογόνα 

ρυκμίηουν διάφορουσ παράγοντεσ με ςθμαντικό ρόλο ςτον μεταβολιςμό των οςτϊν. Στο 

γυναικείο φφλο, υπάρχει άμεςθ ςφνδεςθ τθσ ανάπτυξθσ τθσ οςτεοπόρωςθσ με τθν 

επακόλουκθ μείωςθ των επιπζδων των οιςτρογόνων ςτο αίμα κατά τθν εμμθνόπαυςθ. Οι 

άντρεσ με μθ λειτουργικοφσ ERs ι χωρίσ τθν ικανότθτα ςφνκεςθσ οιςτρογόνων, αποτελοφν 

ευπακι πλθκυςμό για ανάπτυξθ οςτεοπόρωςθσ (Peter P. et al. 2008).   

 

1.7 ΕΠΙΔΡΑ΢ΕΙ΢ ΟΙ΢ΣΡΟΓΟΝΙΚΩΝ ΤΠΟΔΟΧΕΩΝ ΢ΣΟΝ ΚΤΣΣΑΡΙΚΟ 

ΠΟΛΛΑΠΛΑ΢ΙΑ΢ΜΟ ΚΑΙ ΢ΣΗΝ ΑΠΟΠΣΩ΢Η 

Οι υποδοχείσ ERα και ERβ πικανόν να επιφζρουν αντίκετα αποτελζςματα όςον αφορά τον 

πολλαπλαςιαςμό των κυττάρων και τθν απόπτωςθ. Τα οιςτρογόνα μζςω του ERα 

διεγείρουν τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό ςτο μαςτό, ςτθ μιτρα και τθν ανάπτυξθ του 

προςτάτθ με αποτζλεςμα να υπάρχει αυξθμζνο ρίςκο για καρκινογζνεςθ. Αντικζτωσ, ςε 

πολλζσ μελζτεσ γίνεται υπόκεςθ ότι ο ERβ καταςτζλλει τθν κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό και 

διεγείρει τθν διαφοροποίθςθ των κυττάρων του προςτάτθ, του μαςτικοφ αδζνα, του 

παχζοσ εντζρου, του πνεφμονα και των βλαςτοκυττάρων του μυελοφ των οςτϊν. Σε άλλεσ 

ζρευνεσ που πραγματοποιικθκαν ςε καρκινικά κφτταρα μαςτοφ και παχζοσ εντζρου, 

βρζκθκε ότι ο ERβ πικανόν να ζχει ρόλο καταςτολζα τθσ καρκινογζνεςθσ μζςω μθχανιςμοφ 

ανεξάρτθτου από τα οιςτρογόνα που ζχει ωσ τελικό αποτζλεςμα τθν μείωςθ του 

κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ. Ο μοριακόσ μθχανιςμόσ τθσ ενεργοποίθςθσ του ERβ 

παραμζνει άγνωςτοσ μζχρι ςτιγμισ. Ο ERβ εκτόσ από τθ δράςθ ωσ καταςτολζασ του 

κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ, φαίνεται να επιδρά και ςτθν διαδικαςία τθσ απόπτωςθ  με 
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μθχανιςμό επαγωγισ τθσ ζκφραςθσ  τθσ πρωτεΐνθσ FasL, θ οποία αποτελεί προ-αποπτωτικι 

πρωτεΐνθ ςε ωοκθκικά επικθλιακά κφτταρα (Konstantin Y. et al. 2013).  

Ζχει βρεκεί ότι θ Ε2 επάγει τθν ζκφραςθ του αντί-αποπτωτικοφ γονιδίου Bcl-2 μζςω 

μθχανιςμοφ επαγωγισ τθσ ζκφραςθσ ςε ωοκθκικά επικθλιακά κφτταρα. Ο μθχανιςμόσ 

πικανόν να πραγματοποιείται από τον ERα, αφοφ ζχει βρεκεί ότι θ ενεργοποίθςθ του ERα 

ςε νευρικά κφτταρα ζχει νευροπροςτατευτικι δράςθ.  Σε μία άλλθ in vitro μελζτθ 

επικθλιακϊν κυττάρων, βρζκθκε ότι θ Ε2 επάγει τθν κυτταρικι επιβίωςθ μζςω του ERα, 

ενϊ παράλλθλα ο ERβ προωκεί τον κυτταρικό κάνατο με μθ γενωμικό μθχανιςμό 

μεταγωγισ ςιματοσ από τουσ ERα και ERβ (Konstantin Y. et al. 2013). 

Αυτά τα ςτοιχεία υποςτθρίηουν ότι ο ERβ γενικά ζχει προ-αποπτωτικι επίδραςθ, ενϊ ο ERα 

ζχει αντί-αποπτωτικι δράςθ. Θ ER-επαγϊμενθ απόκριςθ εξαρτάται από το είδοσ του 

κυττάρου αλλά και από τον υπότυπο ER που παρουςιάηει τθν μεγαλφτερθ ζκφραςθ ςτο 

ςυγκεκριμζνο είδοσ κυττάρων (Konstantin Y. et al. 2013). 

 

1.8 ΤΠΟΔΟΧΕΙ΢ ΟΙ΢ΣΡΟΓΟΝΩΝ ΚΑΙ ΜΑ΢ΣΟ΢ 

Σε φυςιολογικό μαςτικό αδζνα, οι οιςτρογονικοί υποδοχείσ είναι απαραίτθτοι για τθν 

μορφογζνεςθ των ιςτϊν. Στισ ενιλικεσ γυναίκεσ ο ERα ζχει ζκφραςθ <10% ςτα επικθλιακά 

κφτταρα, ενϊ ο  ERβ εκφράηεται ςε ποςοςτό 70-80%  ςτα επικθλιακά κφτταρα αλλά και ςτα 

ανοςοκφτταρα του μαςτοφ. Κάτω από φυςιολογικζσ ςυνκικεσ ο ERβ, δεν είναι 

απαραίτθτοσ για τθν ανάπτυξθ του μαςτοφ αλλά χρειάηεται για τθ τελικι διαφοροποίθςθ 

και τθν διατιρθςθ τθσ οργάνωςθσ του επικθλιακοφ ιςτοφ (Prasenjit Dey et al. 2013). 

Ραρόλο τθσ χαμθλισ ζκφραςθσ του, ο ERα φαίνεται να αποτελεί το μόριο κλειδί για τισ 

επιδράςεισ τθσ οιςτραδιόλθσ ςτο φυςιολογικό μαςτικό αδζνα  (Elizabeth Anderson et al.  

2002). 

 

1.9 ΟΙ΢ΣΡΟΓΟΝΙΚΟΙ ΤΠΟΔΟΧΕΙ΢ ΚΑΙ ΚΑΡΚΙΝΟ΢ ΣΟΤ ΜΑ΢ΣΟΤ 

Ο όροσ «καρκίνοσ του μαςτοφ» αναφζρεται ςτθν ανάπτυξθ κακοικουσ όγκου ςτθν περιοχι 

του μαςτοφ. Ο καρκίνοσ του μαςτοφ αποτελεί ςιμερα το πιο διαδεδομζνο είδοσ καρκίνου 

για το γυναικείο φφλο, κακϊσ το 27,8% του γυναικείου πλθκυςμοφ διαγιγνϊςκεται με αυτι 

τθν αςκζνεια. Θ πικανότθτα εμφάνιςθσ τθσ νόςου ςε άρρενεσ είναι υπαρκτι αλλά πολφ 

μικρι. Είναι γνωςτό ότι ο καρκίνοσ του μαςτοφ ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ είναι 

ορμονο-εξαρτϊμενοσ. Οι ορμόνεσ ζχουν τθν ικανότθτα να διεγείρουν τθν ανάπτυξθ των 

καρκινικϊν κυττάρων (Zhenlin Bai at al. 2008).  

Τα οιςτρογόνα κεωρείται ότι προάγουν τθν νεοπλαςματικι ανάπτυξθ αφενόσ μζςω 

αφξθςθσ των παραγόντων που επάγουν τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό και αφετζρου 

https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9A%CE%B1%CF%81%CE%BA%CE%AF%CE%BD%CE%BF%CF%82
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μζςω τθσ μείωςθσ των παραγόντων που τον καταςτζλλουν. Επιπρόςκετα αναςτζλλουν τθν 

απόπτωςθ μζςω τθσ αφξθςθσ τθσ ζκφραςθσ αντί-αποπτωτικϊν γονιδίων, όπωσ για 

παράδειγμα το bcl-2 (Στυλιανόσ Τςαγκαράκθσ, Κλινικι Ογκολογία, Κεφ. 7). Επίςθσ , θ 

αφξθςθ του ρυκμοφ τθσ κυτταρικισ διαίρεςθσ, μειϊνει τθ πικανότθτα επιδιόρκωςθσ των 

ςφαλμάτων τθσ DNA πολυμεράςθσ με αποτζλεςμα τθ δθμιουργία μεταλλάξεων ςτο DNA. 

Ζτςι, θ δράςθ των οιςτρογόνων ςτα κφτταρα μπορεί να οδθγιςει ςτθν εγκακίδρυςθ νζων 

μεταλλάξεων ςτο γονιδίωμα αλλά και τθν αναπαραγωγι αυτϊν.  

Εικόνα 8. Οιςτρογόνο-επαγϊμενα μονοπάτια που οδθγοφν ςτθν καρκινογζνεςθ (James D. Et al. 2006). 

 

1.9.1 Κφρια αίτια ανάπτυξησ καρκίνου του μαςτοφ  

Υπάρχουν πολλοί παράγοντεσ κινδφνου για τθν ανάπτυξθ καρκίνου του μαςτοφ, θ ςταδιακι 

κατανόθςθ των οποίων οδθγεί ςτθν αποτελεςματικότερθ αντιμετϊπιςθ τθσ νόςου. 

Ο καρκίνοσ του μαςτοφ μπορεί να προκφψει ςε οποιαδιποτε θλικία μετά τθν εφθβεία αλλά 

τα ποςοςτά αυξάνονται όςο αυξάνονται και οι θλικιακζσ κλίμακεσ. Οι περιςςότερεσ 

περιπτϊςεισ παρουςιάηονται μετά από τθν θλικία των 50 ετϊν, ενϊ είναι ςπάνιοσ ςε 

γυναίκεσ θλικίασ κάτω των 35 ετϊν (5% των περιπτϊςεων), με εξαίρεςθ τισ γυναίκεσ που 

ζχουν κλθρονομικι προδιάκεςθ. Βρζκθκε ότι το 5 - 10% των περιπτϊςεων καρκίνου του 

μαςτοφ ςχετίηεται με παράγοντεσ κλθρονομικότθτασ. Ωςτόςο, κάποια γονίδια τα οποία 



25 
 

ζχουν υποςτεί μεταλλάξεισ, ζχουν προςδιοριςτεί ωσ παράγοντεσ που ςυμβάλλουν ςτθν 

εμφάνιςθ καρκίνου του μαςτοφ. Μερικά από αυτά είναι το BRCA1,BRCA2,TP53 και ERBB2. 

Ο κίνδυνοσ ανάπτυξθσ καρκίνου του μαςτοφ είναι ανάλογοσ με τα επίπεδα των 

κυκλοφοροφντων οιςτρογόνων και το χρονικό διάςτθμα ζκκεςθσ ςε αυτά (Στυλιανόσ 

Τςαγκαράκθσ, Κλινικι Ογκολογία, Κεφ. 7). Στατιςτικά ςτοιχεία υποδθλϊνουν ότι γυναίκεσ 

με πρϊιμθ ζναρξθ τθσ εμμινου ρφςθσ (πριν από το 12ο ζτοσ τθσ θλικίασ τουσ) ι με 

κακυςτερθμζνθ εμμθνόπαυςθ (μετά τα 55) αντιμετωπίηουν αυξθμζνο κίνδυνο εμφάνιςθσ 

καρκίνου του μαςτοφ. Επίςθσ, θ λιψθ οιςτρογόνων μετά τθν εμμθνόπαυςθ ζχει 

ςυςχετιςτεί με αυξθμζνα ποςοςτά εμφάνιςθσ τθσ νόςου. H παχυςαρκία και θ αφξθςθ του 

ςωματικοφ βάρουσ αυξάνει τον κίνδυνο καρκίνου του μαςτοφ κακϊσ αυξάνει τα επίπεδα 

των οιςτρογόνων. Θ παραγωγι των οιςτρογόνων ςτισ γυναίκεσ μετά τθν εμμθνόπαυςθ 

γίνεται κυρίωσ μζςα ςε λιπϊδθ ιςτό, γεγονόσ που οφείλεται ςτθ αυξθμζνθ δράςθ του 

ενηφμου αρωματάςθ, το οποίο ςυμμετζχει ςτο μεταβολικό μονοπάτι τθσ βιοςφνκεςθσ τθσ 

Ε2, και εντοπίηεται κυρίωσ ςτον λιπϊδθ ιςτό.  

Επιπλζον, οι γυναίκεσ που βρίςκονται ςε εγκυμοςφνθ υπόκεινται ςε ορμονικζσ κεραπείεσ. 

Θ ζκκεςθ ςε οιςτρογόνα κατά τθν ενδομιτρια ηωι είναι ικανι να διπλαςιάςει το κίνδυνο 

εμφάνιςθσ καρκίνου του μαςτοφ. Ωςτόςο, θ δράςθ τουσ φαίνεται να είναι αναςτρζψιμθ 

αφοφ ο ςχετικόσ κίνδυνοσ μειϊνεται μετά από κάποια χρόνια μετά τθ διακοπι τθσ 

χοριγθςισ τουσ. 

 

1.9.2 Οιςτρογόνα και κυτταρική αφξηςη ςε ER-positive καρκίνο του μαςτοφ 

Ζχει δειχκεί ότι τα οιςτρογόνα διεγείρουν τθν κυτταρικι ανάπτυξθ ςτο καρκίνο του μαςτοφ. 

Θ δράςθ τουσ επιτυγχάνεται χάρισ τθν μεγάλθ αφξθςθ του αρικμοφ των κυττάρων  που 

βρίςκονται ςτθ φάςθ G0/G1, δθλαδι των κυττάρων που ειςζρχονται τον κυτταρικό κφκλο. 

Θ μιτογόνοσ δράςθ των οιςτρογόνων αςκείται μζςω τθσ ςφνκετθσ ρφκμιςθσ τθσ 

μεταγραφικισ λειτουργίασ, τθσ ζκφραςθσ δθλαδι, πολλϊν γονιδίων. Σε καρκίνο μαςτοφ 

πρϊιμου ςταδίου επάγεται μζςω του κλαςςικοφ γενωμικοφ μθχανιςμοφ θ ζκφραςθ 

αυξθτικϊν παραγόντων και θ ζκφραςθ γονιδίων που περιζχουν ERE ςτοιχεία ςτον 

υποκινθτι τουσ. Επιπρόςκετα, πραγματοποιείται ρφκμιςθ τθσ ζκφραςθσ γονιδίων που δεν 

περιζχουν ERE ςτοιχεία με  μθχανιςμοφσ αλλθλεπίδραςθσ των ER με άλλουσ 

μεταγραφικοφσ παράγοντεσ, όπωσ ο c-Jun. Μελζτεσ που ζγιναν ςε καλλιζργειεσ καρκινικϊν 

κυττάρων μαςτοφ, ζδειξαν οιςτρογόνο-επαγϊμενθ θ ζκφραςθ γονιδίων όπωσ το γονίδιο 

τθσ Κυκλίνθσ D1 , μζςω τθσ αλλθλεπίδραςθσ τθσ  AP-1 και του ER. Μερικά από τα γονίδια 

που ζχουν μιτογόνο δράςθ περιλαμβάνουν αυτά των αυξθτικϊν παραγόντων, των 

υποδοχζων των αυξθτικϊν παραγόντων, των πρωτεαςϊν, των κυκλινϊν και των κυκλινο-

εξαρτϊμενων κιναςϊν (cdks) (N. Platet et al. 2004). 
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1.9.3 ERα και καρκίνοσ του μαςτοφ 

Ο ERα παρουςιάηει πολφ μεγάλθ ζκφραςθ από τα πρϊτα μόλισ ςτάδια θσ καρκινογζνεςθσ, 

ςε ποςοςτό γφρω ςτο 50-80% των περιπτϊςεων αςκενϊν καρκίνου του μαςτοφ. 

Εκφράηεται τόςο ςτα πορογενι όςο και ςτα λοβιακά καρκινϊματα. Με τθ βοικεια ERα 

knockout πειραμάτων ςε ποντίκια, αποδείχκθκε ότι ο  ERα προωκεί τθν καρκινογζνεςθ και 

τθν εξζλιξθ του καρκίνου του μαςτοφ. Στισ διαδικαςίεσ αυτζσ εμπλζκονται τα ςθματοδοτικά 

μονοπάτια MAPK και PI3K/Akt που ςτόχο ζχουν τθν φωςφορυλίωςθ και ενεργοποίθςθ του 

ERα. Θ μεγάλθ ζκφραςθ του ERα, αποδεικνφεται ςθμαντικι, γιατί διευκολφνει τθν 

μετατροπι των μθχανιςμϊν δράςθσ από οιςτρογόνο-εξαρτϊμενουσ ςε οιςτρογόνο-

ανεξάρτθτουσ ςτα επικθλιακά κφτταρα καρκίνου του μαςτοφ (Francesca Cirillo et al. 2013).  

Θεραπεία με αντί-οιςτρογόνα εφαρμόηεται ςε αςκενείσ ERα-positive καρκίνο του μαςτοφ. 

Τα αντί-οιςτρογόνα είναι ςυναγωνιςτικοί αναςτολείσ των οιςτρογόνων και αναςτζλλουν 

τθν μιτογόνο τουσ δράςθ ςτο καρκίνο του μαςτοφ. Τα αντί-οιςτρογόνα ονομάηονται και 

εκλεκτικοί τροποποιθτζσ  των οιςτρογονικϊν υποδοχζων ι SERMs και περιλαμβάνουν τθν 

Ταμοξιφαίνθ, ΢αλοξιφένθ, Τορεμιφένθ, αναςτολείσ του ενηφμου αρωματάςθ, ICI κ.α. . Θ 

Ταμοξιφαίνθ αποτελεί το πιο αποτελεςματικό αντί-οιςτρογόνο και με τθν μεγαλφτερθ 

εφαρμογι ςτουσ αςκενείσ με καρκίνο του μαςτοφ. Ωςτόςο μόνο το 70% των αςκενϊν 

ανταποκρίνεται ςτθ κεραπεία με Ταμοξιφαίνθ και παρουςιάηονται διάφορεσ παρενζργειεσ 

ςε άλλουσ ιςτοφσ όπωσ για παράδειγμα ςτο ενδομιτριο κα ςτο καρδιαγγειακό ςφςτθμα 

(M. Jia et al. 2015). 

Θ επαγωγι των επιδράςεων του ERα προχποκζτει τθν ςφνδεςθ με ζνα προςδζτθ. Μελζτεσ 

ζδειξαν, παρουςία Ε2 ο ERα ρυκμίηει τθν ζκφραςθ γονιδίων που εμπλζκονται ςτο 

κυτταρικό κφκλο και ςυγκεκριμζνα ρυκμίηει τθν ζκφραςθ του γονιδίου c-myc, p45, Κυκλίνθ 

D και το γονίδιο τθσ Κυκλίνθσ Ε. Ο ERα μζςω τθσ DBD περιοχισ, αλλθλεπιδρά με το ERE 

ςτοιχείο αλλά και με τθν πρωτεΐνθ AP-1 ςτον υποκινθτι του γονιδίου c-myc, προκαλϊντασ 

με αυτό τον τρόπο επαγωγι τθσ ζκφραςθσ «up-regulation» του παράγοντα αυτοφ. Θ 

αναςτολι του ERα με τθ χοριγθςθ τθσ Ταμοξιφαίνθσ προκαλεί μείωςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ 

Κυκλίνθσ D1 και του c-myc, το οποίο καταςτζλλει τθ πρωτεΐνθ bcl-2, θ οποία ζχει ρόλο 

επιβίωςθσ ςτα κφτταρα, ζτςι αυξάνεται ο κυτταρικόσ κάνατοσ (Prasenjit Dey et al. 2013). 

Μελζτεσ ζδειξαν ότι ο ERα μπορεί επίςθσ να ενεργοποιιςει με ταχφτατουσ ρυκμοφσ τθν 

ζκφραςθ του πρϊτο-ογκογονιδίου c-fos ςε καρκινικά κφτταρα μαςτοφ παρουςία Ε2 ι 

αυξθτικϊν παραγόντων. Ζχει βρεκεί ότι ο ERα, ςε αυτιν τθν περίπτωςθ,  πρζπει να ζρκει 

ςε επαφι με τθν SP-1 περιοχι πλοφςια ςε CG, κακοδικά τθσ παλίνδρομθσ ERE αλλθλουχίασ 

ςτον υποκινθτι του πρϊτο-ογκογονιδίου c-fos. Το πρϊτο-ογκογονίδιο αυτό εκφράηει τθν 

πυρθνικι πρωτεΐνθ c-fos θ οποία φυςιολογικά εμπλζκεται ςτθ ρφκμιςθ τθσ κυτταρικισ 

ανάπτυξθσ, τθσ διαφοροποίθςθσ και του κυτταρικοφ μεταςχθματιςμοφ. Θ πρωτεΐνθ c-fos 

αλλθλεπιδρά με τθν πρωτεΐνθ c-jun, ςχθματίηοντασ το ετεροδιμερζσ ςφμπλοκο τθσ 

πρωτεΐνθσ-1 ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραφισ θ οποία μπορεί να προςδεκεί ςε ειδικζσ 

περιοχζσ ςε γονίδια-ςτόχουσ ρυκμίηοντασ τθν ζκφραςθ τουσ. Επίςθσ ζχει ταυτοποιθκεί ότι 
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θ πρωτεΐνθ c-fos ρυκμίηει τθν ζκφραςθ παραγόντων, υπεφκυνων για τθν είςοδο του 

κυττάρου ςτο κυτταρικό κφκλο όπωσ είναι θ Κυκλίνθ D1 (Marcello Maggiolini et al. 2004).  

1.9.4 ERα-ςηματοδότηςη και Μετάςταςη καρκίνου 

Ζρευνεσ ζχουν αποδείξει ότι τα ςθματοδοτικά μονοπάτια ςτα οποία εμπλζκονται οι ER και 

πραγματοποιοφνται εκτόσ του πυρινα, παίηουν πολφ ςθμαντικό ρόλο ςτθν προϊκθςθ τθσ 

κυτταρικισ μετανάςτευςθσ και τελικά τθσ μετάςταςθσ ςτο καρκίνο του μαςτοφ. 

Συγκεκριμζνα θ «εκτόσ του πυρινα» ςθματοδότθςθ του ERα, επάγει τθν ενεργοποίθςθ 

διαφόρων κιναςϊν όπωσ θ Src, θ MAPK,θ PI3K,θ ΢ΚC κ.α. Ρολλζσ από αυτζσ τισ κινάςεσ 

εμπλζκονται ςτα μονοπάτια που προωκοφν τθν μετάςταςθ ςτο καρκίνο του μαςτοφ.  

