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ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΗ ΚΑΤΑΡΤΙΣΗ 
 

• Ηµεροµηνίες   ∆εκέµβριος 2007 – Σήµερα 
• Χώρος  Εργαστήριο Ενδοκρινολογίας και Μεταβολισµού – Κέντρο Κλινικής Έρευνας 

Ίδρυµα Ιατροβιολογικών Ερευνών Ακαδηµίας Αθηνών 
∆ιευθυντής: Καθηγητής Γεώργιος Π. Χρούσος 

• Κατάρτιση   Κυτταροκαλλιέργειες 
Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης 
Αλληλούχηση DNA 

Σηµειακή Κατευθυνόµενη Μεταλλαξιγένεση 

∆ιαµολύνσεις Κυτταρικών Σειρών 
Στύπωµα κατά Western 

Ανοσοφθορισµός 
∆οκιµασίες µετατόπισης του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στον πυρήνα 

∆οκιµασίες πρόσδεσης του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στο DNA 

∆οκιµασίες πρόσδεσης του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στη δεξαµεθαζόνη 

(ραδιενέργεια) 

∆οκιµασίες Glutathione-S-Transferase pull-down   

Μετασχηµατισµός βακτηρίων 
Πολλαπλασιασµός και αποµόνωση DNA 

Gel electrophoresis 

Σχεδιασµός primers, primer purification 

In vitro αποµόνωση περιφερικών λεµφοκυττάρων µε Ficoll paque 

Dexamethasone binding assays σε περιφερικά λεµφοκύτταρα 

Thymiding incorporation assays 

∆οκιµασίες συνανοσοκατακρήµνισης 
 

• Ηµεροµηνίες   ∆εκέµβριος 2000 – ∆εκέµβριος 2004 
• Χώρος  Εργαστήριο Ανατοµίας Τµήµατος Ιατρικής Πανεπιστηµίου Πατρών  

∆ιευθυντής: Καθηγητής Ιωάννης Βαράκης 
• Κατάρτιση   Ανοσοϊστοχηµεία 

 

• Ηµεροµηνίες   Νοέµβριος 2002 – Ιούνιος 2005 
• Πρόγραµµα  ΠΕΝΕ∆ 01 Ε∆ 377 Γενικής Γραµµατείας Έρευνας Τεχνολογίας Υπουργείου 

Ανάπτυξης 
Μετεµµηνοπαυσιακή Οστεοπόρωση 

• Κατάρτιση   Ωοθηκεκτοµή επίµυων 
Ανοσοϊστοχηµεία 

Παρουσιάσεις Βιβλιογραφίας για τους Μοριακούς Μηχανισµούς της 
Μετεµµηνοπαυσιακής Οστεοπόρωσης 

 

∆ΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ 

 
• Τίτλος   Adrenal insufficiency 

• Συγγραφείς  Evangelia Charmandari, Nicolas C. Nicolaides, George P. Chrousos 
• Journal  The Lancet (in press) 

• Impact Factor  39.06  (Thomson Reuters Journal Citation Reports 2012) 
• Citations  0 (Scopus) 

 
 
 



 

 

 

5 

 

• Τίτλος   A Novel Point Mutation in the DNA-Binding Domain (DBD) of the Human 

Glucocorticoid Receptor Causes Primary Generalized Glucocorticoid Resistance 

by Disrupting the Hydrophobic Structure of its DBD 

• Συγγραφείς  Michael L. Roberts, Tomoshige Kino, Nicolas C. Nicolaides,  Darrell E. Hurt, Eleni 
Katsantoni, Amalia Sertedaki, Filadelfia Komianou, Korina Kassiou, George P. 
Chrousos, Evangelia Charmandari 

• Journal  Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism 2013; 98 (4): E790–E795  
• Impact Factor  6.5  (Thomson Reuters Journal Citation Reports 2011) 

• Citations  0 (Scopus) 
 

• Τίτλος   Plasma Proteomic Analysis in Obese and Overweight Children 

• Συγγραφείς  Zoi Galata, George Moschonis, Manousos Makridakis, Ploumisti Dimitraki,                         
Nicolas C. Nicolaides, Yannis Manios, Anastasia Bartzeliotou, George P. Chrousos, 
Evangelia Charmandari 

• Journal  European Journal of Clinical Investigation 2011; 41 (12): 1275-1283 
• Impact Factor  2.736 (Thomson Reuters Journal Citation Reports 2011) 

• Citations  2  (Scopus) 
 

• Τίτλος   The human glucocorticoid receptor: Molecular basis of biologic function 

• Συγγραφείς  Nicolas C. Nicolaides, Zoi Galata, Tomoshige Kino, George P. Chrousos, Evangelia 
Charmandari 

• Journal  Steroids 2010; 75: 1-12 
• Impact Factor  2.829 (Thomson Reuters Journal Citation Reports 2011) 

• Citations  80 (Scopus) 
 

 

ELECTRONIC JOURNALS 

 
• Τίτλος Κεφαλαίου  Adrenal Insufficiency 

• Συγγραφείς  Nicolas C. Nicolaides, Evangelia Charmandari, George P. Chrousos 
• Σύγγραµµα  EndoText 

• Χρονολογία   2011 
 

 

ΠΡΟΦΟΡΙΚΕΣ 

ΑΝΑΚΟΙΝΩΣΕΙΣ 

 
• Τίτλος   Μια Νέα Σηµειακή Μετάλλαξη Στην Περιοχή Πρόσδεσης Στο DNA Του 

Ανθρώπινου Υποδοχέα Των Γλυκοκορτικοειδών Προκαλεί Σύνδροµο 

Γενικευµένης Αντίστασης Στα Γλυκοκορτικοειδή (Σύνδροµο «ΧΡΟΥΣΟΣ») 

• Συγγραφείς  Ν.Χ. Νικολαΐδης, M.L. Roberts, T. Kino, D.E. Hurt, Ε. Κατσαντώνη, Α. Σερτεδάκη, 
Γ.Π. Χρούσος, Ε. Χαρµανδάρη 

• Συνέδριο  40ο Πανελλήνιο Συνέδριο Ενδοκρινολογίας και Μεταβολισµού, Αθήνα, Ελλάδα 
• Ηµεροµηνίες  17-20 Απριλίου 2013 

 
• Τίτλος   Ταυτοποίηση Και Λειτουργικός Χαρακτηρισµός Μιας Νέας Σηµειακής 

Μετάλλαξης Στο Γονίδιο Του Ανθρώπινου Υποδοχέα Των Γλυκοκορτικοειδών, η 

Οποία Προκαλεί Σύνδροµο Γενικευµένης Αντίστασης Στα Γλυκοκορτικοειδή 

(Σύνδροµο «ΧΡΟΥΣΟΣ») 

• Συγγραφείς  Ν.Χ. Νικολαΐδης, M.L. Roberts, T. Kino, Geoff Braatvedt, Ε. Κατσαντώνη, Α. 
Σερτεδάκη, Γ.Π. Χρούσος, Ε. Χαρµανδάρη 

• Συνέδριο  40ο Πανελλήνιο Συνέδριο Ενδοκρινολογίας και Μεταβολισµού, Αθήνα, Ελλάδα 
• Ηµεροµηνίες  17-20 Απριλίου 2013 
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• Τίτλος   Functional characterization of a novel mutation in the hGR gene causing primary 

generalized glucocorticoid resistance 

• Συγγραφείς  Michael L. Roberts, Nicolas C. Nicolaides, Tomoshige Kino, Eleni Katsantoni, 
Amalia Sertedaki, George P. Chrousos, Evangelia Charmandari   

• Συνέδριο  51st Annual Meeting of the European Society for Paediatric Endocrinology (ESPE), 
Leipzig, Germany 

• Ηµεροµηνίες  20-23 Σεπτεµβρίου 2012 
 

• Τίτλος   Plasma proteomic analysis in obese and overweight children 

• Συγγραφείς  Zoi Galata, George Moschonis, Manousos Makridakis, Ploumisti Dimitraki, Nicolas C. 

