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ΠΕΡΙΛΗΧΗ 

 

Θ υπεροικογζνεια των πυρθνικϊν υποδοχζων περιλαμβάνει υποδοχείσ ςτουσ οποίουσ ςυνδζονται 

ςτεροειδείσ ορμόνεσ όπωσ τα γλυκοκορτικοειδι. Όταν τα γλυκοκορτικοειδι ςυνδζονται ςτον υποδοχζα 

τουσ, ςτον υποδοχζα γλυκοκορτικοειδϊν, αυτόσ μετατοπίηεται ςτον πυρινα ι ςτο μιτοχόνδριο και δρα ωσ 

μεταγραφικόσ παράγοντασ. Μπορεί όμωσ να δράςει και μθ γονιδιωματικά. Ο υποδοχζασ 

γλυκοκορτικοειδϊν μπορεί επίςθσ να μεταβάλλει τθν ιςορροπία των προ- και αντι- αποπτωτικϊν 

πρωτεϊνϊν και αυτό εξαρτάται από τον τφπο του ιςτοφ και του κυττάρου. ΢τόχοσ τθσ παροφςασ 

διπλωματικισ εργαςίασ είναι να εξεταςκεί ο ρόλοσ του μιτοχονδριακοφ υποδοχζα γλυκοκορτικοειδϊν ςε 

κυτταρικζσ διεργαςίεσ όπωσ ο κφκλοσ του κιτρικοφ οξζοσ και θ απόπτωςθ. Πραγματοποιικθκε, λοιπόν 

μελζτθ των επιπζδων ζκφραςθσ των πρωτεϊνϊν , κιτρικισ ςυνκάςθσ και αφυδρογονάςθσ του μθλικοφ -2 

που ςυμμετζχουν ςτον κφκλο του κιτρικοφ οξζοσ και των πρωτεϊνϊν, προκαςπάςθσ -3 και Bcl-xL που 

ςυμμετζχουν ςτον αποπτωτικό μθχανιςμό,  μζςω western blotting. Για το ςκοπό αυτό χρθςιμοποιικθκε 

μία ομάδα ποντικιϊν που εμβολιάςτθκε με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGR, που υπερεκφράηει τθν 

χιμαιρικι GFPGR πρωτεΐνθ με μιτοχονδριακι ςτόχευςθ, και άλλθ μία ομάδα που εμβολιάςτθκε με τθν 

κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFP, που υπερεκφράηει τθν GFP πρωτεΐνθ με μιτοχονδριακι ςτόχευςθ και  

χρθςιμοποιικθκε ωσ κυτταρικι ςειρά μάρτυρασ. Από τουσ όγκουσ που δθμιουργικθκαν μελετικθκαν 

πζντε από τθ μία ομάδα και πζντε από τθν άλλθ. Σα αποτελζςματα τθσ μελζτθσ ζδειξαν ότι τα επίπεδα 

ζκφραςθσ των πρωτεϊνϊν, κιτρικισ ςυνκάςθσ και αφυδρογονάςθσ του μθλικοφ -2 ιταν αυξθμζνα ςτουσ 

όγκουσ που προζκυψαν από τον εμβολιαςμό με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGR ςε ςχζςθ με τουσ 

όγκουσ αναφοράσ. Επιπλζον, παρατθρικθκαν μειωμζνα επίπεδα ζκφραςθσ τθσ πρωτεΐνθσ Bcl-xL και μία 

τάςθ μείωςθσ των επιπζδων ζκφραςθσ τθσ προκαςπάςθσ -3, που δεν είναι ςτατιςτικά ςθμαντικι  ςε 

κυτταρικά εκχυλίςματα όγκων τθσ κυτταρικισ ςειράσ HEPG2mtGFPGR ςε ςχζςθ με αυτοφσ τθσ κυτταρικισ 

ςειράσ HEPG2mtGFPC2. Λαμβάνοντασ υπ όψιν τθν ςυμμετοχι του μιτοχονδριακοφ υποδοχζα ςτθν 

ρφκμιςθ τθσ μιτοχονδριακισ μεταγραφισ, τα αποτελζςματα μασ επιβεβαιϊνουν τθν κεωρία ςυντονιςμοφ 

πυρθνικισ και μιτοχονδριακισ μεταγραφισ για τθ ςφνκεςθ μιτοχονδριακϊν ενηφμων όπωσ τα ζνηυμα του 

κφκλου  Krebs, ϊςτε να επιτευχκεί θ εφρυκμθ μιτοχονδριακι λειτουργία. Επίςθσ, θ ενεργοποίθςθ του 

κφκλου του Krebs ζχει ωσ αποτζλεςμα τον πολλαπλαςιαςμό των καρκινικϊν κυττάρων μζςω τθσ 

παραγωγισ μεταβολικϊν ενδιάμεςων, δθλαδι των δομικϊν λικϊν, που είναι απαραίτθτα για τθ 

δθμιουργία νζων κυττάρων. Επιπρόςκετα, καταλιγουμε ότι λόγω τθσ δθμιουργίασ μεγαλφτερου ςε 

διάμετρο όγκου ςτα ποντίκια που εμβολιάςτθκαν με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGR, θ 

προκαλοφμενθ από τα γλυκοκορτικοειδι απόπτωςθ δεν ςυμμετζχει ςτθ δθμιουργία μικρότερου ςε 

διάμετρο όγκου όπωσ κα ιταν το αναμενόμενο. Αυτό μπορεί να ερμθνευκεί από τθν πικανι επαγωγι 

οξειδωτικοφ ςτρεσ λόγω υπερλειτουργίασ των μιτοχονδρίων, που αυτό ευνοεί τθ ανάπτυξθ όγκων και τον 

υπζρμετρο κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό. Σζλοσ, πικανόν το κφτταρο προςπακεί να ιςορροπιςει τουσ 

μθχανιςμοφσ τθσ απόπτωςθσ και τθσ κυτταρικισ επιβίωςθσ μζςω των επιπζδων των προ-αποπτωτικϊν και 

αντι-αποπτωτικϊν πρωτεϊνϊν. 

 Λζξεισ- κλειδιά  

Τποδοχζασ γλυκοκορτικοειδών, γλυκοκορτικοειδή, μιτοχόνδριο, κφκλοσ του κιτρικοφ οξζοσ, απόπτωςη 
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ABSTRACT 

 

The superfamily of nuclear receptors includes receptors to whom steroid hormones such as glucocorticoids 

are linked. When glucocorticoids bind to their receptor,a glucocorticoid receptor, the receptor translocates 

to the nucleus or mitochondria and acts as a transcription factor. He may also act non-genomically. The 

glucocorticoid receptor may also alter thebalance of pre- and anti-apoptotic proteins, depending on the 

type of tissue and cell. The aim of this study is to investigate the role of the mitochondrial glucocorticoid 

receptor in cellular processes such as the citric acid cycle and apoptosis. So, a study was carried out, to 

measure the expression levelsof the proteins, citrate synthase and malate dehydrogenase-2 which are 

involved in the cycle of citric acid and Procaspase-3 and Bcl-xL proteins which are involved in the apoptotic 

mechanism, via western blotting. For this purpose, a group of mice was vaccinated with the 

HEPG2mtGFPGR cell line, which overexpresses the chimeric GFPGR protein with mitochondrial targeting 

and another group was vaccinated with the HEPG2mtGFP cell line, which overexpresses the GFP protein 

with mitochondrial targeting used as a reference cell line. From the tumors that were generated, five from 

one group and five from the other groop were studied. The results of this study demonstrated that the 

protein expression levels of citrate synthase and malate-2 dehydrogenase were increased in tumors 

resulting from vaccination with the HEPG2mtGFPGR cell line compared to the reference tumors. In 

addition, in the HEPG2mtGFPGR cell line there was observed a decrease in the expression levels of the 

protein Bcl-xL , while also there was a ,not so statistically significant, tendency of decrease in the 

expression levels of the protein Procaspase-3, in comparison to the cell line HEPG2mtGFPC2. Taking into 

account the involvement of the mitochondrial receptor in the regulation of mitochondrial transcription, 

our results confirm the theory of coordination of nuclear and mitochondrial transcription for the synthesis 

of mitochondrial enzymes such as the enzymes of the Kreb’s cycle in order to achieve proper mitochondrial 

function. Also, activation of the Kreb’s cycle contributes to the proliferation of cancer cells through the 

production of metabolic intermediates, which are essential for the creation of new cancer cells. 

Additionally, we conclude that due to the creation of a larger tumor in the mice inoculated with the 

HEPG2mtGFPGR cell line, glucocorticoid pretreated apoptosis does not participate in the generation of a 

smaller tumor than would be expected. This can be explained by the potential induction of oxidative stress 

due to increased mitochondria over-operation, which favors tumor growth and excessive cellular 

proliferation. Finally, it is likely that the cell attempts to balance the mechanisms of apoptosis and cell 

survival through the levels of pre-apoptotic and anti-apoptotic proteins. 

Key words 

Glucocorticoid receptor, Glucocorticoids, mitochondrion, cycle of citric acid, apoptosis 
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1. ΕΙ΢ΑΓΨΓΗ 

 

1.1  Πυρηνικοί υποδοχείσ,NRs (Νuclear Receptors)  

1.1.1 Γενικά 

Οι πυρθνικοί υποδοχείσ είναι μία από τισ πλζον άφκονεσ κατθγορίεσ μεταγραφικϊν ρυκμιςτϊν ςτα ηϊα. 

Ρυκμίηουν διάφορεσ λειτουργίεσ, όπωσ τθν  ομοιόςταςθ, τθν αναπαραγωγι, τθν ανάπτυξθ και τον 

μεταβολιςμό. Οι πυρθνικοί υποδοχείσ  λειτουργοφν ωσ προςδετο-εξαρτϊμενοι μεταγραφικοί παράγοντεσ 

και γιϋαυτό ςυνδζονται με μόρια ςθματοδότθςθσ που ελζγχουν τισ εκάςτοτε διεργαςίεσ και μεταγραφικζσ 

αποκρίςεισ (Rechavi M.R. et al. 2003). Θ υπεροικογζνεια των πυρθνικϊν υποδοχζων περιλαμβάνει 

υποδοχείσ ςτουσ οποίουσ ςυνδζονται υδρόφοβα μόρια όπωσ ςτεροειδείσ ορμόνεσ (π.χ. οιςτρογόνα, 

γλυκοκορτικοειδι, προγεςτερόνθ, μεταλλοκορτικοειδι, ανδρογόνα, βιταμίνθ D3, εκδυςόνθ, οξυςτερόλεσ 

και χολικά οξζα), ρθτινοϊκά οξζα, κυρεοειδισ ορμόνεσ, λιπαρά οξζα, λευκοτριζνια και 

προςταγλανδίνεσ (Laudet V., et al. 2002). Ζνασ μεγάλοσ αρικμόσ πυρθνικϊν υποδοχζων ταυτοποιικθκαν 

μζςω ομοιότθτασ τθσ αλλθλουχίασ τουσ με γνωςτοφσ υποδοχείσ, αλλά δεν ζχουν αναγνωριςμζνο φυςικό 

προςδζτθ και αναφζρονται ωσ «πυρθνικοί ορφανοί υποδοχείσ». Οι πυρθνικοί υποδοχείσ δεςμεφουν 

μικρά μόρια που μποροφν εφκολα να τροποποιθκοφν για τον ςχεδιαςμό φαρμάκων και ζτςι να γίνεται 

ζλεγχοσ διαφόρων αςκενειϊν (π.χ. καρκίνο, οςτεοπόρωςθ και διαβιτθ)  (Rechavi M.R., et al. 2003). 

 

1.1.2 Σαξινόμηςη των πυρηνικών υποδοχζων 
 
Οι υποδοχείσ μποροφν να υπάρχουν ωσ μονομερι, ομοδιμερι ι ετεροδιμερι και να αναγνωρίηουν 
αλλθλουχίεσ DΝΑ που ορίηονται ωσ ςτοιχεία απόκριςθσ ορμόνθσ (hormone response elements, HREs)                                                        
(Sever R. and Glass C.K. , 2013). ΢υγκεκριμζνα, διακρίνονται ςτισ εξισ κατθγορίεσ:  
 Οι υποδοχείσ τφπου Ι, όπωσ ο υποδοχζασ ανδρογόνων, οιςτρογόνων, προγεςτερόνθσ και 

γλυκοκορτικοειδϊν (Echeverria P.C. and Picard D., 2010). Θ δζςμευςθ του προςδζτθ επιτρζπει τον 
ομοδιμεριςμό τουσ (Jepsen K. et al.,2000, Bulynko Y.A. and O'Malley B.W. , 2011). 

 Οι υποδοχείσ Σφπου II, όπωσ ο υποδοχζασ κυρεοειδοφσ ορμόνθσ και ο υποδοχζασ ρετινοϊκοφ 
οξζοσ (RXR), οι οποίοι βρίςκονται ςτον πυρινα και ςυνδζονται με τα ειδικά ςτοιχεία απόκριςθσ 
DNA ακόμθ και εν απουςία του προςδζτθ. ΢υνικωσ, ςχθματίηουν ετεροδιμερι ςυμπλζγματα                            
(Sever R. and Glass C.K., 2013).  

 Οι υποδοχείσ τφπου III λειτουργοφν παρόμοια με τουσ υποδοχείσ τφπου Ι εκτόσ από το ότι θ 
οργάνωςθ του HRE διαφζρει (Mangelsdorf D.J. et al., 1995). 

 Οι υποδοχείσ τφπου IV δρουν ωσ μονομερι (Mangelsdorf D.J. et al., 1995). 
 
 

1.1.3 Δομή των πυρηνικών υποδοχζων  
 
Όλοι οι πυρθνικοί υποδοχείσ παρουςιάηουν μία χαρακτθριςτικι δομι που αποτελείται από πζντε ζωσ ζξι 
ομόλογεσ επικράτειεσ (ονομαηόμενεσ Α-F, από το αμινοτελικό ςτο καρβοξυτελικό άκρο) με βάςθ τισ 
επικράτειεσ ςυντθρθμζνθσ αλλθλουχίασ και λειτουργίασ (Εικόνα 1).Θ περιοχι πρόςδεςθσ ςτο DNA                 
(DBD, επικράτεια C) είναι θ πλζον ςυντθρθμζνθ περιοχι και κωδικοποιεί δφο μονάδεσ δακτφλου 
ψευδαργφρου (Germain P. and Bourguet W., 2013). ΢φμφωνα με τθν τριςδιάςτατθ δομι τθσ περιοχισ 

http://jcs.biologists.org/content/116/4/585.long#ref-8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Echeverria%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20006655
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Picard%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20006655
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jepsen%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11030619
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bulynko%20YA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21141906
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Malley%20BW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21141906
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δζςμευςθσ ςτο DNA, ςτισ δφο μονάδεσ ψευδαργφρου περιζχονται  4 κυςτεΪνεσ που δεςμεφουν από ζνα 
ιόν ψευδαργφρου, Zn2+ (C-X2-C-X13-C-X2-C και C-X5-C-X9-C-X2-C). Θ περιοχι πρόςδεςθσ ςτο DNA περιζχει 
κυρίωσ το Ρ-box, μια νουκλεοτιδικι αλλθλουχία που ζχει το μοτίβο  AGGTCA και είναι υπεφκυνθ για τθν 
εξειδικευμζνθ πρόςδεςθ ςτο DNA και για τον διμεριςμό των πυρθνικϊν υποδοχζων. Αυτόσ ο διμεριςμόσ 
περιλαμβάνει ομο-διμερι κακϊσ και ετερο-διμερι. Θ περιοχι δζςμευςθσ προςδζτθ                                         
(LBD, επικράτεια Ε), ονομαηόμενθ AF-2, είναι λιγότερο ςυντθρθμζνθ και μετά τθν δζςμευςθ του προςδζτθ 
προκαλεί διμεριςμό και trans-ενεργοποίθςθ των υποδοχζων που εξαρτάται από τουσ προςδζτεσ. 
Επιπλζον, θ επικράτεια Ε είναι υπεφκυνθ για τθν μετακίνθςθ του υποδοχζα ςτον πυρινα μζςω μιασ 
αλλθλουχίασ NLS (nuclear localization signal). Θ δευτεροταγισ δομι τθσ είναι περιςςότερο ςυντθρθμζνθ 
από τθν πρωτοταγι και περιλαμβάνει 12 α-ζλικεσ (Rechavi M.R et al., 2003). Όςον αφορά τθν αμινοτελικι 
περιοχι Α-Β, αυτι προκαλεί trans-ενεργοποίθςθ ανάλογα με τον τφπο του κυττάρου και τον προαγωγζα 
και ονομάηεται AF-1. Θ επικράτεια D κεωρείται ωσ περιοχι άρκρωςθσ (hinge region). Σζλοσ, θ επικράτεια 
F δεν υπάρχει ςε όλουσ τουσ υποδοχείσ και θ λειτουργία τθσ είναι ελάχιςτα κατανοθτι                         
(Germain P. and Bourguet W., 2013). 
 