Επιπλζον ζχει βρεκεί ότι ο μεμβρανικόσ ERα αλλθλεπιδρά με τουσ αυξθτικοφσ παράγοντεσ 

IGF-1 R, EGFR και με τον HER2. Αυτι θ αλλθλεπίδραςθ παίηει ρόλο ςτθν αναδιοργάνωςθ 

του κυτταροςκελετοφ. Οποιαδιποτε δυςλειτουργία του μθχανιςμοφ του ςτα ERα καρκινικά 

κφτταρα του μαςτοφ, μπορεί να παγιδεφςει τον ERα ςτο κυτταρόπλαςμα, με αποτζλεςμα 

να επάγει ςυνεχι ενεργοποίθςθ τθσ ςθματοδότθςθσ μζςω MAPK και τελικά να ζχει 

ςοβαρζσ επιπτϊςεισ όπωσ είναι θ αλλοίωςθ του κυτταροςκελετοφ, θ ενίςχυςθ τθσ 

κυτταρικισ μετανάςτευςθσ, διαδικαςίεσ που οδθγοφν τελικά ςτθν μετάςταςθ (Sudipa Saha 

R. et al. 2011). 

 

 

  

 

Εικόνα 9. Σχθματικι παρουςίαςθ του Ε2-επαγϊμενου μθχανιςμοφ πρόκλθςθσ αναδιοργάνωςθσ του 

κυτταροςκελετου ( αριςτερά) και τθν ορμονικι ρφκμιςθ τθσ μετάςταςθσ (δεξιά) (Sudipa Saha R. Et al. 2011). 
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1.9.5 ERβ και καρκίνοσ του μαςτοφ 

Σε φυςιολογικά επικθλιακά κφτταρα μαςτοφ, ο ERβ εκφράηεται ςε ποςοςτό 80%. Αυτό δεν 

ςυμβαίνει κατά τθν εξζλιξθ καρκίνου του μαςτοφ, γεγονόσ που οφείλεται ςε 

υπερμεκυλίωςθ του υποκινθτι του γονιδίου του υποδοχζα, προκαλϊντασ ζτςι τθν 

απενεργοποίθςθ του. Σε in vitro μελζτεσ που πραγματοποιικθκαν ςε καρκινικά κφτταρα 

μαςτοφ, βρζκθκε ότι ο ERβ αναςτζλλει τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό και επάγει τθν 

απόπτωςθ. Θ αναςτολι του κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ επιτυγχάνεται μζςω τθσ 

αναςτολισ των ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν MAPK και PI3K αλλά και μζςω τθσ ρφκμιςθσ 

τθσ ζκφραςθσ παραγόντων υπεφκυνων για τθν εξζλιξθ του κυτταρικοφ κφκλου και για τθν 

απόπτωςθ. Άλλεσ μελζτεσ υποςτθρίηουν ότι ο ERβ επάγει τθ αναςυγκρότθςθ του 

πρωτεαςϊματοσ και τθν επακόλουκθ αποικοδόμθςθ του ERα, αναςτζλλοντασ ζτςι τθν 

ενεργότθτά του (M. Jia et al. 2015).  

Ωςτόςο, ςε μία άλλθ μελζτθ που ζγινε πάνω ςε διάφορεσ κυτταρικζσ ςειρζσ καρκίνου του 

μαςτοφ, υποςτθρίηεται ότι θ ζκφραςθ του ERβ ςυνδζεται με τθν αυξθμζνθ ζκφραςθ τθσ 

ιντερλευκίνθσ 8, θ οποία ανικει ςτθν κατθγορία των κυτοκινϊν και παίηει ρόλο ςτθν 

αφξθςθ τθσ αγγειογζνεςθσ και τθσ μετάςταςθσ ςε καρκινϊματα (Chen et al. 2011). 

Χρειάηονται πολλζσ ακόμα μελζτεσ για να εξακριβωκεί θ ζκφραςθ και ο ρόλοσ του ERβ 

γιατί μζχρι ςτιγμισ οι απόψεισ διίςτανται.  

 

1.9.6 Καρκίνοσ του Μαςτοφ και ανθεκτικότητα ςε ορμονικζσ θεραπείεσ 

Το κφριο πρόβλθμα αντιμετϊπιςθσ του ER-positive καρκίνου του μαςτοφ είναι θ 

ανκεκτικότθτα που παρουςιάηουν οι αςκενείσ ςτισ χορθγοφμενεσ κεραπείεσ. Ζχουν 

αναπτυχκεί διάφορεσ ςτρατθγικζσ αναςτολισ τθσ οιςτρογονικισ δράςθσ μζςω των ERs. 

Μερικζσ από αυτζσ είναι θ χοριγθςθ των SERMs όπωσ θ Ταμοξιφαίνθ, θ οποία ζχει 

εξειδικευμζνθ δράςθ ανταγωνιςτι των ERs ςτο μαςτό ι οι αναςτολείσ του ενηφμου 

αρωματάςθ, που ςτοχεφουν ςτθ αναςτολι τθσ βιοςφνκεςθσ των οιςτρογόνων. Ραρόλο που 

παρουςιάηεται μείωςθ  ςτθν εξζλιξθ τθσ αςκζνειασ, εξακολουκοφν να υπάρχουν αςκενείσ 

που δεν ανταποκρίνονται ςτθ κεραπεία, περίπου μία ςτισ τζςςερεισ γυναίκεσ (Prasanna G 

Alluri et al. 2014). 

Θ ενεργοποίθςθ ERs μζςω τθσ ςθματοδότθςθσ των αυξθτικϊν παραγόντων και 

πρωτεϊνικϊν κιναςϊν εμπλζκεται ςτθν ανκεκτικότθτα του οργανιςμοφ ωσ προσ τθν 

ενδοκρινικι κεραπεία που υποβάλλεται. Επιπλζον, πικανολογείται ότι οι μεταλλάξεισ των 

οιςτρογονικϊν υποδοχζων οι οποίεσ εγκακιδρφονται μετά από κφκλο ορμονικισ 

κεραπείασ, είναι μία ακόμα αιτία για τθν ανκεκτικότθτα του οργανιςμοφ προσ τισ 

ενδοκρινικζσ κεραπείεσ κατά του καρκίνου του μαςτοφ. Συγκεκριμζνα ενοχοποιοφνται οι 

μεταλλάξεισ του γονιδίου  ESR1 ςτθν LBD περιοχι ςε περιπτϊςεισ μετάςταςθσ του 

καρκίνου του μαςτοφ. Επιπλζον παρατθρικθκε υπερζκφραςθ οιςτρογόνο-επαγϊμενων 
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γονιδίων ςε καρκινϊματα που εμφανίηουν μεταλλάξεισ του γονιδίου  ESR1. Με βάςθ αυτά 

τα ςτοιχεία, πικανολογείται ότι θ ςθματοδότθςθ μζςω των ERs είναι ενεργι και προςδίδει 

ανκεκτικότθτα ωσ προσ τισ ορμονικζσ κεραπείεσ (Prasanna G Alluri et al. 2014). 

 

1.10 ΠΡΟ΢ΔΕΣΕ΢ ΤΠΟΔΟΧΕΩΝ ΟΙ΢ΣΡΟΓΟΝΩΝ 

1.10.1 ΟΙ΢ΣΡΟΓΟΝΑ  

Τα οιςτρογόνα ανικουν ςτθν ευρφτερθ οικογζνεια των ςτεροειδϊν ορμονϊν.  Ππωσ όλεσ οι 

ςτεροειδείσ ορμόνεσ, τα οιςτρογόνα περνοφν εφκολα τθν κυτταρικι μεμβράνθ. Τα 

οιςτρογόνα κυκλοφοροφν ςτο αίμα και των δφο φφλων αλλά βρίςκονται ςε πολφ 

μεγαλφτερεσ ςυγκεντρϊςεισ ςε γυναίκεσ αναπαραγωγικισ θλικίασ και προωκοφν τθν 

ανάπτυξθ των γυναικείων δευτερευόντων φυλετικϊν χαρακτθριςτικϊν. 

Τα  οιςτρογόνα αποτελοφν πολφ ςθμαντικοφσ για τθ φυςιολογία του οργανιςμοφ  

παράγοντεσ που αςκοφν τισ δράςεισ τουσ μζςω των οιςτρογονικϊν υποδοχζων. Ο  

πρωταρχικόσ  τουσ  ρόλοσ  ςυνιςτάται  ςτθν ανάπτυξθ,  διαφοροποίθςθ  και  λειτουργία  

των  ιςτϊν  του  αναπαραγωγικού  ςυςτιματοσ,  περιλαμβανόμενων  των  μαςτϊν,  τθσ  

μιτρασ,  του  κόλπου  και των ωοκθκϊν ςτισ γυναίκεσ και των  όρχεων,  τθσ  επιδιδυμίδασ  

και  του  προςτάτθ ςτουσ άνδρεσ (Εμμανουιλ Ξυδάκθσ, Κλινικι Ογκολογία, Κεφ.57).  

Οι ωοκικεσ, ο πλακοφντασ, ο φλοιόσ των επινεφριδίων και τα κφτταρα Leydig των όρχεων 

είναι τα φυςιολογικά μζρθ ςφνκεςθσ των οιςτρογόνων και ζχουν ωσ πρόδρομο μόριο τουσ 

τθν χολθςτερόλθ (Stefan Silbernagl et al. 2010). Συγκεκριμζνα, ςτισ  προεμμθνοπαυςιακέσ  

γυναίκεσ  τα  οιςτρογόνα  εκκρίνονται  ςε  μεγάλα  ποςά  από  τισ  ωοκικεσ,  ενϊ  ςτισ  

μετεμμθνοπαυςιακέσ παράγονται από τθ μετατροπι των  ανδρογόνων,  που  ςχθματίηονται  

ςτα  επινεφρίδια  και  τισ  ωοκικεσ,  ςε  οιςτρογόνα,  με  τθν  επίδραςθ  του  ενηύμου  

αρωματάςθ.  Θ  μετατροπι  των  ανδρογόνων  ςε  οιςτρογόνα  λαμβάνει  χϊρα  ςε  

πολλούσ  φυςιολογικοφσ  ιςτοφσ,  όπωσ  ςτο  λιπϊδθ  ιςτό,  τουσ  μυσ,  το  ιπαρ  και  τον  

εγκζφαλο, κακϊσ και ςτα νεοπλαςματικά  κύτταρα  του καρκίνου του μαςτού. Τα  

κυριότερα  οιςτρογόνα  ςτον  ορό  είναι  θ 17β‐οιςτραδιόλθ και θ οιςτρόνθ (Εμμανουιλ 

Ξυδάκθσ, Κλινικι Ογκολογία, Κεφ.57).   

Κατά τον μεταβολιςμό των οιςτρογόνων παράγονται ουςίεσ που ενοχοποιοφνται για άμεςθ 

μεταλλαξιγόνο δράςθ (όπωσ  θ  3,4‐estradiol‐quinone, που ςυνδζεται με τισ βάςεισ 

γουανίνθ και αδενίνθ τθσ ζλικασ του  DNA, ενεργοποιεί μια γλυκοςιδάςθ και οδθγεί ςε 

ςθμειακζσ μεταλλάξεισ) κακϊσ και ρίηεσ οξυγόνου που προκαλοφν οξειδωτικι βλάβθ ςτο 

DNA. Αν και υπάρχουν ενδείξεισ ότι οι μεταβολίτεσ αυτοί ζχουν ρόλο ςτθν ζναρξθ αλλά και 

ςτθ διατιρθςθ τθσ νεοπλαςματικισ διεργαςίασ, δεν ζχει ακόμα αποδειχκεί θ ςυμμετοχι 

τουσ ςτθν ανάπτυξθ καρκίνου του μαςτοφ ςτον άνκρωπο (Στυλιανόσ Τςαγκαράκθσ, Κλινικι 

Ογκολογία, Κεφ. 7) 

https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9F%CF%81%CE%BC%CF%8C%CE%BD%CE%B7
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%91%CE%AF%CE%BC%CE%B1
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%93%CF%85%CE%BD%CE%B1%CE%AF%CE%BA%CE%B1
https://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%94%CE%B5%CF%85%CF%84%CE%B5%CF%81%CE%B5%CF%8D%CE%BF%CE%BD%CF%84%CE%B1_%CF%86%CF%85%CE%BB%CE%B5%CF%84%CE%B9%CE%BA%CE%AC_%CF%87%CE%B1%CF%81%CE%B1%CE%BA%CF%84%CE%B7%CF%81%CE%B9%CF%83%CF%84%CE%B9%CE%BA%CE%AC&action=edit&redlink=1
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1.10.2  ΞΕΝΟΟΙ΢ΣΡΟΓΟΝΑ 

Τα ξενοοιςτρογόνα αποτελοφν ζνα είδοσ «ξζνων ορμονϊν» που μιμοφνται τισ δράςεισ των 

οιςτρογόνων. Αποτελοφνται από φυςικά ι ςυνκετικά χθμικά ςυςτατικά. Τα ςυνκετικά 

ξενοοιςτρογόνα ςυνικωσ χρθςιμοποιοφν βιομθχανικά ςυςτατικά, όπωσ το PCB ι το BPA, τα 

οποία ζχουν οιςτρογονικι δράςθ ςε ηωντανοφσ οργανιςμοφσ. Θ ιδιότθτα τουσ αυτι 

πικανόν να οφείλεται ςτο φαινολικό δακτφλιο που ζχουν ςτο μόριο τουσ. Τα φυςικά 

ξενοοιςτρογόνα περιλαμβάνουν τα φυτοοιςτρογόνα τα οποία παράγονται ςτα φυτά. 

Τα ξενοοιςτρογόνα κεωροφνται κλινικά πολφ ςθμαντικά, χάρισ τισ ικανότθτεσ  τουσ να 

μιμοφνται τισ δράςεισ των ενδογενϊν οιςτρογόνων. Οι οργανιςμοί εκτίκενται ςε μεγάλο 

βακμό ςτα ξενοοιςτρογόνα, τα οποία βρίςκονται ςε διάφορα προϊόντα που 

καταναλϊνουμε ι μου ερχόμαςτε ςε επαφι, ι ακόμα και ςτο περιβάλλον (P. D. Darbre, 

2005).  Για αυτό το λόγο ζχουν ενοχοποιθκεί για τθν εμφάνιςθ πρϊιμθσ ιβθσ και άλλων 

διαταραχϊν ςτο αναπαραγωγικό ςφςτθμα. 

Τα χθμικά αυτά που μιμοφνται τα οιςτρογόνα χρθςιμοποιοφνται ςε πολλά προϊόντα. 

Μερικά από αυτά είναι: 4 MBC (αντθλιακά), Hydroxy-anisole butyrate, BHA, E320 

(διατιρθςθ τροφϊν), Atrazine (για τθν καταςτροφι των αγριόχορτων), Bisphenol-

A (Διςφαινόλθ Α, χρθςιμοποιείται ςε πλαςτικά μπουκάλια, δοχεία τροφίμων και 

κονςζρβεσ), PCB (πρόςκετο χρωμάτων, μελανιϊν και πλαςτικϊν), Parabens (καλλυντικά, 

λοςιόν, οδοντόκρεμεσ, προϊόντα ξυρίςματοσ κλπ), Phthalates (φκαλάτεσ, βρίςκονται ςε 

καλλυντικά, αρϊματα, ηελζ μαλλιϊν, λακ, βερνίκια νυχιϊν, ενυδατικζσ κρζμεσ, 

εντομοκτόνα, είδθ κακαριότθτασ οικιακισ χριςθσ, ςυςκευαςίεσ τροφίμων κλπ).  

Στθν παροφςα εργαςία κα αναφερκοφμε περεταίρω ςτα μεταλλοοιςτρογόνα, μια 

υποκατθγορία των ξενοοιςτρογόνων και πιο ςυγκεκριμζνα ςτο Αργίλιο και τθν 

οιςτρογονικι δράςθ του ςτα καρκινικά κφτταρα του μαςτοφ. 

 

1.10.2.1 ΜΗΧΑΝΙ΢ΜΟΙ ΟΙ΢ΣΡΟΓΟΝΙΚΗ΢ ΔΡΑ΢Η΢ ΞΕΝΟΟΙ΢ΣΡΟΓΟΝΩΝ 

Οι οιςτογονικζσ επιδράςεισ των ξενοοιςτρογόνων μποροφν να επιτευχκοφν είτε από 

γενωμικά είτε από μθ γενωμικά μονοπάτια μεταγωγισ ςιματοσ και να επιφζρουν 

κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό ι απόπτωςθ ςτα καρκινικά κφτταρα του μαςτοφ (Jun Liu et al. 

2015). Πταν τα καρκινικά κφτταρα του μαςτοφ εκτεκοφν ςτα ξενοοιςτρογόνα, 

ενεργοποιείται άμεςα μία μεμβρανικι ιςομορφι του ERα που διεγείρει κυρίωσ μθ 

γενωμικά μονοπάτια μεταγωγισ ςιματοσ όπωσ MAPK/ERK και PI3/Akt. Θ ιςομορφι του 

ERα ονομάηεται ER-α36 και εμφανίηει απϊλεια των περιοχϊν AF-1 και AF-2 ςε ςχζςθ με τον 

wild type ERα. Ο ER-α36 δεν εντοπίηεται ςτα φυςιολογικά κφτταρα μαςτοφ αλλά μόνο ςτα 

ιδθ ERα-positive και ERα-negative καρκινικά κφτταρα του μαςτοφ. Συγκεκριμζνα εμφανίηει 

μεγαλφτερθ ζκφραςθ ςε ERα-negative καρκινικά κφτταρα του μαςτοφ (MDA-MB-231, MDA-

MB-436) (Jun Liu et al. 2015). 

http://en.wikipedia.org/wiki/4-Methylbenzylidene_camphor
http://www.21food.com/products/butylated-hydroxyanisole%28cas-no.8003-24-5%29,bha,e320-646796.html
http://en.wikipedia.org/wiki/Atrazine
http://en.wikipedia.org/wiki/Bisphenol_A
http://en.wikipedia.org/wiki/Bisphenol_A
http://en.wikipedia.org/wiki/Polychlorinated_biphenyl
http://en.wikipedia.org/wiki/Parabens
http://nek-plan.blogspot.gr/2012/01/parabens.html
http://en.wikipedia.org/wiki/Phthalates
http://www.healthyliving.gr/2012/10/24/%CE%BF%CE%B9-%CF%86%CE%B8%CE%B1%CE%BB%CE%AC%CF%84%CE%B5%CF%82-%CF%80%CF%81%CE%BF%CE%BA%CE%B1%CE%BB%CE%BF%CF%8D%CE%BD-%CF%80%CF%81%CF%8C%CF%89%CF%81%CE%B7-%CE%B5%CE%BC%CE%BC%CE%B7%CE%BD%CF%8C%CF%80/
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Είναι γενικά αποδεκτό ότι τα ξενοοιςτρογόνα επάγουν τθν γονιδιακι μεταγραφι μζςω 

ειδικισ ςφνδεςθσ με τουσ ERs. Το ςφμπλοκο ΧΕ/ER ζχει τθν ικανότθτα ρφκμιςθσ τθσ 

μεταγραφισ μζςω τθσ αλλθλεπίδραςθσ του με γονίδια που περιζχουν ERE ςτοιχεία 

απόκριςθσ ςτον υποκινθτι τουσ. Επίςθσ, τα ΧΕ μποροφν να επάγουν ενεργοποίθςθ κιναςϊν 

που προκαλοφν καταρράκτεσ φωςφορυλιϊςεων και τελικά να επθρεάςουν τόςο τθν 

μεταγραφικι λειτουργία αλλά και τθν παραγόμενθ πρωτεΐνθ. Ο  μεμβρανικόσ ER-α36 

ςυνικωσ επάγει τθν ενεργοποίθςθ των μονοπατιϊν μεταγωγισ ςιματοσ MAPK/ERK και 

PI3/Akt τα οποία είναι εξίςου ςθμαντικά για τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό αλλά και για 

τθν κυτταρικι επιβίωςθ μζςω τθσ απόπτωςθσ. Οποιαδιποτε βλάβθ παρουςιαςτεί ςτον 

κυτταρικό κφκλο ι ςτο μθχανιςμό τθσ απόπτωςθσ αποτελεί κομβικό ςθμείο για τθν 

καρκινογζνεςθ ςτο μαςτό (Jun Liu et al. 2015).  

 

 

Εικόνα 10. Στο ςχεδιάγραμμα φαίνονται οι οιςτρογονικζσ επιδράςεισ και τα ςθματοδοτικά μονοπάτια που 

ενεργοποιοφνται από τα ξενοοιςτρογόνα (Jun Liu et al. 2015). 
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1.10.3 ΜΕΣΑΛΛΟΟΙ΢ΣΡΟΓΟΝΑ 

Τελευταίεσ μελζτεσ που πραγματοποιικθκαν ςτα ξενοοιςτρογόνα, ζδειξαν ότι οριςμζνα 

μεταλλικά ιόντα ζχουν τθν ικανότθτα πρόςδεςθσ ςτουσ οιςτρογονικοφσ υποδοχείσ και να 

ζχουν οιςτρογονικζσ επιδράςεισ ςτα κφτταρα. Θ ομάδα των μεταλλικϊν ιόντων, αποτελεί 

μια τάξθ ανόργανων ξενοοιςτρογόνων που ονομάηονται μεταλλοοιςτρογόνα (P. D. Dabre, 

2006). 

Ππωσ είναι ευρζωσ γνωςτό, ο μθχανιςμόσ δράςθσ των οιςτρογονικϊν υποδοχζων ξεκινά με 

τθν αλλθλεπίδραςθ των οιςτρογόνων με τουσ υποδοχείσ τουσ. Οι ERs είναι μεταγραφικοί 

παράγοντεσ που ζχουν δομι από δακτυλίουσ ψευδαργφρου, άρα θ λειτουργία τουσ 

εξαρτάται από αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ πρωτεϊνϊν και μετάλλων. Θ DBD αποτελείται από 

δφο δακτυλίουσ ψευδαργφρου, όπου το κάκε άτομο ψευδαργφρου ςυνδζεται με δφο 

κατάλοιπα κυςτεΐνθσ. Τα οιςτρογόνα προςδζνονται  ςτθν LBD περιοχι, ενεργοποιείται ο 

υποδοχζασ  και ακολουκεί ο διμεριςμόσ του και θ πρόςδεςθ του ςτα γονίδια-ςτόχουσ που 

περιζχουν ERE ςτοιχεία απόκριςθσ (P. D. Dabre  2006). 

Ζρευνεσ μελζτθσ των μεταλλοοιςτρογόνων, ζδειξαν ότι τα μζταλλα ςυνδζονται ςτουσ 

οιςτρογονικοφσ υποδοχείσ μζςω μθχανιςμοφ αντικατάςταςθσ του ψευδαργφρου με 

αποτζλεςμα τθ τροποποίθςθ τθσ ικανότθτασ τθσ περιοχισ DBD να προςδζνεται ςτα ERE 

ςτοιχεία απόκριςθσ. Διαφορετικά, τα μεταλλοοιςτρογόνα είναι ικανά να προςδεκοφν 

εξειδικευμζνα ςτθν LBD περιοχι του ER, μπλοκάροντασ ζτςι τθν ςφνδεςθ τθσ οιςτραδιόλθσ 

ςτθν ςυγκεκριμζνθ επικράτεια. Ωςτόςο, περαιτζρω μελζτεσ ζδειξαν ότι τα 

μεταλλοοιςτρογόνα δεν ανταγωνίηονται τθν δράςθ τθσ οιςτραδιόλθσ ςτθν γονιδιακι 

ρφκμιςθ και τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό, αλλά τθν ενιςχφουν (P. D. Dabre 2006). 

 

 

Εικόνα 11. Χθμικζσ δομζσ ξενοοιςτρογόνων, φυτοοιςτρογόνων , μεταλλοοιςτρογόνων και οιςτρογόνων 

(http://www.medscape.com/). 

 

http://www.medscape.com/
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1.10.4 ALUMINIUM ΚΑΙ ΣΑ ΑΛΑΣΑ ΣΟΤ–ΤΔΡΟΞΤ ΧΛΩΡΙΟΤΧΟ ΑΡΓΙΛΙΟ 

(ALUMINUM CHLORHYDRATE, ΑCH) 

Το Aluminium ανικει ςτθν οικογζνεια των μεταλλοοιςτρογόνων και το ςυναντάμε ςε μια 

μεγάλθ κλίμακα εφαρμογϊν όπωσ ςε διάφορεσ βιομθχανίεσ παραγωγισ προϊόντων 

κοςμετολογίασ ι ακόμα και ςε πρόςκετα τροφίμων (Ali V. Et al. 2010). Τα άλατα του 

Aluminium ι αλλιϊσ Aluminum Chlorhydrate (ACH) αποτελοφν τα ςυςτατικά των 

αντιιδρωτικϊν καλλυντικϊν (Darbre, 2005). 