Nicolaides, George P Chrousos, Yannis Manios, Antonia Vlahou, Evangelia 
Charmandari 

• Συνέδριο  49th Annual Meeting of the European Society for Paediatric Endocrinology (ESPE), 
Prague 

• Ηµεροµηνίες  22-25 Σεπτεµβρίου 2010  
 

ΑΝΑΡΤΗΜΕΝΕΣ 

ΑΝΑΚΟΙΝΩΣΕΙΣ 

 
• Τίτλος   Μοριακοί µηχανισµοί σηµατοδότησης µιας νέας σηµειακής µετάλλαξης στο 

γονίδιο του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών, η οποία προκαλεί 
Σύνδροµο Γενικευµένης Αντίστασης στα γλυκοκορτικοειδή (Σύνδροµο 

«ΧΡΟΥΣΟΣ»)  

• Συγγραφείς  Ν. Χ. Νικολαΐδης, Α. Σερτεδάκη, Γ. Π. Χρούσος, Ε. Χαρµανδάρη 
• Συνέδριο  40ο Πανελλήνιο Συνέδριο Ενδοκρινολογίας και Μεταβολισµού, Αθήνα, Ελλάδα 

• Ηµεροµηνίες  17-20 Απριλίου 2013 
 

• Τίτλος   Ο ρόλος της S-Παλµιτυλίωσης του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 
στη διαµεσολάβηση των µη γενωµικών δράσεων των γλυκοκορτικοειδών 

• Συγγραφείς  Ν.Χ. Νικολαΐδης, M.L. Roberts, T. Kino, Ε. Κατσαντώνη, Α. Σερτεδάκη, Γ.Π. 
Χρούσος, Ε. Χαρµανδάρη 

• Συνέδριο  40ο Πανελλήνιο Συνέδριο Ενδοκρινολογίας και Μεταβολισµού, Αθήνα, Ελλάδα 
• Ηµεροµηνίες  17-20 Απριλίου 2013 

 
• Τίτλος   Παροδική Γενικευµένη Υπερευαισθησία στα Γλυκοκορτικοειδή: Κλινικές 

εκδηλώσεις και Μεταγραφωµικό προφίλ 

• Συγγραφείς  Ν.Χ. Νικολαΐδης, Ε. Κατσαντώνη, Π. Τριανταφύλλου, Α. Χριστοφορίδης, Γ. Κατζός,  

T. Kino, Α. Σερτεδάκη, Γ.Π. Χρούσος, Ε. Χαρµανδάρη 

• Συνέδριο  40ο Πανελλήνιο Συνέδριο Ενδοκρινολογίας και Μεταβολισµού, Αθήνα, Ελλάδα 
• Ηµεροµηνίες  17-20 Απριλίου 2013 

 
• Τίτλος   The role of S-palmitoylation of human glucocorticoid receptor in mediating the 

nongenomic actions of glucocorticoids 

• Συγγραφείς  Nicolas C. Nicolaides, Michael L. Roberts, Tomoshige Kino, Eleni Katsantoni, 
Amalia Sertedaki, George P. Chrousos, Evangelia Charmandari  

• Συνέδριο  51st Annual Meeting of the European Society for Paediatric Endocrinology (ESPE), 
Leipzig, Germany 

• Ηµεροµηνίες  20-23 Σεπτεµβρίου 2012 
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• Τίτλος   Transient Generalized Glucocorticoid Hypersensitivity: Clinical manifestations 

and transcriptomics profile 

• Συγγραφείς  Evangelia Charmandari, Eleni Katsantoni, Panagiota Triantafyllou, Athanasios 
Christoforidis, George Katzos, Tomoshige Kino, Nicolas C. Nicolaides, Amalia 
Sertedaki, George P. Chrousos   

• Συνέδριο  51st Annual Meeting of the European Society for Paediatric Endocrinology (ESPE), 
Leipzig, Germany 

• Ηµεροµηνίες  20-23 Σεπτεµβρίου 2012 
 

• Τίτλος   Molecular mechanisms of action of a novel point mutation in the human 

glucocorticoid receptor gene causing Primary Generalized Glucocorticoid 

Resistance 

• Συγγραφείς  Nicolas C. Nicolaides, Amalia Sertedaki, George P. Chrousos, Evangelia Charmandari 
• Συνέδριο  51st Annual Meeting of the European Society for Paediatric Endocrinology (ESPE), 

Leipzig, Germany 
• Ηµεροµηνίες  20-23 Σεπτεµβρίου 2012 

 
• Τίτλος   Novel Mutation in Glucocorticoid Receptor Gene Causing Primary Generalized 

Glucocorticoid Resistance (Chrousos syndrome) 

• Συγγραφείς  Nicolas C. Nicolaides, Eliza Geer, Amalia Sertedaki, Evangelia Charmandari 
• Συνέδριο  50th Annual Meeting of the European Society for Paediatric Endocrinology (ESPE), 

Glasgow 
• Ηµεροµηνίες  25-28 Σεπτεµβρίου 2011 

 
• Τίτλος   Novel Mechanisms of Primary Generalized Glucocorticoid Resistance or 

Chrousos Syndrome 

• Συγγραφείς  Michael L. Roberts, Tomoshige Kino, Nicolas C. Nicolaides, Eleni Katsantoni, 
Amalia Sertedaki, Evangelia Charmandari 

• Συνέδριο  50th Annual Meeting of the European Society for Paediatric Endocrinology (ESPE), 
Glasgow 

• Ηµεροµηνίες  25-28 Σεπτεµβρίου 2011 
 

• Τίτλος   Plasma proteomic analysis in obese and overweight children 

• Συγγραφείς  Zoi Galata, George Moschonis, Manousos Makridakis, Ploumisti Dimitraki,  
Nicolas C. Nicolaides, Yannis Manios, George P. Chrousos, Evangelia Charmandari. 

• Συνέδριο  International Conference on Healthy Agriculture, Healthy Nutrition and Healthy 
People, Olympia 

• Ηµεροµηνίες  5-8 Οκτωβρίου 2010 
 

• Τίτλος   Obese Children Demonstrate Alterations in the Expression of Lipoproteins and 

Coagulation Factors in Plasma Proteomic Analysis 

• Συγγραφείς  Zoi Galata, George Moschonis, Manousos Makridakis, Ploumisti Dimitraki, B,  
Nicolas C. Nicolaides, George P. Chrousos, Yannis Manios, Antonia Vlahou, 
Evangelia Charmandari. 

• Συνέδριο  LWPES / ESPE 8th Joint Meeting (New York City) 
• Ηµεροµηνίες  9-12 Σεπτεµβρίου 2009  

 
• Τίτλος   A Novel Point Mutation in the Ligand-binding Domain of the Human 

Glucocorticoid Receptor Gene Causing Primary Generalized Glucocorticoid 

Resistance 

• Συγγραφείς  Amalia Sertedaki, Geoff Braatvedt, Zoi Galata, Nicolas C. Nicolaides,  
George P. Chrousos, Evangelia Charmandari.  

• Συνέδριο  LWPES / ESPE 8th Joint Meeting (New York City) 
• Ηµεροµηνίες  9-12 Σεπτεµβρίου 2009  
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ΜΕΤΑΦΡΑΣΕΙΣ 

 
• Τίτλος Βιβλίου  «ΒΑΣΙΚΗ ΠΑΙ∆ΙΑΤΡΙΚΗ ΜΕ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΗ ΣΤΗΝ ΕΠΙΛΥΣΗ 

ΠΡΟΒΛΗΜΑΤΩΝ» Steven Ryan, Jackie Gregg, Leena Patel. 