 

 
Εικόνα 1. Δομικι οργάνωςθ πυρθνικών υποδοχζων. 

Α) ΢χθματικι αλλθλουχία αμινοξζων πρωτοταγισ δομισ (1D) ενόσ πυρθνικοφ υποδοχζα. 
Β) Σριτοταγζσ δομζσ (3D) τθσ DBD (δεςμευμζνθσ ςτο DNA) και C) τθσ LBD (δεςμευμζνθσ ςε ορμόνθ) περιοχζσ του πυρθνικοφ 

υποδοχζα. Οι δομζσ που παρουςιάηονται είναι του υποδοχζα γλυκοκορτικοειδών. (Carter E. L.,2014) 

 
 
 

1.2  Στεροειδείσ ορμόνεσ και υποδοχείσ ςτεροειδών ορμονών  

Οι ςτεροειδείσ ορμόνεσ ςυντίκενται ςτο φλοιό των επινεφριδίων, ςτισ γονάδεσ και ςτον πλακοφντα. Σο 

κοινό πρόδρομο μόριο όλων των ςτεροειδϊν ορμονϊν είναι θ χολθςτερόλθ. Επειδι όλεσ οι ςτεροειδείσ 

ορμόνεσ προζρχονται από τθ χολθςτερόλθ, δεν είναι διαλυτζσ ςτο πλάςμα και ςε άλλα ςωματικά υγρά. 

Ωσ αποτζλεςμα, τα ςτεροειδι δεςμεφονται ςε  πρωτεΐνεσ- μεταφοράσ (Holst J. P. et al., 2013). Σζτοιεσ 

πρωτεΐνεσ-μεταφοράσ μπορεί να είναι θ τρανςκορτίνθ και θ αλβουμίνθ. Θ αδρανοποίθςι τουσ 

πραγματοποιείται κυρίωσ ςτο ιπαρ, ςτουσ νεφροφσ και ςε άλλουσ ιςτοφσ-ςτόχουσ. Τπάρχουν τζςςερισ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holst%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15157559
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κφριοι τφποι ςτεροειδϊν: προγεςτερόνεσ, ανδρογόνα, οιςτρογόνα και κορτικοειδι (Zubeldia-Brenner L., 

2016). Θ προγεςτερόνθ, τα ανδρογόνα και τα οιςτρογόνα εκκρίνονται από τισ γονάδεσ, ενϊ τα 

κορτικοειδι που διαχωρίηονται ςε γλυκοκορτικοειδι και μεταλλοκορτικοειδι εκκρίνονται από τθν 

φλοιϊδθ μοίρα των επινεφριδίων. Επίςθσ, ςτισ ςτεροειδείσ ορμόνεσ ςυγκαταλζγεται και θ βιταμίνθ D. 

Σζλοσ, οι ςτεροειδείσ ορμόνεσ παίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτον μεταβολιςμό, τθν αφξθςθ, τθν ανάπτυξθ και 

τθ ρφκμιςθ του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ (Psarra A.M and Sekeris C.E., 2008).  

Όςον αφορά τουσ υποδοχείσ ςτεροειδϊν ορμονϊν αυτοί περιλαμβάνουν, τουσ υποδοχείσ οιςτρογόνων 
(ERa και ERβ), γλυκοκορτικοειδϊν (GR), μεταλλοκορτικοειδϊν, προγεςτερόνθσ (PR) και ανδρογόνων (AR) 
(Zheng Y. and Murphy L.C., 2016). Οι υποδοχείσ αυτοί ζχουν ςυγκεκριμζνεσ κυτταρικζσ κατανομζσ. Οι PR 
και ER βρίςκονται κυρίωσ ςτον πυρινα των κυττάρων-ςτόχων, ενϊ θ πλειονότθτα των GR και AR 
βρίςκονται ςτο κυτταρόπλαςμα των κυττάρων-ςτόχων (Ward R.D. and  Weigel N.L., 2009). Οι υποδοχείσ 
ςτεροειδϊν ορμονϊν, ενεργοποιοφνται μετά από τθν δζςμευςθ των ςτεροειδϊν ορμονϊν, οι οποίεσ 
κινοφνται πακθτικά από τον κυκλοφοριακό και διάμεςο χϊρο μεταξφ των κυτταρικϊν μεμβρανϊν. 
(Zubeldia-Brenner L.et al., 2016). Οι υποδοχείσ ςτεροειδϊν ορμονϊν διαμεςολαβοφν ςε πολυάρικμεσ 
κρίςιμεσ βιολογικζσ διεργαςίεσ και λειτουργοφν ωσ μεταγραφικοί ρυκμιςτζσ ςτον πυρινα. ΢τθν ανενεργι 
τουσ κατάςταςθ ςχθματίηουν ςφμπλοκα με πρωτεΐνεσ μοριακοφσ ςυνοδοφσ (chaperons), όπωσ για 
παράδειγμα θ πρωτεΐνθ κερμικοφ ςοκ 90, (heat shock protein 90, Hsp90)                                                                    
(Beato M. and Klug J. et al. 2000).   
 
΢φμφωνα με το κλαςςικό μοντζλο ςθματοδότθςθσ του υποδοχζα ςτεροειδϊν, τα ςτεροειδι ειςζρχονται 
ςτα κφτταρα μζςω τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ και δεςμεφονται ςτουσ υποδοχείσ τουσ που εντοπίηονται 
ςτο κυτταρόπλαςμα ι ςτον πυρινα. ΢τθ ςυνζχεια, οι υποδοχείσ που είναι ςυνδεδεμζνοι με ςτεροειδι 
μεταφζρονται ςτον πυρινα (ςτθν περίπτωςθ υποδοχζων που εντοπίηονται ςτο κυτταρόπλαςμα) και 
δεςμεφονται ςε ειδικζσ αλλθλουχίεσ DNA, που ονομάηονται ςτοιχεία απόκριςθσ ςε ορμόνεσ (HREs) για να 
ρυκμίςουν τθ μεταγραφι γονιδίων-ςτόχων.  Αυτό οδθγεί ςε αλλαγζσ ςτθν ζκφραςθ  mRNA, οι οποίεσ 
ςυνικωσ αλλάηουν τθν πρωτεϊνικι ζκφραςθ και τελικά επθρεάηουν τθν κυτταρικι βιολογία. Εναλλακτικά, 
οι υποδοχείσ ςτεροειδϊν μποροφν να ρυκμίηουν τθ μεταγραφι μζςω ενόσ ζμμεςου μθχανιςμοφ, μζςω 
του οποίου οι υποδοχείσ δεν δεςμεφονται άμεςα με το DNA αλλά αντ 'αυτοφ αλλθλεπιδροφν με άλλουσ 
μεταγραφικοφσ παράγοντεσ που είναι ςυνδεδεμζνοι με DΝΑ ι ςυν-ρυκμιςτζσ                                                                   
(Levin E.R. and Hammes S.R., 2016). 
 
 
 

1.3 Υποδοχέασ Γλυκοκορτικοειδών, GR (Glucocorticoid Receptor)  

1.3.1 Δομή του υποδοχζα γλυκοκορτικοειδών 

Ο GR είναι μια πρωτεΐνθ που περιζχει μια αμινοτελικι περιοχι trans-ενεργοποίθςθ (NTD), μία κεντρικι 

περιοχι δζςμευςθσ DΝΑ (DBD), μία καρβοξυ-τελικι περιοχι δζςμευςθσ του προςδζτθ (LBD) και μια 

εφκαμπτθ "περιοχι άρκρωςθσ" που διαχωρίηει τθν DBD από τθν LBD (Eικόνα 2). Θ NTD ζχει ιςχυρι 

λειτουργία μεταγραφικισ ενεργοποίθςθσ (AF1), θ οποία επιτρζπει τθν ςτρατολόγθςθ ςυν- ρυκμιςτϊν. 

Μεταξφ των 48 μελϊν τθσ υπεροικογζνειασ των πυρθνικϊν υποδοχζων, θ DBD είναι θ πλζον ςυντθρθμζνθ 

περιοχι. Σα δφο μοτίβα δακτφλου ψευδαργφρου που υπάρχουν ςτθ DBD αναγνωρίηουν και δεςμεφουν 

ειδικζσ αλλθλουχίεσ DΝΑ ςτα γονίδια-ςτόχουσ που ονομάηονται ςτοιχεία απόκριςθσ ςε γλυκοκορτικοειδι 

(GREs). Μετά τθ δζςμευςθ του προςδζτθ, θ LBD θ οποία περιζχει λειτουργία ενεργοποίθςθσ τθσ 

μεταγραφισ (AF2), αλλθλεπιδρά με τουσ ςυν-ρυκμιςτζσ. Θ κακεμία περιοχι DBD, περιοχι άρκρωςθσ και 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zubeldia-Brenner%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27262161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zheng%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26778927
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murphy%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26778927
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ward%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19904813
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weigel%20NL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19904813
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zubeldia-Brenner%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27262161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Levin%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27729652
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hammes%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27729652
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θ LBD,  περιζχει ζνα ςιμα πυρθνικοφ εντοπιςμοφ που επιτρζπει τθν μετατόπιςθ ςτον πυρινα μζςω ενόσ  

μθχανιςμοφ που εξαρτάται από importins  (Kadmiel M.and Cidlowski J., 2013). 

 

1.3.2 Εναλλακτικά μετάγραφα και ιςομορφζσ του GR 

Ο GR είναι ζνασ υποδοχζασ ςτεροειδοφσ ορμόνθσ που μετά τθν ςφνδεςθ του προςδζτθ μετατοπίηεται 

ςτον πυρινα και επιδρά ςε γονιδιωματικό και μθ γονιδιωματικό επίπεδο. Σο ανκρϊπινο γονίδιο NR3C1 

περιζχει 9 εξόνια με τθν περιοχι που κωδικοποιεί για πρωτεΐνθ να ςχθματίηεται από τα εξόνια 2-9 

(Kadmiel M. and Cidlowski J., 2013). Σο εξόνιο 1 ςχθματίηει τθν 5'-αμετάφραςτθ περιοχι. Σο γονίδιο που 

κωδικοποιεί τον ανκρϊπινο GR (hGR) βρίςκεται ςτο χρωμόςωμα 5 ςτουσ τόπουσ 31 - 32 (5q31 ± 32) 

(Gruver-Yates Α.L και Cidlowski J.A.,2013). Ζχουν χαρακτθριςτεί δφο ιςόμορφεσ του υποδοχζα 

γλυκοκορτικοειδϊν λόγω εναλλακτικοφ ματίςματοσ: ο GRα και ο GRβ, που είναι προϊόντα του ίδιου 

γονίδιου, αποτελοφμενο από οκτϊ κοινά και το ζνατο εξόνιο που είναι διαφορετικό (9α και 9b)                       

(Psarra A.M et al., 2005). Οι GRγ, GR-A και GR-P είναι άλλεσ ιςομορφζσ που είναι λιγότερο 

χαρακτθριςμζνεσ και δεν ζχουν ευαιςκθςία ςτα γλυκοκορτικοειδι. Θ ιςόμορφθ GRa επίςθσ ζχει 

εναλλακτικζσ κζςεισ ζναρξθσ τθσ μετάφραςθσ ςτο εξόνιο 2, δθμιουργϊντασ οκτϊ επιπρόςκετεσ 

ιςομορφζσ GR με διαφορετικά αμινοτελικά άκρα (GRα-Α, GRα-Β, GRa-C1, GRa-C2, GRa-C3, GRa- D2 και 

GRa-D3). Θ GRβ μπορεί επίςθσ να παράγει οκτϊ ιςομορφζσ β παρόμοιεσ με τθν hGRa                         

(Kadmiel M. and Cidlowski J., 2013). 

Θ ιςομορφι, θ οποία εκφράηεται περιςςότερο είναι θ hGRα και είναι υπεφκυνθ για τθν κλαςςικι 

ςθματοδότθςθ και τθ διαμόρφωςθ των γονιδιακϊν μεταγραφϊν, ενϊ ο ρόλοσ τθσ ιςομορφισ hGRβ είναι 

λιγότερο κακοριςμζνοσ και μπορεί να λειτουργιςει ωσ κυρίαρχοσ αρνθτικόσ αναςτολζασ τθσ 

ςθματοδότθςθσ hGRα (Psarra A.M et al., 2005). Θ ιςόμορφθ hGRa ςυνδζεται με γλυκοκορτικοειδι, 

μετατοπίηεται ςτον πυρινα και ςτρατολογεί ςυν-ρυκμιςτζσ για τθν άςκθςθ μεταγραφικϊν αποκρίςεων. 

Εντοφτοισ, θ ιςόμορφθ hGRβ παραμζνει ςτακερά ςτον πυρινα. Θ ιςόμορφθ hGRβ μπορεί να ρυκμίηει 

άμεςα γονίδια που δεν ρυκμίηονται από τθν ιςόμορφθ hGRa. Αν και δεν ζχει αναφερκεί ότι ο hGRβ 

δεςμεφεται με αγωνιςτζσ γλυκοκορτικοειδϊν, ζνασ ανταγωνιςτισ RU486 (μιφεπριςτόνθ) ζχει δειχκεί ότι 

δεςμεφεται ςε αυτόν και ρυκμίηει τθν μεταγραφικι του δράςθ (Kadmiel M. and Cidlowski J., 2013). O GRβ 

δεν ενεργοποιείται με τθ ςφνδεςθ προςδζματοσ και οι βιολογικζσ του επιδράςεισ πικανόν οφείλονται ςτο 

μθ ενεργό ςχθματιςμό διμερϊν με τον GRα, ι ςε ανταγωνιςμό με τον GRα για κζςεισ ςφνδεςθσ ςτο DΝΑ ι 

για μεταγραφικοφσ παράγοντεσ που ςυνδζονται με τον GRα (Psarra A.M et al., 2005). 
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Εικόνα 2. Ο GR περιζχει 9 εξώνια: τα εξώνια 2-9 αποτελοφν τθν κωδικεφουςα περιοχι που κα δώςει τθν πρωτεΐνθ και το εξώνιο 

1 ςχθματίηει τθν 5’-αμετάφραςτθ περιοχι. Ο GR υφίςταται εναλλακτικό μάτιςμα και δίνει γζνεςθ ςτισ hGRα και hGRβ 

ιςομορφζσ, οι οποίεσ διαφζρουν ςτο C-τελικό άκρο. Ο GR περιζχει μία NH2-τελικι περιοχι trans-ενεργοποίθςθσ, DBD, LBD και 

μία hinge region που διαχωρίηει τθν DBD και LBD. Η ιςόμορφθ GRa επίςθσ ζχει εναλλακτικζσ κζςεισ ζναρξθσ τθσ μετάφραςθσ 

ςτο εξόνιο 2, δθμιουργώντασ οκτώ επιπρόςκετεσ ιςομορφζσ GR με διαφορετικά αμινοτελικά άκρα (GRα-Α, GRα-Β, GRa-C1, GRa-

C2, GRa-C3, GRa- D2 και GRa-D3). Η GRβ μπορεί επίςθσ να παράγει οκτώ ιςομορφζσ β παρόμοιεσ με τθν hGRa                                    

(Kadmiel M. and Cidlowski J., 2013). 

 

1.3.3 Ο ρόλοσ τησ ςηματοδότηςησ του GR ςτισ αςθζνειεσ και ςτην υγεία 

Οι ιςομορφζσ GR εκφράηονται ςε ςχεδόν όλουσ τουσ τφπουσ ιςτϊν και θ ςθματοδότθςθ 

γλυκοκορτικοειδϊν είναι ςχεδόν παντοφ διαδεδομζνθ ςτα διάφορα ςυςτιματα οργάνων. Αρχικά, τα 

γλυκοκορτικοειδι προκαλοφν αφξθςθ τθσ απελευκζρωςθσ γλυκόηθσ ςτο αίμα, λόγω τθσ επαγωγισ τθσ 

γλυκονεογζνεςθσ ςτα θπατοκφτταρα και κακιςτά αποτελεςματικότερθ τθ δράςθ άλλων υπεργλυκαιμικϊν 

ορμονϊν όπωσ θ γλυκαγόνθ. Ζτςι, με τθν υπζρμετρθ αφξθςθ τθσ γλυκόηθσ ςτο αίμα μπορεί να προκλθκεί 

διαβιτθσ, ενϊ με τθ μείωςθ τθσ μπορεί να προκλθκεί υπογλυκαιμία. Επιπλζον, τα γλυκοκορτικοειδι 

ζχουν αντιφλεγμονϊδθ,  αντι-πολλαπλαςιαςτικι, προ-αποπτωτικι και αντι-αγγειογενετικι δράςθ και γι’ 

αυτό το λόγο είναι αποτελεςματικά ςε κεραπείεσ διαφόρων αςκενειϊν και ζχουν βρεκεί ςτθν πρϊτθ 

γραμμι τθσ βαςικισ επιςτιμθσ και φαρμακευτικισ ζρευνασ τισ τελευταίεσ δεκαετίεσ                                                           

(Kadmiel Μ. and Cidlowski J.A., 2013). 