Επικρατεί ο ιςχυριςμόσ ότι τα αντιιδρωτικά καλλυντικά που περιζχουν τα άλατα ACH και 

χρθςιμοποιοφνται ευρζωσ ςτθν περιοχι κάτω από τον ϊμο και ςτθν περιοχι του μαςτοφ, 

εμπλζκονται ςτθν όλο και αυξανόμενθ εμφάνιςθ κρουςμάτων καρκίνου του μαςτοφ.  Τα 

αντιιδρωτικά καλλυντικά που περιζχουν τα άλατα ACH, αποςκοποφν ςτθν εφαρμογι 

φραγμϊν ςτουσ πόρουσ του ιδρϊτα, με αποτζλεςμα να εμποδίηεται θ διαφυγι του προσ 

τθν επιφάνεια του δζρματοσ πικανόν μζςω του ςχθματιςμοφ «φυςικοφ πϊματοσ» (Darbre, 

2005). Ζτςι απορροφάται από τθ επιδερμίδα και διίςταται ςτουσ παρακείμενουσ ιςτοφσ 

κακϊσ και ςτο αίμα.  Ωςτόςο, το Aluminium είναι γνωςτό ότι ζχει τοξικζσ επιδράςεισ ςτον 

οργανιςμό. Πταν δεν ακολουκεί καλό ξζπλυμα τθσ περιοχισ εφαρμογισ των αντιιδρωτικϊν 

καλλυντικϊν, παραμζνουν άλατα ACH ςτθν περιοχι. Επαναλαμβανόμενθ εφαρμογι για 

πολφ μεγάλο χρονικό διάςτθμα, ενιςχφει τον κίνδυνο εμφάνιςθσ καρκίνου του μαςτοφ ι 

νευροεκφυλιςτικϊν αςκενειϊν όπωσ είναι το Alzheimer. Επιπλζον θ εφαρμογι των 

αντιιδρωτικϊν καλλυντικϊν αμζςωσ μετά το ξφριςμα αυξάνει δραματικά τον κίνδυνο τθσ 

καρκινογζνεςθσ (Ali V. Et al. 2010). 

Ππωσ ζχει προαναφερκεί, τα μεταλλοοιςτρογόνα ζχουν τθν ικανότθτα να μιμοφνται τισ 

δράςεισ των ενδογενϊν οιςτρογόνων του οργανιςμοφ. Ζτςι και το Aluminium μπορεί να 

δεςμεφεται τόςο ςτουσ πυρθνικοφσ οιςτρογονικοφσ υποδοχείσ, όςο και ςτουσ 

μεμβρανικοφσ και να επάγει τθν μεταγραφι γονιδίων ςτόχων που περιζχουν ERE ςτοιχεία 

απόκριςθσ ςτον υποκινθτι τουσ. (Ali V. Et al. 2010).  

 

1.10.5 ALUMINUM, ALUMINUM CHLORHYDRATE (ΑCH) ΚΑΙ ΚΑΡΚΙΝΟ΢ ΣΟΤ 

ΜΑ΢ΣΟΤ 

Θ καρκινογενετικι δράςθ του Aluminium ςυνδζεται άμεςα με τθν ικανότθτα τθσ μίμθςθσ 

των οιςτρογονικϊν λειτουργιϊν (Ali V. Et al. 2010). Τα άλατα ACH διεγείρουν τθν ζκφραςθ 

γονιδίων που περιζχουν ERE ςτοιχεία απόκριςθσ ςτον υποκινθτι τουσ. Το γεγονόσ αυτό, 

δίνει το ζναυςμα ςτα κφτταρα του μαςτοφ για επαναλαμβανόμενεσ κυτταρικζσ διαιρζςεισ, 

αυξάνοντασ ταυτοχρόνωσ τον αρικμό των λακϊν κατά τθν αντιγραφι με αποτζλεςμα τθν 

εγκακίδρυςθ μεταλλάξεων ςε γονίδια που ςχετίηονται με το καρκίνο και τθν επακόλουκθ 

εξζλιξθ του καρκίνου του μαςτοφ. 
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Σε πρόςφατεσ μελζτεσ που πραγματοποιικθκαν μελζτεσ ςε καρκινικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ 

MCF7 και αποςκοποφςαν ςτθν εξακρίβωςθ τθσ ζκφραςθσ γονιδίων επαγϊμενθ από τα 

άλατα ACH,βρζκθκε ότι το Aluminium ζχει τθν ικανότθτα αφξθςθσ τθσ ζκφραςθσ γονιδίων 

που περιζχουν ERE ςτοιχεία απόκριςθσ ςτον υποκινθτι τουσ, παρουςία και απουςία Ε2 (A. 

Farasani et al. 2015). 

Ωςτόςο, θ οιςτρογονικι δράςθ του Aluminium αλλά και των αλάτων ACH ςτον καρκίνο του 

μαςτοφ  δεν ζχει εξακριβωκεί πλιρωσ κακϊσ παραμζνουν πολλά αναπάντθτα ερωτιματα 

ςχετικά με τουσ μθχανιςμοφσ δράςθσ τουσ.  

 

2. ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ΢ 

2.1 ΟΡΓΑΝΟΛΟΓΙΑ 

 Φωτόμετρο Spectronic® 20 GENESYS TM 

 Laminar Flow Hood Tel Star AV-30/70 

 Incubator: New Brunswick (an Eppendorf Company) Galaxy 170S 

 Ανάςτροφο Μικροςκόπιο (αντίκεςθσ φάςθσ): Α. Kruss Optronic Germany 

 Φυγόκεντροσ ςτισ κυτταροκαλλιζργειεσ: Entrofriger- BLII/ PS Selecta® 

 Μικροςκόπιο φκοριςμοφ: LEICA DM 2000 

 Ψυχόμενθ κάμερα φκοριςμοφ: OPTIMOS Q IMAGING 

 Φυγόκεντροσ Helme Z36HK 

 Συςκευι θλεκτροφόριςθσ: Biorad mini-PROTEAN® tetra cell 

 Συςκευι μεταφοράσ (transfer): Biorad mini-trans Blot 

 Sonicator: helscher Ultrasound Technologies, model UP400S 

 Μθχάνθμα εμφάνιςθσ W.B και  gel: FluoChemE/ ProteinSimple 

 Σκοτεινόσ κάλαμοσ και ςετ εμφάνιςθσ μεμβρανϊν από W.B  Kodak 

 Ρρόγραμμα επεξεργαςίασ εικόνων από τθν κάμερα φκοριςμοφ:  Q Capture Pro 

v.7.05 TM 

 DNA/RNA UV-CLEANER UVC/T-AR (BIOSAN) 

 Mastercycler gradient (Eppendorf) 

 Stratagene MX 3005 

2.2 ΤΛΙΚΑ 

i. Χθμικά: 

 ACH 50% (Sigma) 

 Acrylamide/Bis acrylamide 40 % (Bio-Rad) 

 APS (Sigma) 

 Bradford protein assay (Bio-Rad) 

 BSA (Sigma) 
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 CaCl2(Merck) 

 CHCl3 (AppliChem) 

 MitoTracker Red CMXRos (Invitrogen) 

 HOECHST 33342 (Sigma) 

 DMSO (Sigma)  

 DTT (SERVA) 

 EDTA (Panreac) 

 ΕCL A +ECL B (Pierce) 

 E2(Sigma) 

 FBS Gibco® (Life Technologies - Invitrogen) * 

 FUGENΕ (PROMEGA) 

 HCl (Merck) 

 ICI (SIGMA) 

 KCl (Merck) 

 KH2PO4 (Merck) 

 L-Glutamine (Life Technologies - Invitrogen)  

 Na2HPO4 (Merck) 

 NaCl (Panreac) 

 NaHCO3 (Merck) 

 NaOH (Merck) 

 ONPG (Sigma) 

 PMSF (SERVA) 

 PVA (Sigma) 

 RQ1 RNase-Free DNase kit (Promega) 

 SDS (SIGMA) 

 Skimmed milk powder (Regilait) 

 SuperScript II Reverse Transcriptase kit (Invitrogen) 

 SYBR Select Master Mix kit (Applied Biosystem) 

 TEMED (Research Organics) 

 Trypsin-EDTA 5% 10× (Gibco)  

 Tween 20 (Euroclone) 

 Trizol, TRI Reagent (SIGMA) 

 Αικανόλθ (Panreac και Merck) 

 Αικανόλθ 80% (SIGMA) 

 β-μερκαπτοαικανόλθ (Riedel-de Haën) 

 Ιςοπροπανόλθ (Scharlau) 

 Ιςοπροπανόλθ (SIGMA) 

 Μάρτυρασ μοριακϊν μεγεκϊν Pageruler TM Prestained Protein Ladder 

(ThermoScientific Fermentas) 

 Μάρτυρασ μοριακϊν μεγεκϊν Pageruler TM Prestained Protein Ladder (Fermentas) 
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 Μεκανόλθ (Merck) 

 Μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ Whatman (Protran) 

 Ρενικιλλίνθ-Στρεπταμυκίνθ (Invitrogen) 

 ΢υκμιςτικό διάλυμα λφςθσ κυττάρων ×5 ι Lysis Buffer ×5 (Promega)  

 

ii. Θρεπτικά Υλικά: 

 Dulbecco’s modified eagle medium DMEM Gibco® 4,5 g/mol Glucose και 1g/mol 

Glucose (Life Technologies - Invitrogen)  

 Opti-MEM ® (Life Technologies - Invitrogen)  

 

Ρεριεκτικότθτεσ των κρεπτικϊν μζςων: 

DMEM  4,5 g/mol Glucose & DMEM  1 g/mol Glucose :   10% FBS,  1% L-Gln,  1% P/S 

 

 

iii. Διαλφματα: 

 PMSF 200 mM: 

Για τθν παραςκευι 2 mL PMSF 200 mM διαλφονται 0.07 gr PMSF ςε 2 mL ιςοπροπανόλθσ. 

Γίνεται ο διαμοιραςμόσ του ςε aliquots των 200 μL και αποκθκεφονται ςτουσ -20 °C. 

Με αραίωςθ 10 % ςε ιςοπροπανόλθ παραςκευάηονται διαλφματα PMSF ςυγκζντρωςθσ 20 

mM. 

 Διάλυμα λφςησ κυττάρων με χρήςη υπερήχων (Sonication Buffer): 

Αποτελείται από 20 mM Tris pH 7.5, 0.5 % Triton X-100, 250 mM NaCl και 3 mM EDTA και 

αποκθκεφεται ςτουσ 4 °C. Σε 1 mL από το παραπάνω διάλυμα προςτίκενται επιπλζον 0.5 

μL PMSF 20 mM (20 °C), 10 μl αναςτολείσ των πρωτεαςϊν και 2 μL DTT 1 M (20 °C). Θ DTT 

χρθςιμεφει ωσ αναγωγικόσ παράγοντασ. 

 Διάλυμα Bradford: 

Stock 5×. Χρθςιμοποιείται ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 1×, αραιωμζνο με ddH2O. Θ αναλογία 

του χρθςιμοποιοφμενο όγκου από το δείγμα πρωτεϊνϊν προσ τον όγκο του διαλφματοσ 

Bradford είναι 1:1000. 

 Sample Buffer 4×: 

Αποτελείται από 1 M Tris pH 6.8, 10% γλυκερόλθ, 10% SDS, 5 % β-μερκαπτοαικανόλθ, 1 % 

κυανοφν τθσ βρωμοφαινόλθσ και αποκθκεφεται ςτουσ -20 °C. Θ β-μερκαπτοαικανόλθ 

αναγάγει τουσ διςουλφιδικοφσ δεςμοφσ και καταργεί τθν τριτοταγι δομι των πρωτεϊνϊν. 
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 Tris 20 mM pH 7.5: 

Σε πλαςτικό ςωλθνάριο τφπου eppendorf (1.5 mL) αναμειγνφονται 20 μL stock διαλφματοσ 

Tris 1 M pH 7.5 (4 °C) με 980 μL ddH2O. Το διάλυμα διατθρείται ςε R.T. 

 Tris-HCl 1.5 Μ pH 8.8: 

Για τθν παραςκευι 0.2 L διαλφματοσ ηυγίηονται 36,342 gr Tris τα οποία διαλφονται ςε dH2O. 

Το pH ρυκμίηεται ςτο 8.8 με προςκικθ HCl 12 N και ςυμπλθρϊνεται ο όγκοσ με dH2O. Το 

διάλυμα αποκθκεφεται ςτουσ 4 °C. 

 TEMED: 

Χρθςιμοποιείται χωρίσ κάποια αραίωςθ, όπωσ ακριβϊσ παραλαμβάνεται. Αποκθκεφεται 

ςτουσ 4 °C. 

 APS 10 %: 

Ραραςκευάηεται διαλφοντασ 100 mg APS ςε 1 mL ddH2O. Αποκθκεφεται ςτουσ -20 °C και 

κατά τθ διάρκεια χριςθσ του παραμζνει τοποκετθμζνο ςε πάγο (4 °C). 

 Ρυθμιςτικό διάλυμα ηλεκτροφόριςησ (Running Buffer) 10×: 

Ηυγίηονται 30.3 gr Tris base και 144.00 gr γλυκίνθσ τα οποία διαλφονται ςε όγκο 1 L ddH2O. 

Δεν ρυκμίηεται το pH του διαλφματοσ και αποκθκεφεται ςε R.T. (Ornstein, 1964; Davis, 

1964). 

 Ρυθμιςτικό διάλυμα ηλεκτροφόριςησ (Running Buffer) 1×: 

Για τθν παραςκευι του R.B. 1× αραιϊνονται 100 mL R.B. 10× ςε 900 mL dH2O (αναλογία 

1:9). Στο διάλυμα προςτίκεται και SDS ςε αναλογία 0.1 %. (Laemmli, 1970). Διατθρείται ςε 

κερμοκραςία δωματίου. 

 Ρυθμιςτικό διάλυμα ηλεκτρομεταφοράσ (Transfer Buffer) 10×: 

Αποτελείται από 100ml Running Buffer 10×,200ml MeOH και 5ml SDS. Ο όγκοσ 

ςυμπλθρϊνεται με προςκικθ dH2O. Το διάλυμα φόρτωςθσ αποκθκεφεται ςτουσ 4 °C. 

 Ρυθμιςτικό διάλυμα φωςφορικών (PBS) 10×: 

Αποτελείται από 91 mM Na2HPO4, 17 mM NaH2PO4 και 1500 mM NaCl. Αποκθκεφεται ςε 

R.T. 

 Ρυθμιςτικό διάλυμα PBS-T 1×: 

Το stock buffer PBS 10× αραιϊνεται ςε κατάλλθλο όγκο dH2O ι ddH2O και προςτίκεται 

Tween-20 ςε αναλογία 1 %. Αποκθκεφεται ςε R.T. 
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 Ρυθμιςτικό διάλυμα φωςφορικοφ νατρίου (Sodium Phosphate buffer solution): 

Ραραςκευάηεται ρυκμιςτικό διάλυμα φωςφορικοφ νατρίου 0.1 M pH 7.5 με ανάμειξθ 

κατάλλθλων όγκων από τα stock διαλφματα μονοβαςικοφ NaH2PO4 0.2 M και διβαςικοφ 

Na2HPO4 0.2 M. Τα stock διαλφματα παραςκευάηονται με διαλφτθ το H2O, κάνοντασ τουσ 

κατάλλθλουσ υπολογιςμοφσ για τθ μάηα τθσ χθμικισ ζνωςθσ που απαιτείται. 

 Διαλφματα για εμφάνιςη ςήματοσ: 

Χρθςιμοποιικθκε το εμπορικό παραςκεφαςμα τθσ Kodak. Αποτελείται από ζνα διάλυμα 

ανάπτυξθσ ςιματοσ (Developer solution) και ζνα διάλυμα μονιμοποίθςθσ ςιματοσ (Fixer 

solution). Τα εκάςτοτε διαλφματα παραςκευάηονται με ανάμειξθ 1 : 3,5 v/v από το 

αντίςτοιχο διάλυμα (fixer ι developer) ςε dH2O. 

 

iv. Ρρωτογενι αντιςϊματα: 

 Αντίςωμα ζναντι ΕRα από κόνικλο, G20 (Santa Cruz) 

 Αντίςωμα ζναντι ΕRb από κόνικλο, H150 (Santa Cruz) 

 Αντίςωμα ζναντι β- ακτίνθσ από επίμυ (Sigma) 

 Αντίςωμα ζναντι Bcl-2 από επίμυ, 2876 (Cell Signaling) 

 Αντίςωμα ζναντι p53 (DOKA) 

 Αντίςωμα ζναντι c-myc, 5605(Cell Signaling) 

 Αντίςωμα ζναντι ΕRβ (IHC) MCA, (Serotec) 

 Αντίςωμα ζναντι ΕRα (IHC) MC20 (Santa Cruz) 

 

v. Δευτερογενι αντιςϊματα: 

 Αντίςωμα ζναντι mouse IgG-HRP (Jackson Laboratories) 

 Αντίςωμα ζναντι rabbit IgG-HRP (Pierce Antibodies). 

 Αντίςωμα ζναντι goat  IgG-HRP (Pierce Antibodies) 

 Αντίςωμα για IHC  a-R Alexa 488 ( Santa Cruz) 
 

vi. Αναλϊςιμα:  

 Σωλθνάρια για φφλαξθ κυττάρων ςε βακιά κατάψυξθ (cryovials ι cryotubes) 

 Ειδικζσ φιάλεσ για ανάπτυξθ ευκαρυωτικϊν κυττάρων (Flasks)  

 Βακμονομθμζνοι ςωλινεσ με καπάκι (falcons) (15 mL, 50 mL) 

 Ρλαςτικά ςωλθνάρια τφπου eppendorfs (1.5 mL, 2.0 mL) 

 Ριπζττεσ ορολογικζσ - Serological (2, 5, 10 και 25 mL) 

 ΢φγχοι (0.2-10 μL, 20-200 μL και 100-1000 μL) 

 Ρλάκεσ κυτταροκαλλιζργειασ (well-plates) με 6× και 24× wells  

 Καλυπτρίδεσ coverslips 

 Αντικειμενοφόρεσ πλάκεσ μικροςκοπίου 

 Αιμοκυτταρόμετρο για μζτρθςθ κυττάρων, Neubauer 

 Αυτόματοσ πιπεταδόροσ  
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vii. Εκκινθτζσ: 

Μόριο Εταιρία Αλληλουχίεσ 

GAPDH Invitrogen R: AGTCCTTTCCACGATACCAAAGT 

F: CATGAGAGTATGACAACAGCCT 

ERα Invitrogen R: CCAATCATCAGGATCTCTAGCC 
F: TGATCCTACCAGACCCTTCAGT 

ERβ Invitrogen R: AAGATGTAGAGCGGGCCTTT 
F: GCATGACAGATTTCTACCACTCC 

c-myc Invitrogen R: GCACAAGAGTTCCGTAGCTG 
F: CTGCAATGATACCGCGAGAC 

c-fos Invitrogen R: AGTGACCGTGGGAATGAAGT 
F: GCTTCAACGCAGACTACGAG 

Κυκλίνθ D1 Invitrogen R: GCATTTTGGAGAGGAAGTGTTC 
F: GTGGCCTCTAAGATGAAGGAGA 

p53 Invitrogen R: TCCGTCCCAGTAGATTACCACT 
F: AGGAAATTTGCGTGTGGAGTAT 

 

viii. Κυτταρικζσ ςειρζσ: 

Στθν παροφςα διπλωματικι εργαςία χρθςιμοποιικθκαν κατά κφριο λόγο δυο τφπου 

καρκινικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ, ιςτοφ από αδζνα μαςτοφ. Αυτζσ ιταν οι: 

 MDA-MB-231 

 MCF-7 

 

2.3 ΣΕΧΝΙΚΕ΢ 

 ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΚΥΤΤΑ΢ΟΚΑΛΛΙΕ΢ΓΕΙΑΣ 

i. ΞΕΡΑΓΩΜΑ ΚΥΤΤΑ΢ΩΝ 

Οι κυτταρικζσ ςειρζσ που διακζτουμε φυλάςςονται ςε βακειά κατάψυξθ: είτε ςε 

κερμοκραςία -80°C  ι ςε υγρό άηωτο, -120° C. Θ διαδικαςία του ξεπαγϊματοσ είναι κοινι 

και για τισ δφο κερμοκραςίεσ φφλαξθσ. 

Αρχικά πρζπει να προετοιμαςτοφν τα πάντα προκειμζνου μόλισ ξεπαγϊςει το vial να 

τοποκετθκοφν τα κφτταρα ςτο κρεπτικό και να ζρκουν κατά το δυνατόν ςε λιγότερθ  

επαφι με το DMSO το οποίο υπιρχε κατά τθ φφλαξι τουσ. 

Ζχοντασ ξεπαγϊςει, βγάλει, και τοποκετιςει με λαςκαριςμζνα τα καπάκια, ςτο hood, όλα 

τα κρεπτικά, τοποκετοφμε 4 ml κρεπτικοφ υλικοφ  DMEM 4,5 g/mol Glucose ςε 

δοκιμαςτικό ςωλινα Falcon  των 15 ml.  Επιπλζον, βγάηουμε μία νζα φλάςκα καλλιζργειασ, 

ανοίγουμε ελαφρϊσ το καπάκι και τοποκετοφμε κάκετα ςτο hood. Κατόπιν, εξάγεται το 

cryovial από τθν κατάψυξθ και τοποκετείται εντόσ του υδατόλουτρου. Δεν αφινουμε το 

cryovial, αλλά το κρατάμε, προςζχοντασ το νερό να μθν ζρχεται ςε επαφι με το καπάκι 

αλλά ταυτόχρονα να καλφπτει τον μεγαλφτερο όγκο του παγωμζνου περιεχομζνου. 



40 
 

Μετά τθν πάροδο μερικϊν λεπτϊν (ςυνικωσ 3-4 min)  το περιεχόμενο του cryovial 

υγροποιείται και φαίνεται εντόσ του μία μικρι ποςότθτα πάγου. Στθ φάςθ αυτι, το 

βγάηουμε γριγορα από τα υδατόλουτρο, ςκουπίηουμε και ψεκάηουμε με αικανόλθ 70%. 

Αμζςωσ, το τοποκετοφμε ςτθ ςυςκευι κακζτου νθματικισ ροισ (Laminar flow hood). Εκεί, 

τοποκετοφμε άμεςα το  vial ςε ςτατϊ και ανοίγουμε γριγορα και κάκετα το καπάκι του, 

προςζχοντασ να μθν ζρκει ςε επαφι θ αικανόλθ με τα κφτταρα. Κατόπιν με ςιφϊνιο των 2 

ml παίρνουμε το περιεχόμενο  και το τοποκετοφμε ςτον δοκιμαςτικό ςωλινα με τα 4 ml 

κρεπτικοφ.  

Το  15άρι falcon  με το κρεπτικό και τα κφτταρα φυγοκεντρείται για 5 min ςε 1000 rpm και 

ςε κερμοκραςία άνω των 20°C (20-25°C). Κατά τθ διάρκεια τθσ φυγοκζντρθςθσ γράφουμε 

τα ςτοιχεία των κυττάρων ςτθ φλάςκα (όνομα κυτταρικισ ςειράσ, θμερομθνία παγϊματοσ 

και ξεπαγϊματοσ, passage). 

Μετά το πζρασ τθσ φυγοκζντρθςθσ, το υπερκείμενο αναρροφάται με γυάλινθ πιπζτα 

Pasteur και κατόπιν το ίηθμα επαναδιαλφεται καλά, ςε 5 ml κρεπτικοφ μζςου, DMEM 1 

g/mol Glucose (low Glucose) -για τισ κυτταρικζσ ςειρζσ που χρθςιμοποιοφνται ςτθν 

παροφςα εργαςία. Τζλοσ, το επαναδιαλυτοποιθμζνο περιεχόμενο λαμβάνεται με 5άρα ι 

10άρα πιπζτα και τοποκετείται ςτθ φλάςκα. Εκεί, γίνεται ξανά ιπια επαναδιαλυτοποίθςθ 

και κλείνοντασ τθ φλάςκα, βγάηουμε οριηόντια από το hood,  τθν τοποκετοφμε ςτο 

μικροςκόπιο και εξετάηουμε τθ μορφι των ξεπαγωμζνων κυττάρων. Μετά τθ μικροςκοπικι 

παρατιρθςθ, τοποκετοφνται ςτον επωαςτικό κλίβανο, ςε ςυνκικεσ 37°C και 5.0 % CO2. 

ii. Θ΢ΥΨΙΝΟΡΟΙΘΣΘ 

Κατά τθ διαδικαςία τθσ κρυψινοποίθςθσ, θ κρυψίνθ επιδρά ςπάηοντασ τουσ δεςμοφσ 

μεταξφ των κυττάρων και τισ διάφορεσ προςκολλιςεισ που κάνουν τα κφτταρα ςτθν 

επιφάνεια τθσ φλάςκασ.  Αυτό είναι αναγκαίο ςε περιπτϊςεισ κορεςμοφ (πλιρουσ κάλυψθσ 

τθσ επιφάνειασ τθσ φλάςκασ), ςε περιπτϊςεισ πολλϊν και μεγάλων ςυςςωματωμάτων 

αλλά και πριν από τουσ περιςςότερουσ χειριςμοφσ που απαιτείται θ χριςθ ι θ μεταφορά 

κυττάρων. Θ κάκε κρυψινοποίθςθ αντιςτοιχεί ςε ζνα passage. 