• Επίβλεψη  Στέφανος Μανταγός, Καθηγητής Παιδιατρικής Πανεπιστηµίου Πατρών 
• Εκδοτικός Οίκος  GOTSIS Εκδόσεις 

• ∆ραστηριότητα   Μετάφραση τριών κεφαλαίων Παιδιατρικής από την Αγγλική στην Ελληνική γλώσσα 

 

ΕΠΙΧΟΡΗΓΗΣΕΙΣ 

 

• Πρόγραµµα  ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΕΝ∆ΟΚΡΙΝΟΛΟΓΙΚΗ ΕΤΑΙΡΕΙΑ 

• Προκήρυξη 
Κύριος Ερευνητής 

 Ελληνική Ενδοκρινολογική Εταιρεία – Παιδοενδοκρινολογία - 2013 
Ευαγγελία Χαρµανδάρη 

• Τίτλος   Μοριακοί µηχανισµοί ευαισθησίας των ιστών στα γλυκοκορτικοειδή 

• Χρηµατοδότηση   €5000  
 

• Πρόγραµµα  ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΕΝ∆ΟΚΡΙΝΟΛΟΓΙΚΗ ΕΤΑΙΡΕΙΑ 

• Προκήρυξη 
Κύριος Ερευνητής 

 Ελληνική Ενδοκρινολογική Εταιρεία – Παιδοενδοκρινολογία - 2011 
Ευαγγελία Χαρµανδάρη 

• Τίτλος   Μοριακοί µηχανισµοί µη γενωµικών δράσεων των γλυκοκορτικοειδών 
• Χρηµατοδότηση   €5000  

 

• Πρόγραµµα 
  

ΚΑΠΟ∆ΙΣΤΡΙΑΣ 70/4/9017 

• Προκήρυξη 
Κύριος Ερευνητής 

 Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών 
Γεώργιος Π. Χρούσος 

• Τίτλος   Μοριακοί µηχανισµοί δράσης µεµβρανικών υποδοχέων των γλυκοκορτικοειδών 
• Χρηµατοδότηση   €1250  

 

 ΒΡΑΒΕΙΑ –∆ΙΑΚΡΙΣΕΙΣ  
 

• Ηµεροµηνία  20  Απριλίου 2013 
• Βραβείο  Α. ΦΑΡΜΑΚΙΩΤΗ 

• Αιτία  Καλύτερη Αναρτηµένη Ανακοίνωση στο 40ο Πανελλήνιο Συνέδριο Ενδοκρινολογίας 
και Μεταβολισµού 

• Οργάνωση   Ελληνική Ενδοκρινολογική Εταιρεία - Πανελλήνια Ένωση Ενδοκρινολόγων 
 

• Ηµεροµηνία  1 ∆εκεµβρίου 2008 
• Βραβείο  ΤΙΜΗΤΙΚΗ ∆ΙΑΚΡΙΣΗ 

• Αιτία  1ος Αποφοιτήσας Ιατρός µε την υψηλότερη βαθµολογία για το ακαδηµαϊκό έτος 2007-
2008 

• Οργάνωση   Τµήµα Ιατρικής Πανεπιστηµίου Πατρών 
 

• Ηµεροµηνία  4 Ιουλίου 1996 
• ∆ιαγωνισµός  Παγκύπριος ∆ιαγωνισµός για Νεαρούς Ερευνητές 

• Βραβείο  ΠΡΩΤΟ ΒΡΑΒΕΙΟ 

• Εργασία - Έρευνα  « Μελέτη της Κληρονοµικότητας του Λοβού του Αυτιού στον Άνθρωπο » 
• Οργάνωση   Κυπριακή Εταιρεία Επιστηµών 
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• Ηµεροµηνία  1 Σεπτεµβρίου 2010 – 31 Αυγούστου 2013 
• Οργανισµός  Υπουργείο Παιδείας, ∆ια Βίου Μάθησης και Θρησκευµάτων 
• Υποτροφία  ΗΡΑΚΛΕΙΤΟΣ ΙΙ  

 
• Ηµεροµηνία  26 Νοεµβρίου 2008 
• Οργανισµός  GlaxoSmithKline α.ε.β.ε. 
• Υποτροφία  GlaxoSmithKline για Μεταπτυχιακές Σπουδές στο Εξωτερικό  

 
• Ηµεροµηνία  2000-2001 
• Οργανισµός  Ίδρυµα Κρατικών Υποτροφιών Ελλάδος 
• Υποτροφία  Πρώτο Βραβείο Β’ Έτους Τµήµατος Ιατρικής Πανεπιστηµίου Πατρών 

 
• Ηµεροµηνία  1999-2000 
• Οργανισµός  Ίδρυµα Κρατικών Υποτροφιών Ελλάδος 
• Υποτροφία  Πρώτο Βραβείο Α’ Έτους Τµήµατος Ιατρικής Πανεπιστηµίου Πατρών 

 

ΟΜΙΛΙΕΣ ΣΕ 

ΣΥΝΕ∆ΡΙΑ/ΣΕΜΙΝΑΡΙΑ/ 

ΗΜΕΡΙ∆ΕΣ 
 

• Ηµεροµηνίες   4 Ιουνίου 2011 
• ∆ιοργάνωση   Ελληνική Αιµατολογική Εταιρεία 

• Συνέδριο/Σεµινάριο/Ηµερίδα  Ενηµερωτική Εκδήλωση για τον Εθελοντισµό 
• Τίτλος Οµιλίας   «∆ότες Αιµοπεταλίων - Εθελοντική Αιµοπεταλιοαφαίρεση» 

 
• Ηµεροµηνίες   10 Απριλίου 2005 
• ∆ιοργάνωση  Φιλεκπαιδευτική Εταιρεία Αιγίου 

Ιατρικός Σύλλογος Αιγίου 
• Συνέδριο/Σεµινάριο/Ηµερίδα  Hµερίδα : « Προληπτική Ιατρική σε Παιδιά, Νέους και Εφήβους » 

• Τίτλος Οµιλίας   «Οι ∆ηλητηριάσεις στα Παιδιά»  

 
• Ηµεροµηνίες   22-27 Ιουνίου 2004 
• ∆ιοργάνωση    Eλληνική Ιατρική Εταιρεία Τεχνολογίας και Πληροφορικής 

• Συνέδριο/Σεµινάριο/Ηµερίδα  2° Πανελλήνιο Συνέδριο µε διεθνή συµµετοχή: «Σύγχρονη Τεχνολογία–Αυριανή 

Ιατρική και Υγεία» 
• Τίτλος Οµιλίας   «NF- κB και Καρκινογένεση: Επιλεκτική Μοριακή Στόχευση» 

 
• Ηµεροµηνίες   9-11 Μαϊου 2003 
• ∆ιοργάνωση   Επιστηµονική Εταιρεία Φοιτητών Ιατρικής Ελλάδας 

• Συνέδριο/Σεµινάριο/Ηµερίδα  9ο Επιστηµονικό Συνέδριο Φοιτητών Ιατρικής Ελλάδας 
• Τίτλος Οµιλίας   «Γονιδιακή Θεραπεία στην Ισχαιµική Μυοκαρδιοπάθεια» 

 
• Ηµεροµηνίες   16 Απριλίου 2003 
• ∆ιοργάνωση  Καρδιοθωρακοχειρουργική Κλινική Πανεπιστηµίου Πατρών 

• Συνέδριο/Σεµινάριο/Ηµερίδα  « 7° Μετεκπαιδευτικό Σεµινάριο στην Καρδιοθωρακοχειρουργική που 

διοργανώνεται από τους Τεταρτοετείς Φοιτητές » 

• Τίτλος Οµιλίας   «Γονιδιακή Θεραπεία στην Ισχαιµική Μυοκαρδιοπάθεια» 

 
 
 
 

ΥΠΟΤΡΟΦΙΕΣ 
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ΕΚΠΑΙ∆ΕΥΤΙΚΑ COURSES             

 
• Ηµεροµηνίες   16-19 Μαΐου 2012 
• ∆ιοργάνωση  European Society for Pediatric Endocrinology 

• Τίτλος   ESPE Science School “Stress Response and Child Health” 

 
• Ηµεροµηνίες   6-7 Οκτωβρίου 2011 
• ∆ιοργάνωση  BSRC Alexander Fleming, Athens 

• Τίτλος   Workshop on Functional and Structural Proteomics 

 
• Ηµεροµηνίες   8-10 Οκτωβρίου 2010 
• ∆ιοργάνωση  European Society for Clinical Investigation (ESCI) 

• Τίτλος   ESCI Intensive Course on the Principles & Practice of Clinical Research 

 
• Ηµεροµηνίες   22 Σεπτεµβρίου 2008 – 03 Οκτωβρίου 2008 
• ∆ιοργάνωση  BSRC Alexander Fleming, Athens – Utrecht University, The Netherlands 

• Τίτλος   Course on Laboratory Animal Science, FELASA C 

Grade 7,5 (on a scale from 1 to 10) 
 

• Ηµεροµηνίες   26 Μαϊου 2005 
• ∆ιοργάνωση  European Thyroid Association 

• Τίτλος   Scientific Workshop “Functional Genomics in Thyroid Research: The Methods 

Under Scrutiny” 

 
 
 

            ΕΠΙΛΕΓΜΕΝΑ 
ΣΥΝΕ∆ΡΙΑ 

 
• Ηµεροµηνίες   27 Απριλίου 2013 
• ∆ιοργάνωση  Θεραπευτική Κλινική Ιατρικής Σχολής Πανεπιστηµίου Αθηνών 