 

1.3.4 Μετατόπιςη του υποδοχζα γλυκοκορτικοειδών ςτον πυρήνα 

Σα γλυκοκορτικοειδι ςυνδζονται ςτο GR, ο οποίοσ ςτθ ςυνζχεια λειτουργεί ωσ μεταγραφικόσ παράγοντασ 
και ζχει επιδράςεισ ςτο γονιδίωμα, ωςτόςο ζχει επιδράςεισ και μθ γονιδωματικά  με τθ μεςολάβθςθ 
διαμεμβρανικϊν υποδοχζων και τον καταρράκτθ ςθματοδότθςθσ τουσ. Οι γονιδιωματικζσ δράςεισ των 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kadmiel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23953592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cidlowski%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23953592
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GCs διαμεςολαβοφνται από τθν πυρθνικι μετατόπιςθ του GR (Εικόνα 3). Απουςία των GCs, ο 
κυτταροπλαςματικόσ GR ςχθματίηει ζνα ετεροςφμπλεγμα με πρωτεΐνεσ-chaperones που διατθρεί τον GR 
ςε αδρανι κατάςταςθ(Schlossmacher G. et al.,2011). Σο ανενεργό ςφμπλοκο αποτελείται από τον 
υποδοχζα, τθν Hsp90, Hsp70, p60, p23 και FKBP51(Dittmar K. et al., 1998). Μετά τθ δζςμευςθ των GCs, ο 
GR διαχωρίηεται από τισ πρωτεΐνεσ-chaperones, ομοδιμερίηεται μζςω των περιοχϊν δζςμευςθσ του 
προςδζτθ (LBD) ςτο καρβοξυ-τελικό άκρο και μετατοπίηεται ςτον πυρινα. Όταν βρίςκεται ςτον πυρινα, ο 
GR μπορεί ςτθ ςυνζχεια να δρα είτε ωσ μεταγραφικόσ ενεργοποιθτισ είτε ωσ καταςτολζασ ανάλογα με το 
γονίδιο και το κυτταρικό περιβάλλον (Schlossmacher G. et al.,2011).  
 
Σα διμερι του GR δεςμεφονται με τα ςτοιχεία απόκριςθσ ςε GCs (GREs) που υπάρχουν ςτισ περιοχζσ του 
υποκινθτι των γονιδίων-ςτόχων. Μόλισ ςυνδεκεί ςτα GREs, ο GR ςτρατολογεί ςυν-ενεργοποιθτζσ που 
ανοίγουν τθ δομι τθσ χρωματίνθσ όπωσ οι ακετυλοτρανςφεράςεσ ιςτόνθσ. Αυτοί περιλαμβάνουν μζλθ τθσ 
οικογζνειασ πρωτεϊνϊν ρ160 (SRC1, PGC1, AIB1, κλπ.). Θ ενεργοποίθςθ τθσ μεταγραφισ μπορεί ςυνικωσ 
να παρατθρθκεί λίγεσ ϊρεσ μετά τθ ςφνδεςθ των GCs (Dean D.M. and Sanders M.M., 1996). Ο GR μπορεί 
επίςθσ να ενεργοποιεί τθ γονιδιακι μεταγραφι χρθςιμοποιϊντασ μθχανιςμοφσ διαφορετικοφσ από τα 
κλαςςικά GREs. ΢τα ςφνκετα ρυκμιςτικά ςτοιχεία (composite GREs), ο GR αλλθλεπιδρά με άλλoυσ 
μεταγραφικοφσ παραγόντεσ ςτο DNA όπωσ ο c-Myb (Schlossmacher G. et al.,2011). Ο GR που είναι 
ςυνδεδεμζνοσ με GCs μπορεί επίςθσ να καταςτείλει τα γονίδια-ςτόχουσ μζςω παρόμοιων μθχανιςμϊν με 
εκείνουσ που χρθςιμοποιοφνται για τθν ενεργοποίθςθ τθσ μεταγραφισ, δθλ. τθν άμεςθ δζςμευςθ ςτο 
DNA μζςω "negative" GREs (nGREs). Αυτό οδθγεί ςτθ ςτρατολόγθςθ ςυν-καταςταλτικϊν πρωτεϊνϊν όπωσ 
οι απακετυλάςεσ ιςτονϊν, για παράδειγμα NCoR και SMRT και ζτςι θ χρωματίνθ ςχθματίηει μια δομι που 
δεν ευνοεί τθ μεταγραφι. Ο GR είναι επίςθσ ικανόσ να καταςτείλει τθ μεταγραφι, αλλθλεπιδρϊντασ με 
άλλουσ μεταγραφικοφσ παράγοντεσ ςε ςφνκετα ρυκμιςτικά ςτοιχεία (negative composite GREs). 
 

 
 

Εικόνα 3. ΢θματοδότθςθ του υποδοχζα γλυκοκορτικοειδών. Ο υποδοχζασ γλυκοκορτικοειδών μετατοπίηεται ςτον πυρινα μετά 
τθ δζςμευςθ του προςδζτθ όπου κα δρα ωσ ζνα ομο- ι ετερο-διμερζσ με ι χωρίσ άλλουσ ςυν-παράγοντεσ για να καταςτείλει ι  

να ενεργοποιιςει τθ μεταγραφι γονιδίων-ςτόχων (Schlossmacher G. et al.,2011). 

http://joe.endocrinology-journals.org/search?author1=George+Schlossmacher&sortspec=date&submit=Submit
http://joe.endocrinology-journals.org/search?author1=George+Schlossmacher&sortspec=date&submit=Submit
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dean%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8961259
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanders%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8961259
http://joe.endocrinology-journals.org/search?author1=George+Schlossmacher&sortspec=date&submit=Submit
http://joe.endocrinology-journals.org/search?author1=George+Schlossmacher&sortspec=date&submit=Submit
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1.4 Ο Μιτοχονδριακόσ υποδοχέασ γλυκοκορτικοειδών (mitochondrial Glucocorticoid  

Receptor, mtGR)  

1.4.1 Μιτοχόνδριο 

Σα μιτοχόνδρια είναι οι αποκικεσ ενζργειασ του κυττάρου, που παράγουν πάνω από το 90% των 

ενεργειακϊν τουσ απαιτιςεων μζςω τθσ οξειδωτικισ φωςφορυλίωςθσ ςτθν αναπνευςτικι αλυςίδα. ΢τα 

μιτοχόνδρια πραγματοποιοφνται αρκετζσ άλλεσ ςθμαντικζσ μεταβολικζσ διεργαςίεσ, π.χ. ο κφκλοσ του 

Krebs, θ β-οξείδωςθ των λιπαρϊν οξζων και θ βιοςφνκεςθ τθσ αίμθσ, παίηοντασ ζτςι κεντρικό ρόλο ςτισ 

κυτταρικζσ διαδικαςίεσ. Επιπλζον, εμπλζκονται ςτο οξειδωτικό ςτρεσ μζςω τθσ δθμιουργίασ ελεφκερων 

ριηϊν οξυγόνου (ROS), ςτθν ανοςοαπόκριςθ και ςτθ γιρανςθ. Επομζνωσ, αυτά τα μοναδικά οργανίδια 

κακίςτανται ςθμαντικά για τθν δράςθ διαφόρων ρυκμιςτικϊν ςθμάτων, ρυκμίηοντασ τισ μεταβολικζσ, 

αναπτυξιακζσ και αποπτωτικζσ διαδικαςίεσ (Psarra A.-M. G. and Sekeris C. E., 2009). 

Θ περιςςότερθ ποςότθτα ATP που παράγεται ςτον μεταβολιςμό προκφπτει από τον αερόβιο μεταβολιςμό 

τθσ γλυκόηθσ. Αυτι θ διεργαςία αρχίηει με τθν πλιρθ οξείδωςθ των παραγϊγων τθσ γλυκόηθσ ςε διοξείδιο 

του άνκρακα. Θ ςυγκεκριμζνθ οξείδωςθ λαμβάνει χϊρα ςτον κφκλο του κιτρικοφ οξζοσ. Ο κφκλοσ του 

κιτρικοφ οξζοσ είναι το κομβικό μεταβολικό ςθμείο του κυττάρου. Είναι θ πφλθ ςτον αερόβιο 

μεταβολιςμό οποιουδιποτε μορίου μπορεί να μεταςχθματιςτεί ςε μια ακετυλικι ομάδα ι ςε ζνα 

ςυςτατικό του κφκλου του κιτρικοφ οξζοσ. Ο κφκλοσ είναι πθγι πρόδρομων ενϊςεων για δομικζσ μονάδεσ 

πολλϊν άλλων μορίων, όπωσ είναι τα αμινοξζα, οι νουκλεοτιδικζσ βάςεισ, θ χολθςτερόλθ και θ 

πορφυρίνθ (το οργανικό ςυςτατικό τθσ αίμθσ). Επίςθσ, το ςυςτατικό του κφκλου του κιτρικοφ οξζοσ , το 

οξαλοξικό , είναι μία ςθμαντικι πρόδρομθ ζνωςθ τθσ γλυκόηθσ. Ο κφκλοσ του κιτρικοφ οξζοσ, ςε ςφνδεςθ 

με τθν οξειδωτικι φωςφορυλίωςθ, προμθκεφει το μεγαλφτερο ποςοςτό τθσ ενζργειασ που 

χρθςιμοποιείται από τα αερόβια κφτταρα. Είναι πολφ αποδοτικόσ διότι θ οξείδωςθ ενόσ περιοριςμζνου 

αρικμοφ μορίων του κφκλου του κιτρικοφ οξζοσ μπορεί να παράγει μεγάλεσ ποςότθτεσ NADH και FADH2 .                      

( Stryer L.,2014). 

 

1.4.2 Δράςεισ του μιτοχονδριακοφ υποδοχζα γλυκοκορτικοειδών ςτα ηπατοκφτταρα 

Σα γλυκοκορτικοειδι είναι  ςτεροειδείσ ορμόνεσ, οι οποίεσ προκαλοφν τθν μεταγραφι γονιδίων που 

κωδικοποιοφν για θπατικά ζνηυμα μζςω τθσ ςφνδεςθσ τουσ ςε προςδετο-εξαρτϊμενουσ υποδοχείσ. Είναι 

ςθμαντικό να αναφερκεί ότι θ ςφνκεςθ του μιτοχονδριακοφ RNA ενεργοποιείται επίςθσ από ορμόνεσ. 

Αυτι θ ζντονθ διζγερςθ των νουκλεϊνικϊν οξζων απαιτεί υψθλι κατανάλωςθ ενζργειασ, τθν οποία το 

κφτταρο πρζπει τελικά να αναπλθρϊςει. Θ εμπλοκι τθσ ςφνκεςθσ μιτοχονδριακοφ RNA ςτθν ορμονικι 

απόκριςθ μπορεί να ςυςχετιςτεί με τθ διαδικαςία αναγζννθςθσ ενζργειασ, κακϊσ ο μοναδικόσ 

λειτουργικόσ ρόλοσ του μιτοχονδριακοφ γονιδιϊματοσ είναι θ κωδικοποίθςθ υπομονάδων ενηφμων 

οξειδωτικισ φωςφορυλίωςθσ (OXPHOS) και των RNA που ςυμμετζχουν ςτον μθχανιςμό πρωτεϊνικισ 

ςφνκεςθσ του μιτοχονδρίου. Λόγω του γεγονότοσ ότι οι περιςςότερεσ από τισ υπομονάδεσ OXPHOS 

κωδικοποιοφνται πυρθνικά και απαιτοφνται για το ςχθματιςμό ενεργϊν ςυμπλεγμάτων τθσ 

αναπνευςτικισ αλυςίδασ, απαιτείται ορμονικόσ ςυντονιςμόσ τθσ πυρθνικισ και μιτοχονδριακισ 
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μεταγραφισ. Αυτόσ ο ςυντονιςμόσ πραγματοποιείται με τθν ενεργοποίθςθ πυρθνικά κωδικοποιθμζνων 

μιτοχονδριακϊν μεταγραφικϊν παραγόντων, των οποίων θ μετζπειτα αυξθμζνθ παρουςία ςτα 

μιτοχόνδρια μπορεί να διεγείρει τον μθχανιςμό μεταγραφισ των οργανιδίων. Επιπλζον, τα 

γλυκοκορτικοειδι μποροφν να δράςουν άμεςα ςτθν μιτοχονδριακι μεταγραφι (Εικόνα 4). Αυτό 

βαςίςτθκε ςε μελζτεσ κατανομισ των ορμονϊν ςτα θπατικά κφτταρα, επιδεικνφοντασ μια πολφ γριγορθ 

πρόςλθψθ τθσ 3Θ-κορτιηόλθσ ςτα μιτοχόνδρια, με παρόμοια κινθτικι με αυτι τθσ πρόςλθψθσ τθσ 

ορμόνθσ ςτουσ πυρινεσ. Επιπλζον, το ιπαρ δεν είναι μόνο μια κζςθ δράςθσ των γλυκοκορτικοειδϊν αλλά 

και μια κζςθ ςτθν οποία πραγματοποιείται ο μεταβολικόσ μεταςχθματιςμόσ τουσ. Ζτςι, το μιτοχόνδριο, 

παρομοίωσ με τον πυρινα, κα μποροφςε να είναι μια άμεςθ κζςθ δράςθσ των γλυκοκορτικοειδϊν μζςω 

του προςδετο-εξαρτϊμενου υποδοχζα (Psarra A.-M. G. and Sekeris C. E., 2009).  

 

 

Εικόνα 4. Πυρθνικι και μιτοχονδριακι δράςθ ςτεροειδών ορμονών ςτθ βιοςφνκεςθ OXPHOS μζςω των υποδοχζων 

γλυκοκορτικοειδών. ΢τον πυρινα, το ςφμπλοκο ορμόνθσ-υποδοχζα επάγει τα γονίδια OXPHOS και γονίδια μιτοχονδριακών 

μεταγραφικών παραγόντων. Οι μιτοχονδριακοί μεταγραφικοί παράγοντεσ, ςτθ ςυνζχεια, ενεργοποιοφν τθ μιτοχονδιακι 

γονιδιακι μεταγραφι. Επιπλζον, θ ορμόνθ μπορεί να επθρεάςει άμεςα τθ μεταγραφι των μιτοχονδριακών γονιδίων OXPHOS 

μζςω μιτοχονδριακών υποδοχζων και τθν αλλθλεπίδραςι τουσ με αντίςτοιχεσ κζςεισ δζςμευςθσ ςτο μιτοχονδριακό γονιδίωμα 
(Psarra A.-M. G. and Sekeris C. E., 2009). 
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1.5 Απόπτωςη  

1.5.1 Γενικά 

Ο προγραμματιςμζνοσ κυτταρικόσ κάνατοσ, γνωςτόσ ωσ απόπτωςθ, διεξάγεται από μια οικογζνεια 

πρωτεϊνϊν γνωςτϊν ωσ καςπάςεσ. Οι  καςπάςεσ περιλαμβάνουν δφο κατθγορίεσ: τισ "initiator" καςπάςεσ, 

οι οποίεσ περιλαμβάνουν τισ καςπάςεσ -2, -8, -9 και -10 και τισ ενεργζσ "effector" καςπάςεσ, οι οποίεσ 

περιλαμβάνουν τισ καςπάςεσ -3, -6 και -7. Όλεσ οι καςπάςεσ παράγονται ςε κφτταρα ωσ καταλυτικά 

ανενεργά ηυμογόνα και ενεργοποιοφνται με πρωτεόλυςθ κατά τθ διάρκεια τθσ απόπτωςθσ. Θ 

ενεργοποίθςθ των "effector" καςπαςϊν διεξάγεται από τισ "initiator" καςπάςεσ. Όταν ενεργοποιθκοφν οι 

"effector" καςπάςεσ είναι υπεφκυνεσ για τθν πρωτεολυτικι διάςπαςθ ενόσ ευρζοσ φάςματοσ κυτταρικϊν 

ςτόχων, που τελικά οδθγοφν ςε κυτταρικό κάνατο (Riedl S.J and Shi Y., 2004) . Οι "effector" καςπάςεσ  

είναι ο τελικόσ ςτόχοσ ςτο μονοπάτι ςθματοδότθςθσ που αναφζρεται ωσ «caspase cascade» 

(Schlossmacher G. et al.,2011). 