Ξεπαγϊνει θ κρυψίνθ και τα κρεπτικά υλικά και τοποκετοφνται ςε υδατόλουτρο 37°C . 

Αφαιρείται με αναρρόφθςθ το κρεπτικό υλικό που υπάρχει ςτθ φλάςκα  και τοποκετείται 

1-1,5 ml κρυψίνθ. Θ φλάςκα κλείνει και με ιπιεσ κινιςεισ, επιδιϊκουμε όλα τα κφτταρα να 

διαβρζχονται από κρυψίνθ. Ραρατθροφμε γριγορα ςτο μικροςκόπιο. Τοποκετοφμε άμεςα 

τθ φλάςκα ςτον επωαςτικό κλίβανο για 1- 2 λεπτά. Βγάηουμε αμζςωσ μετά το πζρασ 

(ςυνικωσ του πρϊτου λεπτοφ), εξετάηουμε ςτο μικροςκόπιο: ιδανικό είναι όλα τα κφτταρα 

– μεμονωμζνα ι ςε ςυςςωματϊματα, να επιπλζουν. Αν αυτό δεν ςυμβαίνει, μποροφμε να 

ταρακουνιςουμε ελαφρά τθ φλάςκα και να ξανά παρατθριςουμε ι να τοποκετιςουμε για 

μιςό λεπτό και πάλι ςτον κλίβανο. Ρροςζχουμε ιδιαίτερα τον χρόνο ζκκεςθσ  των κυττάρων 

ςτθ κρυψίνθ, γιατί  θ παρατεταμζνθ πρωτεόλυςθ των μεμβρανικϊν  πρωτεϊνϊν μπορεί να 

οδθγιςει ςε κυτταροτοξικι δράςθ.  
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Κατόπιν, τοποκετείται θ φλάςκα ςε όρκια κζςθ ςτο hood και προςτίκενται ςε αυτι 4 ml 

κρεπτικοφ μζςου, τα οποία και ςταματοφν τθ δράςθ τθσ κρυψίνθσ. Ζπειτα, όλο το 

περιεχόμενο τθσ φλάςκασ μεταφζρεται ςε   falcon των 15ml και φυγοκεντρείται (5min 

1000rpm, 20-25 °C). 

Μετά το πζρασ τθσ φυγοκζντριςθσ, γίνεται απόρριψθ του υπερκειμζνου και 

επαναδιαλυτοποίθςθ του ιηιματοσ ςε κρεπτικό μζςο. Τα κφτταρα χρθςιμοποιοφνται 

περαιτζρω ι επανατοποκετοφνται ςτθ φλάςκα ανάπτυξθσ. 

iii. ΡΑΓΩΜΑ ΚΥΤΤΑ΢ΩΝ  

Ξεπαγϊνουμε τα ςυςτατικά που κα χρειαςτοφμε και τοποκετοφνται ςε υδατόλουτρο 37°C. 

Αυτά είναι, FBS, κρυψίνθ και τα κρεπτικά που χρθςιμοποιοφμε. Ετοιμάηουμε παράλλθλα 

και δφο καινοφριουσ ςωλινεσ για το πάγωμα των κυττάρων ςε βακειά κατάψυξθ- cryovial. 

Ράνω ςτα δφο cryovial γράφουμε τα ςτοιχεία των κυττάρων που πρόκειται να παγϊςουμε 

(όνομα, θμ/νια, passage). Συνικωσ παγϊνουμε δφο- δφο cryovial αλλά αυτό εξαρτάται κι 

από το ςυνολικό αρικμό των κυττάρων που ζχουμε, από το αν και πόςθ ποςότθτα 

ανακαλλιζργεια κα βάλουμε και λοιπά. 

Υπολογίηουμε πόςα ml από το  FBS χρειαηόμαςτε (για δφο cryovial  και ανακαλλιζργεια). 

Ξεκινάμε και κάνουμε τθ διαδικαςία τθσ κρυψινοποίθςθσ, όπωσ αυτι περιγράφθκε ςτθν 

παραπάνω παράγραφο. Μόλισ τελειϊςει θ φυγοκζντριςθ, απορρίπτεται το υπερκείμενο 

και το ίηθμα διαλφεται ςτθν ποςότθτα του βόειου οροφ που ζχει υπολογιςτεί προθγμζνωσ. 

Κατόπιν, ςε κάκε cryovial τοποκετοφνται 0,9 ml FBS με τα κφτταρα. Το υπόλοιπο, 

επανατοποκετείται ςτθ φλάςκα και ςυμπλθρϊνεται (ζωσ τα 5ml) DMEM Low Glucose. Θ 

φλάςκα επανατοποκετείται ςτον επωαςτικό κλίβανο. Γενικά, προςζχουμε να 

τακτοποιιςουμε όλεσ τισ «εκκρεμότθτεσ» ςτο γφρω χϊρο πριν προχωριςουμε ςτο επόμενο 

βιμα του παγϊματοσ. 

Μόλισ είμαςτε ζτοιμοι, τοποκετοφμε  0,1 ml DMSO (εξαιρετικά κυτταροτοξικό), κλείνουμε 

άμεςα το cryovial και με ςυνεχόμενθ ανάδευςθ πάνω- κάτω, τοποκετοφμε ςε κατάψυξθ, 

κατά το γρθγορότερο δυνατόν. Τζλοσ, ςθμειϊνεται  ςε κατάλλθλο αρχείο, θ κζςθ του/ των  

cryovial. 

iv. ΜΕΤ΢ΘΜΑ ΚΑΙ ΣΤ΢ΩΣΙΜΟ ΤΩΝ ΚΥΤΤΑ΢ΩΝ 

Για τουσ μετζπειτα χειριςμοφσ των κυττάρων (πχ. ςτρϊςιμο ςε πλάκεσ 

κυτταροκαλλιζργειασ (well-plates) με 6× και 24× wells), για να προςτεκοφν ουςίεσ και 

κατόπιν ςυγκεκριμζνου χρονικοφ διαςτιματοσ να μετρθκεί με ανοςολογικζσ μεκόδουσ θ 

κυτταρικι απόκριςθ, για μετζπειτα εξζταςθ με αναςοϊςτοχθμικζσ τεχνικζσ (IHC) και λοιπά, 

απαιτείται μζτρθςθ του κυτταρικοφ πλθκυςμοφ και ιςόποςθ τοποκζτθςι του ςε well plate. 

Κατά τθ διαδικαςία λοιπόν του μετριματοσ του κυτταρικοφ πλθκυςμοφ, ξεκινάμε με τθ 

διαδικαςία τθσ κρυψινοποίθςθσ. Μετά τθν επαναδιαλυτοποίθςθ (που ςτθν περίπτωςθ τθσ 

μζτρθςθσ πρζπει να είναι κατά το δυνατόν τζλεια), παίρνομε 10μL (με κατάλλθλθ πιπζτα)  
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από τα κφτταρα και τα ειςάγουμε  εντόσ τθσ καλυπτρίδασ ςτο αιμοκυτταρόμετρο neubauer 

(φαίνεται ςτθν εικόνα αριςτερά). 

Κατόπιν τοποκετοφμε τθν πλάκα  neubauer ςτο μικροςκόπιο. Εκεί, εςτιάηουμε ςτα 

τεταρτθμόρια και ξεκινάμε να μετράμε για κάκε ζνα τα κφτταρα που βρίςκονται εκεί. 

Ππωσ, φαίνεται και ςτθν εικόνα δεξιά, αρχικά 

εςτιάηουμε ςτο ςταυρό και κατόπιν από το κζντρο του 

μποροφμε να ξεχωρίςουμε τα τεταρτθμόρια (αλλά και 

να προςανατολιςτοφμε). Συνικωσ το 1ο πάνω αριςτερά 

τεταρτθμόριο, ονομάηεται Α, το αμζςωσ διπλανό του Β, 

κάτω από το Β είναι το Γ και αριςτερά του Γ (δθλ. κάτω 

από το Α ) είναι το Δ. ζτςι, θ μζτρθςθ γίνεται από το 

ΑΔ.  Για κάκε τεταρτθμόριο, ςθμειϊνεται ο αρικμόσ 

των κυττάρων που βρζκθκε. Κατόπιν, βγαίνει ο μζςοσ 

όροσ των κυττάρων ανά τεταρτθμόριο: 

μ.ο.=(Α+Β+Γ+Δ)/4  και αυτόσ ζπειτα πολλαπλαςιάηεται 

με 10.000. Ζτςι, ξζρουμε κατά προςζγγιςθ  τον κυτταρικό πλθκυςμό που διακζτουμε, ανά 

ml. 

Ζπειτα, για να υπολογιςτοφν τα ml (από το επαναδιαλυτοποιθμζνο κυτταρικό ίηθμα τθσ 

φυγοκζντρθςθσ)- και ζχοντασ ιδθ υπολογίςει ανάλογα με το τι κα κάνουμε μετά, το 

ςυνολικό πλθκυςμό που χρειαηόμαςτε, κάνουμε το εξισ:  

«διαιροφμε  (κφτταρα που κζλουμε )/ (κφτταρα που ζχουμε)» 

 Θ διαίρεςθ αυτι μασ δίνει τον όγκο που πρζπει να πάρουμε από το falcon που περιζχει τα 

κφτταρα, προκειμζνου να ςυνεχιςτεί θ πειραματικι διαδικαςία θ οποία επιτελείται. 

Επειδι, ςυνικωσ ζχει περάςει αρκετι ϊρα από τθν πρϊτθ επαναδιαλυτοποίςθ,  αυτι 

γίνεται εκ νζου, ϊςτε ο κυτταρικόσ πλθκυςμόσ να είναι ομοιογενισ ςτο κρεπτικό. 

Ο όγκοσ που λαμβάνεται, τοποκετείται ςε νζο falcon, προκειμζνου να φυγοκεντρθκεί 

(όμοια, 5 λεπτά 1000rpm 20-25°C) εκ νζου -μόνο ο κυτταρικόσ πλθκυςμόσ που κα 

χρθςιμοποιθκεί εν ςυνεχεία, τα υπόλοιπα κφτταρα ςυνικωσ επιςτρζφονται για 

ανακαλλιζργεια.  

Ανάλογα με τθν πειραματικι διαδικαςία που επιτελείται, μετά το πζρασ τθσ 

φυγοκζντρθςθσ, επαναδιαλυτοποιοφμε ςτθν υπολογιςμζνθ ποςότθτα κρεπτικοφ και 

μοιράηουμε ςτα wells που κα χρειαςτοφμε. 

Στθν περίπτωςθ, που απαιτείται θ μελζτθ του  αποτελζςματοσ τθσ κυτταρικισ αποκρίςεωσ 

με ανοςοϊςτοχθμεία, ζχει προθγθκεί το ςτρϊςιμο καλυπτρίδων (coverslips)  εντόσ των 

wells ςτο  plate. Μετά τθν τοποκζτθςθ των καλυπτρίδων, που γίνεται ςτον χϊρο των 

κυτταροκαλλιεργειϊν, το plate παραμζνει ςτθ ςυςκευι κακζτου νθματικισ ροισ, ανοιχτό 
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και υπό τθ δράςθ του UV light, για τουλάχιςτον μιςι ϊρα, προκειμζνου να είναι πλιρωσ 

αποςτειρωμζνο. Θ πλάκα που φζρει καλυπτρίδεσ, κατά τθ διαδικαςία του ςτρωςίματοσ 

αντιμετωπίηεται όμοια με αυτι που δε φζρει. 

Τζλοσ, μετά τθν τοποκζτθςθ των κυττάρων εντόσ των πθγαδιϊν, το plate κλείνει και γίνεται 

μία περιφερικι κίνθςθ προκειμζνου να είναι ομοιόμορφθ θ κατανομι των κυττάρων εντόσ 

των πθγαδιϊν. Ρροςοχι, να μθν γίνεται ζντονθ ανακίνθςθ, διότι λόγο ςτατικοφ 

θλεκτριςμοφ τα κφτταρα τείνουν να ςυγκροτοφν ςυςςωματϊματα ςτο κζντρο. Ρριν, 

τοποκετθκοφν ςτον επωαςτικό κλίβανο, εξετάηεται θ εικόνα τουσ μικροςκοπικά. 

v. Ρ΢ΟΣΘΘΚH ΟΥΣΙΩΝ ΚΑΙ ΣΥΛΛΟΓΘ ΚΥΤΤΑ΢ΩΝ 

Θ προςκικθ ουςιϊν, είναι ζνασ από τουσ λόγουσ που επιλζγεται θ τοποκζτθςθ των 

κυττάρων ςε πλάκεσ με (πθγαδάκια well plates). Ουςιαςτικά, ςε κάκε πθγαδάκι 

προςτίκεται μία διαφορετικι χθμικι  ουςία, ενϊ  ςε κάποιο από τα wells δεν τοποκετείται 

ουςία (control) και ςε κάποιο άλλο τοποκετείται θ φυςικι ουςία (ωσ κετικόσ μάρτυρασ). 

Κατόπιν, εφόςον τα κφτταρα επωάηονται με τισ ουςίεσ για ςυγκεκριμζνο χρόνο, αυτζσ 

αφαιροφνται και γίνεται λφςθ και ςυλλογι τουσ με απϊτερο ςκοπό τθν περαιτζρω μελζτθ 

(ςυνζχεια εργαςίασ εκτόσ του χϊρου των κυτταροκαλλιεργειϊν). Θ τελευταία διαδικαςία 

είναι αποκαλείται harvesting. 

Κατά τθν παροφςα μελζτθ θ ουςία θ οποία μελετικθκε ιταν το άλασ του αργιλίου, 

ςυγκεκριμζνα ΑCΘ, το οποίο ζχει φανεί να ζχει οιςτρογονικι δράςθ. Ζτςι, ωσ κετικόσ 

μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκε θ Ε2 (17β-οιςτραδιόλθ) και ωσ αρνθτικόσ μάρτυρασ το ICI 

182,780 (7α,17β-(9-((4,4,5,5,5-Pentafluoropentyl)sulfinyl)nonyl)estra-1,3,5(10)-triene-3,17-

diol) το οποίο και δρα ωσ αγωνιςτισ του υποδοχζα των οιςτρογόνων. 

Ραρακάτω, παρουςιάηεται ζνα παράδειγμα για τθν προςκικθ των ςυγκεκριμζνων ουςιϊν, 

ςε  6x  well plate (2ml / well)+1 well από άλλο well plate : 

Ρρϊτα γίνεται παραςκευι των επικυμθτϊν ςυγκεντρϊςεων από τα stock που διατίκενται. 

Για το ACΘ, υπάρχει ςε αρχικό stock 7,5 Μ και ζχει τελικι ςυγκζντρωςθ ίςθ με 10-4 Μ. Άρα, 

ςε 990 μl ddH2O προςτίκενται 150 μl ACΘ και αναδεφονται καλά. Θ τωρινι ςυγκζντρωςθ 

ιςοφται με 1 Μ. Από το ACΘ (1Μ) αραιϊνονται 100 μl ςε 900 μl δισ απεςταγμζνου φδατοσ. 

Θ τελικι ςυγκζντρωςθ τϊρα είναι 0,1 Μ. 

Θ Ε2 βρίςκεται ςε απόκεμα ςε ςυγκζντρωςθ 10-6Μ και ζχει τελικι ςυγκζντρωςθ ίςθ με 10-9 

Μ. Θ οιςτραδιόλθ, ζχει ωσ διαλφτθ τθν αικανόλθ. 

To ICI είναι ςε απόκεμα 10-3Μ και τοποκετείται ςε ςυγκζντρωςθ 10-6M. Διαλφτθσ του είναι 

το DMSO.  

Επομζνωσ:  

Well No1: Control, 2ml DMEM cis +2μl EtOH 100% +2 μl DMSO 
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Well No2: E2, 2ml DMEM cis +2 μl E2(10-6M)+ 2 μl DMSO 

Well No3:  ACH, 2ml DMEM cis +2 μl EtOH+ 2μl ACH (10-1 M) +2 μl DMSO 

Well No4:  E2+ACH, 2ml DMEM cis +2 μl E2(10-6M)+ 2 μl ACH (10-1 M) +2 μl DMSO 

Well No5: ICI, 2ml DMEM cis +2 μl EtOH +2 μl ICI (10-3M) 

Well No6: Ε2+ICI, 2ml DMEM cis +2 μl E2(10-6M) +2 μl ICI (10-3M) 

Well No7: ACH+ICI, 2ml DMEM cis +2 μl EtOH+2 μl ACH (10-1M) +2 μl ICI (10-3M)  

Μετά τθν τοποκζτθςι τουσ, τα well plates τοποκετοφνται εκ νζου ςτον επωαςτικό κλίβανο 

και παραμζνουν εκεί για 2-3 ι 4-5 μζρεσ.  

 

Μετά το πζρασ των δεδομζνων θμερϊν γίνεται απόξεςθ (Harvesting) και λφςθ των 

κυττάρων.  

Κατά τθ διαδικαςία τθσ απόξεςθσ από το πθγαδάκι, αφαιρείται το κρεπτικό υλικό, γίνεται 

μία πλφςθ με PBS 1X, άμεςα και κατόπιν τοποκετείται το Lysis Buffer 1X. Ολόκλθρθ θ 

πλάκα εξάγεται από τον χϊρο των κυτταροκαλλιεργειϊν και τοποκετείται για μιςι ϊρα ςε 

ψυχρό κάλαμο υπό ανάδευςθ. Μόλισ, επζλκει το μιςάωρο- εφόςον ζχουν ετοιμαςτεί 

άδεια eppendorfs (ζνα για το κάκε πθγαδάκι), το περιεχόμενο των wells αποξαίνεται με 

ειδικό εργαλείο ι με το τιπ τθσ πιπζτασ. Το LB ςυλλζγεται με τα κφτταρα ςτα eppendorfs. 

Μετά από αυτό μπορεί να γίνει αμζςωσ φυγοκζντρθςθ (15.000 rpm, 5min, 4 °C) και 

κατόπιν λφςθ  με υπεριχουσ και μζτρθςθ ςυνολικισ πρωτεΐνθσ, με τθ μζκοδο Bradford, ι 

να φυλαχκοφν τα δείγματα ςε βακειά κατάψυξθ (-80  °C) και να προχωριςουμε παρακάτω 

ςε δεφτερο χρόνο. 

 

 ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΕΚΤΟΣ ΤΟΥ ΧΩ΢ΟΥ ΤΩΝ ΚΥΤΤΑ΢ΟΚΑΛΛΙΕ΢ΓΕΙΩΝ 

i. ΛΥΣΘ ΜΕ Χ΢ΘΣΘ ΥΡΕ΢ΘΧΩΝ (SONICATION) KAI ΜΕΤ΢ΘΣΘ ΣΥΝΟΛΙΚΟΥ Ρ΢ΩΤΕΪΝΙΚΟΥ 

ΡΕ΢ΙΕΧΟΜΕΝΟΥ (ΜΕΘΟΔΟΣ BRADFORD) 
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Κατά τθ διαδικαςία του sonication, ουςιαςικά, κζλουμε να επιτφχουμε κατά το δυνατόν 

μεγαλφτερθ λφςθ των κυττάρων. Συνικωσ, επαναλαμβάνουμε 5 κφκλουσ όπου τα 

κυτταρικά περιεχόμενα εκτίκενται για 1’’ ςτουσ υπεριχουσ που εκπζμπονται από τθν 

αντίςτοιχθ ςυςκευι (Sonicator: helscher Ultrasound Technologies, model UP400S). Οι 

κφκλοι απζχουν μεταξφ τουσ διάςτθμα ίςο με μιςό λεπτό. 

Εφόςον ολοκλθρωκοφν οι δεδομζνοι κφκλοι, τα δείγματα είναι πλζον ζτοιμα για περαιτζρω 

επεξεργαςία. Στθν προκειμζνθ περίπτωςθ, γίνεται μζτρθςθ του ςυνολικοφ πρωτεϊνικοφ 

περιεχομζνου, με τθ μζκοδο Bradford. Αυτό αποςκοπεί ςτον μετζπειτα υπολογιςμό τθσ 

ποςότθτασ από τα δείγματα που κα χρθςιμοποιθκεί για να γίνει θλεκτροφόριςθ ςε 

πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ. 

Θ μζκοδοσ Bradford ζχει βαςικι αρχι τθν αλλαγι τθσ απορρόφθςθσ τθσ χρωςτικισ  

Coomassie Brilliant Blue G-250, θ οποία υπό όξινεσ ςυνκικεσ, μπορεί από τθν καφζ-κόκκινθ 

να μετατραπεί ςτθ μπλε μορφι τθσ, προςδεδεμζνθ με τισ πρωτεΐνεσ που εμπεριζχονται ςτο 

προσ εξζταςθ διάλυμα. Θ  μεταβολι τθσ απορρόφθςθσ μετράται ςτα 595nm. 

Ρρακτικά, ετοιμάηονται τόςοι δοκιμαςτικοί ςωλινεσ όςα και τα δείγματα που διακζτουμε 

+1 ακόμθ, που κα χρθςιμοποιθκεί ωσ τυφλό, για το μθδενιςμό του φωτομζτρου. Επειδι, το  

απόκεμα του αντιδραςτθρίου  Bradford που διατίκεται ςτο εργαςτιριο είναι 5Χ, 

χρθςιμοποιϊντασ το νόμο τθσ αραίωςθσ προκφπτει  το επικυμθτό 1Χ. Από αυτό, ςε κάκε 

δοκιμαςτικό ςωλινα τοποκετείται 1ml αντιδραςτθρίου Bradford και κατόπιν ςχεδόν 

παράλλθλα ςε όλα, 1μL από το κάκε δείγμα. Μετά από άμεςο vortex,  τα δείγματα 

τοποκετοφνται ςε ςκοτάδι και ςε κερμοκραςία δωματίου για 20 λεπτά. Μόλισ 

ολοκλθρωκεί ο χρόνοσ αντίδραςθσ, τα δείγματα αφαιροφνται από το ςκοτάδι και 

φωτομετροφνται ςτα 595nm, μετά από μθδενιςμό του φαςματοφωτομζτρου με το τυφλό. 

Θ ςυγκζντρωςθ τθσ ςυνολικισ πρωτεΐνθσ του δείγματοσ υπολογίηεται από τον τφπο 

y=0,0345x+0,01, όπωσ αυτόσ προζκυψε μετά από καταςκευι πρότυπθσ καμπφλθσ με BSA, 

που ζγινε ςτο εργαςτιριο. 