• Τίτλος   Θεραπευτικές Εξελίξεις 2013 

 
• Ηµεροµηνίες   9 Φεβρουαρίου 2013 
• ∆ιοργάνωση  Ελληνική Εταιρεία Παιδικής & Εφηβικής Ενδοκρινολογίας 

• Τίτλος   Γλυκοκορτικοειδή-Αλατοκορτικοειδή. Νέες Θεραπείες στην Παιδιατρική 

Ενδοκρινολογία 

 
• Ηµεροµηνίες   24 Οκτωβρίου 2012 
• ∆ιοργάνωση  Ελληνική Ιατρική Εταιρεία Παχυσαρκίας και Α’ Παιδιατρική Κλινική Πανεπιστηµίου 

Αθηνών 
• Τίτλος   «Παιδική Παχυσαρκία» 

 
• Ηµεροµηνίες   20-23 September 2012 
• ∆ιοργάνωση  European Society for Paediatric Endocrinology (ESPE) 

• Τίτλος   51
st
 Annual Meeting of the European Society for Paediatric Endocrinology 

 
• Ηµεροµηνίες   21-22 Απριλίου 2012 
• ∆ιοργάνωση  Α’ Παιδιατρική Κλινική Πανεπιστηµίου Αθηνών 

• Τίτλος   45
η
 Παιδιατρική Θεραπευτική Ενηµέρωση 

 
• Ηµεροµηνίες   10 Μαρτίου 2012 
• ∆ιοργάνωση  Neonatal Division, 2nd Department of Obstetrics & Gynecology 

• Τίτλος   3
rd

 Maria Delivoria-Papadopoulos Perinatal Symposium “Intrauterine growth 

restriction-Fetal programming” 



 

 

 

11 

 

 
• Ηµεροµηνίες   2-4 Μαρτίου 2012 
• ∆ιοργάνωση  Ελληνικό Κολλέγιο Παιδιάτρων 

• Τίτλος   1
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Αναπτυξιακής-Συµπεριφορικής Παιδιατρικής & 

Εφηβικής Ιατρικής 
 

• Ηµεροµηνίες   4 Φεβρουαρίου 2012 
• ∆ιοργάνωση  Ελληνική Εταιρεία Παιδικής και Εφηβικής Ενδοκρινολογίας 

• Τίτλος   Ανδρογόνα στην Παιδοενδοκρινολογία 

 
• Ηµεροµηνίες   9-11 ∆εκεµβρίου 2011 
• ∆ιοργάνωση  Ελληνική Εταιρεία Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας 

• Τίτλος   62
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας Βιοχηµείας και Μοριακής 

Βιολογίας 
 

• Ηµεροµηνίες   3 ∆εκεµβρίου 2011 
• ∆ιοργάνωση  Ελληνική Εταιρεία Παιδιατρικής Γαστρεντερολογίας, Ηπατολογίας & ∆ιατροφής 

• Τίτλος   11
ο
 Πανελλήνιο Συµπόσιο Παιδιατρικής Γαστρεντερολογίας 

 
• Ηµεροµηνίες   12 – 13 Οκτωβρίου 2011 
• ∆ιοργάνωση  Ελληνική Εταιρεία Παιδιατρικών Λοιµώξεων 

• Τίτλος   15
η
 Επιστηµονική Συνάντηση Παιδιατρικών Λοιµώξεων 

 
• Ηµεροµηνίες   1 

Οκτωβρίου 2011 
• ∆ιοργάνωση  Ελληνικό Κολλέγιο Παιδιάτρων 

Ιατρείο Μεταβολικών Νοσηµάτων &  
Εργαστήριο Μεταβολικών Νοσηµάτων Χωρεµείου Ερευνητικού Κέντρου 

• Τίτλος   2
ο
 Πανελλήνιο Εκπαιδευτικό Σεµινάριο: «Ενδογενή Νοσήµατα Μεταβολισµού σε 

Παιδιά, Εφήβους & Ενήλικες: Από το Σύµπτωµα στη ∆ιάγνωση. Μιτοχονδριακά 

Νοσήµατα» 

 
• Ηµεροµηνίες   27-28 Μαΐου 2011 
• ∆ιοργάνωση  Hellenic College of Pediatrics 

The Royal Society of Medicine 
• Τίτλος   1

st
 Joint Conference of the Hellenic College of Pediatrics and The Royal Society of 

Medicine 

 
• Ηµεροµηνίες   30 Απριλίου -1 Μαΐου 2011 
• ∆ιοργάνωση  Α’ Παιδιατρική Κλινική Πανεπιστηµίου Αθηνών 

• Τίτλος   44
η
 Παιδιατρική Θεραπευτική Ενηµέρωση 

 
• Ηµεροµηνίες   18-19 Μαρτίου 2011 
• ∆ιοργάνωση  Α’ Παιδιατρική Κλινική Πανεπιστηµίου Αθηνών 

Β’ Παιδιατρική Κλινική Πανεπιστηµίου Αθηνών 
• Τίτλος   2

ο
 Μετεκπαιδευτικό Σεµινάριο Παιδιατρικής Αιµατολογίας 

 
• Ηµεροµηνίες   25-26 Φεβρουαρίου 2011 
• ∆ιοργάνωση  Ελληνική Ιατρική Εταιρεία Παχυσαρκίας 

• Τίτλος   7
η
 Επιστηµονική ∆ιηµερίδα Παχυσαρκίας 

 
• Ηµεροµηνίες   22 Ιανουαρίου 2011 
• ∆ιοργάνωση  Ελληνική Εταιρεία Παιδικής και Εφηβικής Ενδοκρινολογίας 

• Τίτλος   «Καινούργια ∆εδοµένα στην Αιτιοπαθογένεια και Θεραπεία του Σακχαρώδη 

∆ιαβήτη Τύπου 1 και Τύπου 2 στα Παιδιά» 
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ΑΤΟΜΙΚΕΣ ∆ΕΞΙΟΤΗΤΕΣ ΚΑΙ 

ΙΚΑΝΟΤΗΤΕΣ 

 

ΜΗΤΡΙΚΗ ΓΛΩΣΣΑ  ΕΛΛΗΝΙΚΗ 

 

ΑΛΛΕΣ ΓΛΩΣΣΕΣ 

 

  ΑΓΓΛΙΚΗ 

• Ικανότητα ανάγνωσης  Επίπεδο: εξαιρετικό 
• Ικανότητα γραφής  Επίπεδο: εξαιρετικό 
• Ικανότητα οµιλίας  Επίπεδο: εξαιρετικό 

• Πιστοποιητικά  • G.C.E. (English Language- ordinary level, General Certificate of Education 
Examination, University of London) µε βαθµό “C”, 1996. 

• First Certificate In English (University of Cambridge) µε βαθµό ‘’C’’,1995. 
 

  ΓΑΛΛΙΚΗ 

• Ικανότητα ανάγνωσης  Επίπεδο: καλό 
• Ικανότητα γραφής  Επίπεδο: καλό 
• Ικανότητα οµιλίας  Επίπεδο: καλό 

• Πιστοποιητικό  • D.E.L.F.(Diplome d’ Études en Langue Française), Unité AI : Expression générale. 
• D.E.L.F.(Diplome d’ Études en Langue Française), Unité A4 : Pratique du 

fonctionnement de la langue.  
• D.E.L.F.(Diplome d’ Études en Langue Française), Unité A2  
• D.E.L.F.(Diplome d’ Études en Langue Française), Unité A3   

 
 

ΜΕΛΟΣ 
. 

 • Ελληνική Ιατρική Εταιρεία Παχυσαρκίας (από 8/4/2011 ως σήµερα) 
• Ιατρικός Σύλλογος Αθηνών (από 01/9/2009 ως σήµερα) 
• The Endocrine Society (από 10/5/2008 ως σήµερα)  

 
 
ΟΡΓΑΝΩΤΙΚΕΣ ∆ΕΞΙΟΤΗΤΕΣ ΚΑΙ 

ΙΚΑΝΟΤΗΤΕΣ 
. 