 

1.5.2 Eξωγενζσ μονοπάτι απόπτωςησ (extrinsic pathway) 

Τπάρχουν δφο μονοπάτια που πυροδοτοφν τθν απόπτωςθ: το εξωγενζσ (extrinsic pathway) και το 

ενδογενζσ (intrinsic pathway) μονοπάτι. Σο εξωγενζσ μονοπάτι χαρακτθρίηεται από τα εξωγενι ςιματα 

(π.χ. FasL, TRAIL) που ενεργοποιοφν τουσ υποδοχείσ κανάτου (death receptors) τθσ υπεροικογζνειασ του 

υποδοχζα του παράγοντα νζκρωςθσ όγκου (TNF), ςχθματίηοντασ το ςφμπλεγμα ςθματοδότθςθσ επαγωγισ 

κανάτου, DISC (Death Inducing Signaling Complex) που κα ενεργοποιιςει τθν καςπάςθ-8 για τθν ζναρξθ 

τθσ απόπτωςθσ μζςω μιτοχονδριακοφ εξαρτϊμενου ι μθ εξαρτϊμενου μθχανιςμοφ                                                 

(Gruver-Yates Α.L και Cidlowski J.A.,2013). 

 

1.5.3 Ενδογενζσ μονοπάτι απόπτωςησ (intrinsic pathway)  

Είναι ενδιαφζρον ότι οι διαφορετικζσ μεταφραςτικζσ ιςομορφζσ του GRα ζχουν δειχκεί ότι προκαλοφν 

απόπτωςθ με διαφορετικοφσ ρυκμοφσ. Θ ιςομορφι GRα-C ταυτοποιικθκε ωσ ο ιςχυρότεροσ επαγωγζασ 

τθσ απόπτωςθσ, ενϊ θ ιςομορφι GRα-D  ιταν ο λιγότεροσ ιςχυρόσ επαγωγζασ τθσ απόπτωςθσ. Αυτά τα 

δεδομζνα υποδεικνφουν επίςθσ ότι θ ςχετικι αναλογία ειδικϊν ιςομορφϊν GR ςε ιςτοφσ και κφτταρα 

μπορεί να επθρεάςει τθν απόκριςθ τουσ ςτθν απόπτωςθ που προκαλείται από τα GC                                       

(Gruver-Yates Α.L. και Cidlowski J.A., 2013). 

Θ ενδογενισ αποπτωτικι οδόσ ςυμβαίνει ςτα μιτοχόνδρια και λαμβάνει χϊρα ωσ απόκριςθ ςε διάφορα 

ενδογενι ερεκίςματα (π.χ. γλυκοκορτικοειδι, ζκκεςθ ςτθν υπεριϊδθ ακτινοβολία UV και ςυνκικεσ 

πείνασ). Θ  ςθματοδότθςθ μζςω γλυκοκορτικοειδϊν αυξάνει τθν ζκφραςθ του προ-αποπτωτικοφ Bim, 

μζλουσ τθσ οικογζνειασ Bcl-2 , το οποίο μπορεί να ενεργοποιιςει τισ προ-αποπτωτικζσ πρωτεΐνεσ Bax / 

Bak, οι οποίεσ αλλθλεπιδροφν και προκαλοφν το άνοιγμα του καναλιοφ ανιόντοσ που εξαρτάται από τθ 

τάςθ, VDAC (Voltage-dependent anion channels). Αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν μείωςθ του δυναμικοφ τθσ  

http://joe.endocrinology-journals.org/search?author1=George+Schlossmacher&sortspec=date&submit=Submit
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μεμβράνθσ και τθν απελευκζρωςθ του κυτοχρϊματοσ C και άλλων αποπτωτικϊν πρωτεϊνϊν. Σο 

κυτόχρωμα c δεςμεφεται και ενεργοποιεί τθν πρωτεΐνθ APAF1 ςτο κυτταρόπλαςμα και τθν επιτρζπει  να 

δεςμεφεται με ΑΣΡ / dΑΣΡ και να ςχθματίηει το αποπτϊςωμα, το οποίο μεςολαβεί ςτθν ενεργοποίθςθ τθσ 

καςπάςθσ-9. Ακολουκείται μζςω τθσ ενεργοποίθςθ τθσ καςπάςθσ-9 θ ενεργοποίθςθ τθσ "effector" 

καςπάςθσ-3, θ οποία κα οδθγιςει ςε απόπτωςθ. Άλλοι παράγοντεσ που μποροφν να επθρεάςουν τθν 

ενδογενι οδό κατά τθ διάρκεια τθσ απόπτωςθσ που προκαλείται από τα γλυκοκορτικοειδι 

περιλαμβάνουν τθν αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ άλλων προ-αποπτωτικϊν πρωτεϊνϊν όπωσ Bad και Puma ι τθν 

μείωςθ τθσ ζκφραςθσ των αντι-αποπτωτικϊν πρωτεϊνϊν όπωσ Bcl-2 ι Bcl-xL (Εικόνα 5). Οι αντι-

αποπτωτικζσ πρωτεΐνεσ    Bcl-2 και Bcl-xL αναςτζλλουν τθν απελευκζρωςθ του κυτοχρϊματοσ c μζςω του 

μιτοχονδριακοφ πόρου και επίςθσ αναςτζλλουν τθν ενεργοποίθςθ του καταρράκτθ καςπάςων από το 

κυτόχρωμα c.  Αυτι θ ιςορροπία των προ- και αντι-αποπτωτικϊν πρωτεϊνϊν μπορεί να μεταβλθκεί από τα 

γλυκοκορτικοειδι και εάν κα προκλθκεί ι όχι απόπτωςθ εξαρτάται από τον τφπο του ιςτοφ και τον 

κυτταρικό τφπο (Gruver-Yates Α.L and Cidlowski J.A.,2013). 

 

 

Εικόνα 5. Η γλυκοκορτικοειδισ ςθματοδότθςθ μζςω GR μπορεί να μεταβάλλει τθ μεταγραφι τόςο των προ- και αντι-

αποπτωτικών γονιδίων που μποροφν είτε να οδθγιςουν ςε απόπτωςθ είτε ςτθν κυτταρικι επιβίωςθ ανάλογα με τον κυτταρικό 

τφπο ι τον ιςτό  (Gruver-Yates Α.L and Cidlowski J.A.,2013). 
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Τπάρχουν βζβαια και άλλοι μθχανιςμοί μζςω των οποίων μπορεί να επιτευχκεί θ εξαρτϊμενθ από το 

μιτοχόνδριο απόπτωςθ. Θ πρωτεΐνθ Smac (small mitochondria-derived activator of caspases) προάγει τθν 

ενεργοποίθςθ τθσ καςπάςθσ ςτθν οδό κυτοχρϊμα c / Apaf-1 / caspase-9. Θ Smac προάγει τθν 

ενεργοποίθςθ τθσ καςπάςθσ-9 με τθ δζςμευςθ τθσ ςτον αναςτολζα πρωτεϊνϊν απόπτωςθσ, ΙΑΡ (inhibitor 

of apoptosis proteins) και αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν απομάκρυνςθ τθσ αναςταλτικισ δραςτικότθτασ 

τουσ. Θ Smac είναι μια μιτοχονδριακι πρωτεΐνθ αλλά απελευκερϊνεται ςτο κυτοςόλιο όταν τα κφτταρα 

υποβάλλονται ςε απόπτωςθ. H Smac είναι θ δεφτερθ μιτοχονδριακι πρωτεΐνθ, μαηί με το κυτόχρωμα c, 

που προάγει τθν απόπτωςθ ενεργοποιϊντασ τισ καςπάςεσ (Du C. et al.,2000).  

 

1.5.4 Ιςτοειδική αποπτωτική δράςη του υποδοχζα γλυκοκορτικοειδών  

H μιτοχονδριακι μετατόπιςθ του GR παρατθρικθκε μόνο ςε κφτταρα που αποκρίνονται ςτθν επαγόμενθ 

από GCs απόπτωςθ, και όχι ςε κυτταρικοφσ τφπουσ που είναι ανκεκτικοί ςε GCs. Ζτςι, αυτό εξθγεί τθ 

διαφορετικι απόκριςθ που παρατθρείται ςε μερικά καρκινικά κφτταρα κατά τθ διάρκεια κεραπείασ με 

γλυκοκορτικοειδι (Schlossmacher G. et al.,2011). Θ προ- ι αντι-αποπτωτικι ζκβαςθ τθσ 

γλυκοκορτικοειδοφσ ςθματοδότθςθσ εξαρτάται ςε μεγάλο βακμό από τον κυτταρικό τφπο που λαμβάνει 

το ςιμα. Θ απόπτωςθ που προκαλείται από τα γλυκοκορτικοειδι επθρεάηει το ςκελετικό ςφςτθμα, το 

μυϊκό ςφςτθμα, το κυκλοφορικό ςφςτθμα, το νευρικό ςφςτθμα, το ενδοκρινικό ςφςτθμα, το 

αναπαραγωγικό ςφςτθμα και το ανοςοποιθτικό ςφςτθμα (Eικόνα 6). Ωςτόςο, υπάρχουν πολλοί τφποι 

κυττάρων που είναι ανκεκτικοί ι ανταποκρίνονται κατά αντι-αποπτωτικό τρόπο ςτα γλυκοκορτικοειδι 

όπωσ τα καρδιομυοκφτταρα, ινοβλάςτεσ, κφτταρα μαςτοφ, θπατοκφτταρα.  

Σα γλυκοκορτικοειδι είναι μια ευρζωσ διαδεδομζνθ κατθγορία φαρμάκων που χρθςιμοποιοφνται για τθν 

καταπολζμθςθ των φλεγμονϊν και των αςκενειϊν και ςυχνά περιλαμβάνονται ςε πολλοφσ τφπουσ 

κεραπευτικϊν αγωγϊν για τον καρκίνο. Δυςτυχϊσ, φαίνεται ότι πολλά καρκινικά κφτταρα είναι ςε κζςθ 

να ανταποκρίνονται ςτθ ςθματοδότθςθ γλυκοκορτικοειδϊν με τρόπο που προάγει τθν κυτταρικι 

επιβίωςθ αντί να προκαλεί απόπτωςθ. Λόγω των ιςτοειδικϊν και κφτταρο-ειδικϊν επιδράςεων των 

γλυκοκορτικοειδϊν ςτθν ιςορροπία των προ-αποπτωτικϊν και αντι-αποπτωτικϊν αποκρίςεων, κα πρζπει 

να δίνεται προςοχι ςτισ κεραπευτικζσ αγωγζσ που εφαρμόηονται                                                                             

(Gruver-Yates Α.L και Cidlowski J.A.,2013). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Du%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10929711
http://joe.endocrinology-journals.org/search?author1=George+Schlossmacher&sortspec=date&submit=Submit
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Εικόνα 6. Ιςτο-ειδικι προ-αποπτωτικι δράςθ των γλυκοκορτικοειδών (Gruver-Yates Α.L και Cidlowski J.A.,2013). 

 

 

 

 

 

2. ΢ΚΟΠΟ΢ 

 

΢κοπόσ  τθσ διπλωματικισ  εργαςίασ είναι να εξεταςκεί ο ρόλοσ του μιτοχονδριακοφ υποδοχζα 

γλυκοκορτικοειδϊν ςε κυτταρικζσ διεργαςίεσ όπωσ ο κφκλοσ του κιτρικοφ οξζοσ και θ απόπτωςθ ςε 

ςυνκικεσ καρκινογζνεςθσ. Για το λόγο αυτό, ενδεικτικά διερευνικθκαν τα επίπεδα ζκφραςθσ των 

πρωτεϊνϊν τθσ αφυδρογονάςθσ του μθλικοφ -2 και τθσ κιτρικισ ςυνκάςθσ  που ςυμμετζχουν ςτον κφκλο 

του κιτρικοφ οξζοσ και των πρωτεϊνϊν Bcl-xL και προκαςπάςθσ-3 που ςυμμετζχουν ςτον μθχανιςμό τθσ 

απόπτωςθσ.  
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3. ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ΢ 

 

3.1 Οργανολογία  

 Φωτόμετρο Spectronic® 20 GENESYSTM 

 Ηυγοί: KERN EW + KERN 440-47 N   

 Heat blocker: KISKER   

 Quick spin: Nippon Genetics Europe GmbH  

 Vortex: Bio Vortex V1  

 ΢υςκευι θλεκτροφόρθςθσ: Biorad mini-PROTEAN® tetra cell  

 ΢υςκευι μεταφοράσ (transfer): Biorad mini-trans Blot  

 Sonicator: helscher Ultrasound Technologies, model UP400S  

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

 ΢κοτεινόσ κάλαμοσ και ςετ εμφάνιςθσ μεμβρανϊν από W.B Kodak  

 Πρόγραμμα επεξεργαςίασ εικόνων από τθν κάμερα φκοριςμοφ: Q Capture Pro v.7.05  

 Σeflon Potter-Elvejhem 

 

3.2 Υλικά  

3.2.1 Χημικά 

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

 APS (Sigma)  

 Bradford protein assay (Bio-Rad) 

 Bromophenol blue (fluka) 

 Developer (Carestream) 

 DTT (SERVA) 

 EDTA (SERVA) 

 ECL 

 Glycine (SERVA) 

 Fixer (Carestream) 

 HCl (Merck) 

 KCl (EMSURE)  

 KH2PO4 (Merck) 

 Na2HPO4 (EMSURE)  

 NaCl (Scharlan) 

 ΝaF 

 PMSF (SERVA) 

 SDS (SIGMA) 

 Sodium pyrophosphate 
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 TEMED (Applichem) 

 Tris (SERVA) 

 Triton X-100 (Applichem) 

 Tween 20 (BioChemica) 

 Αικανόλθ 100% (SIGMA) 

 β-μερκαπτοαικανόλθ (Riedel-de Haën) 

 Γλυκερόλθ (Applichem)  

 Ιςοπροπανόλθ (SIGMA) 

 Μάρτυρασ μοριακϊν μεγεκϊν Pageruler TM Prestained Protein Ladder (ThermoScientific 

Fermentas) 

 Μεκανόλθ (Sigma) 

 Μείγμα αναςτολζων πρωτεαςϊν (SIGMA) 

 

3.2.2 Διαλφματα 

 Διάλυμα λφςθσ κυττάρων με χριςθ υπεριχων (Lysis Buffer) 

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

ςτουσ 4°C. Για 10 δείγματα παραςκευάςτθκε 500μl lysis buffer ςτο οποίο αναλυτικά προςτζκθκε 

0.25μl PMSF 20mM (-20°C),1μl DTT 1M (-20°C) και 491,5ml RIPA. Θ DTT(δικειοκειτρόλθ) 

χρθςιμεφει ωσ αναγωγικόσ παράγοντασ και διαςπά τουσ διςουλφιδικοφσ δεςμοφσ, καταργϊντασ 

τθν τριτοταγι δομι των πρωτεϊνϊν. Επιπλζον, προςτίκεται 5μl μείγματοσ αναςτολζων 

πρωτεαςϊν.  ΢ε κάκε δείγμα προςτζκθκε 50μl lysis buffer. 

 

 Διάλυμα Bradford Stock 1x   

Είναι ζτοιμο το διάλυμα Bradford 1x,ζτςι όπωσ αγοράςτθκε. Θ αναλογία του χρθςιμοποιοφμενου 

όγκου από το δείγμα πρωτεϊνϊν προσ τον όγκο του διαλφματοσ Bradford είναι 1:1000.  

 

 Sample Buffer 4x (διάλυμα επιςτοίβαξθσ δείγματοσ) 

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

βρωμοφαινόλθσ. Αποκθκεφεται ςτουσ -20°C. Θ β-μερκαπτοαικανόλθ χρθςιμοποιείται ωσ 

αναγωγικόσ παράγοντασ και διαςπά τουσ διςουλφιδικοφσ δεςμοφσ  καταργϊντασ τθν τριτοταγι 

δομι των πρωτεϊνϊν.  

 

 Tris 20mM pH 7.5 

΢ε πλαςτικό ςωλθνάριο τφπου eppendorf (1.5ml) αναμειγνφονται 20μl stock διαλφματοσ Tris 1 M 

pH 7.5 (4 °C) με 980μl ddH2O. Σο διάλυμα διατθρείται ςε R.T.  

 

 Tris-HCl 1.5 Μ pH 8.8  

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

ρυκμίηεται ςτο 8.8 με προςκικθ HCl 12N και ςυμπλθρϊνεται ο όγκοσ με dH2O. Σο διάλυμα 

αποκθκεφεται ςτουσ 4°C.  
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 TEMED 

 Χρθςιμοποιείται ζτςι ακριβϊσ όπωσ παραλαμβάνεται. Αποκθκεφεται ςτουσ 4°C.  