Τα δεδομζνα αναλφονται με τθ βοικεια του προγράμματοσ excel, παρζχοντασ τελικϊσ τθν 

ακριβι ςφςταςθ των δειγμάτων για τθν θλεκτροφόριςθ. 

ii. ΡΑ΢ΑΣΚΕΥΘ ΡΘΚΤΘΣ ΡΟΛΥΑΚ΢ΥΛΑΜΙΔΘΣ- ΘΛΑΚΤ΢ΟΦΟ΢ΘΣΘ 

Μετά τον υπολογιςμό τθσ ςφςταςθσ των δειγμάτων που πρόκειται να θλεκτροφορθκοφν, 

προχωροφμε ςτθν παραςκευι τουσ. Τα δείγματα θλεκτροφόριςθσ περιζχουν τα εξισ: 

 Total cell extract   

  Tris HCl pH 7,5 

 SB 4X 20μl  (ςτακερι ποςότθτα) 

* Οι υπόλοιποι όγκοι κακορίηονται ανάλογα με τθν πρωτεϊνικι ςυγκζντρωςθ του κυτταρικοφ 

εκχυλίςματοσ, ο  τελικόσ όγκοσ είναι 80μl 
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Μετά τθν ετοιμαςία τουσ, τα δείγματα φόρτωςθσ παραμζνουν ςτον πάγο. Ραράλλθλα 

ξεκινάμε τθν καταςκευι τθσ πθκτισ πολφ-ακρυλαμίδθσ. Ρρωτίςτωσ, παραςκευάηεται θ 

γζλθ διαχωριςμοφ (separating gel), θ ςφςταςθ τθσ οποίασ περιλαμβάνει τα εξισ 

(περιεκτικότθτασ  10%): 

ddH2O 2,425 ml 

 1,5 Μ Tris HCl  ρΘ= 8,8 1,25ml 

SDS 10% 50μl 

Bis Acr. 40% 1,25ml 

Temed  2.5 μl 

APS 10% 25 μl 

 

 Για να ξεκινιςουμε τθν όλθ διαδικαςία, πρζπει να ζχει ετοιμαςτεί και ςτθκεί θ ςυςκευι 

καταςκευισ του gel. Ουςιαςτικά, πρζπει να εφαρμοςτοφν και να κλείςουν ςωςτά τα δφο 

τηάμια, να τοποκετθκοφν ςτθ βάςθ τουσ και να γίνει ζλεγχοσ για τυχόν διαρροι. Είναι 

επίςθσ ςθμαντικό, κατά τθν παραςκευι τθσ πθκτισ διαχωριςμοφ να μπουν τα ςυςτατικά με 

τθ ςειρά που παρουςιάηονται ςτον παραπάνω πίνακα. Τα τελευταία τρία ςυςτατικά, 

απαιτείται να ειςαχκοφν κατά το δυνατόν ταυτόχρονα. 

Μόλισ ετοιμαςτεί το gel, αναδεφεται και άμεςα, εγχφεται μεταξφ των δφο τηαμιϊν. 

Ταυτόχρονα, ςτθν πάνω περιοχι μζνει ζνα κενό 2-3 εκατοςτϊν για να  τοποκετθκεί ςε 

δεφτερο χρόνο το  gel προςκόλλθςθσ. Στο κενό εκείνο τοποκετείται ιςοπροπανόλθ, 

προκειμζνου να διατθρθκεί υγρό, κατά το χρόνο πιξθσ του υπόλοιπου όγκου του. Ο χρόνοσ 

πιξθσ είναι περίπου μιςι ϊρα.   

 

 

 

Με 

τθν 

πάροδο του χρόνου πιξθσ, ξεκινάμε τθ δθμιουργία του gel προςκόλλθςθσ, θ ςφςταςθ του 

οποίου είναι θ ακόλουκθ: 

Κατά τθν δθμιουργία του gel αυτοφ, πριν ειςαχκοφν τα τρία τελευταία ςυςτατικά, που είναι 

άκρωσ ςθμαντικό να μπουν ςχεδόν ταυτόχρονα και το gel να ειςαχκεί ςτθ βάςθ του, 

αφαιρείται θ ιςοπροπανόλθ από το πάνω μζροσ του διαχωριςτικοφ gel, με απόχυςι τθσ 

ςτο πλάι. Κατόπιν, τοποκετοφνται τα τρία τελευταία ςυςτατικά, γίνεται γριγορα 

ομογενοποίθςθ και τζλοσ αποχφνεται το νζο gel ςτα τηαμάκια ςτθ βάςθ, προκειμζνου να 

πιξει και παράλλθλα να κολλιςει με το gel διαχωριςμοφ. Αμζςωσ μόλισ αποχυκεί το υγρό 

gel, ειςάγονται τα χτενάκια που κα δθμιουργιςουν τα πθγαδάκια φόρτωςθσ. Ο χρόνοσ 

πιξεωσ  είναι 30 λεπτά τθσ ϊρασ.  

ddH2O 2,025 ml 

Tris HCl  ρΘ= 6,8 0,21ml 

SDS 10% 25 μl 

Bis Acr.40% 0,25 ml 

Temed  2,0 μl 

APS 10% 12,5 μl 
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Ενϊ αναμζνεται θ ολοκλιρωςθ τθσ αντίδραςθσ πολυμεριςμοφ τθσ ακρυλαμίδθσ, 

ενεργοποιοφμε τθ ςυςκευι Heat Blocker, ρυκμίηοντασ τθ κερμοκραςία ςτουσ  95°C. 

Ραράλλθλα, ςτινουμε και τθ ςυςκευι θλεκτροφόριςθσ, ςτινοντασ τθν ειδικι καςετίνα και 

κατόπιν γεμίηοντασ εξωτερικά με διάλυμα θλεκτροφόριςθσ (δεφτερθσ χριςθσ). Εφόςον, 

ζχει πιξει το gel, τα τηαμάκια  εξάγονται από τθ βάςθ τουσ και τοποκετοφνται ςτθν 

καςετίνα που ζχουμε ειςάγει ςτθ ςυςκευι θλεκτροφόριςθσ. Ζπειτα, αφαιρείται  το χτενάκι, 

προκειμζνου να ετοιμαςτοφν τα πθγαδάκια. Μόλισ όλα αυτά ετοιμαςτοφν, γεμίηουμε ωσ το 

χείλοσ, εντόσ τθσ καςετίνασ με φρζςκο διάλυμα θλεκτροφόριςθσ.  

Σε επόμενο ςτάδιο, εξάγουμε τα δείγματα από τον πάγο και τα τοποκετοφμε ςτο Heat 

Blocker (5min ι 3min ανάλογα με το αν ζχουν υποςτεί ξανά κζρμανςθ ι όχι). 

Τζλοσ, τα δείγματα υπόκεινται ςε ελαφρό spin για χρόνο 3’’ και κατόπιν, φορτϊνονται ςτα 

πθγαδάκια. Π όγκοσ φόρτωςθσ για τα δείγματα είναι 15 μl και παράλλθλα, ςε παρακείμενο 

πθγαδάκι, φορτϊνονται  1 μl δείκτθ γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ. 

Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ φόρτωςθσ των δειγμάτων, τοποκετείται προςεχτικά, το καπάκι 

με τα θλεκτρόδια τθσ ςυςκευισ. Είναι πολφ ςθμαντικό, τα χρϊματα των επαφϊν (μαφρο 

και κόκκινο) και των θλεκτροδίων να ταυτίηονται. Ενεργοποιείται και ρυκμίηεται το 

τροφοδοτικό ρεφματοσ ςτα 0,02 mA. Ξεκινάμε τθν εφαρμογι τθσ τάςθσ. Το gel αφινεται να 

«τρζξει» για όςο χρόνο χρειαςτεί. 

Μόλισ ολοκλθρωκεί θ διαδικαςία, απενεργοποιείται το τροφοδοτικό και γίνονται οι 

προετοιμαςίεσ για να γίνει θλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνϊν ςε μεμβράνθ 

νιτροκυτταρίνθσ. 

iii. ΕΞΙΣΟ΢΢ΟΡΙΣΘ ΚΑΙ ΘΛΕΚΤ΢ΟΜΕΑΦΟ΢Α 

Κακϊσ ολοκλθρωκεί θ διαδικαςία τθσ θλεκτροφόριςθσ ξεκινάει το επόμενο ςτο βιμα, ςτο 

οποίο γίνεται θ εξιςορρόπθςθ, δθλαδι θ εμβάπτιςθ τθσ μεμβράνθσ, των ςφουγγαριϊν, των 

χαρτιϊν whatman, κακϊσ και του gel, ςτο διάλυμα θλεκτρομεταφοράσ για 10 λεπτά. 

Ρρακτικά, ςε δοχείο που χωράει τθ μεμβράνθ, τα χαρτιά whatman και τα ςφουγγαράκια, 

τοποκετείται φρζςκο διάλυμα θλεκτρομεταφοράσ και  εμβαπτίηονται όλα τα παραπάνω 

μζςα ςε αυτό. 

Ραρομοίωσ, ςε δεφτερο δοχείο, τοποκετείται  χρθςιμοποιθμζνο διάλυμα 

θλεκτρομεταφοράσ και εμβαπτίηεται εντόσ του το gel. Μετά το πζρασ του δεκαλζπτου, 

ςτινεται θ καςετίνα ςτθν οποία κα τοποκετθκοφν τα περιεχόμενα των δφο δοχείων. 

Κατά το ςτιςιμο αυτισ τθσ καςετίνασ, εργαηόμαςτε ωσ εξισ: 

Θ καςετίνα τοποκετείται  ανοιχτι, με τθν μαφρθ πλευρά προσ τα κάτω και τθν άςπρθ προσ 

τα πάνω. Στθν κάτω πλευρά, τοποκετείται πρωτίςτωσ, ζνα ςφουγγαράκι, όχι πολφ 

ςτραγγιςμζνο και ζπειτα δφο χαρτιά whatman. Ραίρνοντασ το δεφτερο χαρτί whatman από 

το διάλυμα, επιχειρείται θ ταυτόχρονθ «αλίευςθ» και τθσ μεμβράνθσ, θ οποία τοποκετείται  
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ακριβϊσ πάνω από το δεφτερο χαρτί. Κατόπιν το gel τοποκετείται ακριβϊσ πάνω ςτθ 

μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ, προςζχοντασ όςο γίνεται να είναι ευκυγραμμιςμζνο με αυτι 

αλλά και όλεσ οι περιοχζσ που ζχουν μπάντεσ να εφάπτονται ςτθ μεμβράνθ. Μετά, 

τοποκετοφνται εκ νζου δφο χαρτιά whatman. Σθμαντικό είναι, ςε κάκε βιμα από τθν 

τοποκζτθςθ τθσ μεμβράνθσ και ζπειτα να δίνεται ιδιαίτερθ προςοχι ςτθν πλιρθ εφαρμογι 

των αντικειμζνων μεταξφ τουσ, διότι θ φπαρξθ φυςαλίδων, κα ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν 

φπαρξθ κενϊν ςθμείων ςτθ μεμβράνθ.  Τζλοσ, τοποκετείται και το δεφτερο ςφουγγαράκι, 

κλείνοντασ τθν καςετίνα πολφ προςεκτικά και τοποκετϊντασ τθ ςτθ ςυςκευι που κα γίνει θ 

θλκτρομεταφορά.  

Θ ςυςκευι αυτι είναι πολφ ςθμαντικό να είναι βυκιςμζνθ ςε πάγο γιατί είναι επικίνδυνο, 

λόγο των υψθλϊν κερμοκραςιϊν που αναπτφςςονται από τθν εφαρμογι τθσ τάςθσ και από  

το κφκλωμα που δθμιουργείται κατά τθν θλεκτρομεταφορά, ενδζχεται να καεί το gel και θ 

μεμβράνθ. Ζχοντασ, λοιπόν, ιδθ τοποκετιςει τθν παγοκφςτθ εντόσ τθσ ςυςκευισ, 

τοποκετοφμε τθν καςετίνα με ςυγκεκριμζνθ φορά και κατόπιν γεμίηουμε όλο το δοχείο με 

φρζςκο διάλυμα θλεκτρομεταφοράσ. Τοποκετείται τζλοσ, το καπάκι με τα θλεκτρόδια, 

προςζχοντασ να γίνει ςτθ ςωςτι πλευρά θ εφαρμογι και ενεργοποιείται  το τροφοδοτικό. 

Θ διαδικαςία αυτι, απαιτεί τάςθ ίςθ με 0.35 Α και χρόνο πραγματοποίθςθσ 70 λεπτά.  

iv. BLOCKING ΜΕ ΓΑΛΑ ΚΑΙ ΕΡΩΑΣΘ ΜΕ ΤΟ Ρ΢ΩΤΟ ΑΝΤΙΣΩΜΑ 

Μόλισ επζλκει ο χρόνοσ θλκτρομεταφοράσ, το τροφοδοτικό απενεργοποιείται και θ 

μεμβράνθ (που πλζον φζρει τισ πρωτεΐνεσ που είχαν θλεκτροφορθκεί), τοποκετείται εντόσ 

PBST 1x προκειμζνου να ςθμειωκεί ο δείκτθσ γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ με μολφβι, και να 

μαρκαριςτεί  παράλλθλα και θ  «καλι» τθσ πλευρά, δθλαδι ςτθ πλευρά που ζχουν 

αποτυπωκεί οι πρωτεινεσ. Με αυτό τον τρόπο, θ μεμβράνθ εκτόσ των άλλων ζχει πλυκεί με 

PBST 1x για μία φορά.  

Στθ ςυνζχεια, ζπεται το επόμενο βιμα, το οποίο ζχει ωσ ςκοπό τθν κάλυψθ των μθ ειδικϊν 

κζςεων από τα αντιςϊματα που εμπεριζχονται ςτο γάλα,  ζτςι ϊςτε να ελαχιςτοποιθκεί θ 

πικανότθτα εμφάνιςθσ ψευδοφσ κετικοφ αποτελζςματοσ (ι μεγάλου Backround), λόγω μθ 

ειδικισ ςφνδεςθσ του αντιςϊματοσ (που κα εφαρμοςτεί). Θ διαδικαςία αυτι, περιλαμβάνει 

τθν επϊαςθ τθσ μεμβράνθσ (μία ϊρα υπό ανάδευςθ, ςε κερμοκραςία δωματίου), ςε γάλα, 

10%.  

Ραραςκευάηεται το διάλυμα του γάλακτοσ, αραιϊνοντασ  δζκα μζρθ ςκόνθσ γάλακτοσ ςε 

100 μζρθ PBST 1x και αναδεφοντασ καλά γα να γίνει θ ομογενοποίθςι του. 

Μετά τθν πάροδο τθσ μίασ ϊρασ επϊαςθσ, γίνεται μία πλφςθ με PBST 1x και κατόπιν 

τοποκετείται θ μεμβράνθ ςτο πρϊτο αντίςωμα. Σε αυτό το βιμα, το αντίςωμα που 

πρόκειται να επωαςτεί θ μεμβράνθ, ζχει  ιδθ βγει από τουσ -20°C και ζχει τοποκετθκεί ςε 

πάγο, προκειμζνου να ξεπαγϊςει ομαλά. Ενϊ λοιπόν αυτό ζχει ξεπαγϊςει, αναδεφεται 

ομαλά για να ομογενοποιθκεί και κατόπιν ετοιμάηεται το ςακουλάκι ςτο οποίο κα ειςαχκεί 

θ μεμβράνθ για να επωαςτεί με το αντίςωμα.  Ρρακτικά, θ μεμβράνθ περικλφηεται ρμθτικά 
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μεταξφ δφο νάιλον διαφανειϊν από τρία μζρθ και πριν κλείςει και από  το τζταρτο μζροσ, 

ειςάγεται ςε αυτι τθν αυτοςχζδια ςακοφλα, το αντίςωμα. Κατόπιν, κλείνεται  με 

κερμοκόλλθςθ και από τθν τζταρτθ πλευρά, τοποκετείται ςε μεγάλο τριβλίο και ειςάγεται 

ςτο coldroom ( 4°C) , όπου κα παραμείνει εκεί υπό ανάδευςθ, για overnight επϊαςθ. 

Τθν επόμενθ μζρα, το αντίςωμα μαηεφεται ςτο ςωλθνάκι (falcon) ςτο οποίο βριςκόταν, και 

θ μεμβράνθ πλζνεται πζντε φορζσ με PBST 1x , προκειμζνου να προετοιμαςτεί για τθν 

προςκικθ του δεφτερου αντιςϊματοσ. Οι πλφςεισ  (5 πλφςεισ διάρκειασ 5 λεπτϊν θ κάκε 

μία, ςε R.T και υπό ανάδευςθ), ζχουν ωσ ςκοπό να διϊξουν τθν περίςςεια του αντιςϊματοσ  

και επομζνωσ να μείνει ςτθ μεμβράνθ μόνο ότι ζχει δζςει ειδικά, δθλαδι ςτουσ 

ςυγκεκριμζνουσ επίτοπουσ, για τουσ οποίουσ φτιάχτθκε και προςτζκθκε το αντίςωμα.  

v. Ρ΢ΟΣΘΘΚΘ ΔΕΥΤΕ΢ΟΥ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΟΣ ΚΑΙ ΕΜΦΑΝΙΣΘ -WESTERN BLOT 

To δεφτερο αντίςωμα προςτίκεται, όντασ ειδικό ζναντι κάποιων επιτόπων του πρϊτου 

αντιςϊματοσ (ςυνικωσ το δευτερογενζσ αντίςωμα αναγνωρίηει ειδικά ςτακερζσ περιοχζσ  

επιτόπων IgG του πρωτογενοφσ αντιςϊματοσ και είναι ειδικό του ηϊου από το οποίο ζχει 

παραχκεί). Επιπλζον, είναι χθμικά προςδεδεμζνο με κατάλλθλο προςδζτθ (HRP), που 

επιτρζπει τθν ανίχνευςι του.  Εφόςον, λοιπόν, ζχουν λάβει χϊρα οι πλφςεισ από τθν 

επϊαςθ του πρϊτου αντιςϊματοσ, γίνεται θ ίδια διαδικαςία για τθν προςκικθ του 

δευτερογενοφσ αντιςϊματοσ. Ο χρόνοσ επϊαςθσ για το δεφτερο αντίςωμα είναι περίπου 

μία ϊρα και 20 λεπτά.   

Ενϊ αφαιρείται το δευτερογενζσ αντίςωμα, γίνονται εκ νζου 4Χ πλφςεισ με PBST 1X, 

διάρκειασ  5 min θ κάκε μία. Κατόπιν, ετοιμάηεται θ καςετίνα προκειμζνου να ξεκινιςει θ 

διαδικαςία τθσ ανοςοαποτφπωςθσ Western. 

H μεμβράνθ τοποκετείται ςε γυάλινθ επιφάνεια και διαβρζχεται με τα διαλφματα ECL A και 

ECL B, τα οποία ουςιαςτικά είναι αυτά που επιτρζπουν τθν εμφάνιςθ του ςιματοσ. Γίνεται 

ανάμειξθ κατάλλθλου όγκου των δφο ςε αναλογία 1:1 και με το διάλυμα αυτό επωάηεται θ 

μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ για 3 min (ςκοτάδι, R.T.). Ακολοφκωσ, θ μεμβράνθ τοποκετείται 

εντόσ μιασ πλαςτικισ διαφανοφσ μεμβράνθσ ςε μία ειδικι καςζτα που δεν επιτρζπει τθ 

διζλευςθ του φωτόσ. 

Κατόπιν, ζπεται θ διαδικαςία τθσ εμφάνιςθσ ςιματοσ, θ οποία λαμβάνει χϊρα ςτο 

ςκοτεινό κάλαμο εμφάνιςθσ. Εκεί, ετοιμάηεται κατάλλθλα ο χϊροσ οφτοσ ϊςτε να είναι 

δυνατι θ πραγματοποίθςθ όλων των κινιςεων ςε απόλυτο ςκοτάδι.  

Θ διαδικαςία περιλαμβάνει, τθν τοποκζτθςθ κατάλλθλου μικουσ film εντόσ τθ καςετίνασ 

και τθν επαφι του με τθ μεμβράνθ για τον ανάλογο χρόνο που απαιτείται. Ζπειτα, το  film 

εξάγεται από τθ καςετίνα και εμβαπτίηεται διαδοχικά ςε διάλυμα developer υπό ανάδευςθ 

για περίπου 1 min, ξεπλζνεται ελαφρϊσ ςε νερό και αμζςωσ τοποκετείται ςε διάλυμα 

ςτακεροποίθςθσ ςιματοσ fixer (ομοίωσ υπό ανακίνθςθ για χρονικι διάρκεια περίπου ενόσ 

λεπτοφ). Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ εμβάπτιςθσ του film ςτο fixer, αυτό ξεπλζνεται  ςε νερό 
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και κατόπιν εξετάηεται το αποτζλεςμα τθσ εμφάνιςθσ. Αναλόγωσ του αποτελζςματοσ 

επαναλαμβάνουμε,  εκκζτοντασ το  film για διαφορετικό χρονικό διάςτθμα ςτθ μεμβράνθ. 

vi. ΑΝΟΣΟΪΣΤΟΧΘΜΙΚΘ ΜΕΛΕΤΘ (IHC) 

Με τθν αναοςοϊςτοχθμικι μελζτθ, επιτρζπεται ο προςδιοριςμόσ μορίων τοπικά, μζςα ςτον 

ιςτό ι το κφτταρο που μελετάται με τθ χριςθ ςυγκεκριμζνων, φκοριηόντων αντιςωμάτων, 

ειδικά για κυτταρικά οργανίδια αλλά και για τα υπό μελζτθ μόρια. Θ αρχι τθσ διαδικαςίασ, 

λαμβάνει χϊρα ςτθν αίκουςα των κυτταροκαλλιεργειϊν, όπου πριν από τθν προςκικθ των 

κυττάρων ςτα ειδικά πθγαδάκια, τοποκετοφνται καλυπτρίδεσ (coverslips). Μετά τθν 

τοποκζτθςι τουσ, οι καλυπτρίδεσ αφινονται για τουλάχιςτον μιςι ϊρα υπό τθν 

ακτινοβολία του UV.  Κατόπιν τθσ αποςτείρωςθσ, όλεσ οι διαδικαςίεσ που λαμβάνουν χϊρα 

είναι όμοιεσ με εκείνεσ που αναλφκθκαν παραπάνω, για τθ μζτρθςθ και το ςτρϊςιμο των 

κυττάρων, τθν ενδεχόμενθ παροδικι διαμόλυνςθ και τθν προςκικθ ουςιϊν. Επιπλζον, όλοι 

οι κυτταρικοί χειριςμοί (αλλαγι κρεπτικοφ μζςου, φφλαξθ, μικροςκοπικι παρατιρθςθ), 

γίνονται κατά  πανομοιότυπο τρόπο, είτε υπάρχουν είτε όχι καλυπτρίδεσ. 

Εφόςον λοιπόν, ζχουν γίνει όλοι οι απαραίτθτοι πειραματικοί χειριςμοί, προκειμζνου να 

εξεταςτοφν τα δείγματα ανοςοϊςτοχθμικά, απαιτείται ο χειριςμόσ τουσ με μία 

ςυγκεκριμζνθ  μεκοδολογία, που περιλαμβάνει τθ μονιμοποίθςθ (fixation),  τθν  προςκικθ  

πρωτογενϊν και δευτερογενϊν αντιςωμάτων, και εν τζλθ τθν προςκόλλθςι των 

καλυπτρίδων ςε ειδικζσ αντικειμενοφόρουσ πλάκεσ και τθν εξζταςθ των δειγμάτων ςε 

μικροςκόπιο φκοριςμοφ. 

Συγκεκριμζνα, θ παραλλαγι ςτουσ χειριςμοφσ αρχίηει, ςτο ςτάδιο τθσ προςκικθσ των 

ουςιϊν, ενϊ το βαςικό επερϊτθμα είναι αν απαιτείται θ χρϊςθ και θ παρατιρθςθ των 

μιτοχονδρίων, ι όχι. Εάν, όντωσ ςτθ μελζτθ πρζπει να ςυμπεριλθφκοφν και εικόνεσ από τα 

μιτοχόνδρια, τότε ςτα μίγματα που παραςκευάηονται για τισ ουςίεσ, ειςάγεται μαηί και θ 

κόκκινθ χρωςτικι των μιτοχονδρίων, CMX ROS. O ελάχιςτοσ χρόνοσ επαφισ τθσ χρωςτικισ 

με τα ηϊντα κφτταρα είναι τριάντα λεπτά. 