 Συντονιστής – Ιδρυτής Επιτροπής ΑΙΜΟ∆ΟΣΙΑΣ Εθνικής Φοιτητικής Ένωσης 
Κυπρίων Αθήνας 
• ∆ιοργάνωση Αιµοδοσίας (Μάιος 2008, Νοέµβριος 2008, Μάιος 2009, Νοέµβριος 

2009, Μάιος 2010, Νοέµβριος 2010, Μάιος 2011, Νοέµβριος 2011, Μάιος 2012, 
Νοέµβριος 2012) 

 

Συντονιστής – Ιδρυτής Επιτροπής ΑΙΜΟ∆ΟΣΙΑΣ Φοιτητικής Ένωσης Κυπρίων 
Πάτρας 
• ∆ιοργάνωση Αιµοδοσίας ( Νοέµβριος 2002, Μάιος 2003, Νοέµβριος 2003,  
 Μάιος 2004, Νοέµβριος 2004, Μάιος 2005, Νοέµβριος 2005, Μάιος 2006, 
 Νοέµβριος 2006, Μάιος 2007 ). 
• ∆ιοργάνωση ∆ειγµατοληψίας Μυελού των Οστών µε προσέλευση 122 ατόµων. 
• ∆ηµιουργία οµάδας ∆οτών Αιµοπεταλίων. 

 
ΚΑΛΛΙΤΕΧΝΙΚΕΣ ∆ΕΞΙΟΤΗΤΕΣ 

ΚΑΙ ΙΚΑΝΟΤΗΤΕΣ 

. 

 • Πτυχιούχος Βυζαντινής Μουσικής  
• Οργανοπαίκτης Κιθάρας 
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 Ήµουνα, τότε, δευτεροετής φοιτητής στο Τµήµα Ιατρικής του Πανεπιστηµίου 
Πατρών και παρακολουθούσα τις διαλέξεις της Βιοχηµείας. Ένζυµα, αντιδράσεις, 
χηµικοί τύποι… Οι τελευταίες διαλέξεις δόθηκαν από τον τότε Καθηγητή της έδρας, τον 
κύριο Αθανάσιο Παπαβασιλείου, νυν Καθηγητή της Βιολογικής Χηµείας στην Ιατρική 
Σχολή του Πανεπιστηµίου Αθηνών. Οι διαλέξεις αυτές είχαν ως αντικείµενο τη 
µεταγωγή σήµατος. «Οι γιατροί πρέπει να καταλάβετε ένα πράγµα: Aφήστε τα νυστέρια 
και πιάστε τα µόρια!» Αυτή η νουθεσία άλλαξε ριζικά τον τρόπο σκέψης µου. Κι από 
τότε, ενώ ήµουνα υποστηριχτής της Παιδοχειρουργικής, αποφάσισα να ακολουθήσω 
µελλοντικά την Παιδιατρική Ενδοκρινολογία, µία εκ των υποειδικοτήτων της 
Παιδιατρικής µε πλούσιο µοριακό υπόβαθρο! 

 Πέρασαν κιόλας σχεδόν 6 χρόνια από εκείνο το όµορφο πρωινό του ∆εκεµβρίου 
που ήρθα στο Ίδρυµα Ιατροβιολογικών Ερευνών της Ακαδηµίας Αθηνών, ένα 
ερευνητικό ίδρυµα που κοσµεί το επιστηµονικό στερέωµα στην καρδιά του Παπάγου. 
Ήρθα ως υποψήφιος διδάκτορας χωρίς να γνωρίζω καµία τεχνική µοριακής βιολογίας. 
Τα µόνα µου εφόδια: η αγάπη και η αφοσίωση στην έρευνα, στην επιστήµη! Ανάµεσα σε 
τόσους βιολόγους, ανυποµονούσα πότε θα µάθω όσα αυτοί ήξεραν! Έξι χρόνια µετά, 
έµαθα σηµαντικές τεχνικές κι απέκτησα εµπειρία στον πάγκο µέσα από την καθηµερινή 
σκληρή τριβή στο χώρο του εργαστηρίου. Το πιο σηµαντικό: έµαθα να σκέφτοµαι και να 
αξιοποιώ τα εργαλεία της µοριακής βιολογίας στην απάντηση ενός επιστηµονικού 
ερωτήµατος. 

 Από τη θέση αυτή, θα ήθελα να εκφράσω τις ολόθερµες ευχαριστίες µου, την 
αιώνια ευγνωµοσύνη µου και τον σεβασµό µου στον επιστηµονικό υπεύθυνο της 
διδακτορικής µου διατριβής, τον Καθηγητή κύριο Γεώργιο Π. Χρούσο, για την 
εµπιστοσύνη που έδειξε στο πρόσωπό µου αναθέτοντάς µου το θέµα της παρούσας 
διατριβής. Αισθάνοµαι πραγµατικά υπερήφανος που διετέλεσα (διατελώ και θα διατελώ) 
µαθητής του και νιώθω πολύ τυχερός για όλες τις ευκαιρίες που µου έδωσε να µάθω, να 
διευρύνω τον επιστηµονικό µου ορίζοντα και να γνωρίσω επιστήµονες παγκοσµίου 
φήµης. Η ευγένεια, η εργατικότητα και ο επαγγελµατισµός, τα τρία «Ε» όπως τα έλεγε ο 
Καθηγητής Χρούσος, διαφυλάχθηκαν από το πρόσωπό µου ως κόρη οφθαλµού. 

 Νιώθω ιδιαίτερη συγκίνηση, ερχόµενος στο σηµείο να ευχαριστήσω µε όλη τη 
δύναµη της ψυχής µου, τον άνθρωπο που µε εκπαίδευσε στον πάγκο περνώντας 
αµέτρητες ώρες δίπλα µου όταν έκανα τα πρώτα µου πειράµατα. Τον άνθρωπο που µε 
εµψύχωνε όταν δείλιαζα να δοκιµάσω µια καινούρια τεχνική, όταν έγραφα το πρώτο µου 
paper, όταν έκανα τις πρόβες για τις παρουσιάσεις µου σε Πανελλήνια και 
Πανευρωπαϊκά Συνέδρια. Ήταν πάντα εκεί! Για να µου υπενθυµίζει, µε την πολυετή κι 
επιτυχηµένη της πορεία, ότι τίποτα δεν χαρίζεται! Όλα κερδίζονται, αρκεί να πιστεύεις 
σε αυτό που κάνεις και να το αγαπάς! Είναι τόσα πολλά που θέλω να γράψω για την 
υπεύθυνή µου, την Αναπληρώτρια Καθηγήτρια κυρία Ευαγγελία Χαρµανδάρη! Θέλω να 
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πιστεύω ότι η παρούσα διατριβή επιβραβεύει τις άοκνες προσπάθειές της τόσο για την 
δική µου επιστηµονική πρόοδο όσο και για την πρόοδο του Εργαστηρίου µας. Ένα 
µεγάλο κι εγκάρδιο ευχαριστώ για όλα! 

 Ευχαριστώ θερµά την Καθηγήτρια Βιοχηµείας κυρία Παρασκευή Μουτσάτσου, 
µέλος της Τριµελούς Συµβουλευτικής Επιτροπής, για τις εποικοδοµητικές συζητήσεις 
που είχαµε όλο αυτό το διάστηµα και για την εµψύχωσή της. 

 Θα ήθελα να εκφράσω θερµές ευχαριστίες προς την Ερευνήτρια ∆’ κυρία Ελένη 
Κατσαντώνη και την βιολόγο Βασιλική Λάζου για την εκπαίδευση σε βασικές τεχνικές 
µοριακής βιολογίας. Ευχαριστώ, επίσης, τον Michael Roberts και την Λίνα 
Παπαδηµητρίου για την εκπαίδευση στις διαµολύνσεις κυτταρικών σειρών και στον 
ανοσοφθορισµό. 

 Ευχαριστώ τη διοίκηση και το προσωπικό του Ιδρύµατος Ιατροβιολογικών 
Ερευνών της Ακαδηµίας Αθηνών για τον εξοπλισµό και την παροχή υπηρεσιών που 
διευκόλυναν σε µεγάλο βαθµό τα πειράµατα της διδακτορικής διατριβής. 

 Από το Χωρέµειο Ερευνητικό Εργαστήριο ευχαριστώ θερµά την αγαπητή Αµαλία 
Σερτεδάκη για τις αλληλουχήσεις του γονιδίου του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 
που µας χάρισαν πολλά παράλληλα projects, αλλά και για την άριστη συνεργασία που 
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 Τα γλυκοκορτικοειδή αποτελούν µέλη της οικογένειας των στεροειδών ορµονών 

τα οποία ασκούν ποικιλοτρόπες δράσεις στον ανθρώπινο οργανισµό µέσω του υποδοχέα 

των γλυκοκορτικοειδών (hGR, human glucocorticoid receptor), ο οποίος δρα ως 

µεταγραφικός παράγοντας επάγοντας ή καταστέλλοντας την έκφραση γονιδίων-στόχων. 