 

 Τπερκειικό αμμώνιο (APS) 10 % 

 Παραςκευάηεται διαλφοντασ 100mg APS ςε 1ml ddH2O. Αποκθκεφεται ςτουσ -20°C και κατά τθ 

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

 

 Ρυκμιςτικό διάλυμα θλεκτροφόρθςθσ (Running Buffer) 10x 

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

ρυκμίηεται το pH του διαλφματοσ και αποκθκεφεται ςε R.T.  

 

 Ρυκμιςτικό διάλυμα θλεκτροφόρθςθσ (Running Buffer) 1x 

Για τθν παραςκευι του Running Buffer 1x αραιϊνονται 100ml Running Buffer 10x ςε 900ml dH2O               

(αναλογία 1:9). ΢το διάλυμα προςτίκεται και SDS ςε αναλογία 0.1%, δθλαδι 10ml. Διατθρείται ςε 

κερμοκραςία δωματίου.  

 

 Ρυκμιςτικό διάλυμα θλεκτρομεταφοράσ (Transfer Buffer) 1x 

Για τθν παραςκευι 1L από το διάλυμα γίνεται προςκικθ 100ml Running Buffer 10x, 200ml MeOH 

και 5ml SDS. Ο όγκοσ ςυμπλθρϊνεται με προςκικθ 695ml dH2O. Σο διάλυμα αποκθκεφεται ςτουσ 

4 °C και μπορεί να χρθςιμοποιθκεί και δεφτερθ φορά. 

 

 Ρυκμιςτικό διάλυμα φωςφορικών (PBS) 10x 

Ηυγίηονται 2gr KCl, 2,4gr KH2PO4, 17,8gr Na2HPO4 -2H2O και 80gr NaCl, τα οποία διαλφονται ςε όγκο 

1L, άρα γίνεται προςκικθ 900ml dH2O.Σο διάλυμα αποκθκεφεται ςε R.T.   

 Ρυκμιςτικό διάλυμα PBS-T 1x 
Αποτελείται από 50ml stock buffer PBS 10x, 0,3-0,4ml Tween-20 και 450ml dH2O, για τθν 

παραςκευι 0,5L διαλφματοσ. Για τθν παραςκευι 1L διαλφματοσ γίνεται προςκικθ 0,5-1ml Tween-

20. Αποκθκεφεται ςε R.T.  

 

 Ρυκμιςτικό διάλυμα που δεν περιζχει φωςφορικά για πλφςεισ (TBS) 10x 

Για τθν παραςκευι 1L του διαλφματοσ γίνεται προςκικθ 24gr Tris-base (Molecular Weight:121,1), 

88gr NaCl (Molecular Weight:58,4) και το pH του διαλφματοσ κα πρζπει να είναι 7,4-7,6, φςτερα 

από τθν προςκικθ HCl. 

 

 Ρυκμιςτικό διάλυμα TBS-T 1x 

Αποτελείται από 50ml stock buffer ΣBS 10x, 0,3-0,4ml Tween-20 και 450ml dH2O, για τθν 

παραςκευι 0,5L διαλφματοσ. Για τθν παραςκευι 1L διαλφματοσ γίνεται προςκικθ 0,5-1ml Tween-

20. Αποκθκεφεται ςε R.T.  
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 Διαλφματα για εμφάνιςθ ςιματοσ 

Χρθςιμοποιικθκε το εμπορικό παραςκεφαςμα τθσ Kodak. Αποτελείται από ζνα διάλυμα 

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

Σα εκάςτοτε διαλφματα παραςκευάηονται με προςκικθ 45ml από το αντίςτοιχο διάλυμα (fixer ι 

developer) ςε 127,5ml dH2O. 

 

3.2.3 Αντιςώματα 

- ΠΡΩΣΟΓΕΝΗ  

 Αντίςωμα ζναντι Bcl-2 (100)  sc-509 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι Bcl-2 (C-2) sc-7382 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι Bcl-2 (10C4) sc-23960 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι Bax (6A7) sc-23959 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι Bax (B-9) sc-7480 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι Bax (2D2) sc-20067 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι Bcl-xL (H-5) sc-8392 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι Bcl-xL (7B2.5) sc-56021 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι Bcl-xL/S (D-3) sc-271121 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι Bad (C-7) sc-8044 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι p-Bcl2 (C-2) sc-377576 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι p-Bcl2 (367.Ser 70) sc-293128 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι p-Bcl2 (A-11) sc-377554 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι p-Bad (C-10) sc-166932 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι pro-caspase 3 (31A1067) sc-56053 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa 

Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι pro-caspase 8 (1.1.40) sc-81656 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa 

Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι IRP-1 (E-12) sc-166022 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 

 Αντίςωμα ζναντι Cytochrome c (7H8) sc-13560 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 
 Αντίςωμα ζναντι VDAC-1 (B-6) sc-390996 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 
 Αντίςωμα ζναντι ΜDH-2 (1G12) sc-293474 με αραίωςθ 1:250 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 
 Αντίςωμα ζναντι citrate synthase (G-3) sc-390693 με αραίωςθ 1:1000 αγοραςμζνο από τθ Santa 

Cruz 
 Αντίςωμα ζναντι GAPDH (G-9) sc-365062  με αραίωςθ 1:1000 αγοραςμζνο από τθ Santa Cruz 
 Αντίςωμα ζναντι β-actin (1:4000) αγοραςμζνο από τθ SIGMA  

 
 
- ΔΕΤΣΕΡΟΓΕΝΗ 

 Αντίςωμα ζναντι mouse IgG-HRP (Pierce Antibodies) με αραίωςθ 1:50.000. 
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3.2.4 Αναλώςιμα 

 Μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ 0,2μm: AmershamTM ProtranTM  

 Χαρτιά Whatman   

 Φωτογραφικά φιλμ ανίχνευςθσ ςιματοσ ςε μεμβράνθ κατά τθ διαδικαςία western blot (FUJI 

MEDICAL) 

 Βακμονομθμζνοι ςωλινεσ με καπάκι (falcons) (15 ml, 50 ml) (Sarstedt) 

 Πλαςτικά ςωλθνάρια τφπου eppendorfs (1.5 ml, 2.0 ml) (Sarstedt) 

 Πιπζττεσ ορολογικζσ - Serological (2, 5, 10 και 25 ml) (Sarstedt) 

 

3.2.5 Κυτταρικζσ ςειρζσ 

΢τα πλαίςια προθγοφμενθσ εργαςτθριακισ ζρευνασ δθμιουργικθκαν HEPG2mtGFPC2 και 

HEPG2mtGFPGRC14 κυτταρικζσ ςειρζσ, οι οποίεσ χρθςιμοποιικθκαν για τθν επίτευξθ του ςυγκεκριμζνου 

πειράματοσ. ΢τθν πορεία αναφζρονται τα βιματα δθμιουργίασ τουσ.  Σα ανκρϊπινα κφτταρα HepG2 

διατθρικθκαν ςε κρεπτικό μζςο DΜΕΜ, εμπλουτιςμζνο με 10% FBS, 2 mM γλουταμίνθ και πενικιλλίνθ / 

ςτρεπτομυκίνθ. Σα κφτταρα αναπτφχκθκαν ςτουσ 37 ° C ςε υγροποιθμζνθ ατμόςφαιρα με 5% C02. Για τθ 

δθμιουργία ςτακερϊν κυτταρικϊν ςειρϊν (stable cell lines), τθν πρϊτθ θμζρα πριν από τθ διαμόλυνςθ, τα 

κφτταρα HepG2 τοποκετικθκαν ςε τρυβλία καλλιζργειασ των 60 mm ζτςι ϊςτε να φκάνουν 50-70% 

αφξθςθ τουσ κατά τθ ςτιγμι τθσ διαμόλυνςθσ. Για να επιτευχκεί θ ςτακερι ζκφραςθ του ανκρϊπινου 

μιτοχονδριακοφ GR, δθμιουργικθκε μία καςςζτα, όπου θ ακόλουκθ αλλθλουχία: 

atggctcagcgacttcttctgaggaggttcctggcctctgtcatctccaggaagccctctcagggtcagtggccacccctcacttccagagccctgcagacc

ccacaatgcagtcctggtggcctgactgtaacacccaacccagcccggacaatatacaccacgaggatctccttgaca, θ οποία κωδικοποιεί 

ζνα πεπτίδιο-οδθγό για το μιτοχόνδριο  ειςιχκθ ςτθ καςςζτα με το γονίδιο που κωδικοποιεί τθν 

ενιςχυμζνθ πράςινθ φκορίηουςα πρωτεΐνθ (EGFP) μεταξφ των κζςεων NheI και Agel του φορζα pEGFPC2 

(Clontech) για να παραχκεί θ καταςκευι pmtEGFPC2. ΢τθ ςυνζχεια, το ανκρϊπινο γονίδιο που 

κωδικοποιεί για τον υποδοχζα γλυκοκορτικοειδοφσ (αρικμόσ ειςαγωγισ Χ03225) ειςιχκθ ςτο 

καταςκεφαςμα pmtEGFPC2 ςτθ κζςθ BamHI (pmtEGFPC2-GR). Σο παραγόμενο καταςκεφαςμα 

επιμολφνκθκε ςτα κφτταρα HepG2 χρθςιμοποιϊντασ Lipofectamine 2000, ςφμφωνα με τισ οδθγίεσ του 

καταςκευαςτι. Σα κφτταρα ελζγχου (κφτταρα HepG2-mtGFP) παραςκευάςτθκαν με διαμόλυνςθ του 

καταςκευάςματοσ pmtEGFPC2. Μετά από 24 ϊρεσ επϊαςθσ ςτουσ 37 ° C, τα κφτταρα κρυψινοποιικθκαν 

και πζραςαν ςε αραίωςθ 1:5 ςε εκλεκτικό μζςο ανάπτυξθσ *DΜΕΜ εμπλουτιςμζνο με 10% (v/v) FBS, που 

περιείχε 1,5 mg/ml Geneticin (G418)+. Σθν επόμενθ θμζρα, το κρεπτικό μζςο ςε όλεσ τισ πλάκεσ 

αντικαταςτάκθκε με νζο εκλεκτικό μζςο ανάπτυξθσ και τα κφτταρα καλλιεργικθκαν για 2 εβδομάδεσ. Οι 

ανκεκτικζσ ςε G418 αποικίεσ επεκτάκθκαν και κλωνοποιικθκαν ανεξάρτθτα και αναλφκθκαν με 

ανοςοφκοριςμό, ανάλυςθ  Western blot και ανοςοκακίηθςθ για να επιβεβαιωκεί θ ζκφραςθ των 

πρωτεϊνϊν, μιτοχονδριακϊν GFP (mtGFP) και GFP-GR (mtGFPGR) (Psarra, A.M.G. and Sekeris C.E. ,2011). 
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3.2.6 Ιςτοί 

΢τα πλαίςια τθσ διδακτορικισ εργαςίασ τθσ κυρίασ Αικατερίνθσ Καρρά χρθςιμοποιικθκαν ποντίκια για τθ 

in vivo δθμιουργία όγκων με τθν χριςθ των παραπάνω κυτταρικϊν ςειρϊν. ΢υγκεκριμζνα, 

χρθςιμοποιικθκαν 16 ποντίκια,  οχτϊ ποντίκια τα οποία εμβολιάςτθκαν με τθν  κυτταρικι ςειρά 

HEPG2mtGFPC2 και οχτϊ ποντίκια τα οποία εμβολιάςτθκαν με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGRC14. 

΢τθ ςυνζχεια, αναπτφχκθκαν όγκοι και ςτισ δφο ομάδεσ ηϊων, και ακολοφκθςε  καταγραφι του αρικμοφ, 

των διαςτάςεων και του ρυκμοφ ανάπτυξθσ αυτϊν. Μετά τον εμβολιαςμό ζγινε αφαίρεςθ και φφλαξθ 

των όγκων, κακϊσ και ευκαναςία των ηϊων. Ακολοφκθςε ςτατιςτικι ανάλυςθ των αποτελεςμάτων. ΢τθν 

ςυνζχεια, πζντε όγκοι από κάκε ομάδα ηϊων ομογενοποιικθκαν  με τθ χριςθ μθχανικοφ ομογενοποιθτι 

τφπου teflon Potter-Elvejhem. Κατά τθν ομογενοποίθςθ των όγκων ζγινε και λφςθ με lysis buffer, το οποίο 

περιείχε protein inhibitors, DTT και PMSF.  

 

3.3 Τεχνικέσ  

3.3.1 Λφςη με χρήςη υπερήχων (Sonication) 

Θ διαδικαςία του sonication πραγματοποιείται για τθν αποτελεςματικότερθ λφςθ των δειγμάτων. Σο 

sonication πραγματοποιείται ςε 10 δείγματα τα οποία είναι ιςτοί ποντικιϊν ςτουσ οποίουσ 

εμβολιάςτθκαν καρκινικά κφτταρα και οι όγκοι που δθμιουργικθκαν ομογενοποιικθκαν ςε lysis buffer. 

Κατά τθν διαδικαςία αυτιν πραγματοποιοφνται 5 επαναλιψεισ του ενόσ κφκλου, με διάρκεια λιγότερο 

του 1sec και με διαλείμματα μεταξφ τουσ των 35sec. 

 

3.3.2 Μζτρηςη ςυνολικοφ πρωτεϊνικοφ περιεχομζνου (Μζθοδοσ Bradford) 

Θ μζκοδοσ Bradford είναι μία χρωματικι μζκοδοσ που βαςίηεται ςτον προςδιοριςμοφ τθσ αλλαγισ  

χρϊματοσ τθσ χρωςτικισ coomassie briliant blue G-250 από κόκκινο – καφζ ςε μπλζ κατά τθ ςφνδεςι τθσ 

ςε πρωτεΐνεσ,  υπό όξινεσ ςυνκικεσ.  Θ μεταβολι τθσ απορρόφθςθσ μετράται ςτα 595nm.  

Πρακτικά, ετοιμάηονται τόςοι δοκιμαςτικοί ςωλινεσ όςα και τα δείγματα, ςτθ ςυγκεκριμζνθ περίπτωςθ 

ετοιμάςτθκαν 10 και ζνασ επιπλζον, που κα χρθςιμοποιθκεί ωσ τυφλό, για το μθδενιςμό του 

φωτομζτρου. ΢τθ ςυνζχεια, ςε κάκε δοκιμαςτικό ςωλινα τοποκετείται 1μl από το κάκε δείγμα και ςχεδόν 

ταυτόχρονα 1ml αντιδραςτθρίου Bradford ςε όλα. Σο απόκεμα του αντιδραςτθρίου Bradford που 

διατίκεται ςτο εργαςτιριο είναι το επικυμθτό 1Χ.  Μετά από vortex, τα δείγματα τοποκετοφνται ςτο 

ςκοτάδι και αφινονται ςε κερμοκραςία δωματίου για 20 λεπτά. Μόλισ ολοκλθρωκεί ο χρόνοσ 

αντίδραςθσ, τα δείγματα αφαιροφνται από το ςκοτάδι και φωτομετροφνται ςτα 595nm, αφοφ ζχει 

προθγθκεί μθδενιςμόσ του φαςματοφωτομζτρου με το τυφλό δείγμα. Σζλοσ, θ ςυγκζντρωςθ τθσ 

ςυνολικισ πρωτεΐνθσ του δείγματοσ υπολογίηεται από τον τφπο y=0,0345x+0,010, όπωσ αυτόσ προζκυψε 

μετά από καταςκευι πρότυπθσ καμπφλθσ με BSA, που ζγινε ςτο εργαςτιριο. Σα δεδομζνα αναλφονται με 

τθ βοικεια του προγράμματοσ excel, παρζχοντασ τελικϊσ τθν ακριβι ςφςταςθ των δειγμάτων για τθν 
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θλεκτροφόρθςθ. Θ προετοιμαςία των δειγμάτων που ακολουκείται γίνεται με ανάλογα με τα mg 

πρωτεΐνθσ ανά δείγμα (που βρζκθκε από τθ μζκοδο Bradforf) και ζτςι προςκζτουμε: 

Χmg δείγματοσ + Τ μl tris-HCl + 15μl Sample Buffer x4  60μl τελικόσ όγκοσ , όπου pH=7,5 

 

3.3.3 Παραςκευή τησ πηκτήσ πολυακρυλαμίδησ 

Κατά τθν παραςκευι τθσ πθκτισ διαχωριςμοφ τα ςυςτατικά μπαίνουν με τθ ςειρά που παρουςιάηονται 

ςτον παρακάτω πίνακα. Σα ςυςτατικά Bis Acrylamide,TEMED και APS πρζπει να ειςαχκοφν γριγορα, ζτςι 