Στθ ςυνζχεια, λαμβάνει χϊρα θ διαδικαςία τθσ μονιμοποίθςθσ. Από το ςτάδιο αυτό και 

ζπειτα, δεν απαιτοφνται ςτείρεσ ςυνκικεσ, γι’ αυτό και ςυνικωσ εργαηόμαςτε εκτόσ του 

χϊρου των κυτταροκαλλιεργειϊν. Θ διαδικαςία, περιλαμβάνει δφο ςυνεχόμενεσ πλφςεισ με 

κρφο PBS 1X και κατόπιν τθν προςκικθ παγωμζνθσ μακανόλθσ (ςυνικωσ βρίςκεται ςε 

βακειά κατάψυξθ ςτουσ  

-80°C), τόςθ όςθ να καλφπτει όλθ τθν επιφάνεια (περίπου 500 μl).  Τα δείγματα, 

τοποκετοφνται ςτουσ -20°C, ςε ευκεία κζςθ, για διάςτθμα 10 min. Κατόπιν, αναρροφάται θ 

μεκανόλθ. Εάν ςτα δείγματα είχε προςτεκεί θ κόκκινθ  μιτοχονδριακι χρωςτικι CMX ROS, 

απαιτείται και άμεςθ   προςκικθ ακετόνθσ (κατά τον ίδιο τρόπο) και θ άφεςθ τουσ ςε 

κερμοκραςία -20°C για 3min. 
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Εάν, ζχει χρθςιμοποιθκεί ακετόνθ: με τθν πάροδο των 3 min, αναρροφοφμε τθν ακετόνθ 

και αφινουμε τισ καλυπτρίδεσ (περι 20 δευτερολζπτων), προκειμζνου θ περίςςεια τθσ να 

εξατμιςτεί. Λόγο τθσ υψθλισ διαβρωτικισ δράςθσ τθσ ακετόνθσ προςκζτουμε PBS 1X και 

μεταφζρουμε τισ καλυπτρίδεσ ςε νζα, μθ διαβρωμζνα πθγαδάκια, που ιδθ περιζχουν PBS 

1X. 

Εάν δεν ζχει τοποκετθκεί ακετόνθ, το παραπάνω βιμα παραλείπεται και κατόπιν, 

πραγματοποιοφνται 2Χ πλφςεισ με PBSΤ 1X, και τοποκζτθςθ των καλυπτρίδων ςε μζροσ 

κατάλλθλο για τθν προςκικθ του πρωτογενοφσ αντιςϊματοσ. 

Γίνεται δε, θ παραςκευι του πρωτογενοφσ αντιςϊματοσ, (ςε αναλογία 1/50) και μία 

ςταγόνα (25 μl)  από το διάλυμα του αντιςϊματοσ τοποκετείται επί τθσ καλυπτρίδασ, και 

αφινεται ςτο ςκοτάδι και ςε R.T, να επωαςτεί για μία ϊρα. 

Με τθ πάροδο του χρόνο επϊαςθσ, ζπονται δφο πλφςεισ με PBSΤ 1X και κατόπιν θ 

προςκικθ του δευτερογενοφσ αντιςϊματοσ. 

Το δευτερογενζσ αντίςωμα, περιλαμβάνει (για τισ δικζσ μασ πειραματικζσ προςεγγίςεισ 

που ωσ πρωτογενζσ αντίςωμα χρθςιμοποιικθκε κυρίωσ  o ER β H150),  το  anti- R–Alexa 

488, ςε αναλογία 1/500 (ςε PBST 1X clear) και 0,25 μl Hoechst (μπλε χρωςτικι των 

πυρινων). 

Τοποκετοφνται 50 μl ςε κάκε καλυπτρίδα και αφινονται υπό τισ ίδιεσ ςυνκικεσ για μία 

ϊρα επϊαςθ. Τζλοσ, ακολουκοφν δφο εκ νζου πλφςεισ με PBST 1X και θ κόλλθςθ τουσ  -

από τθν πλευρά που ζχουν γίνει οι επωάςεισ (με τθν προςκικθ μίασ ςταγόνασ PVA, ςτθν 

αντικειμενοφόρο πλάκα). Οι αντικειμενοφόρεσ πλάκεσ, τοποκετοφνται ςε ειδικι καςετίνα, 

όπου αφινονται ςτουσ 4°C , να ςτεγνϊςουν. 

Σε δεφτερο χρόνο γίνεται θ παρατιρθςθ των δειγμάτων ςε μικροςκόπιο φκοριςμοφ και θ 

ςυλλογι εικόνων με τα αποτελζςματα. 

 

 

 

 

 

vii. ΑΛΥΣΙΔΩΤΘ ΑΝΤΙΔ΢ΑΣΘ ΡΟΛΥΜΕ΢ΑΣΘΣ (PCR) 

Με τθν PCR ι Αλυςιδωτι Αντίδραςθ τθσ Ρολυμεράςθσ, επιτυγχάνεται θ ςφνκεςθ ενόσ 

τμιματοσ DNA, ανεξαρτιτου προελεφςεωσ, «in vitro». Σε χρονικό διάςτθμα λίγων ωρϊν, θ 

ςυγκεκριμζνθ περιοχι του DNA που επεκτείνεται (DNA ςτόχοσ), πολλαπλαςιάηεται ςε ζνα 

μεγάλο αρικμό αντιγράφων. Ο αρικμόσ των αντιγράφων εξαρτάται από τον αρικμό των 
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κφκλων τθσ αντίδραςθσ. Θ αρχι τθσ μεκόδου βαςίηεται ςτθν κινθτικι επαναςφνδεςθσ των 

αποδιαταγμζνων ςυμπλθρωματικϊν αλυςίδων δίκλωνου νουκλεϊκοφ οξζοσ. Το DNA ςτόχοσ 

επεκτείνεται μετά από πολλαπλζσ αντιγραφζσ, ςε ςθμείο που να είναι ανιχνεφςιμο. 

Αποτελεί το πρότυπο DNA ςτθν αλυςιδωτι αντίδραςθ τθσ πολυμεράςθσ και ωσ αφετθρίεσ 

χρθςιμοποιοφνται δφο ςυνκετικά ολιγονουκλεοτίδια (18-22 βάςεων), που ζχουν δομι 

ςυμπλθρωματικι προσ τισ πλευρικζσ αλλθλουχίεσ του DNA ςτόχου, το κακζνα αντίςτοιχα 

προσ τον ζνα κλϊνο του ςτόχου και με αντίκετθ κατεφκυνςθ. 

Το πρϊτο ςτάδιο τθσ PCR είναι θ μετουςίωςθ του DNA ςτόχου κατάτθν οποία το δίκλωνο 

DNA μετατρζπεται ςε μονόκλωνο. Στθ ςυνζχεια, «υβριδίηονται» τα δφο ςυνκετικά 

ολιγονουκλεοτίδια, τα οποία καλοφνται εκκινθτζσ (primers), ςτισ δφο πλευρζσ του DNA 

ςτόχου,  ςτουσ αντίςτοιχουσ κλϊνουσ DNA (2ο ςτάδιο). Με τθ δράςθ του ενηφμου Taq DNA 

πολυμεράςθσ προςτίκενται ςυμπλθρωματικζσ βάςεισ δεοξυριβονουκλεοτιδίων ςτο 3’ άκρο 

κάκε εκκινθτι και κατ’αυτόν τον τρόπο θ αλυςίδα επεκτείνεται (3ο ςτάδιο). Ζτςι 

ςχθματίηονται δφο καινοφριοι κλϊνοι DNA ςυμπλθρωματικοί προσ αυτοφσ του πρότυπου 

DNA με αποτζλεςμα τον διπλαςιαςμό του DNA ςτόχου. Θ ςειρά των τριϊν ςταδίων, 

μετουςίωςθ (denaturation), υβριδιςμόσ των εκκινθτϊν (primers annealing) και επζκταςθσ 

των εκκινθτϊν με τθ ςφνκεςθ καινοφριου κλϊνου (extension), αποτελοφν 1 κφκλο τθσ 

αντίδραςθσ PCR. 

Πλθ θ αντίδραςθ PCR ολοκλθρϊνεται ςτο ίδιο μείγμα αντιδραςτθρίων, για το οποίο 

απαιτοφνται: DNA ςτόχοσ, εκκινθτζσ (primers), τριφωςφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια 

(dNTPs), ζνηυμο Taq DNA πολυμεράςθ, ιόντα Mg2+ απαραίτθτα για τθν ενηυμικι δράςθ και 

κατάλλθλο ρυκμιςτικό διάλυμα με pH≈8.2 για τθ δράςθ του ενηφμου. 

Στθν παροφςα εργαςία, τα δείγματά μασ περιλαμβάνουν ζνα αρνθτικό control (το οποίο 

ςτεροφταν DNA), ζνα κετικό control (το οποίο προιλκε από μολυςμζνθ κυτταρικι ςειρά), 

ζνα δείγμα από MCF-7 και ζνα δείγμα από MDA-MB-231. Σε κάκε δείγμα αντιςτοιχοφν 2 

eppendorfs, όπου το ζνα ςτο mix τθσ αντίδραςθσ περιλαμβάνει εκκινθτζσ για το 

μυκόπλαςμα και το άλλο εκκινθτζσ ακτίνθσ για κανονικοποίθςθ. Στον πίνακα φαίνονται οι 

εκκινθτζσ που χρθςιμοποιιςαμε για το μυκόπλαςμα και για τθν ακτίνθ. 

 

 

PRIMERS Reverse Forward 

mycoplasm
a 

CCRTGCACCAYCTGTCWHHHBGWWA
ACCTC 

GAAAGYGTGGGGAGCAAAYAG
GATTAGATA 

actin CGTTCGTCCGCATGGAGTCCT GGAGCAATGATCTTGATCTT 

 



53 
 

 Το πρωτόκολλο που χρθςιμοποιιςαμε ιταν το εξισ: 

Components Volume Final Concentration 

10X PCR buffer minus Mg 10 μl 1X 

10mM dNTP mixture 2 μl 0.2 mM each 

50mM MgCl2 3 μl 1.5 mM 

Primer mix (10mM each) 5 μl 0.5 μΜ each 

Template DNA 1-20 μl n/a 

Taq DNA Polymerase (5 U/μl) 0.2-0.5 μl 1.0-2.5 units 

Autoclaved distilled water To 100 μl n/a 

 

α. Τα δείγματα επωάηονται ςτον κερμοκυκλοποιθτι ςτουσ 94οC, για 3 λεπτά με ςκοπό τθν 

πλιρθ αποδιάταξθ των αλυςίδων του DNA ςτόχου. 

β. Θ αντίδραςθ ολοκλθρϊνεται ςε 35 κφκλουσ ςφμφωνα με το ακόλουκο κερμικό προφίλ: 

Denature 94oC 45 sec 

Anneal 55oC 30 sec 

Extend 72oC 1 min 30 sec 

 

γ.  Μετά το τζλοσ τθσ αντίδραςθσ, τα δείγματα επωάηονται για άλλα 10 λεπτά ςτουσ 72 οC  

και διατθροφνται ςτουσ 4 οC. 

viii. ΑΡΟΜΟΝΩΣΘ ΟΛΙΚΟΥ RNA ΜΕ TRIZOL  

Θ απομόνωςθ ολικοφ RNA  από κφτταρα MCF-7 με τθ χριςθ του χθμικοφ αντιδραςτθρίου 

Trizol. Το Trizol γενικά, είναι ζνα φωτοευαίςκθτο αντιδραςτιριο που φυλάςςεται ςτουσ 

4οC και χρθςιμοποιείται ςτθν απομόνωςθ του RNA, DNA και των πρωτεϊνϊν. Στθ παροφςα 

μελζτθ χρθςιμοποιικθκε για τθν απομόνωςθ του ολικοφ  RNA. Πλα τα δείγματα 

διαλυτοποιοφνται ςε 0,5ml Trizol με επακόλουκθ επϊαςθ για 5 λεπτά, ςε κερμοκραςία 

δωματίου. Με τθ πιπζτα αναδεφουμε ιπια μζχρι να γίνει ομοιoγενζσ μείγμα. Ακολοφκεί 

προςκικθ ανάλογθσ ποςότθτασ (100 μl) CHCl3 ςε κάκε δείγμα, ιςχυρι ανάδευςθ και 

επϊαςθ για 2-5 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου. Στθ ςυνζχεια φυγοκεντροφνται όλα τα 

δείγματα για 15 λεπτα, ςτουσ 4 οC υπό 11.000 rpm. Ραρατθροφμε ότι μετά το πζρασ τθσ 

φυγοκζντρθςθσ ςτο κάκε δείγμα ςχθματίςτθκαν 3 φάςεισ. Θ κάτω φάςθ περιλαμβάνει τισ 

πρωτεΐνεσ, θ μεςαία περιλαμβάνει το DNA και θ πάνω το ολικό RNA. Με ιδιαίτερα 
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προςεκτικοφσ χειριςμοφσ ςυλλζξαμε τθν πάνω φάςθ (ολικό RNA) ςε νζο eppenorf για το 

κάκε δείγμα, προςκζτουμε 0,250 ml ιςοπροπανόλθσ, αναδεφουμε πάρα πολφ καλά και 

αφινουμε τα δείγματα για 5-10 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου. Ακολουκεί δεφτερθ 

φυγοκζντρθςθ για 10 λεπτά, ςτουσ  ςτουσ 4 οC υπό 11.000 rpm. Αφαιροφμε το 

υπερκείμενο, το οποίο περιλαμβάνει τον οργανικό διαλφτθ και κρατάμε μόνο το ίηθμα. 

Επαναδιαλυτοποιοφμε το ίηθμα ςε 1ml Αικανόλθ 80% και φυγοκεντροφμε τα δείγματα για 

τρίτθ φορά για 5 λεπτά, ςτουσ 4 οC υπό 8.000 rpm. Στθ ςυνζχεια αφαιρείται πολφ 

προςεκτικά θ αικανόλθ από όλα τα δείγματα. Ρροκειμζνου να αφαιρεκεί όλθ θ ποςςότθτα, 

αφινουμε ανοικτά τα καπάκια των eppenorfs για να εξατμθςτεί θ αικανόλθ που ζχει 

απομείνει. Τζλοσ, επαναδιαλυτοποιοφμε το ίηθμα ςε 15 μl ddH2O(extra clear) και 

αποκθκεφονται ςτουσ -80 οC.  

 

Θ απομόνωςθ του ολικοφ RNA πραγματοποιικθκε ςε MCF-7 cell extracts των 2, 6 και 12 

ωρϊν επϊαςθσ με τισ υπό μελζτθ χθμικζσ ουςίεσ.  

Στθ ςυνζχεια, κρίνεται απαραίτθτθ θ ποςοτικοποίθςθ των επιπζδων του ολικοφ RNA που 

ζχει απομονωκεί από το κάκε δείγμα ξεχωριςτά. Ρραγματοποιικθκε αραίωςθ 1 μl RNA 

προσ 99 μl ddH2Ο ςε όλα τα δείγματα και ακολοφκθςε φωτομζτρθςθ ςτα  260nm και 

κανονικοποιικθκε ςτα 280 nm . 

 

 

 

ix. ΡΕΨΘ ΜΕ DNase 

Για τθν απομάκρυνςθ του DNA που πικανόν ζχει παραμείνει ςτα δείγματα, 

χρθςιμοποιικθκε το πρωτόκολλο RQ1 RNase-Free DNase (Promega). Σφμφωνα με αυτι τθ 

πειραματικι διαδικαςία επιτυγχάνεται θ αποικοδόμθςθ τόςο του δίκλωνου όςο και του  

μονόκλωνου DNA, ςχθματίηοντασ ελεφκερα 3’ –ΟΘ άκρα. 
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Στθν αντίδραςθ πζψθσ με DNαςεσ, είναι απαραίτθτο να υπάρχει ςε κάκε δείγμα 2μg RNΑ. 

Θ ποςότθτα του RNΑ που πρζπει να προςτεκεί για κάκε δείγμα, υπολογίηεται με τθν 

μζκοδο των τριϊν. Σφμφωνα με το πρωτόκολλο RQ1 RNase-Free DNase, προςκζτουμε ςτο 

κάκε δείγμα 1μl Reaction Buffer x10, 2μl από το ζνηυμο DNase και ςυμπλθρϊνουμε με  

ddH2O για τελικό όγκο 10 μl. Στθ ςυνζχεια ακολουκοφν οι εξισ διαδικαςίεσ: 

a. Θζρμανςθ των δειγμάτων ςτουσ 37 οC για 30 λεπτά. 

b. Ρροςκικθ 1 μl ςε κάκε δείγμα από το αντιδραςτιριο RQ1 DNase Stop Solution για 

να ςταματιςει θ αντίδραςθ. 

c. Θζρμανςθ όλων των δειγμάτων ςτουσ 65 οC για 10 λεπτά. 

 

x. ΑΝΤΙΣΤ΢ΟΦΘ ΜΕΤΑΓ΢ΑΦΘ, RT-PCR 

Θ RT-PCR αποςκοπεί ςτθν μετατροπι του RNA ςε cDNA. Για να επιτευχκεί αυτι θ 

μετατροπι εφαρμόςαμε το πρωτόκολλο SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen). 

Τα βιματα που ακολουκιςαμε για τθν διαδικαςία ςφνκεςθσ του cDNA ζχουν ωσ εξισ: 

a. Σε ζνα tube των 0,2ml, προςκζτονται τα εξισ αντιδραςτιρια: 

 

Random Primers 1μl 

dNTPs (10mM) 1μl 
Total RNA 2μl 
ddH2O 12μl 

 

b. Θερμαίνουμε τα δείγματα ςτουσ 65 οC για 5 λεπτά 

c. Τα δείγματα παγϊνονται άμεςα με τθν τοποκζτθςθ τουσ ςτο πάγο. 

d. Απομακρφνουμε τα δείγματα από το πάγο και προςκζτονται τα εξισ αντιδραςτιρια 

ςε κάκε tube: 

 

5x First-Stand Buffer 4 μl 

DTT 1M 2 μl 
RNaseOUT (40u/μL) 1 μl 

 

e. Αναδεφουμε ιπια όλα τα δείγματα 

f. Θερμαίνουμε τα δείγματα ςτουσ 25 οC για 2 λεπτά 

g. Ρροςκικθ 1μl από το ζνηυμο SuperScript II RT και αναδεφω με τθν πιπζτα 

h. Θερμαίνουμε τα δείγματα ςτουσ 25 οC για 10 λεπτά 

i. Θερμαίνουμε τα δείγματα ςτουσ 42 οC για 50 λεπτά 

j. Θερμαίνουμε τα δείγματα ςτουσ 70 οC για 15 λεπτά 

 

xi. Real Time-PCR 

Θ Real Time PCR είναι μία από τισ πιο διαδεδομζνεσ μεκόδουσ προςδιοριςμοφ γονιδιακισ 

ζκφραςθσ. Είναι μια πολφ ευαίςκθτθ τεχνικι με μεγάλθ εξειδίκευςθ κακϊσ μπορεί να 
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ανιχνεφςει ακόμα και ζνα αντίγραφο ενόσ μεταγράφου. Επιτρζπει τθ μζτρθςθ τθσ 

ποςότθτασ των προϊόντων (mRNA)  και τθ παρακολοφκθςθ του ρυκμοφ πολλαπλαςιαςμοφ 

ενόσ μορίου-ςτόχου ςε όλθ τθ διάρκεια τθσ PCR. Ζπειτα από τθν αρχικι φάςθ κατά τθν 

οποία δεν είναι ανιχνεφςιμο το προϊόν τθσ PCR διότι βρίςκεται ςε πολφ μικρι ποςότθτα, 

ακολουκεί μία εκκετικι φάςθ κατά τθν οποία θ ποςότθτα του προϊόντοσ ςχεδόν 

διπλαςιάηεται ςε κάκε κφκλο. Αν υπάρχουν περιςςότερα μόρια ςτόχοι ςτο tube, κα 

χρειαςτοφν λιγότεροι κφκλοι για να ξεκινιςει θ εκκετικι φάςθ. Συγκρίνοντασ τον αρικμό 

των κφκλων που απαιτοφνται για τθν ζλευςθ τθσ εκκετικισ φάςθσ ςε διαφορετικζσ 

αντιδράςεισ, μποροφμε να προςδιορίςουμε τθν αρχικι ποςότθτα των μορίων που 

χρθςιμοποιικθκαν ωσ μιτρα ςτισ αντιδράςεισ. 

Υπάρχουν  αρκετζσ  διαφορετικζσ  προςεγγίςεισ  για  τον  προςδιοριςμό  του  προϊόντοσ τθσ

 PCR που υπάρχει ςτο τζλοσ κάκε κφκλου, αλλά όλεσ βαςίηονται ςτθν  ανίχνευςθ μιασ φκορ

ίηουςασ ετικζτασ (tag), θ οποία ςυνδζεται ςε κάκε μόριο που  ςυντίκεται. Στθν παροφςα 

πειραματικι μελζτθ χρθςιμοποιικθκε το πρωτόκολλο SYBR Select Master Mix (Applied 

Biosystem). Το Master Mix αποτελζι μίγμα AmpliTaq DNA πολυμεράςθσ (UP), SYBR 

GreenER χρωςτικισ, dNTPs, UDG ενηφμου, ROX χρωςτικι αναφοράσ και ρυκμιςτικά  

διαλφματα. 

Συγκεκριμζνα, κάκε tube περιείχε για τελικό όγκο αντίδραςθσ 20 μl: 

SYBR Green 10 μl 

Εκκινητής 1 0,5 μl 

Εκκινητής 2 0,5 μl 

ddH2O 7 μl 

cDNA 2 μl 

 

Το κερμικό προφίλ που ακολουκικθκε ζχει ωσ εξισ: 

UDG Activation 1 κύκλος 2 min, 52oC 

AmpliTaq Fast DNA 
Polymerase Activation 

1 κφκλοσ 2 min, 95oC 

Denature 35 κφκλοι 15 sec, 95oC 

Anneal / Extend 50 sec, 60oC 

  

Αυτι θ πειραματικι διαδικαςία εφαρμόςκθκε ςε καρκινικά κφτταρα μαςτοφ MCF-7  2,6 και 

12 ωρϊν ζκκεςθσ ςτισ χθμικζσ ουςίεσ C,E2,ACH,ICI,ICI+E2 και ICI+ΑCH. Μελετικθκαν τα 

επίπεδα mRNA των μορίων ERα, ERb, Κυκλίνθ D1, c-fos, c-myc και p53. Ο ακριβείσ 

κακοριςμόσ των επιπζδων mRNA πραγματοποιικθκε με τθ ςφγκριςθ των επιπζδων ενόσ 

γονιδίου αναφοράσ, του GAPDH. Ρροκειμζνου να ελαχιςτοποιθκοφν τα ςφάλματα, οι 

αντιδράςεισ πραγματοποιικθκαν ςε triplicates. Για κάκε διαφορετικό ηεφγοσ εκκινθτϊν 
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ςτθν αντίδραςθ ςυμπεριλιφκθκε ωσ αρνθτικό control, NTC (No Template Control), δθλαδι 

αντίδραςθ που ςτεροφνταν δείγματοσ cDNA.  

Οι εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν εφαρμογι τθσ Real Time PCR ςχεδιάςτθκαν από 

τθν ερευνθτικι ομάδα του εργαςτθρίου μασ. Αρχικά οι αλλθλουχίεσ του ηεφγουσ εκκινθτϊν 

για το κάκε μόριο που μελετικθκε, βρζκθκαν από τθν θλεκτρονικι βάςθ δεδομζνων 

PubMed του NCBI και ςχεδιάςτθκαν με τθ βοικεια του προγράμματοσ Primer3 Version 

0.4.0 που διατίκεται δωρεάν ςτο διαδίκτυο. Στθ ςυνζχεια, προκειμζνου να εξακριβωκεί θ 

μοναδικότθτα και θ ειδικότθτα των αλλθλουχιϊν κάνουμε “nucleotide BLAST”, όπου θ 

ςυγκεκριμζνθ εφαρμογι ζχει τθ δυνατότθτα διερεφνθςθσ πικανισ ςυμπλθρωματικότθτασ 

των αλλθλουχιϊν που μασ ενδιαφζρουν ςε όλο το γονιδίωμα. Εφόςον οι αλλθλουχίεσ των 

εκκινθτϊν πλθροφν τα απαραίτθτα κριτιρια πρζπει να επιβεβαιωκοφμε ότι δεν 

ςχθματίηουν διμερι μεταξφ τουσ ι αυτοδιμερι και επιτυγχάνεται μζςω του προγράμματοσ 

Multiple Primer Analyzer τθσ εταιρίασ ThermoFisher.  