Εκτός από τις γενωµικές δράσεις, τα γλυκοκορτικοειδή ασκούν ορισµένες ταχείες µη 

γενωµικές δράσεις, οι οποίες φαίνεται να διαµεσολαβούνται από µεµβρανικούς 

υποδοχείς που πυροδοτούν την ενεργοποίηση σηµατοδοτικών µονοπατιών κινασών. Η S-

παλµιτυλίωση αποτελεί µια µετα-µεταφραστική τροποποίηση κατά την οποία καταλύεται 

ενζυµατικά και αντιστρεπτά η προσθήκη παλµιτικού οξέος σε κατάλοιπα κυστεϊνών, µε 

αποτέλεσµα την αύξηση της υδροφοβικότητας των πρωτεϊνών και την επακόλουθη 

αγκυροβόλησή τους στην κυτταρική µεµβράνη. Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι οι 

υποδοχείς των στεροειδών ορµονών, πλην του υποδοχέα των αλατοκορτικοειδών, 

υφίστανται παλµιτυλίωση σε ένα υψηλά συντηρηµένο µοτίβο 9 αµινοξέων στην περιοχή 

σύνδεσης µε τον οικείο προσδέτη. Είναι ενδιαφέρον ότι µια παρόµοια οµόλογη 

αλληλουχία είναι παρούσα στην ίδια περιοχή στον υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 

(663YLCMKTLLL671), γεγονός το οποίο οδηγεί στην υπόθεση ότι ο υποδοχέας των 

γλυκοκορτικοειδών ενδέχεται να παλµιτυλιώνεται.  

 Σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής είναι η διερεύνηση του ρόλου του 

µοτίβου 663YLCMKTLLL671 στη µεµβρανική εντόπιση του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών, στο συνεντοπισµό µε την καβεολίνη-1 και στις ταχείες µη γενωµικές 

δράσεις των γλυκοκορτικοειδών µέσω ενεργοποίησης των µονοπατιών των MAPK και 

της PI3K. Επίσης, η διδακτορική διατριβή αυτή θα απαντήσει στο ερώτηµα εάν ο 

υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών παλµιτυλιώνεται.   

 Αρχικά, πραγµατοποιήθηκε η σύνθεση των µεταλλαγµένων υποδοχέων, οι οποίοι 

φέρουν µεταλλάξεις σε θέσεις σηµαντικές για την παλµιτυλίωση του υποδοχέα 

(hGRαΥ663Α, hGRαC665A και hGRαLL670/671AA), µε τη µέθοδο της σηµειακής 

κατευθυνόµενης µεταλλαξιγένεσης. Ακολούθησε αλληλούχηση για την επιβεβαίωση των 

µεταλλάξεων. Στη συνέχεια, προσδιορίστηκε η µεταγραφική ικανότητα των 

µεταλλαγµένων υποδοχέων hGRαΥ663Α, hGRαC665A και hGRαLL670/671AA σε 

σχέση µε τον φυσικού τύπου υποδοχέα (hGRαWT) σε κύτταρα CV-1 µε δοκιµασίες 
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ενεργοποίησης. ∆είξαµε ότι συγκριτικά µε τον hGRαWT, οι υποδοχείς hGRαC665A και 

hGRαLL670/671AA παρουσιάζουν ελαττωµένη ικανότητα ενεργοποίησης του 

υποκινητή του ΜΜΤV σε χαµηλές συγκεντρώσεις δεξαµεθαζόνης (< 10-6
Μ) και την ίδια 

ικανότητα ενεργοποίησης του υποκινητή αυτού σε υψηλότερες συγκεντρώσεις 

δεξαµεθαζόνης (10-6
Μ, 10-5

Μ).  Ο υποδοχέας hGRαY663A παρουσίασε ελάττωση της 

ικανότητας ενεργοποίησης του υποκινητή ΜΜΤV σε όλες τις συγκεντρώσεις 

δεξαµεθαζόνης. Επίσης, σε δοκιµασίες µετατόπισης του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών στον πυρήνα, δείξαµε ότι ο hGRαC665A εµφανίζει καθυστέρηση 

κατά 2,6 φορές για να ολοκληρωθεί η µετατόπισή του στον πυρήνα, σε σχέση µε τον 

hGRαWT.   

 Κατά τη µελέτη των µη γενωµικών δράσεων των γλυκοκορτικοειδών, 

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ανοσοφθορισµού για τον προσδιορισµό της 

ενδοκυττάριας κατανοµής και τον εντοπισµό στην κυτταρική µεµβράνη τόσο του 

hGRαWT όσο και των µεταλλαγµένων υποδοχέων. ∆είξαµε ότι τόσο ο hGRαWT όσο 

και οι µεταλλαγµένοι υποδοχείς εντοπίζονται κυρίως στο κυτταρόπλασµα (100% των 

διαµολυνθέντων κυττάρων) και στην κυτταρική µεµβράνη (10%-13%). Η έκθεση των 

διαµολυνθέντων κυττάρων σε δεξαµεθαζόνη (αγωνιστής του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών) είχε ως αποτέλεσµα τη µετανάστευση του hGRαWT και των 

µεταλλαγµένων υποδοχέων στον πυρήνα και την εµφάνιση αποκλειστικά πυρηνικού 

σήµατος σε ποσοστό 100% των διαµολυνθέντων κυττάρων. Τα αποτελέσµατα του 

ανοσοφθορισµού επιβεβαιώθηκαν µε υποκυτταρική κλασµάτωση και στύπωµα κατά 

Western. Επιπρόσθετα, µελετήσαµε το ενδεχόµενο συνεντοπισµού του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών µε την καβεολίνη-1 µε πειράµατα διπλού ανοσοφθορισµού. ∆είξαµε 

ότι ο hGRαWT και οι µεταλλαγµένοι υποδοχείς συνεντοπίζονται µε την καβεολίνη-1 

στην κυτταρική µεµβράνη. Η προσθήκη του αναστολέα της παλµιτυλίωσης 2-

βρωµοπαλµιτικού (2-Βr) δεν απέτρεψε τον εντοπισµό στην κυτταρική µεµβράνη και τον 

συνεντοπισµό µε την καβεολίνη-1 τόσο του hGRαWT όσο και των µεταλλαγµένων 

υποδοχέων. 

 Με σκοπό να µελετήσουµε τον ενδεχόµενο λειτουργικό ρόλο του µοτίβου στις µη 

γενωµικές δράσεις των ορµονών αυτών, υλοποιήθηκαν οι δοκιµασίες ενεργοποίησης των 
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σηµατοδοτικών µονοπατιών MAPK και PI3K σε κύτταρα διαµολυνθέντα µε τον 

hGRαWT και τους µεταλλαγµένους υποδοχείς µετά από έκθεση σε δεξαµεθαζόνη για 

διαφορετικούς χρόνους. ∆είξαµε ότι τόσο ο hGRαWT όσο και οι µεταλλαγµένοι 

υποδοχείς επάγουν διφασικά την ενεργοποίηση του σηµατοδοτικού µονοπατιού των 

MAPK σε χρόνο 5 και 15 λεπτών. Η προσθήκη του αναστολέα 2-Βr δεν απέτρεψε την 

ενεργοποίηση του µονοπατιού αυτού. Το σηµατοδοτικό µονοπάτι της PI3K δεν φαίνεται 

να επηρεάζεται από τον hGRαWT ή τους µεταλλαγµένους υποδοχείς στην παρουσία ή 

απουσία του αναστολέα 2-Βr. 

 Τέλος, πραγµατοποιήθηκαν οι µελέτες παλµιτυλίωσης σε κύτταρα διαµολυνθέντα 

µε τον hGRαWT (δείγµα) και τον erbA-1 (αρνητικό πρότυπο) καθώς και σε κύτταρα µη-

διαµολυνθέντα (θετικό πρότυπο: καβεολίνη-1). Τα κύτταρα επωάστηκαν µε 9,10-3H(N) 

παλµιτικό οξύ (0,1mCi/mL) για 2 ώρες. ∆είξαµε ότι η καβεολίνη-1 υφίσταται 

παλµιτυλίωση, ενώ οι τιµές cpm για τον hGRαWT εµπίπτουν στις αντίστοιχες τιµές του 

αρνητικού προτύπου, αποτέλεσµα το οποίο δείχνει ότι ο hGRα δεν υφίσταται 

παλµιτυλίωση. 
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 In humans, glucocorticoids (GCs) regulate a broad spectrum of physiologic 

functions and exert both genomic and nongenomic actions through their ubiquitously 

expressed glucocorticoid receptor (hGR). The rapid nongenomic actions of GCs are 

likely to be mediated by membrane hGRs that transduce the glucocorticoid signal via 

activation of kinases. S-palmitoylation plays an important role in plasma membrane 

localization and occurs through a highly conserved 9 amino acid motif in the ligand-

binding domain (LBD) of steroid receptors. A highly homologous sequence 

(663YLCMKTLLL671) is present in the LBD of the hGRα protein, suggesting that the 

hGR might also undergo S-palmitoylation. 