ϊςτε να ξεκινιςει θ αντίδραςθ πολυμεριςμοφ. Επιπλζον, είναι πολφ ςθμαντικό να ςθμειωκεί ότι θ 

ςυγκζντρωςθ ακρυλαμιδίου εξαρτάται από το μοριακό βάροσ των πρωτεϊνϊν που επικυμείται να 

διαχωριςτοφν. ΢υγκεκριμζνα, όςο μεγαλφτερθ είναι θ ςυγκζντρωςθ ακρυλαμιδίου τόςο μικρότεροι είναι 

οι πόροι που ςχθματίηονται κατά τον πολυμεριςμό και άρα τόςο αποτελεςματικότερθ είναι θ 

διαχωριςτικότθτα των μορίων. ΢τθ παροφςα ζρευνα, χρθςιμοποιικθκαν gel με 10% και 12% 

περιεκτικότθτα, επειδι τα αποπτωτικά και όχι μόνο μόρια που επικυμείται ο διαχωριςμόσ τουσ είναι 

μικροφ μοριακοφ βάρουσ. Θ ςφςταςθ του gel διαχωριςμοφ (separating gel) είναι θ εξισ: 

΢υςτατικά 10% περιεκτικότητα 12% περιεκτικότητα 

ddH20 2,425ml 2,175ml 
Tris- HCl (pH=8,8) 1,5M (4%) 1,25ml 1,25ml 

SDS 10% (R.T.) 50μl 50μl 
 Bis Acrylamide 40% (4oC) 1,25ml 1,5ml 

TEMED 2,5μl 2,5μl 
APS 10 % (- 20oc) 25μl 25μl 

 

Όταν το gel είναι ζτοιμο, αναμζνεται να πιξει ςε διάςτθμα περίπου 25 λεπτϊν. Σοποκετείται 

ιςοπροπανόλθ ι dH2O, προκειμζνου να διατθρθκεί υγρό. ΢τθ ςυνζχεια, πραγματοποιείται θ δθμιουργία 

του gel επιςτοίβαξθσ (stacking gel), θ ςφςταςθ τθσ οποίασ αποτελείται από τα εξισ: 

΢υςτατικά Ποςότητα 

ddH20 2,025 ml 
Tris- HCl (pH=6,8)  0,21ml 

SDS 10% (R.T.) 25μl 
 Bis Acrylamide 40% (4oC) 0,25ml 

TEMED 2,5μl 
APS 10 % (- 20oc) 12,5μl 

 

Θ ςυγκζντρωςθ του stacking gel είναι πάντα ςτακερι. Κατά τθν δθμιουργία του gel αυτοφ, πριν ειςαχκοφν 

τα τρία τελευταία ςυςτατικά, που είναι ςθμαντικό να μπουν γριγορα, αφαιρείται θ ιςοπροπανόλθ ι το 

dH2O από το πάνω μζροσ του διαχωριςτικοφ gel. Αμζςωσ ειςάγονται τα χτενάκια που κα δθμιουργιςουν 

τα πθγαδάκια φόρτωςθσ. Σα χτενάκια που χρθςιμοποιοφνται ςτθ παροφςα ζρευνα είναι 15άρια, γιατί τα 

δείγματα που κα φορτωκοφν είναι 10 και ζνα ακόμα που είναι ο Protein Marker. Ο χρόνοσ πιξεωσ είναι 

περίπου 30 λεπτά. 
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3.3.4 Ηλεκτροφόρηςη, εξιςορρόπηςη και ηλεκρομεταφορά 

Αρχικά, κα πρζπει να γίνει ενεργοποίθςθ τθσ ςυςκευισ Heat Blocker, ρυκμίηοντασ τθ κερμοκραςία ςτουσ 

95°C για 2,5min. Αυτό γίνεται για να επιτευχκεί αποδιάταξθ των δειγμάτων. Αμζςωσ μετά, τα δείγματα 

υπόκεινται ςε ελαφρό spin. Σζλοσ, τα δείγματα φορτϊνονται ςτα πθγαδάκια. Σα μl δείγματοσ που 

φορτϊνονται για θλεκτροφόρθςθ εξαρτϊνται από τα μg τθσ πρωτεΐνθσ. ΢τθ παροφςα ζρευνα, ο όγκοσ 

φόρτωςθσ για τα δείγματα είναι 8μl και 20μg πρωτεΐνθσ γιατί χρθςιμοποιοφνται τα 15άρια χτενάκια και 

παράλλθλα, ςε παρακείμενο πθγαδάκι, φορτϊνονται 1μl δείκτθ γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ. Γίνεται 

ενεργοποίθςθ τθσ ςυςκευισ και ρυκμίηεται το τροφοδοτικό ρεφματοσ ςτα 0,02mA. Εφόςον ολοκλθρωκεί 

θ διαδικαςία τθσ θλεκτροφόρθςθσ ξεκινάει το επόμενο ςτάδιο, ςτο οποίο γίνεται θ εξιςορρόπθςθ, 

δθλαδι θ εμβάπτιςθ τθσ μεμβράνθσ νιτροκυτταρίνθσ, των ςφουγγαριϊν, των χαρτιϊν whatman, κακϊσ 

και του gel, ςτο διάλυμα θλεκτρομεταφοράσ για 15 λεπτά. ΢τθ ςυςκευι θλεκτομεταφοράσ τοποκετείται θ 

καςετίνα και θ διαδικαςία αυτι απαιτεί τάςθ ίςθ με 0.35Α και χρόνο πραγματοποίθςθσ 70min. 

 

3.3.5 Blocking με γάλα και επώαςη με πρώτο και δεφτερο αντίςωμα 

Μόλισ τελειϊςει λοιπόν ο χρόνοσ θλεκτρομεταφοράσ γίνεται blocking, με επϊαςθ τθσ μεμβράνθσ ςε γάλα 

10% διαλυμζνο ςε PBST 1x ι TBST 1x ,για μία ϊρα υπό ανάδευςθ ςε κερμοκραςία δωματίου. 

Ακολουκείται προςκικθ του πρϊτου αντιςϊματοσ, το οποίο ειςάγεται ςτον ψυχρό κάλαμο (cold room) 

(4°C) , όπου κα παραμείνει εκεί υπό ανάδευςθ κακ’ όλθ τθ διάρκεια τθσ νφχτασ (overnight). Σθν επόμενθ 

μζρα, πραγματοποιείται προςκικθ του δεφτερου αντιςϊματοσ (αντίςωμα ζναντι των αντιςωμάτων οροφ 

ηϊου από το οποίο ζχει προκφψει το πρϊτο αντίςωμα). Πραγματοποιοφνται εκπλφςεισ, ζτςι ϊςτε να 

φφγει θ περίςςεια του αντιςϊματοσ και επομζνωσ να μείνει ςτθ μεμβράνθ μόνο ότι ζχει δζςει ειδικά, 

δθλαδι ςτουσ ςυγκεκριμζνουσ επιτόπουσ, για τουσ οποίουσ φτιάχτθκε και προςτζκθκε το αντίςωμα. 

Επιπλζον, είναι χθμικά προςδεδεμζνο με κατάλλθλο προςδζτθ horseradish peroxidase (HRP), 

υπεροξειδάςθ από χρζνο, που επιτρζπει τθν ανίχνευςι του. Ο χρόνοσ επϊαςθσ για το δεφτερο αντίςωμα 

είναι περίπου 1 ϊρα ςε κερμοκραςία δωματίου και θ αραίωςι του είναι 1:50.000. ΢τθ ςυνζχεια, ο όγκοσ 

ECL που τοποκετείται ςτθν μεμβράνθ είναι ανάλογοσ του μεγζκουσ τθσ μεμβράνθσ και επωάηεται για 

3min υπό ςυνκικεσ ςκοταδιοφ και κερμοκραςίασ δωματίου.  

 

3.3.6 Εμφάνιςη ςήματοσ (Western Blotting) 

Όλα τα βιματα για τθν εμφάνιςθ ςιματοσ γίνονται ςε απόλυτο ςκοτάδι ςτο dark room. ΢υγκεκριμζνα 

κόβεται ζνα φιλμ ςε μζγεκοσ κατάλλθλο που να καλφπτει τθν μεμβράνθ και τοποκετείται πάνω ςτθ 

μεμβράνθ μζςα ςτθ κικθ. Ο χρόνοσ που απαιτείται για τθν κάκε εμφάνιςθ διαφζρει. ΢τθ ςυνζχεια, το 

φιλμ τοποκετείται για 1min υπό ανάδευςθ ςτο διάλυμα εμφάνιςθσ ςιματοσ (Developer), ακολουκείται 

ζκπλυςθ ςτο H2O για λίγο και ςτθ ςυνζχεια τοποκετείται ςτο διάλυμα ςτακεροποίθςθσ ςιματοσ (Fixer)  

για 1min υπό ανάδευςθ. Σζλοσ, γίνεται ζκπλυςθ ελαφρϊσ ςτο H2O και εξετάηεται το αποτζλεςμα αφοφ 

φαίνεται με ειδικι κόκκινθ λάμπα. 
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4. ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ 

 

Αρχικά, δοκιμάςτθκαν μζςω western blotting πρωτογενι αντιςϊματα ζναντι πρωτεϊνϊν που ςχετίηονται  

με μιτοχονδριακζσ λειτουργίεσ. Σα αντιςϊματα προμθκεφτθκαν από τθν εταιρεία Santa Cruz. Σα 

αντιςϊματα είναι τα εξισ: 

 Bcl-2 (100)  sc-509  

 Bcl-2 (C-2) sc-7382  

 Bcl-2 (10C4) sc-23960 

 Bax (6A7) sc-23959  

 Bax (B-9) sc-7480 

 Bax (2D2) sc-20067 

 Bcl-xL (H-5) sc-8392  

 Bcl-xL (7B2.5) sc-56021 

 Bcl-xL/S (D-3) sc-271121 

 Bad (C-7) sc-8044  

 p-Bcl2 (C-2) sc-377576  

 p-Bcl2 (367.Ser 70) sc-293128 

 p-Bcl2 (A-11) sc-377554 

 p-Bad (C-10) sc-166932 

 pro-caspase 8 (1.1.40) sc-81656  

 IRP-1 (E-12) sc-166022 

 Cytochrome c (7H8) sc-13560  

 VDAC-1 (B-6)    sc-390996  

Διαπιςτϊκθκε λοιπόν, ότι τα πρωτογενι αντιςϊματα ζναντι των Bad (C-7) sc-8044, Bcl-xL/S (D-3)              

sc-271121, Bcl-2 (10C4) sc-23960, p-Bad (C-10) sc-166932, p-Bcl2 (C-2) sc-377576 και VDAC-1 (B-6)            

sc-390996 ιταν λειτουργικά (΢χιμα 1). 

 

Σχήμα 1: Δοκιμάςτθκαν πρωτογενι αντιςώματα ζναντι των Bad (C-7) sc-8044, Bcl-xL/S (D-3) sc-271121, Bcl-2 (10C4) sc-23960,     

p-Bad (C-10) sc-166932, p-Bcl2 (C-2) sc-377576 και VDAC-1 (B-6) sc-390996 μζςω western blotting και διαπιςτώκθκε ότι ιταν 

λειτουργικά. 
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4.1 Ποςοτική εκτίμηςη των πρωτεϊνικών επιπζδων τησ αφυδρογονάςησ μηλικοφ -2  (MDH-2) ςε 

εκχυλίςματα ιςτοφ 

Θ αφυδρογονάςθ μθλικοφ -2 (MDH-2) ςυμμετζχει ςτο κφκλο του κιτρικοφ οξζοσ και οξειδϊνει το μθλικό 

για να ςχθματιςτεί οξαλοξικό, ενϊ το NAD+ είναι ο δζκτθσ του υδρογόνου (Stryer L.,2014). Ζγινε ζλεγχοσ 

των επιπζδων ζκφραςθσ  τθσ πρωτεΐνθσ με τθ μζκοδο western blotting, με τθ χριςθ ειδικοφ πρϊτου 

αντιςϊματοσ ζναντι τθσ αφυδρογονάςθσ του μθλικοφ -2 ςε πζντε ομογενοποιθμζνουσ όγκουσ που 

προιλκαν από τον εμβολιαςμό πειραματοηϊων με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPC2, οι οποίοι 

χρθςιμοποιικθκαν ωσ όγκοι αναφοράσ και ςε άλλουσ πζντε που προζκυψαν από εμβολιαςμό με τθν 

κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGRC14. Επίςθσ, ελζχκθκαν τα επίπεδα ζκφραςθσ τθσ αφυδρογονάςθσ τθσ  

3- φωςφορικισ γλυκεραλδεΰδθσ (GAPDH) για τθν κανονικοποίθςθ των αποτελεςμάτων. Όπωσ φαίνεται 

ςτο ΢χιμα 2 παρατθρικθκαν αυξθμζνα επίπεδα τθσ αφυδρογονάςθσ μθλικοφ -2 ςτουσ όγκουσ που 

προκλικθκαν από τον εμβολιαςμό με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGRC14 ςε ςχζςθ με του όγκουσ 

με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPC2. Θ διαδικαςία επαναλιφκθκε και δεφτερθ φορά για τον ζλεγχο 

επαναλθψιμότθτασ των αποτελεςμάτων. Σα αποτελζςματα τθσ διαδικαςίασ western blotting, το 

διάγραμμα κανονικοποίθςθσ και το διάγραμμα, όπου φαίνεται θ ςτατιςτικι ςθμαντικότθτα των 

αποτελεςμάτων εικονίηονται ςτο ΢χιμα 2.  
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Σχήμα 2. Α,Γ) Δζκα εκχυλίςματα ιςτοφ θλεκτροφορικθκαν ςε 10% SDS πθκτι πολυακρυλαμιδίου, μεταφζρκθκαν ςε μεμβράνθ 

νιτροκυτταρίνθσ με διάμετρο πόρων 0,2μm και μελετικθκαν ωσ προσ τθν παρουςία τουσ ςε αφυδρογονάςθ μθλικοφ -2 και 

GAPDH. Ζγινε χριςθ ενόσ ειδικοφ αντιςώματοσ ζναντι τθσ αφυδρογονάςθσ μθλικοφ -2 (ςε TBST 1x, milk 2%, 1:250, Santa Cruz) 

κακώσ και ενόσ αντιςώματοσ ζναντι τθσ GAPDH (ςε TBST 1x, milk 2%, 1:1000, Santa Cruz). Παρατθροφμε τισ ηώνεσ τθσ 

αφυδρογονάςθσ μθλικοφ -2 (36 kDa) και τθσ GAPDH (37 kDa), όπωσ αποτυπώκθκαν κατά τθν διαδικαςία του western blotting 

Β,Δ) Παρουςιάηονται ςε διάγραμμα τα ςχετικά επίπεδα ζκφραςθσ τθσ αφυδρογονάςθσ μθλικοφ -2, μετά τθν κανονικοποίθςθ 

τθσ με τα επίπεδα GAPDH. Ε) Απεικονίηεται το διάγραμμα μζςου όρου των τιμών ςυνολικά και των δφο διαγραμμάτων 

κανονικοποίθςθσ όπου αναγράφεται και ότι είναι ςτατιςτικά ςθμαντικό, εφαρμόηοντασ ttest με pvalue=0,0011. 
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4.2 Ποςοτική εκτίμηςη των πρωτεϊνικών επιπζδων τησ κιτρικήσ ςυνθάςησ (citrate synthase) ςε 

εκχυλίςματα ιςτοφ 

Ο κφκλοσ του κιτρικοφ οξζοσ αρχίηει με τθ ςυμπφκνωςθ μιασ μονάδασ δφο ατόμων άνκρακα, του 

οξαλοξικοφ, και μιασ μονάδασ δφο ατόμων άνκρακα, τθσ ακετυλικισ ομάδασ του ακζτυλο-CoA. Σο 

οξαλοξικό αντιδρά με το ακζτυλο-CoA και το H2O για να παραχκεί το κιτρικό και το CoA. Αυτι θ 

αντίδραςθ, θ οποία είναι μία αλδολικι ςυμπφκνωςθ που ακολουκείται από μία υδρόλυςθ, καταλφεται 

από τθν κιτρικι ςυνκάςθ (Stryer L.,2014). Διεξάχκθκε ζλεγχοσ των επιπζδων ζκφραςθσ  τθσ πρωτεΐνθσ με 

τθ μζκοδο western blotting, με τθ χριςθ ειδικοφ πρϊτου αντιςϊματοσ ζναντι τθσ κιτρικισ ςυνκάςθσ ςε 

πζντε ομογενοποιθμζνουσ όγκουσ που προιλκαν από τον εμβολιαςμό πειραματοηϊων με τθν κυτταρικι 