Μετά τθν πρϊτθ εφαρμογι τθσ πειραματικισ διαδικαςίασ τθσ Real Time PCR, 

παρατθρικθκε ότι τα επίπεδα του mRNA των περιςςότερων μορίων που μελετάμε ςτα 

δείγματα των 6 ωρϊν, είχαν τθν μεγαλφτερθ δυνατι τιμι ενϊ ςτισ 12 ϊρεσ τα επίπεδα 

είχαν εξιςορροπθκεί κατά μζςο όρο. Επομζνωσ ςτισ επόμενεσ πειραματικζσ εφαρμογζσ, 

χρθςιμοποιικθκαν δείγματα μόνο των 6 ωρϊν. 

 

3. ΢ΚΟΠΟ΢ 

Σκοπόσ τθσ παροφςασ μελζτθσ αποτελεί  θ διερεφνθςθ τθσ πικανισ οιςτρογονικισ δράςθσ 

των ενϊςεων Αργιλίου, ςυγκεκριμζνα των αλάτων του (ACH), κακϊσ επίςθσ και τθσ 

πικανισ επίδραςισ τουσ ςε μθχανιςμοφσ που εμπλζκονται ςτθ ρφκμιςθ του κυτταρικοφ 

κφκλου ςε καρκινικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ μαςτοφ. Επιπλζον θ μελζτθ αποςκοπεί ςτθ 

διερεφνθςθ αν το ACH μπορεί να επθρεάςει τον υποκυτταρικό εντοπιςμό των 

οιςτρογονικϊν υποδοχζων. Θ μελζτθ ςτόχευςε επίςθσ ςε ζλεγχο των επιδράςεων, τόςο ςε 

πρωτεϊνικό επίπεδο όςο και ςε επίπεδο mRNA, του ACH ςε πικανά μόρια ςτόχουσ. 

Συγκεκριμζνα, διερευνικθκαν τα επίπεδα του mRNA των ιδθ γνωςτϊν γονιδίων ςτόχων 

των οιςτρογονικϊν υποδοχζων  που εμπλζκονται τόςο ςτο μθχανιςμό ρφκμιςθσ του 

κυτταρικοφ κφκλου, όςο και ςτθν επαγωγι του καρκίνου του μαςτοφ. 

Αναλυτικότερα για τθ μελζτθ αυτι, πραγματοποιικθκε ανοςοΐςτοχθμικι μζκοδοσ 

προςδιοριςμοφ υποκυτταρικοφ εντοπιςμοφ  των οιςτρογονικϊν υποδοχζων, 

ανοςοαποτφπωςθ πρωτεϊνϊν (Western Blot) ςε μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ, όςο και 

αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ πραγματικοφ χρόνου (Real Time-PCR) για 

προςδιοριςμό των επιπζδων του mRNA γονιδίων που μασ ενδιαφζρουν. 

Τα πειράματα που ζλαβαν χϊρα ςτα πλάιςια τθσ παροφςασ εργαςίασ αποτελοφν μζροσ τθσ 

διδακτορικισ διατριβισ του κ. Βφρωνα Γοργογιζτα. 
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4.ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ 

4.1 ΕΛΕΓΧΟ΢ ΚΑΘΑΡΟΣΗΣΑ΢ ΚΤΣΣΑΡΙΚΩΝ ΢ΕΙΡΩΝ MCF-7 ΚΑΙ MDA-MB-231  

Κατά τθ διάρκεια των πειραματικϊν διαδικαςιϊν κρίκθκε απαραίτθτο να ελεγχκεί θ 

κακαρότθτα των κυτταρικϊν ςειρϊν MCF-7 και MDA-MB-231 από μυκόπλαςμα. 

Ρροκειμζνου να πραγματοποιθκεί ο ζλεγχοσ, προθγικθκαν 3 διαδικαςίεσ: θ απομόνωςθ 

του DNA από δείγμα που λιφκθκε από κάκε κυτταροκαλλιζργεια, θ αλυςιδωτι αντίδραςθ 

πολυμεράςθσ (PCR) για τθν ενίςχυςθ του γονιδίου του μυκοπλάςματοσ (αν υπάρχει) και 

ποιοτικόσ προςδιοριςμόσ των προϊόντων τθσ PCR με θλεκτροφόρθςθ ςε πθκτι αγαρόηθσ. 

Ολοκλθρϊνοντασ τα 2 πρϊτα βιματα, δθλαδι τθν απόμονωςθ του γενετικοφ υλικοφ κάκε 

κυτταρικισ ςειράσ και τθν PCR, ακολοφκθςε θ θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ PCR ςε 

πθκτι αγαρόηθσ 1,5%.  Στθν πθκτι φορτϊκθκαν με τθ ςειρά τα δείγματα: 1. Αρνθτικό 

(Negative) δείγμα αναφοράσ (control)  2. Θετικό (Positive) control  3. MCF-7   4. MDA-MB-

231  , τα οποία κλωνοποιικθκαν με χριςθ υποκινθτϊν για το μυκόπλαςμα, 5. GeneRulerTM 

1kb Plus DNA Ladder και ςτθ ςυνζχεια, με τθν ίδια ςειρά, τα δείγματα κλωνοποιικθκαν με 

χριςθ υποκινθτϊν για τθν ακτίνθ. Μετά το τζλοσ τθσ θλεκτροφόρθςθσ και ζκκεςθσ του 

πθκτϊματοσ ςε UV ελιφκθςε θ παρακάτω εικόνα:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

΢χήμα 1. Αριςτερά βλζπουμε το αποτζλεςμα τθσ θλεκτροφόρθςθσ φςτερα από ζκκεςθ τθσ πθκτισ ςε 

ακτινοβολία UV. Δεξιά  βλζπουμε τα μεγζκθ των των ηωνϊν DNA (ςε bp)  του Ladder. 

Το προϊόν τθσ PCR του μυκοπλάςματοσ ζχει μζγεκοσ περίπου 434-468 bp. Ραρατθροφμε 

ότι, τα προϊόντα των PCR των δειγμάτων MCF-7 και MDA-MB-231 δεν παρουςιάηουν ηϊνθ  
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DNA ςτο μζγεκοσ των βάςεων, που παρουςιάηει το κετικό control. Άρα, οι κυτταρικζσ 

ςειρζσ πιςτοποιοφνται απαλλαγμζνεσ από πρόςμειξθ μυκοπλάςματοσ.  

 

4.2 ΑΝΟ΢ΟΪ΢ΣΟΧΗΜΙΚΗ ΜΕΘΟΔΟ΢ ΠΡΟ΢ΔΙΟΡΙ΢ΜΟΤ ΤΠΟΚΤΣΣΑΡΙΚΟΤ ΕΝΣΟΠΙ΢ΜΟΤ 

ΟΙ΢ΣΡΟΓΟΝΙΚΩΝ ΤΠΟΔΟΧΕΩΝ ΢Ε ΚΑΡΚΙΝΙΚΑ ΚΤΣΣΑΡΑ ΜΑ΢ΣΟΤ 

Με ςκοπό τον χαρακτθριςμό τθσ πικανισ οιςτρογονικισ δράςθσ του ACH ςε καρκινικά 

κφτταρα μαςτοφ, ζγινε ςυγκριτικι μελζτθ τθσ επίδραςθσ ACH και E2 ςτoν υποκυτταρικό 

εντοπιςμό του ΕRβ, δεδομζνου ότι αυτόσ ο τφποσ του υποδοχζα φαίνεται να επικρατεί ςτα 

MDA-MB-231 κφτταρα και επομζνωσ μζςω αυτοφ κα επιτελείται θ πικανι οιςτρογονικι 

δράςθ του ΑCΘ. 

Επιπλζον, δεδομζνου ότι θ υποκυτταρικι κατανομι  των οιςτρογονικϊν υποδοχζων 

διαφοροποιείται μεταξφ ανερζκιςτων και ενεργοποιθμζνων κυττάρων από τθ παρουςία 

ορμονϊν, θ πειραματικι εφαρμογι πραγματοποιικθκε ςε κφτταρα τα οποία για 48 ϊρεσ 

αναπτφςςονταν ςε ειδικό καλλιεργθτικό υλικό, ςτο οποίο προςτίκεται ειδικά 

κατεργαςμζνο FBS (FBS cis, επεξεργαςμζνο και φιλτραριςμζνο με ενεργό άνκρακα), με 

ςκοπό τθν ελαχιςτοποίθςθ των ορμονϊν ςε αυτό. Στθ ςυνζχεια, γίνεται θ προςκικθ των 

ουςιϊν Ε2 και ACH, οι οποίεσ αφινονται ςτα κφτταρα για δφο ϊρεσ. 

Ραρακάτω παρατίκενται τα αποτελζςματα τθσ ανοςοϊςτοχθμικισ μελζτθσ. Για τθν λιψθ 

των εικόνων από το μικροςκόπιο φκοριςμοφ, χρθςιμοποιικθκε θ ψυχόμενθ κάμερα 

Optimos και το πρόγραμμα επεξεργαςίασ εικόνων, Q-Capture Pro. 
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΢χήμα 2:  Ανοςοϊςτοχημική μελζτη,  τησ υποκυτταρικήσ εντόπιςησ του υποδοχζα των οιςτρογόνων ΕRβ, ςε 

κφτταρα MDA-MB-231. Τα κφτταρα καλλιεργικθκαν και επωάςτθκαν με τισ ουςίεσ Ε2 (10 
-9

Μ)  και ACH (10
-

4
Μ)  (όπωσ αναφζρεται παραπάνω ). Ζγινε  μονιμοποίθςθ των κυττάρων με Methanol/Acetone. Στθ πρϊτθ 

ςειρά φαίνεται με πράςινο χρϊμα θ φπαρξθ του ERβ αλλά και ο υποκυτταρικόσ εντοπιςμόσ του. 

Χρθςιμοποιικθκε 1
ο
 αντίςωμα ERβ-Η 150(rabbit) και 2

ο
 αντίςωμα το anti-Rabbit-Alexa488 το οποίο ζχει και το 

φκορίηον μόριο που δίνει το πράςινο χρϊμα ςτον υποδοχζα. Στθ δεφτερθ ςειρά φαίνονται με κόκκινο χρϊμα 

τα μιτοχόνδρια των κυττάρων. Τα κφτταρα  ζχουν εκτεκεί ςτθ μιτοχονδριακι  χρωςτικι CMX ROS μιςι ϊρα 

πριν τθν διαδικαςία τθσ μονιμοποίθςθσ των κυττάρων. Στθ τρίτθ ςειρά φαίνονται με μπλε χρϊμα οι πυρινεσ 

των κυττάρων. Χρθςιμοποιικθκε θ πυρθνικι χρϊςθ Hoechst θ οποία είναι υπεφκυνθ για τθν μπλε χρϊςθ.  Στθ 

τζταρτθ ςειρά, παρατίκεται θ ςφμπτυξθ τθσ πρϊτθσ και δεφτερθσ εικόνασ. Το κίτρινο χρϊμα υποδθλϊνει 

πικανόν ςυνεντοπιςμό του ERβ και τθσ CMX χρωςτικισ των μιτοχονδρίων άρα και πικανι μιτοχονδριακι 

εντόπιςθ. Στθ πζμπτθ ςειρά, παρατίκεται θ ςφμπτυξθ τθσ πρϊτθσ, τθσ δεφτερθσ και τθσ τρίτθσ εικόνασ. 

Ππωσ φαίνεται ςτο παραπάνω ςχιμα, απουςία ορμονϊν, ςε ανερζκιςτα κφτταρα Control, 

ο ΕRβ εντοπίηεται διάχυτοσ ςτο κυτταρόπλαςμα αλλά και ςε υποκυτταρικά οργανίδια, 

όπωσ και αναμενόταν ςφμφωνα με δεδομζνα διεκνοφσ βιβλιογραφίασ. Ραρουςία E2 

παρατθροφμε περί-πυρθνικό εντοπιςμό πικανϊσ μιτοχονδριακό του ERβ ςε μεγαλφτερθ 

ζνταςθ ςυγκριτικά με τα κφτταρα Control. Ραρουςία του  ACH, παρατθροφμε και πάλι περί-

πυρθνικό εντοπιςμό (μιτοχονδριακό) του ERβ, όμωσ λιγότερο ζντονο ςε ςχζςθ με τα 

κφτταρα παρουςίασ Ε2 και περιςςότερο ζντονο ςυγκριτικά με τα κφτταρα Control. 

Ραρουςία Ε2 και ACH παρατθρείται ο υποκυτταρικόσ ςυνεντοπιςμόσ ERβ και τθσ CMX 

μιτοχονδριακισ χρωςτικισ ςε ζνταςθ μεγαλφτερθ από τισ τρεισ προθγοφμενεσ ςυνκικεσ. Θ  

παρόμοια με τθν E2  επίδραςθ του ACH ςτθ υποκυτταρικι εντόπιςθ του ERβ υποδθλϊνει 

τθν πικανι οιςτρογονικι του δράςθ και κατ’ επζκταςθ τθν μετακίνθςθ του υποδοχζα προσ 
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τα μιτοχόνδρια. Το γεγονόσ αυτό ζρχεται ςε ςυμφωνία με τθν διεκνι βιβλιογραφία που 

υποςτθρίηει τθν οιςτρογονικι δράςθ του Αργιλίου αλλά και τθν αρχικι μασ υπόκεςθ. 

Σφμφωνα με όμοιεσ πειραματικζσ μελζτεσ που ζγιναν ςτο εργαςτιριο μασ, ςε καρκινικζσ 

ςειρζσ MCF-7 ςτα πλαίςια τθσ διδακτορικισ διατριβισ του κ. Βφρωνα Γοργογιζτα, 

παρατθρικθκε ότι θ ζνταςθ του ςιματοσ του ERβ ιταν πιο χαμθλι και θ μετακίνθςθ του 

προσ τα μιτοχόνδρια ιταν εμφανϊσ πιο εξαςκενθμζνθ ςυγκριτικά με το ςιμα που ζδωςε ο 

υποδοχζασ ςτα MDA-MB-231 κφτταρα. Θ παρατιρθςθ αυτι δικαιολογείται αν 

αναλογιςκοφμε ότι ςτα κφτταρα MCF-7 τα επίπεδα του ERβ είναι πολφ χαμθλά, αφοφ 

επικρατεί κυρίωσ ο ERα. Τόςο θ Ε2 όςο και το ACH επάγουν ςχετικι αφξθςθ των  επιπζδων 

του ERβ ςτα κφτταρα αυτά (τα αποτελζςματα δεν φαίνονται). 

Θ ανοςοϊςτοχθμικι μελζτθ μασ βοθκάει ςτθν κατανόθςθ φπαρξθσ οιςτρογονικισ δράςθσ 

Αργιλίου κακϊσ αυτι αποδεικνφεται χάρισ τθν μετακίνθςθ και τελικά τον πικανόν 

υποκυτταρικό εντοπιςμό του ERβ ςτα μιτοχόνδρια. Δεν μασ παρζχει καμία πλθροφορία 

ςχετικά με τον μθχανιςμό που επιτυγχάνεται αυτό το φαινόμενο. 

 

4.3 ΜΕΛΕΣΗ ΕΠΙΔΡΑ΢Η΢ ACH ΢ΣΑ ΕΠΙΠΕΔΑ ΕΚΦΡΑ΢Η΢ ΠΡΩΣΕΪΝΩΝ ΠΟΤ ΕΜΠΛΕΚΟΝΣΑΙ 

΢ΣΗ ΡΤΘΜΙ΢Η ΣΟΤ ΚΤΣΣΑΡΙΚΟΤ ΚΤΚΛΟΤ ΢Ε ΚΑΡΚΙΝΙΚΑ ΚΤΣΣΑΡΑ ΜΑ΢ΣΟΤ 

Στθ ςυνζχεια κελιςαμε να διερευνιςουμε το εάν διαφοροποιείται θ ζκφραςθ διαφόρων 

πρωτεϊνικϊν μορίων που εμπλζκονται ςτθ ρφκμιςθ του κυτταρικοφ κφκλου ςε καρκινικά 

κφτταρα μαςτοφ παρουςία Ε2, ACH και ICI. Ρειραματικά, εφαρμόςαμε τθ τεχνικι τθσ 

ανοςοαποτφπωςθσ πρωτεϊνϊν (Western Blot) ςε μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ. Ρριν τθν 

εφαρμογι Western Blot, προθγικθκε θλεκτροφόρθςθ υπό αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ (SDS-

PAGE) των δειγμάτων που προζρχονται από καρκινικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ MCF-7 και MDA-

MB-231. Τα δείγματα είχαν δεχκεί ειδικι επεξεργαςία και επϊαςθ με τισ υπό μελζτθ 

ουςίεσ όπωσ ακριβϊσ περιγράφεται ςε προθγοφμενθ ενότθτα. 

Τα αποτελζςματα που λάβαμε από τθν ανοςοαποτφπωςθ κακϊσ και θ κανονικοποίθςθ 

τουσ παρατίκενται πιο κάτω. 
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 Καρκινικά κφτταρα μαςτοφ MCF-7  

(α) ERα          

1.                                                                           2.  

  

 

 

 

 

 

(β) p53 

1.                      2.  

 

 

 

 

 

 

(γ) Bcl-2 

  1.        2. 
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(δ) c-Μyc 

1. 2.  

 

 

 

 

 

 

΢χήμα 3: Διερεφνηςη των επιπζδων ζκφραςησ των  μορίων: ERα, p53, Bcl2 και c-myc ςε καρκινικά κφτταρα 

μαςτοφ MCF-7 υπό την επίδραςη Ε2, ACH, ICI και ςυνδυαςμό αυτών. 1.Κυτταρικά εκχυλίςματα  ίςου 

πρωτεϊνικοφ περιεχομζνου από MCF-7, τα οποία είχαν καλλιεργθκεί και επωαςτεί με 10
-9

Μ E2, ACH 10
-4

Μ, ICI 

10
-6

Μ (όπωσ αναφζρεται αναλυτικά ςε προθγοφμενθ ενότθτα), θλεκτροφορικθκαν ςε 10% SDS πθκτι 

πολυακρυλαμιδίου (SDS PAGE), μεταφζρκθκαν ςε μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ και μελετικθκαν ωσ προσ τθν 

παρουςία και τισ διαφοροποιιςεισ ςτθν ζκφραςθ των παραπάνω μορίων. Η εντόπιςθ και τα επίπεδα 

ζκφραςθσ των υπό μελζτθ πρωτεινικϊν μορίων ζγινε με χριςθ ειδικϊν αντιςωμάτων ERα-G20, β-actin 

(κανονικοποίθςθ των αποτελεςμάτων), p53 (DAKO) ,c-Μyc (Cell Signalling) και Bcl2 (Cell Signalling).   

2.Απεικόνιςθ τθσ κανονικοποίθςθσ των αποτελεςμάτων ωσ προσ τα επίπεδα ζκφραςθσ τθσ β-ακτίνθσ. 

Ππωσ φαίνεται ςτο παραπάνω ςχιμα 3, ςε MCF-7 κυτταρικζσ ςειρζσ, παρατθροφμε ότι  

παρουςία ACH,  τα επίπεδα του ERα παρουςιάηουν μια ελαφριά αφξθςθ ςε ςχζςθ με το 

Control, αντίκετα παρουςία ICI και ACH υπάρχει εμφανισ μείωςθ των πρωτεϊνικϊν 

επιπζδων του υποδοχζα. (α). Αυτά τα ςτοιχεία υποδθλϊνουν ότι το ACH ζχει μια μικρι 

οιςτρογονικι δράςθ,  μιασ και επάγουν αφξθςθ των επιπζδων του ERα, πολφ πικανόν μζςω 

του ίδιου του υποδοχζα, δθλαδι μζςω κετικισ ανατροφοδότθςθσ, κάτι που ιςχφει ςτθ 

διεκνι βιβλιογραφία. Επίςθσ θ από ICI επαγόμενθ καταςτολι τθσ από Ε2 και ACH 

επαγωγισ τθσ ζκφραςθσ του ERα ενιςχφει αυτιν τθν υπόκεςθ. Πςον αφορά τα επίπεδα τθσ 

πρωτεΐνθσ p53, παρατθροφμε ςθμαντικι αφξθςθ των επιπζδων τθσ ςτα δείγματα που 

υπάρχει παρουςία Ε2. Επιπλζον, παρουςία ACH τα επίπεδα τθσ p53 αυξάνονται ςε ςχζςθ 

με το Control, όμωσ είναι ςχετικά μειωμζνα ςε ςχζςθ με τα δείγματα που επωάςτθκαν με 

τθν Ε2. Επομζνωσ μποροφμε να ποφμε ότι το ACH αυξάνει τα επίπεδα τθσ  p53 μζςω 

οιςτρογονικισ δράςθσ, κάτι που περιμζναμε εφόςον θ p53 αποτελεί άμεςο ςτόχο του ERα 

ςφμφωνα με τθν διεκνι βιβλιογραφία (β). Θ πρωτεΐνθ bcl-2 ουςιαςτικά, όπωσ φαίνεται και 

ςτο πιο πάνω ςχιμα, παραμζνει αμετάβλθτθ. Το γεγονόσ ότι τα επίπεδα τθσ πρωτεΐνθσ bcl-

2 δεν αυξάνονται παρουςία Ε2, όπωσ και αναμενόταν, υποδθλϊνει ότι είναι αναγκαίο να 

πραγματοποιθκοφν περεταίρω πειράματα προκειμζνου να εξακριβωκεί ο ρόλοσ τθσ 

ςυγκεκριμζνθσ πρωτεΐνθσ (γ). Ο μεταγραφικόσ παράγοντασ c-Μyc, παρουςιάηει ςθμαντικι 

αφξθςθ παρουςία Ε2 και Ε2 ςε ςυνδυαςμό με ACH ςε ςχζςθ με το Control, ενϊ παρουςία 

μόνο ACH δεν παρουςιάηει καμία ανιχνεφςιμθ αφξθςθ. Επομζνωσ, πολφ πικανόν ο 

0
10
20
30
40
50
60
70

΢χ
ετ

ικ
ά

 π
ρ

ω
τε

ϊν
ικ

ά
 

επ
ίπ

εδ
α

 c
-m

yc
 



64 
 

μεταγραφικόσ παράγοντασ c-Μyc να μθν αποτελεί ςτόχο του ACH μια και δεν φαίνεται να 

επθρεάηει κακόλου τα επίπεδά του μζςω οιςτρογονικισ δράςθσ (δ). 

 

 Καρκινικά κφτταρα μαςτοφ MDA-MB-231 

(α) ERβ 

1. 2.  

  

 

 

 

 

(β) p53 

 1. 2.  

 

 

 

 

 

 

΢χήμα 4: Διερεφνηςη των επιπζδων ζκφραςησ των  μορίων: ERβ και p53 ςε καρκινικά κφτταρα μαςτοφ 

MDA-MB-231 υπό την επίδραςη Ε2, ACH, ICI και ςυνδυαςμό αυτών . 1.Κυτταρικά εκχυλίςματα  ίςου 

πρωτεϊνικοφ περιεχομζνου από MDA-MB-231, τα οποία είχαν καλλιεργθκεί και επωαςτεί με 10
-9

Μ E2, ACH 

10
-4

Μ, ICI 10
-6

Μ και ςυνδυαςμοφ αυτϊν (όπωσ αναφζρεται αναλυτικά ςε προθγοφμενθ ενότθτα), 

θλεκτροφορικθκαν ςε 10% SDS πθκτι πολυακρυλαμιδίου (SDS PAGE), μεταφζρκθκαν ςε μεμβράνθ 

νιτροκυτταρίνθσ και μελετικθκαν ωσ προσ τισ διαφοροποιιςεισ ςτα επίπεδα ζκφραςθσ των ERβ και p53. Η 

εντόπιςθ και τα επίπεδα ζκφραςθσ των υπό μελζτθ πρωτεινικϊν μορίων ζγινε με χριςθ ειδικϊν αντιςωμάτων 

ERβ-H150, β-actin (κανονικοποίθςθ των αποτελεςμάτων) και p53 (DAKO).  2.Απεικόνιςθ τθσ κανονικοποίθςθσ 

των αποτελεςμάτων ωσ προσ τα επίπεδα ζκφραςθσ τθσ β-ακτίνθσ. 