 The aim of this thesis is to determine the role of the motif 663YLCMKTLLL671 

in mediating rapid non-genomic glucocorticoid signaling following translocation and 

binding to the plasma membrane. 

 The plasmids pRShGRαY663A, pRShGRαC665A and pRShGRαLL670/671AA 

were constructed by introducing the indicating mutations into the pRShGRα plasmid 

using PCR-assisted site-directed mutagenesis. Transactivation assays showed that 

compared with the wild-type receptor, the mutant receptors hGRαC665A and 

hGRαLL670/671AA demonstrated decreased ability to transactivate the glucocorticoid-

inducible mouse mammary tumor virus (MMTV) promoter at low concentrations of 

dexamethasone (< 10-6
Μ), but similar ability to transactivate the MMTV promoter at 

higher dexamethasone concentrations (10-6
Μ, 10-5

Μ); the mutant receptor hGRαY663A 

displayed decreased transactivational activity at all dexamethasone concentrations. 

Nuclear translocation assays showed that the mutant receptor hGRαC665A required 36 

minutes to translocate from the cytoplasm to the nucleus, suggesting a 2,6-fold delay 

compared to the time required for hGRαWT nuclear translocation. 

 To study the membrane localization of the hGRα, we performed 

immunofluorescence experiments. We showed that both the hGRαWT and the mutant 

receptors hGRαY663A, hGRαC665A and hGRαLL670/671AA showed similar 

distribution to the plasma membrane. These results were confirmed by subcellular 
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fractionation experiments. Addition of 2-bromopalmitate did not prevent membrane 

localization of the receptor or colocalization with caveolin-1. 

 In kinase signaling assays, we demonstrated that neither the mutant receptors nor 

the addition of 2-bromopalmitate did prevent the diphasic activation of MAPK signaling 

pathway in the early time points. Moreover, there was no essential difference in the 

activation of PI3K pathway, both in the absence or presence of the 2-bromopalmitate. 

 Finally, we performed palmitoylation assays using 9,10-3H(N) palmitic acid in 

order to determine whether the hGRα is a palmitoylated protein. We demonstrated that 

the hGRα does not undergo palmitoylation. 

 In conclusion, the motif 663YLCMKTLLL671 does not play a role in the 

membrane localization of hGRα and it is not involved in mediating rapid non-genomic 

glucocorticoid effects. Moreover, the hGRα is not a palmitoylated protein.   
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2-Br: 2-Βρωµοπαλµιτικό 

A: ακετυλίωση 

ACTH: φλοιοεπινεφριδιοτρόπος ορµόνη 

AF-1: περιοχή ενεργοποίησης 1 

AF-2: περιοχή ενεργοποίησης 2 

AMPK: adenosine 5’ monophosphate-activated protein kinase  

AP-1: ενεργοποιητική πρωτεΐνη 1 

APT1: αποπαλµιτοϋλάση 1 

AR: υποδοχέας των ανδρογόνων 

Bmal1: brain-muscle-arnt-like protein 1 

BMPs: µορφογενετικές πρωτεΐνες των οστών  

CBP: cAMP-responsive element-binding protein (CREB)-binding protein 

CDK5: κυκλινο-εξαρτώµενη κινάση 5 

Clock: circadian locomotor output cycle kaput 

COUP-TFII: chicken ovalbumin promoter-upstream transcription factor II  

CRH: εκλυτική ορµόνη της φλοιοεπινεφριδιοτρόπου ορµόνης 

DAG: διακιλογλυκερόλη 

DBD: περιοχή πρόσδεσης στο DNA 

D-box: distal box 

DRIP: vitamin D receptor-interacting protein 

eNOS: ενδοθηλιακή συνθάση του µονοξειδίου του αζώτου 

ERK/MAPK: extracellular-signalregulated kinase/mitogen-activated protein kinase 

ERα: υποδοχέας των οιστρογόνων τύπου α 
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ERβ: υποδοχέας των οιστρογόνων τύπου β 

Gas5: growth arrest specific 5 

GPCR: υποδοχέας συνδεόµενος µε G πρωτεΐνες 

GR: υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών 

GREs: αλληλουχίες που αποκρίνονται στα γλυκοκορτικοειδή 

HD: περιοχή αρµού 

HDAC3: απακετυλάση 3 της ιστόνης 

hER: ανθρώπινος υποδοχέας των οιστρογόνων 

hGRα: ανθρώπινος υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών τύπου α 

hGRβ: ανθρώπινος υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών τύπου β 

HSPs: συνοδές πρωτεΐνες θερµικού σοκ   

InsP3: τριφωσφορική ινοσιτόλη 

IRF-3: ρυθµιστικός παράγοντα 3 της ιντερφερόνης 

LBD: περιοχή σύνδεσης µε τον προσδέτη 

LXR: liver X receptor 

MAPK: mitogen-activated protein kinase 

mGRα: υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών τύπου α στον ποντικό 

mGRβ: υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών τύπου β στον ποντικό 

MMTV: mouse mammary tumor virus 

MR: υποδοχέας των αλατοκορτικοειδών 

NF-κB: πυρηνικός παράγοντας κΒ (nuclear factor-κΒ)  

NL: αλληλουχία για τη µετατόπιση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στον πυρήνα 

NOR-1: neuron-derived orphan receptor-1 
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NRB: nuclear receptor binding site  

NTD: αµινοτελική περιοχή 

NURR1: nuclear receptor-related 1  

p/CAF: p300/CBP-associated factor 

P: φωσφορυλίωση 

PATs: παλµιτόυλ-ακέτυλο-τρανσφεράσες 

P-box: proximal box 

PEPCK: φωσφοενολοπυροσταφυλική καρβοξικινάση  

PI3K: κινάση της φωσφατίδιλοϊνοσιτόλης 3 

PKA: πρωτεϊνική κινάση A  

PKC: πρωτεϊνική κινάση C 

PLC: φωσφολιπάση C 

PPT: propyl-pyrazole-triol  

PR: υποδοχέας της προγεστερόνης 

rGRα: υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών τύπου α στον επίµυ 

rGRβ: υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών τύπου β στον επίµυ 

RXR: retinoid X receptor 

S: σουµοϋλίωση 

Srebf1: sterol regulatory element-binding factor 1  

STATs: µεταγωγείς σήµατος και ενεργοποιητές της µεταγραφής 

SWI/SNF: mating-type switching/sucrose non-fermenting 

TCR: υποδοχέας των T-λεµφοκυττάρων 

TFs: µεταγραφικοί παράγοντες  
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TGFβ: µετατρεπτικός αυξητικός παράγοντας β  

TRAP: thyroid hormone receptor-associated protein 

U: ουµπικουιτινυλίωση 

zGRα: υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών τύπου α στο zebrafish 

zGRβ: υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών τύπου β στο zebrafish 
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1.1  ΓΛΥΚΟΚΟΡΤΙΚΟΕΙ∆Η 

 Τα γλυκοκορτικοειδή αποτελούν µέλη της οικογένειας των στεροειδών ορµονών 

τα οποία συντίθενται στο φλοιό των επινεφριδίων (Kino et al., 2011). Η απελευθέρωσή 

τους στη συστηµατική κυκλοφορία διέπεται από κιρκάδιο ρυθµό έκκρισης και τελεί υπό 

τον έλεγχο του άξονα υποθαλάµου-υπόφυσης-επινεφριδίων. Ποικίλα στρεσογόνα 

ερεθίσµατα διεγείρουν τα νευροεκκριτικά κύτταρα του υπεροπτικού και παρακοιλιακού 

πυρήνα του υποθαλάµου µε αποτέλεσµα την έκκριση της εκλυτικής ορµόνης της 

φλοιοεπινεφριδιοτρόπου ορµόνης (CRH) στο πυλαίο κυκλοφορικό σύστηµα της 

υπόφυσης. Η CRH διεγείρει τα κορτικοτρόπα κύτταρα του προσθίου λοβού της 

υπόφυσης, τα οποία απελευθερώνουν στη συστηµατική κυκλοφορία την 

φλοιοεπινεφριδιοτρόπο ορµόνη (ACTH). Η ACTH προάγει τη σύνθεση και έκκριση της 

κορτιζόλης από τη στηλιδωτή στοιβάδα του φλοιού των επινεφριδίων. Τα 

απελευθερούµενα επίπεδα της κορτιζόλης δύνανται να ασκήσουν παλίνδροµη αρνητική 

ρύθµιση του άξονα τόσο στο επίπεδο της υπόφυσης όσο και στο επίπεδο του 

υποθαλάµου (Chrousos, 2009). 