ςειρά HEPG2mtGFPC2, οι οποίοι χρθςιμοποιικθκαν ωσ όγκοι αναφοράσ και ςε άλλουσ πζντε που 

προζκυψαν από εμβολιαςμό με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGRC14. Επίςθσ, ελζχκθκαν τα επίπεδα 

ζκφραςθσ τθσ αφυδρογονάςθσ τθσ  3- φωςφορικισ γλυκεραλδεΰδθσ (GAPDH) για τθν κανονικοποίθςθ 

των αποτελεςμάτων. Όπωσ φαίνεται ςτο ΢χιμα 3 παρατθρικθκαν αυξθμζνα επίπεδα τθσ κιτρικισ 

ςυνκάςθσ ςε όγκουσ που προκλικθκαν από τον εμβολιαςμό με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGRC14 

ςε ςχζςθ με του όγκουσ με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPC2. Θ διαδικαςία επαναλιφκθκε και 

δεφτερθ φορά για τον ζλεγχο επαναλθψιμότθτασ των αποτελεςμάτων. Σα αποτελζςματα τθσ διαδικαςίασ 

western blotting, το διάγραμμα κανονικοποίθςθσ και το διάγραμμα, όπου φαίνεται θ ςτατιςτικι 

ςθμαντικότθτα των αποτελεςμάτων εικονίηονται ςτο ΢χιμα 3.  
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Σχήμα 3. Α,Γ) Δζκα εκχυλίςματα ιςτοφ θλεκτροφορικθκαν ςε 12% SDS πθκτι πολυακρυλαμιδίου, μεταφζρκθκαν ςε μεμβράνθ 

νιτροκυτταρίνθσ με διάμετρο πόρων 0,2μm και μελετικθκαν ωσ προσ τθν παρουςία τουσ ςε κιτρικι ςυνκάςθ και GAPDH. Ζγινε 

χριςθ ενόσ ειδικοφ αντιςώματοσ ζναντι τθσ κιτρικισ ςυνκάςθσ (ςε TBST 1x, milk 2%, 1:1000, Santa Cruz) κακώσ και ενόσ 

αντιςώματοσ ζναντι τθσ GAPDH (ςε TBST 1x, milk 2%, 1:1000, Santa Cruz). Παρατθροφμε τισ ηώνεσ τθσ κιτρικισ ςυνκάςθσ        

(52 kDa) και τθσ GAPDH (37 kDa), όπωσ αποτυπώκθκαν κατά τθν διαδικαςία του western blotting. Β,Δ) Παρουςιάηονται ςε 

διάγραμμα τα ςχετικά επίπεδα ζκφραςθσ τθσ κιτρικισ ςυνκάςθσ μετά τθν κανονικοποίθςθ τθσ με τα επίπεδα GAPDH.                   

Ε) Απεικονίηεται το διάγραμμα μζςου όρου των τιμών ςυνολικά και των δφο διαγραμμάτων κανονικοποίθςθσ όπου 

αναγράφεται και ότι είναι ςτατιςτικά ςθμαντικό, εφαρμόηοντασ ttest με pvalue=0,017. 
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4.3 Ποςοτική εκτίμηςη των πρωτεϊνικών επιπζδων τησ προκαςπάςησ-3 (procaspase-3) ςε 

εκχυλίςματα ιςτοφ 

Θ καςπάςθ-3 αποτελεί μία από τισ ενεργζσ "effector" καςπάςεσ, θ οποία παράγεται ςε κφτταρα ωσ 

καταλυτικά ανενεργό ηυμογόνο, προκαςπάςθ-3 και ενεργοποιείται με πρωτεόλυςθ κατά τθ διάρκεια τθσ 

απόπτωςθσ ςε καςπάςθ-3. Όταν λοιπόν κα ενεργοποιθκεί είναι υπεφκυνθ για τθν πρωτεολυτικι 

διάςπαςθ ενόσ ευρζοσ φάςματοσ κυτταρικϊν ςτόχων, που τελικά οδθγοφν ςε κυτταρικό κάνατο                       

(Riedl S.J and Shi Y., 2004). Πραγματοποιικθκε λοιπόν ζλεγχοσ των επιπζδων ζκφραςθσ  τθσ πρωτεΐνθσ με 

τθ μζκοδο western blotting, με τθ χριςθ ειδικοφ πρϊτου αντιςϊματοσ ζναντι τθσ προκαςπάςθσ -3 ςε 

πζντε ομογενοποιθμζνουσ όγκουσ που προιλκαν από τον εμβολιαςμό πειραματοηϊων με τθν κυτταρικι 

ςειρά HEPG2mtGFPC2, οι οποίοι χρθςιμοποιικθκαν ωσ όγκοι αναφοράσ και ςε άλλουσ πζντε που 

προζκυψαν από εμβολιαςμό με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGRC14. Επίςθσ, ελζχκθκαν τα επίπεδα 

ζκφραςθσ τθσ β-ακτίνθσ για τθν κανονικοποίθςθ των αποτελεςμάτων. Όπωσ φαίνεται ςτο ΢χιμα 4 

παρατθρικθκε μία τάςθ για μειωμζνα επίπεδα τθσ προκαςπάςθσ -3 ςε όγκουσ που προκλικθκαν από τον 

εμβολιαςμό με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGRC14 ςε ςχζςθ με του όγκουσ με τθν κυτταρικι ςειρά 

HEPG2mtGFPC2. Θ διαδικαςία επαναλιφκθκε και δεφτερθ φορά για τον ζλεγχο επαναλθψιμότθτασ των 

αποτελεςμάτων. Σα αποτελζςματα τθσ διαδικαςίασ western blotting, το διάγραμμα κανονικοποίθςθσ και 

το διάγραμμα όπου φαίνεται ότι δεν είναι ςτατιςτικά ςθμαντικά τα αποτελζςματα των δφο επαναλιψεων 

του πειράματοσ εικονίηονται ςτο ΢χιμα 4.  
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Σχήμα 4. Α,Γ) Δζκα εκχυλίςματα ιςτοφ θλεκτροφορικθκαν ςε 12% SDS πθκτι πολυακρυλαμιδίου, μεταφζρκθκαν ςε μεμβράνθ 

νιτροκυτταρίνθσ με διάμετρο πόρων 0,2μm και μελετικθκαν ωσ προσ τθν παρουςία τουσ ςε προκαςπάςθ -3 και β-ακτίνθ. Ζγινε 

χριςθ ενόσ ειδικοφ αντιςώματοσ ζναντι τθσ προκαςπάςθσ -3 (ςε TBST 1x, milk 2%, 1:250, Santa Cruz) κακώσ και ενόσ 

αντιςώματοσ ζναντι τθσ β-aκτίνθσ (ςε TBST 1x, milk 2%, 1:4000). Παρατθροφμε τισ ηώνεσ τθσ προκαςπάςθσ -3 (32 kDa) και τθσ   

β-ακτίνθσ (42 kDa), όπωσ αποτυπώκθκαν κατά τθν διαδικαςία του western blotting. Β,Δ) Παρουςιάηονται ςε διάγραμμα τα 

ςχετικά επίπεδα ζκφραςθσ τθσ προκαςπάςθσ-3 μετά τθν κανονικοποίθςθ τθσ με τα επίπεδα β-ακτίνθσ. Ε) Απεικονίηεται το 

διάγραμμα μζςου όρου των τιμών ςυνολικά και των δφο διαγραμμάτων κανονικοποίθςθσ όπου αναγράφεται και ότι δεν είναι 

ςτατιςτικά ςθμαντικό, εφαρμόηοντασ ttest με pvalue=0,09. 

 

0
0,2
0,4
0,6
0,8

1
1,2
1,4
1,6
1,8

΢χετικά επίπεδα προκαςπάςησ -3 κανονικοποιημζνα 
ωσ προσ τα επίπεδα β-ακτίνησ

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

HEPG2mtGFPC2 HEPG2mtGFPGRC14

Γ) 

Δ) 

Ε) 



 

~ 35 ~ 
 

4.4 Ποςοτική εκτίμηςη των πρωτεϊνικών επιπζδων τησ Bcl-xL ςε εκχυλίςματα ιςτοφ 

H αντι-αποπτωτικι πρωτεΐνθ Bcl-xL αναςτζλλει τθν απελευκζρωςθ του κυτοχρϊματοσ c μζςω του 

μιτοχονδριακοφ πόρου και επίςθσ αναςτζλλει τθν ενεργοποίθςθ του καταρράκτθ καςπάςων από το 

κυτόχρωμα c (Gruver-Yates Α.L και Cidlowski J.A.,2013). Θ Bcl-xL είναι μία πρωτεΐνθ με 233 αμινοξζα με 

43% ομοιότθτα με τθν Bcl-2,θ οποία καταςτζλλει τον κυτταρικό κάνατο και θ Bcl-xS είναι μία μικρότερθ 

παραλλαγι που είναι 178 αμινοξζα ςε μικοσ και ζχει ζλλειψθ μίασ περιοχισ 63 αμινοξζων, θ οποία 

βρίςκεται και ςτθν Bcl-xL και είναι αναςτολζασ τθσ Bcl-2. Σο αντίςωμα τθσ Santa Cruz ςυςτινεται για τθν 

ανίχνευςθ τθσ Bcl-xL και τθσ Bcl-xS ταυτόχρονα. Ελζγχκθκαν  τα επίπεδα ζκφραςθσ τθσ πρωτεΐνθσ με τθ 

μζκοδο western blotting, με τθ χριςθ ειδικοφ πρϊτου αντιςϊματοσ ζναντι τθσ Bcl-xL/S ςε πζντε 

ομογενοποιθμζνουσ όγκουσ που προιλκαν από τον εμβολιαςμό πειραματοηϊων με τθν κυτταρικι ςειρά 

HEPG2mtGFPC2, οι οποίοι χρθςιμοποιικθκαν ωσ όγκοι αναφοράσ και ςε άλλουσ πζντε που προζκυψαν 

από εμβολιαςμό με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGRC14. Επίςθσ, ελζχκθκαν τα επίπεδα ζκφραςθσ 

τθσ β-ακτίνθσ για τθν κανονικοποίθςθ των αποτελεςμάτων. Όπωσ φαίνεται ςτο ΢χιμα 5 παρατθρικθκαν 

μειωμζνα επίπεδα τθσ Bcl-xL ςε όγκουσ που προκλικθκαν από τον εμβολιαςμό με τθν κυτταρικι ςειρά 

HEPG2mtGFPGRC14 ςε ςχζςθ με του όγκουσ με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPC2. Θ διαδικαςία 

επαναλιφκθκε και δεφτερθ φορά για τον ζλεγχο επαναλθψιμότθτασ των αποτελεςμάτων. Σα 

αποτελζςματα τθσ διαδικαςίασ western blotting,  το διάγραμμα κανονικοποίθςθσ και το διάγραμμα, όπου 

φαίνεται θ ςτατιςτικι ςθμαντικότθτα των αποτελεςμάτων εικονίηονται ςτο ΢χιμα 5.  
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Σχήμα 5. Α,Γ)  Δζκα εκχυλίςματα ιςτοφ θλεκτροφορικθκαν ςε 12% SDS πθκτι πολυακρυλαμιδίου, μεταφζρκθκαν ςε μεμβράνθ 

νιτροκυτταρίνθσ με διάμετρο πόρων 0,2μm και μελετικθκαν ωσ προσ τθν παρουςία τουσ ςε Bcl-xL και β-ακτίνθ. Ζγινε χριςθ 

ενόσ ειδικοφ αντιςώματοσ ζναντι των Bcl-xL/S (ςε TBST 1x, milk 2%, 1:250, Santa Cruz) κακώσ και ενόσ αντιςώματοσ ζναντι τθσ 

β-ακτίνθ (ςε TBST 1x, milk 2%, 1:4000). Παρατθροφμε τισ ηώνεσ τθσ Bcl-xL (30 kDa) και τθσ β-ακτίνθ (42 kDa), όπωσ 

αποτυπώκθκαν κατά τθν διαδικαςία του western blotting. Β,Δ) Παρουςιάηονται ςε διάγραμμα τα ςχετικά επίπεδα ζκφραςθσ 

τθσ Bcl-XL μετά τθν κανονικοποίθςθ τθσ με τα επίπεδα β-ακτίνθσ. Ε) Απεικονίηεται το διάγραμμα μζςου όρου των τιμών 

ςυνολικά και των δφο διαγραμμάτων κανονικοποίθςθσ όπου αναγράφεται και ότι είναι ςτατιςτικά ςθμαντικό, εφαρμόηοντασ 

ttest με  pvalue=9,22Ε-06. 
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5. ΢ΤΖΗΣΗ΢Η 

 

Γνωρίηουμε ότι τα γλυκοκορτικοειδι ςυνδζονται ςτο GR, ο οποίοσ ςτθ ςυνζχεια λειτουργεί ωσ 

μεταγραφικόσ παράγοντασ και ζχει δράςεισ γονιδιωματικζσ και μθ- γονιδιωματικζσ. Οι γονιδιωματικζσ 

δράςεισ των γλυκοκορτικοειδϊν διαμεςολαβοφνται από τθν πυρθνικι μετατόπιςθ του GR. Ο υποδοχζασ 

γλυκοκορτικοειδϊν δρα και ςτο μιτοχόνδριο. Απουςία των γλυκοκορτικοειδϊν, ο κυτταροπλαςματικόσ GR 

ςχθματίηει ζνα ετεροςφμπλεγμα με πρωτεΐνεσ-ςυνοδοφσ (chaperones) που διατθροφν τον GR ςε αδρανι 

κατάςταςθ (Schlossmacher G. et al.,2011). Σο ανενεργό ςφμπλοκο, αποτελείται από τον υποδοχζα, τθν 

Hsp90, Hsp70, p60, p23 και FKBP51 (Dittmar K. et al., 1998). Ο πυρθνικόσ GR μπορεί ςτθ ςυνζχεια να δρα 

είτε ωσ μεταγραφικόσ ενεργοποιθτισ είτε ωσ καταςτολζασ τθσ μεταγραφισ γονιδίων ςτόχων, ανάλογα με 

το γονίδιο και το κυτταρικό περιβάλλον (Schlossmacher G. et al.,2011). 

΢τθ ςυγκεκριμζνθ ζρευνα εξετάηεται ο ρόλοσ του μιτοχονδριακοφ υποδοχζα γλυκοκορτικοειδϊν, ο οποίοσ 

φαίνεται να ςυμμετζχει ςτισ ρφκμιςθ τθσ ενεργειακισ ομοιόςταςθσ του κυττάρου και ςυγκεκριμζνα ςτον 

κφκλο του κιτρικοφ οξζοσ, αναπνευςτικισ αλυςίδασ- οξειδωτικισ φωςφορυλίωςθσ αλλά και ςε 

αποπτωτικοφσ μθχανιςμοφσ. 

Όςον αφορά τον κφκλο του κιτρικοφ οξζοσ, αρχίηει με τθ ςυμπφκνωςθ μιασ μονάδασ δφο ατόμων 

άνκρακα, του οξαλοξικοφ, και μιασ μονάδασ δφο ατόμων άνκρακα, τθσ ακετυλικισ ομάδασ του ακζτυλο-

CoA. Σο οξαλοξικό αντιδρά με το ακζτυλο-CoA και το H2O για να παραχκεί το κιτρικό και το CoA. Αυτι θ 

αντίδραςθ, θ οποία είναι μία αλδολικι ςυμπφκνωςθ που ακολουκείται από μία υδρόλυςθ, καταλφεται 

από τθν κιτρικι ςυνκάςθ. Επιπλζον, θ αφυδρογονάςθ μθλικοφ -2 είναι μία μιτοχονδριακι πρωτεΐνθ που 

ςυμμετζχει και αυτι ςτο κφκλο του κιτρικοφ οξζοσ και οξειδϊνει το μθλικό για να ςχθματιςτεί οξαλοξικό, 

ενϊ το NAD+ είναι ο δζκτθσ του υδρογόνου (Stryer L.,2014). Θ μετάλλαξθ τθσ ςχετίηεται με οριςμζνεσ 

μορφζσ καρκίνων. Επιπλζον, όπωσ ζχει ιδθ αναφερκεί τα γλυκοκορτικοειδι είναι  ςτεροειδείσ ορμόνεσ, 

που προκαλοφν τθν μεταγραφι των γονιδίων που κωδικοποιοφν για θπατικά ζνηυμα με τθν ςφνδεςθ τουσ 

ςε προςδετο-εξαρτϊμενουσ υποδοχείσ, όπωσ γλυκονεογεννετικά ζνηυμα. Επίςθσ, είναι ςθμαντικό να 

αναφερκεί ότι θ ςφνκεςθ του μιτοχονδριακοφ RNA ενεργοποιείται από τισ ορμόνεσ (Psarra A.M. G. and 

Sekeris C. E., 2009). Λόγω του γεγονότοσ ότι οι περιςςότερεσ από τισ υπομονάδεσ OXPHOS 

κωδικοποιοφνται πυρθνικά και απαιτοφνται για το ςχθματιςμό ενεργϊν ςυμπλεγμάτων τθσ 

αναπνευςτικισ αλυςίδασ, πειραματικά δεδομζνα δείχνουν ότι οι ςτεροειδείσ ορμόνεσ ςυντελοφν ςτον 

ςυντονιςμό τθσ πυρθνικισ και μιτοχονδριακισ μεταγραφισ (Psarra & Sekeris 2008). Αυτόσ ο ςυντονιςμόσ 

πραγματοποιείται με τθν ενεργοποίθςθ πυρθνικά κωδικοποιθμζνων μιτοχονδριακϊν μεταγραφικϊν 

παραγόντων, των οποίων θ μετζπειτα αυξθμζνθ παρουςία ςτα μιτοχόνδρια μπορεί να διεγείρει τον 

μθχανιςμό μεταγραφισ των οργανιδίων. Επιπρόςκετα, μπορεί να δράςουν άμεςα τα γλυκοκορτικοειδι 

ςτθν μιτοχονδριακι μεταγραφι. Ζτςι, το μιτοχόνδριο, παρομοίωσ με τον πυρινα, κα μποροφςε να είναι 

μια άμεςθ κζςθ δράςθσ των γλυκοκορτικοειδϊν μζςω του προςδετο-εξαρτϊμενου υποδοχζα                                                          

(Psarra A.M. G. and Sekeris C. E., 2009). 