Ππωσ παρατθροφμε ςτο παραπάνω ςχιμα 4 ςε κφτταρα  MDA-MB-231, τα επίπεδα του ERβ 

αυξάνονται παρουςία Ε2, ACH και Ε2 με ACH ενϊ παρουςία ICI υπάρχει εμφανζσ μείωςθ 

των επιπζδων του υποδοχζα ςε ςχζςθ με το Control. Επίςθσ, παρουςία  ICI ςε ςυνδυαςμό 

είτε με Ε2 είτε με ΑCH παρατθρείται μείωςθ τθσ από Ε2 και ΑCH επαγϊμενθσ αφξθςθσ των 
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επιπζδων του ERβ γεγονόσ που υποδεικνφει τθν οιςτρογονικι δράςθ του ΑCH, θ οποία 

μάλιςτα αναςτζλλεται παρουςία ειδικοφ ανταγωνιςτι οιςτρογόνων ICI. Αυτά τα ςτοιχεία 

υποδθλϊνουν ότι το ACH παρουςιάηει οιςτρογονικι δράςθ που τείνει προσ τθν 

οιςτρογονικι δράςθ τθσ Ε2 και επομζνωσ επάγει τθν αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ του ERβ. Το 

γεγονόσ όμωσ ότι δεν παρατθρικθκε ακροιςτικι δράςθ του Ε2 ςε ςυνδυαςμό με ACH, 

χρειάηεται επανάλθψθ του πειράματοσ προκειμζνου να επαλθκευκεί το αποτζλεςμα.  

Πςον αφορά τθν πρωτεΐνθ p53, παρατθροφμε μείωςθ των επιπζδων τθσ παρουςία Ε2 ςε 

ςχζςθ με το Control, ενϊ παρουςία ACH φαίνονται να αυξάνονται τα επίπεδα τθσ. 

Ραρουςία ICI τα επίπεδα τθσ p53 τείνουν να πλθςιάςουν τισ τιμζσ του Control. H 

παρατθροφμενθ μείωςθ των επιπζδων τθσ p53 παρουςία Ε2 πικανόν να οφείλονται ςτθν 

ανταγωνιςτικι δράςθ του ERβ ςτθν δραςτικότθτα των ζςτω και χαμθλϊν επιπζδων ERα ςε 

MDA-MB-231 κφτταρα (β). 

 

4.4 ΜΕΛΕΣΗ ΕΠΙΔΡΑ΢Η΢ ACH ΢ΣΑ ΕΠΙΠΕΔΑ mRNA ΜΟΡΙΩΝ ΠΟΤ ΕΜΠΛΕΚΟΝΣΑΙ ΢ΣΗΝ 

ΡΤΘΜΙ΢Η ΣΟΤ ΚΤΣΣΑΡΙΚΟΤ ΚΤΚΛΟΤ ΢Ε ΚΑΡΚΙΝΙΚΑ ΚΤΣΣΑΡΑ ΜΑ΢ΣΟΤ 

Στθ ςυνζχεια κελιςαμε να εξετάςουμε τθν διαφοροποίθςθ που προκαλοφν τα άλατα 

Αργιλίου ACH ςτα επίπεδα mRNA γονιδίων ςτόχων των οιςτρογονικϊν υποδοχζων αλλά και 

γονιδίων ρυκμιςτϊν του κυτταρικοφ κφκλου που γνωρίηουμε για τθν εμπλοκι τουσ ςτο 

καρκίνο του μαςτοφ. Για το ςκοπό αυτό απομονϊςαμε ολικό RNA από κυτταρικά 

εκχυλίςματα MCF-7 και MDA-MB-231 και τα υποβάλαμε ςε πζψθ με DNAases προκειμζνου 

να επιτευχτεί απάλειψθ DNA ςτα δείγματα. Στθ ςυνζχεια μετατρζψαμε το ολικό RNA ςε 

cDNA με τθ μζκοδο Reverse Transcription-PCR και τζλοσ εφαρμόςαμε αλυςιδωτι 

αντίδραςθ πολυμεράςθσ πραγματικοφ χρόνου (Real Time-PCR) με ςκοπό να εξετάςουμε τα 

επίπεδα mRNA για τα γονίδια που μασ ενδιαφζρουν ςε κάκε κυτταρικι ςειρά ξεχωριςτά. 

Είναι ςθμαντικό να αναφερκεί ότι μελετιςαμε τα επίπεδα mRNA ςε καρκινικά κφτταρα 

MCF-7 που επωάςτθκαν με τισ χθμικζσ ουςίεσ E2, ACH, ICI για 2, 6, και 12 ϊρεσ, ενϊ ςτα 

καρκινικά κφτταρα MDA-MB-231 εξετάςαμε τα επίπεδα mRNA μόνο ςτισ 6 ϊρεσ επϊαςθσ 

τουσ με τισ χθμικζσ ουςίεσ. Στα MCF-7 μελετιςαμε τα επίπεδα mRNA των γονιδίων GAPDH 

(μόριο κανονικοποίθςθσ), ERα, ERβ, Κυκλινθ D1, c-fos, c-Μyc και p53 ενϊ ςτα MDA-MB-231 

μελετιςαμε τα επίπεδα mRNA των γονιδίων GAPDH (μόριο κανονικοποίθςθσ), ERα και p53.  

Τα αποτελζςματα τθσ Real Time-PCR παρατίκενται ςτα διαγράμματα που ακολουκοφν. 
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 Επίδραςθ ACH (2h επϊαςθ) ςτα επίπεδα ζκφραςθσ των υπό μελζτθ μορίων ςε 

Καρκινικά κφτταρα μαςτοφ MCF-7 

 

 

΢χήμα 5. Διερεφνηςη των επιπζδων ζκφραςησ του mRNA των  μορίων: ERα, p53, Κυκλίνησ D1, c-fos και c-

Μyc ςε καρκινικά κφτταρα μαςτοφ MCF-7 2 ωρών. Τα κυτταρικά εκχυλίςματα αφζκθκαν για επϊαςθ 2 ϊρεσ 

με τισ χθμικζσ ουςίεσ 10
-9

Μ E2, ACH 10
-4

Μ, ICI 10
-6

Μ και ςυνδυαςμοφ αυτϊν και ακολοφκωσ απομονϊκθκε το 

ολικό RNA από αυτά. Στθ ςυνζχεια εφαρμόςτθκε πζψθ με DNAases, Reverse Transcription-PCR και τζλοσ 

πραγματοποιικθκε αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ πραγματικοφ χρόνου (Real Time-PCR). Οι μζκοδοι 

που εφαρμόςτθκαν αναφζρονται αναλυτικά ςε προθγοφμενθ ενότθτα. 

 

 Επίδραςθ ACH (6h επϊαςθ) ςτα επίπεδα ζκφραςθσ των υπό μελζτθ μορίων ςε 

Καρκινικά κφτταρα μαςτοφ MCF-7 
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΢χήμα 6. Διερεφνηςη των επιπζδων ζκφραςησ του mRNA των  μορίων: ERα, p53, Κυκλίνησ D1, c-fos και c-

Μyc ςε καρκινικά κφτταρα μαςτοφ MCF-7 6 ωρών. Τα κυτταρικά εκχυλίςματα αφζκθκαν για επϊαςθ 6 ϊρεσ 

με τισ χθμικζσ ουςίεσ 10
-9

Μ E2, ACH 10
-4

Μ, ICI 10
-6

Μ και ςυνδυαςμοφ αυτϊν και ακολοφκωσ απομονϊκθκε το 

ολικό RNA από αυτά. Στθ ςυνζχεια εφαρμόςτθκε πζψθ με DNAases, Reverse Transcription-PCR και τζλοσ 

πραγματοποιικθκε αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ πραγματικοφ χρόνου (Real Time-PCR). Οι μζκοδοι 

που εφαρμόςτθκαν αναφζρονται αναλυτικά ςε προθγοφμενθ ενότθτα. 

 

 Επίδραςθ ACH (12 h επϊαςθ) ςτα επίπεδα ζκφραςθσ των υπό μελζτθ μορίων ςε 

Καρκινικά κφτταρα μαςτοφ MCF-7 

 

΢χήμα 7. Διερεφνηςη των επιπζδων ζκφραςησ του mRNA των  μορίων: ERα, p53, Κυκλίνησ D1, c-fos και c-

Μyc ςε καρκινικά κφτταρα μαςτοφ MCF-7 12 ωρών. Τα κυτταρικά εκχυλίςματα αφζκθκαν για επϊαςθ 12 

ϊρεσ με τισ χθμικζσ ουςίεσ 10
-9

Μ E2, ACH 10
-4

Μ, ICI 10
-6

Μ και ςυνδυαςμοφ αυτϊν και ακολοφκωσ 

απομονϊκθκε το ολικό RNA από αυτά. Στθ ςυνζχεια εφαρμόςτθκε πζψθ με DNAases, Reverse Transcription-

PCR και τζλοσ πραγματοποιικθκε αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ πραγματικοφ χρόνου (Real Time-PCR). 

Οι μζκοδοι που εφαρμόςτθκαν αναφζρονται αναλυτικά ςε προθγοφμενθ ενότθτα. 

Σφμφωνα με τα πιο πάνω αποτελζςματα τθσ Real Time-PCR ςε MCF-7 κυτταρικζσ ςειρζσ, 

αρχικά παρατθριςαμε ότι τα επίπεδα mRNA του γονιδίου c-Myc ιταν ιδιαίτερα αυξθμζνα 

παρουςία Ε2 και Ε2 με ACH ςε ςχζςθ με τισ τιμζσ του δείγματοσ αναφοράσ (Control). Το 

γονίδιο c-Fos , φαίνεται να ζχει μικρι αφξθςθ ςτα επίπεδα mRNA ακολουκϊντασ το ίδιο 

μοτίβο ζκφραςθσ με το c-Myc (ςχιμα 5). Ραρουςία Ε2 και Ε2 ςε ςυνδυαςμό με ACH 

παρατθροφμε επίςθσ αφξθςθ ςτα επίπεδα mRNA τθσ Κυκλίνθσ D1. Ραρουςία ΙCΙ ςε 

ςυνδυαςμό με Ε2 τα επίπεδα mRNA των προαναφερκζντων μορίων επανζρχονται ςτα 

επίπεδα του Control. Οι προαναφερκζντεσ μεταβολζσ είναι αναμενόμενεσ δεδομζνου ότι 

τα γονίδια c-Myc, c-Fos και cyclin D1 αποτελοφν γονίδια ςτόχοι του ERα, ενϊ το ICI είναι 

ανταγωνιςτισ τθσ Ε2. Πςο αφορά το ΑCH, ςτο χρονικό διάςτθμα 2 ωρϊν, όμοια με τθν Ε2, 

αλλά ςε πολφ μικρότερο βακμό προκαλεί επαγωγι τθσ ζκφραςθσ των γονιδίων c-Fos και 

Κυκλίνθσ D1, θ οποία μάλιςτα αναιρείται παρουςία του αντί-οιςτρογόνου, ICI. Οι 

παρατθριςεισ αυτζσ υποδθλϊνουν οιςτρογονικι δράςθ του ACH ςτα γονίδια ςτόχουσ του 
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ERα, c-Fos και Κυκλίνθσ D1. Τα επίπεδα mRNA του p53 κακϊσ και του ΕRα ςτο χρονικό 

διάςτθμα 2 ωρϊν, παραμζνουν ςχετικά αμετάβλθτα παρουςία Ε2 και ΑCΘ, 

παρουςιάηοντασ μία μικρι αφξθςθ μόνο ςτθν περίπτωςθ που οι δφο ουςίεσ E2 και ΑCΘ 

χορθγοφνται παράλλθλα, υποδθλϊνοντασ μία ακροιςτικι, ςυναγωνιςτικι του ACH ςτθ 

δράςθ τθσ Ε2 . Στθ ςυνζχεια, ςτα κφτταρα που ζχουν υποςτεί εξάωρθ κατεργαςία με τα 

υπό εξζταςθ μόρια, παρατθροφμε ότι ενιςχφεται θ επαγωγικι δράςθ τθσ Ε2, ςε ςχζςθ με 

τθν δίωρθ επϊαςθ, ςτθν ζκφραςθ των γονιδίων τθσ Κυκλίνθσ D1 και του ERα, ενϊ αρχίηει 

να διαφαίνεται και θ επαγωγικι δράςθ τθσ Ε2 ςτθν ζκφραςθ του p53. Ραρουςία ΙCΙ θ 

επαγωγικι δράςθ τθσ Ε2 αίρεται γεγονόσ που επαλθκεφει τθν ρυκμιςτικι, γενωμικι δράςθ 

των οιςτρογόνων ςτα γονίδια αυτά και παράλλθλα επιβεβαιϊνει τθν ορκότθτα των 

αποτελεςμάτων μασ (ςχιμα 6). Στισ ςυνκικεσ αυτζσ παρατθρείται  μικρι επαγωγικι δράςθ 

του ACH ςτθν ζκφραςθ των γονιδίων ERα και p53, θ οποία μάλιςτα αίρεται παρουςία ΙCI. 

Σε τελευταίο ςτάδιο, μετά από επϊαςθ 12 ωρϊν, τα επίπεδα ζκφραςθσ του mRNA των υπό 

μελζτθ γονιδίων αρχίηουν να εξιςορροποφνται και φαίνεται να προςεγγίηουν τισ τιμζσ των 

Control (ςχιμα 7). Τα ςτοιχεία αυτά, υποδθλϊνουν ότι θ ζκφραςθ των γονιδίων που 

μελετιςαμε, επάγεται κυρίωσ ωσ απόκριςθ από τθν Ε2 , μζςω του υποδοχζα οιςτρογόνων 

αφοφ τα επίπεδα ζκφραςθσ του ERα είναι ιδιαίτερα αυξθμζνα, θ επαγωγι τουσ αίρεται 

παρουςία ICI και λαμβάνοντασ υπόψθ ότι τα υπό μελζτθ γονίδια αποτελοφν ςτόχουσ του 

ERα. Επιπλζον, με βάςθ τθν ιδιαίτερα χαμθλι ζκφραςθ των γονιδίων παρουςία ACH, 

υποκζτουμε ότι το ACH παρουςιάηει μζτρια οιςτρογονικι δράςθ, μζςω τθσ ΕRα μορφισ 

του υποδοχζα επθρεάηοντασ τόςο τα επίπεδα mRNA του υποδοχζα όςο και τθν 

δραςτικότθτά του, όπωσ υποδθλϊνεται από τθν άρςθ τθσ επαγωγικισ του δράςθσ 

παρουςία ICI, ςτο χρονικό διάςτθμα 2 ωρϊν για τα γονίδια c-Fos, και Κυκλίνθσ D1, ERα και 

p53 για το χρονικό διάςτθμα επϊαςθσ 6 ωρϊν. 

 Επίδραςθ ACH (6 h επϊαςθ) ςτα επίπεδα ζκφραςθσ των υπό μελζτθ μορίων ςε 

Καρκινικά κφτταρα μαςτοφ MDA-MB-231 

 

΢χήμα 8. Διερεφνηςη των επιπζδων ζκφραςησ του mRNA των  μορίων: ERα και p53 ςε καρκινικά κφτταρα 

μαςτοφ MDA-MB-231 6 ωρών. Τα κυτταρικά εκχυλίςματα αφζκθκαν για επϊαςθ 6 ϊρεσ με τισ χθμικζσ 

ουςίεσ 10
-9

Μ E2, ACH 10
-4

Μ, ICI 10
-6

Μ και ςυνδυαςμοφ αυτϊν και ακολοφκωσ απομονϊκθκε το ολικό RNA 

από αυτά. Στθ ςυνζχεια εφαρμόςτθκε πζψθ με DNAases, Reverse Transcription-PCR και τζλοσ 
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πραγματοποιικθκε αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ πραγματικοφ χρόνου (Real Time-PCR). Οι μζκοδοι 

που εφαρμόςτθκαν αναφζρονται αναλυτικά ςε προθγοφμενθ ενότθτα. 

Στθ ςυνζχεια, κζλαμε να μελετιςουμε τα επίπεδα ζκφραςθσ του γονιδίου του ERα και του 

p53 ςε καρκινικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ MDA-MB-231 6 ωρϊν. Σφμφωνα με τθν διεκνι 

βιβλιογραφία είναι γνωςτό ότι ςτθ κυτταρικι ςειρά MDA-MB-231 επικρατεί κυρίωσ ο ERβ 

ενϊ απουςιάηει ι βρίςκεται ςε χαμθλά επίπεδα ο ΕRα. Επιλζξαμε το χρονικό διάςτθμα των 

ζξι ωρϊν γιατί ςε αυτό το διάςτθμα, ςε κφτταρα που εκφράηουν τον ERα παρατθρείται θ 

από ACH επαγόμενθ μεταβολι των επιπζδων του p53, γονίδιο ςτόχο του ERα. Ππωσ 

φαίνεται και ςτο Σχιμα 8 τα επίπεδα ζκφραςθσ του mRNA του ERα είναι απειροελάχιςτα 

και αμετάβλθτα ςε ςχζςθ με τθ τιμι του Control παρουςία των χθμικϊν ουςιϊν E2,ACH και 

ICI. Τα επίπεδα ζκφραςθσ του mRNA τθσ p53 είναι εξίςου χαμθλά και αμετάβλθτα ςε ςχζςθ 

με τθ τιμι του Control παρουςία των χθμικϊν ουςιϊν E2, ACH και ICI. Επιπλζον, φαίνεται 

ότι δεν υπάρχει οιςτρογονικι δραςτικότθτα που να αυξάνει τα επίπεδα τθσ p53 μζςω 

άλλων μθχανιςμϊν ανεξάρτθτων από ER. Συγκριτικά με τθν κυτταρικι ςειρά MCF-7, τα 

αποτελζςματα που πάρκθκαν (ςχιμα 8), κακιςτοφν τα κφτταρα MDA-MB-231 ωσ “Control”. 

Ζτςι ςυμπεραίνουμε ότι οι από ΑCΘ παρατθροφμενεσ μεταβολζσ ςτθν ζκφραςθ γονιδίων 

ςτόχων του ERα, που παρατθρικθκαν ςτα ΜCF-7 κφτταρα επιτελοφνται μζςω του ERα γιατί 

ςε κφτταρα από τα οποία απουςιάηει ι ελαχιςτοποιείται ο ERα δεν παρατθροφμε 

αντίςτοιχεσ μεταβολζσ  

 

5. ΢ΤΜΠΕΡΑ΢ΜΑΣΑ 

Οι υποδοχείσ οιςτρογόνων ανικουν ςτθν μεγάλθ οικογζνεια των υποδοχζων των 

ςτεροειδϊν ορμονϊν και ζχουν ρυκμιςτικι δράςθ ςτθν μεταγραφι κακϊσ εμπλζκονται ςε 

πολλζσ βιολογικζσ διεργαςίεσ. Οι βιολογικζσ επιδράςεισ των οιςτρογόνων μεςολαβοφνται 

μζςω των ERs, α και β υποτφπων. Ωςτόςο ζχουν ενοχοποιθκεί για πάρα πολλζσ αςκζνειεσ 

ωσ αποτζλεςμα τθσ διατάραξθσ τθσ φυςιολογικισ τουσ ςθματοδότθςθσ τόςο ςτισ γυναίκεσ 

όςο και ςτουσ άντρεσ. Φαίνεται να εμπλζκονται ςε πάρα πολλζσ μορφζσ καρκίνου, μεταξφ 

αυτϊν και ςτον καρκίνο του μαςτοφ. Είναι γνωςτό ότι ο καρκίνοσ του μαςτοφ ςτισ 

περιςςότερεσ περιπτϊςεισ είναι ορμονο-εξαρτϊμενοσ. Οι ορμόνεσ ζχουν τθν ικανότθτα να 

διεγείρουν τθν ανάπτυξθ των καρκινικϊν κυττάρων (Zhenlin Bai at al. 2008). Ο ERα 

παρουςιάηει πολφ μεγάλθ ζκφραςθ από τα πρϊτα μόλισ ςτάδια θσ καρκινογζνεςθσ, ςε 

ποςοςτό γφρω ςτο 50-80% των περιπτϊςεων αςκενϊν καρκίνου του μαςτοφ. 

Κατά τθν παροφςα μελζτθ, πραγματοποιικθκαν μία ςειρά πειραμάτων που είχαν ωσ ςκοπό 

τθ διερεφνθςθ τθσ οιςτρογονικισ δράςθσ αλάτων αργιλίου (ACH), ςε καρκινικά κφτταρα 

μαςτοφ. Διερευνικθκε θ δράςθ του ACH ςυγκριτικά με τθν οιςτραδιόλθ (Ε2), τόςο 

παρουςία όςο και απουςία του  τεχνθτοφ αναςτολζα του υποδοχζα των οιςτρογόνων ICI 

182,780. Τα πειράματα ανοςοϊςτοχθμείασ ςε MDA-MB-231 κφτταρα, υποδθλϊνουν πικανι  

οιςτρογονικι δράςθ του αργιλίου δεδομζνθσ τθσ από ACH επαγωγισ τθσ μετακίνθςθσ του 



70 
 

ERβ ςτα μιτοχόνδρια, δράςθσ όμοιασ με αυτιν τθσ Ε2. Τα αποτελζςματα από τα πειράματα 

ανοςοαποτφπωςθσ και Real – time PCR, δείχνουν ότι to ΑCH προκαλεί  μικρι αφξθςθ ςτα 

επίπεδα του ERα τόςο ςε πρωτεϊνικό επίπεδο, όςο και ςε επίπεδο mRNA, κακϊσ και ςτα 

επίπεδα ζκφραςθσ κάποιων γονιδίων ςτόχων του ERα, όπωσ α) το p53 τόςο ςε επίπεδο 

mRNA, όςο και ςε επίπεδο πρωτεΐνθσ και β) τθσ Κυκλίνθ D1 ςε επίπεδο mRNA. Αντίκετα το 

ACH δεν φαίνεται να ζχει επίδραςθ τόςο ςε επίπεδα πρωτεΐνθσ όςο και ςε επίπεδα mRNA 

ςτο c-Myc, γονίδιο ςτόχο του ΕRα. Ππωσ είναι γνωςτό, ςτθν μεταγραφι εμπλζκονται τόςο 

ςυν-ενεργοποιθτζσ όςο και ςυγκαταςτολείσ. Επομζνωσ θ επιλεκτικι δράςθ που εμφανίηει 

το ACH ωσ προσ τα γονίδια ςτόχουσ του, πικανόν να οφείλεται ςτθν περίπλοκθ ρφκμιςθ 

που λαμβάνει χϊρα κατά τθν ζκφραςθ γονιδίων. Ζτςι λοιπόν ςυμπεραίνουμε ότι κάποιεσ 

από τισ δράςεισ του ACH, εν μζρει τουλάχιςτον επιτελοφνται μζςω του ERα, τόςο μζςω τθσ 

αφξθςθσ των επιπζδων του ίδιου του ERα  όςο και μζςω τθσ ενεργοποίθςθσ τθσ 

μεταγραφικισ του  δραςτικότθτασ.  

Εν κατακλείδι, απαιτείται εκτεταμζνθ ζρευνα για τθν διερεφνθςθ των επιπτϊςεων που 

μπορεί να ζχει ςτθν υγεία ςε βάκοσ χρόνου, θ κακθμερινι ζκκεςθ ενόσ ατόμου ςε 

απειροελάχιςτεσ ςυγκεντρϊςεισ αργιλίου. Είναι αναγκαία θ επανάλθψθ κάποιων 

πειραμάτων για τθν επιβεβαίωςθ των ιςχυριςμϊν μασ αλλά και χρειάηονται περεταίρω 

μελζτεσ πάνω ςτισ επιπτϊςεισ που προκαλεί το Αργιλίου γιατί εξακολουκοφν να υπάρχουν 

πολλά αναπάντθτα ερωτιματα ςχετικά με τθν μιμθτικι οιςτρογονικι δράςθ που διακζτει 

και με ποιουσ μθχανιςμοφσ επιτυγχάνεται θ δράςθ αυτι.  
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