΢τόχοσ λοιπόν είναι να εξεταςκεί εάν επθρεάηονται τα ζνηυμα που ςυμμετζχουν ςτο κφκλο του κιτρικοφ 

οξζοσ και ςυγκεκριμζνα τθσ μθλικισ αφυδρογονάςθσ και τθσ κιτρικισ ςυνκάςθσ με τθ δθμιουργία όγκων 

http://joe.endocrinology-journals.org/search?author1=George+Schlossmacher&sortspec=date&submit=Submit
http://joe.endocrinology-journals.org/search?author1=George+Schlossmacher&sortspec=date&submit=Submit
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ςτα ποντίκια μζςω εμβολιαςμοφ τουσ με τισ κυτταρικζσ ςειρζσ HEPG2mtGFPC2 που χρθςιμοποιικθκαν ωσ 

control και HEPG2mtGFPGRC14.  

Αρχικά, κα πρζπει να τονιςκεί ότι ςτα πλαίςια τθσ διδακτορικισ διατριβισ τθσ ςυναδζλφου Καρράσ 

Αικατερίνθσ χρθςιμοποιικθκαν δφο ομάδεσ ποντικιϊν, από τισ οποίεσ θ μία εμβολιάςτθκε με τθν 

κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPC2 και θ άλλθ με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGRC14. Ακολοφκθςε, 

ανάπτυξθ όγκων και ςτισ δφο ομάδεσ ηϊων και καταγραφι του αρικμοφ, των διαςτάςεων και του ρυκμοφ 

ανάπτυξθσ αυτϊν. Παρατθρικθκε λοιπόν ότι τα ποντίκια ςτα οποία εμβολιάςτθκε θ κυτταρικι ςειρά 

HEPG2mtGFPGRC14 παρουςίαηαν μεγαλφτερουσ όγκουσ από ότι τα ποντίκια που εμβολιάςτθκαν με τθν 

κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPC2. Ζτςι, μετά τθν ομογενοποίθςθ των όγκων, παραςκευάςτθκαν κυτταρικά 

εκχυλίςματα από πζντε όγκουσ, οι οποίοι προιλκαν από ποντίκια που είχαν εμβολιαςτεί με τθν κυτταρικι 

ςειρά HEPG2mtGFPGRC14 και άλλα κυτταρικά εκχυλίςματα από πζντε όγκουσ που προιλκαν από 

εμβολιαςμό ποντικιϊν με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPC2 με ςκοπό τθν περαιτζρω μελζτθ τουσ με 

εφαρμογι τθσ μεκόδου western blot. Οι κυτταρικζσ ςειρζσ επίςθσ δθμιουργικθκαν όπωσ περιγράφεται 

από Psarra & Sekeris 2011. 

Ζτςι λοιπόν φάνθκε μζςω western blotting ότι τα επίπεδα ζκφραςθσ για τα ζνηυμα τθσ μθλικισ 

αφυδρογονάςθσ και τθσ κιτρικισ ςυνκάςθσ ςε όγκουσ που προκλικθκαν από τον εμβολιαςμό με τθν 

κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGRC14 ςε ςχζςθ με του όγκουσ με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPC2. 

Αυτό μπορεί να εξθγθκεί λόγω τθσ άμεςθσ δράςθσ του υποδοχζα γλυκοκορτικοειδϊν ςτα μιτοχόνδρια και 

άρα τθσ μιτοχονδριακισ μεταγραφισ υπομονάδων ενηφμων που είναι απαραίτθτα για τθν ςωςτι 

λειτουργία των μιτοχονδρίων, θ οποία ενεργοποιεί παράλλθλα τθν πυρθνικι μεταγραφι ενηφμων που 

ςυμμετζχουν επίςθσ ςτθ λειτουργία τoυ μιτοχονδρίου, όπωσ τα ζνηυμα του κφκλου  Krebs, 

εξαςφαλίηοντασ  τον ςυντονιςμό πυρθνικισ και μιτοχονδριακισ μεταγραφισ, και ςφνκεςθ όλωσ των 

πρωτεϊνϊν που ςυμμετζχουν ςτισ μιτοχονδριακζσ λειτουργίεσ. Επί πρόςκετα, ο κφκλοσ του κιτρικοφ οξεόσ 

είναι πθγι πρόδρομων ενϊςεων για δομικζσ μονάδεσ πολλϊν άλλων μορίων, όπωσ είναι τα αμινοξζα, οι 

νουκλεοτιδικζσ βάςεισ, θ χολθςτερόλθ και θ πορφυρίνθ (το οργανικό ςυςτατικό τθσ αίμθσ). Ζτςι θ 

ενεργοποίθςθ του κφκλου του Krebs πικανόν ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν εξαςφάλιςθ τθσ παραγωγισ 

μεταβολικϊν ενδιάμεςων, δομικϊν λίκων, που είναι απαραίτθτα για τθ δθμιουργία νζων κυττάρων κατά 

τον πολλαπλαςιαςμό των καρκινικϊν κυττάρων. Επίςθσ, το κιτρικό οξφ, το οποίο παράγεται από τθν 

κιτρικι ςυνκάςθ χρθςιμοποιείται για τθν παραγωγι ακετυλομάδων για ςφνκεςθ λιπαρϊν οξζων. Ο 

κυτταρικόσ πολλαπλαςιαςμόσ, ζνα κοινό χαρακτθριςτικό όλων των τφπων καρκίνου, απαιτεί λιπαρά οξζα 

για τθ ςφνκεςθ μεμβρανϊν και ςθματοδοτικϊν μορίων (Currie E. et al. ,2013).  

Όςον αφορά τον ρόλο του μιτοχονδριακοφ υποδοχζα γλυκοκορτικοειδϊν ςτθν απόπτωςθ και 

ςυγκεκριμζνα ςτο ενδογενζσ μονοπάτι απόπτωςθσ όπωσ αναφζρκθκε και ςτθν ειςαγωγι, θ 

ςθματοδότθςθ μζςω γλυκοκορτικοειδϊν αυξάνει τθν ζκφραςθ του προ-αποπτωτικοφ Bim, μζλουσ τθσ 

οικογζνειασ Bcl-2 , το οποίο μπορεί να ενεργοποιιςει τισ προ-αποπτωτικζσ πρωτεΐνεσ Bax / Bak. Αυτζσ  με 

τθν ςειρά τουσ αλλθλεπιδροφν και προκαλοφν το άνοιγμα του καναλιοφ ανιόντοσ που εξαρτάται από τθ 

τάςθ, VDAC (Voltage-dependent anion channels). Αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν μείωςθ του δυναμικοφ τθσ 

μεμβράνθσ και τθν απελευκζρωςθ του κυτοχρϊματοσ C και άλλων αποπτωτικϊν πρωτεϊνϊν. Σο 

κυτόχρωμα c δεςμεφεται και ενεργοποιεί τθν πρωτεΐνθ APAF1 ςτο κυτταρόπλαςμα και τθν επιτρζπει  να 
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δεςμεφεται με ΑΣΡ / dΑΣΡ και να ςχθματίηει το αποπτϊςωμα, το οποίο μεςολαβεί ςτθν ενεργοποίθςθ τθσ 

καςπάςθσ-9. Ακολουκείται μζςω τθσ ενεργοποίθςθ τθσ καςπάςθσ-9 θ ενεργοποίθςθ τθσ "effector" 

καςπάςθσ-3, θ οποία κα οδθγιςει ςε απόπτωςθ. Οι αντι-αποπτωτικζσ πρωτεΐνεσ Bcl-2 και Bcl-xL 

αναςτζλλουν τθν απελευκζρωςθ του κυτοχρϊματοσ c μζςω του μιτοχονδριακοφ πόρου και επίςθσ 

αναςτζλλουν τθν ενεργοποίθςθ του καταρράκτθ καςπάςων από το κυτόχρωμα c.  Αυτι θ ιςορροπία των 

προ- και αντι-αποπτωτικϊν πρωτεϊνϊν μπορεί να μεταβλθκεί από τα γλυκοκορτικοειδι και εάν κα 

προκλθκεί ι όχι απόπτωςθ εξαρτάται από τον τφπο του ιςτοφ και τον κυτταρικό τφπο                                                                       

(Gruver-Yates Α.L και Cidlowski J.A.,2013). 

Θ καςπάςθ-3 αποτελεί μία από τισ ενεργζσ "effector" καςπάςεσ, θ οποία παράγεται ςε κφτταρα ωσ 

καταλυτικά ανενεργό ηυμογόνο, προκαςπάςθ-3 και ενεργοποιείται με πρωτεόλυςθ κατά τθ διάρκεια τθσ 

απόπτωςθσ ςε καςπάςθ-3. Όταν λοιπόν κα ενεργοποιθκεί είναι υπεφκυνθ για τθν πρωτεολυτικι 

διάςπαςθ ενόσ ευρζοσ φάςματοσ κυτταρικϊν ςτόχων, που τελικά οδθγοφν ςε κυτταρικό κάνατο                  

(Riedl S.J and Shi Y., 2004). 

Σο δεφτερο μζροσ τθσ ζρευνασ αποςκοποφςε ςτθ διερεφνθςθ του ρόλου του μιτοχονδριακοφ υποδοχζα 

γλυκοκορτικοειδϊν ςτθν απόπτωςθ με τθν παρατιρθςθ των επιπζδων ζκφραςθσ τθσ αντι-αποπτωτικισ 

πρωτεΐνθσ Bcl-xL και τθσ προκαςπάςθσ-3. Πραγματοποιικθκε western blotting ςτα ίδια δείγματα. 

Διαπιςτϊκθκε λοιπόν ότι θ αντι-αποπτωτικι πρωτεΐνθ Bcl-xL ζχει χαμθλά επίπεδα ζκφραςθσ ςτουσ  

όγκουσ που προκλικθκαν από τον εμβολιαςμό με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGRC14 ςε ςχζςθ με 

του όγκουσ με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPC2. Επί πρόςκετα, παρατθρικθκε μία τάςθ για μειωμζνα 

επίπεδα ζκφραςθσ τθσ πρωτεΐνθσ προκαςπάςθσ -3 ςε όγκουσ που προκλικθκαν από τον εμβολιαςμό με 

τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGRC14 ςε ςχζςθ με του όγκουσ με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPC2, 

που αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα μία τάςθ για αυξθμζνα επίπεδα τθσ καςπάςθσ-3 λόγω πρωτεόλυςθσ τθσ ςε 

ςχζςθ με τα control δείγματα. Σα αποτελζςματα βζβαια αυτά δεν ιταν ςτατιςτικά ςθμαντικά. 

Ζτςι λοιπόν, αποδείχτθκε ότι θ προκρινόμενθ από τα γλυκοκορτικοειδι απόπτωςθ δεν ςυμμετζχει ςτθ 

δθμιουργία μικρότερου ςε διάμετρο όγκου όπωσ κα ιταν το αναμενόμενο, αλλά αντικζτωσ παρατθρείται 

θ δθμιουργία μεγαλφτερου ςε διάμετρο όγκου. Άρα, ςυμπεραίνουμε ότι ο μθχανιςμόσ τθσ απόπτωςθσ 

δεν εμπλζκεται ςτθν ερμθνεία τθσ δθμιουργία μεγαλφτερου ςε διάμετρο όγκου ςτα ποντίκια που 

εμβολιάςτθκαν με τθν κυτταρικι ςειρά HEPG2mtGFPGRC14, παρόλο που παρατθρικθκε αυξθμζνθ 

αποπτωτικι δράςθ και μειωμζνθ αντι-αποπτωτικι δράςθ. H διατιρθςθ τθσ λειτουργικότθτασ τόςο των 

μιτοχονδρίων όςο και ολόκλθρου του κυττάρου απαιτεί ακριβι ζλεγχο τθσ απομάκρυνςθσ των 

κατεςτραμμζνων μιτοχονδρίων και τθσ μιτοχονδριακισ βιογζνεςθσ με ζνα μθχανιςμό κετικισ-αρνθτικισ 

ανάδραςθσ. Γι’ αυτό το λόγο τα ευκαρυωτικά κφτταρα ζχουν αναπτφξει ζνα ευρφ φάςμα μοριακϊν 

μθχανιςμϊν που είναι απαραίτθτοι για τθν διατιρθςθ τθσ μιτοχονδριακισ ομοιόςταςθσ. Ο ςυντονιςμόσ 

αυτόσ διατθρεί τθν εφρυκμθ μιτοχονδριακι λειτουργία με τθν απομάκρυνςθ των κατεςτραμμζνων 

μιτοχονδρίων και δθμιουργϊντασ νζα και υγιι. ΢τθν προςπάκεια ερμθνείασ λοιπόν των αποτελεςμάτων 

γνωρίηουμε ότι ςε ςυνκικεσ κνθςιμότθτασ υπάρχει αδυναμία απομάκρυνςθσ των κατεςτραμμζνων 

μιτοχονδρίων, διαταράςςοντασ τθν μιτοχονδριακι βιογζνεςθ που τελικά οδθγεί ςε ςυςςϊρευςθ των 

μιτοχονδρίων (Tavernarakis et al. ,2015). Αυτι θ ςυςςϊρευςθ μιτοχονδρίων προκαλεί οξειδωτικό ςτρεσ, 

το οποίο μπορεί και να ευνοεί τον υπζρμετρο κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό και τθν ανάπτυξθ όγκων, κακϊσ 

και τθν ενεργοποίθςθ απόπτωςθσ. Ζτςι, τα καρκινικά κφτταρα πικανόν να εκμεταλλεφονται το ςυντονιςμό 
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αυτϊν των δφο διαδικαςιϊν και αυτόσ μπορεί να είναι και ο λόγοσ για τον οποίον, οι όγκοι μποροφν να 

επιβιϊνουν και να πολλαπλαςιάηονται πιο γριγορα ςτα ποντίκια που εμβολιάςτθκαν με τθν κυτταρικι 

ςειρά HEPG2mtGFPGRC14. Επίςθσ, ςυμπεραίνουμε ότι πικανόν το κφτταρο προςπακεί να ιςορροπιςει 

τουσ μθχανιςμοφσ τθσ απόπτωςθσ και τθσ κυτταρικισ επιβίωςθσ μζςω των επιπζδων των προ-

αποπτωτικϊν και αντι- αποπτωτικϊν πρωτεϊνϊν. 

Μελλοντικόσ ςτόχοσ του εργαςτθρίου είναι θ περαιτζρω μελζτθ και κατανόθςθ των μοριακϊν 

μθχανιςμϊν, που διζπουν  τθν δράςθ του μιτοχονδριακοφ υποδοχζα των γλυκορτικοειδϊν 

αποςκοπϊντασ ςτθ διατιρθςθ τθσ μιτοχονδριακισ ομοιόςταςθσ. Όλα αυτά κα ςυμβάλλουν ςτθν 

αποςαφινιςθ τθσ μιτοχονδριακισ  ςθματοδότθςθσ του υποδοχζα των γλυκοκορτικοειδϊν κάτι που κα 

βοθκιςει και ςτθ διαλεφκανςθ του ρόλου του ςτθν πακογζνεςθ οριςμζνων μορφϊν καρκίνου αλλά και 

άλλων διαταραχϊν. 
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