 Τα γλυκοκορτικοειδή διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη διατήρηση της 

βασικής και της σχετιζόµενης µε στρες οµοιόστασης, και ρυθµίζουν ένα ευρύ φάσµα 

φυσιολογικών λειτουργιών απαραίτητων για τη ζωή, όπως την αύξηση, την ανάπτυξη, 

την αναπαραγωγή, τη διατήρηση του καρδιαγγειακού τόνου, το µεταβολισµό -µε κύριες 

καταβολικές δράσεις-, την ποιότητα και την ποσότητα της ανοσολογικής αντίδρασης 

έναντι διαφόρων παθογόνων, λειτουργίες του κεντρικού νευρικού συστήµατος, όπως 

επίσης τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, τη διαφοροποίηση και την απόπτωση (Chrousos, 

2004; Chrousos et al., 2004) (Εικόνα 1.1). Περίπου 20% των γονιδίων που εκφράζονται 

στα λευκοκύτταρα του ανθρώπου ρυθµίζονται θετικά ή αρνητικά από τα 

γλυκοκορτικοειδή, ποσοστό κατά πολύ µεγαλύτερο από το αντίστοιχο των γονιδίων που 

απορυθµίζονται κατά την κακοήθη εξαλλαγή των κυττάρων (Galon et al., 2002). Σε 

φαρµακολογικές δόσεις, τα γλυκοκορτικοειδή αποτελούν ισχυρά αντιφλεγµονώδη/ 

ανοσοκατασταλτικά/αποπτωτικά σκευάσµατα και αντιπροσωπεύουν µια από τις πιο 

σηµαντικές κατηγορίες θεραπευτικών σκευασµάτων που χορηγούνται σε εκατοµµύρια 

ασθενών ετησίως για τη θεραπεία φλεγµονωδών, αλλεργικών, αυτοάνοσων και 
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λεµφοϋπερπλαστικών ασθενειών (Rhen and Cidlowski, 2005). Όλες αυτές οι δράσεις των 

φυσικών και συνθετικών γλυκοκορτικοειδών διαµεσολαβούνται από τον υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών (hGR). 

 

Εικόνα 1.1: Ποικίλες και πλειοτρόπες συστηµατικές δράσεις των γλυκοκορτικοειδών στον ανθρώπινο 

οργανισµό (Rhen and Cidlowski, 2005). 
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1.2  ΥΠΟ∆ΟΧΕΑΣ ΤΩΝ ΓΛΥΚΟΚΟΡΤΙΚΟΕΙ∆ΩΝ 

 

1.2.1  Πυρηνικοί υποδοχείς 

 Ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών αποτελεί µέλος της οικογένειας των 

στεροειδών ορµονών και της ευρύτερης υπεροικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων, οι 

οποίοι δρουν ως µεταγραφικοί παράγοντες επάγοντας ή καταστέλλοντας την έκφραση 

πολλών γονιδίων-στόχων (Nicolaides et al., 2010). Μέχρι σήµερα, η υπεροικογένεια των 

πυρηνικών υποδοχέων απαριθµεί πάνω από 300 µέλη, εκ των οποίων 48 πυρηνικοί 

υποδοχείς εκφράζονται στον άνθρωπο (Evans, 1988). Οι πρωτεΐνες αυτές 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη φυσιολογία των θηλαστικών, δεδοµένου ότι 

εµπλέκονται στην εµβρυονική ανάπτυξη, στον πολλαπλασιασµό, στον 

προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο (απόπτωση), στην αναπαραγωγή, στις λειτουργίες 

του ανοσοποιητικού συστήµατος, καθώς και στη βασική και σχετιζόµενη µε στρες 

οµοιόσταση (Sonoda et al., 2008). 

 Η ανάλυση της πλήρους αλληλουχίας των δύο ιδρυτικών µελών της 

υπεροικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων, του ανθρώπινου υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών (hGR) και του ανθρώπινου υποδοχέα των οιστρογόνων (hERα), 

ανέδειξε κοινές δοµικές περιοχές και οµολογία µε το ιικό ογκογονίδιο v-erbA, 

καταδεικνύοντας την παρουσία µιας οικογένειας των πρωτεϊνών αυτών (Evans, 2004). Η 

αλυσιδωτή δοµή των πυρηνικών υποδοχέων αποτελείται από µια λιγότερο συντηρηµένη 

αµινοτελική (ανοσογενή) περιοχή [aminoterminal/immunogenic domain (NTD)], η οποία 

περιέχει την περιοχή ενεργοποίησης 1 [activation function (AF-1)] που χρησιµοποιείται 

ως πλατφόρµα αλληλεπίδρασης των πυρηνικών υποδοχέων µε συµπαράγοντες. 

Ακολουθεί η υψηλά συντηρηµένη περιοχή της πρόσδεσης των πυρηνικών υποδοχέων µε 

το DNA [DNA-binding domain (DBD)], η οποία αποτελείται από δύο µοτίβα δακτύλων 

ψευδαργύρου που βοηθούν στην σύνδεση του υποδοχέα µε ειδικές αλληλουχίες του 

DNA, τα στοιχεία απόκρισης στην ορµόνη (hormone response elements, HRE). Η 

περιοχή πρόσδεσης στο DNA περιέχει επίσης αλληλουχίες σηµαντικές για την 

µετακίνηση του υποδοχέα στον πυρήνα και την σύνδεση του υποδοχέα µε τις πρωτεΐνες 
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heat shock (hsps). Ακολουθεί περιοχή αρµού [hinge region (ΗΡ)], η οποία δίνει ευελιξία 

στην δοµή του υποδοχέα και επιτρέπει το διµερές ενός συγκεκριµένου υποδοχέα να 

αλληλεπιδρά µε πολλές διαφορετικές αλληλουχίες DNA (διαφορετικά στοιχεία 

απόκρισης στην ορµόνη), προσδίδοντας έτσι ειδικότητα στον υποδοχέα. Το αµινοτελικό 

άκρο της περιοχής αυτής αποτελεί αναπόσπαστο µέρος της περιοχής πρόσδεσης στο 

DNA και συµµετέχει στον διµερισµό του υποδοχέα διαµέσου της περιοχής πρόσδεσης 

στο DNA. Στο τέλος της αλληλουχίας εντοπίζεται η περιοχή σύνδεσης των υποδοχέων 

αυτών µε τον προσδέτη [ligand-binding domain (LBD)], η οποία είναι υπεύθυνη για την 

αναγνώριση και σύνδεση µε τον προσδέτη, για τον σχηµατισµό όµο- ή ετεροδιµερών, 

καθώς και για την αλληλεπίδραση µε συµπαράγοντες, δεδοµένου ότι στην περιοχή αυτή 

εδράζεται η περιοχή ενεργοποίησης 2 [activation function (AF-2)] στην οποία 

λαµβάνουν χώρα αλληλεπιδράσεις µε συµπαράγοντες κατά τρόπο εξαρτώµενο από τη 

σύνδεση µε τον προσδέτη. 

 Η υπεροικογένεια των πυρηνικών υποδοχέων αποτελείται από 6 οικογένειες 

µεταγραφικών παραγόντων. Εξ αυτών, η τρίτη οικογένεια (NR3) αποτελείται από τους 

υποδοχείς των στεροειδών ορµονών: τον υποδοχέα των οιστρογόνων τύπου α και β (ERα 

και ERβ), τον υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (GR), τον υποδοχέα της προγεστερόνης 

(PR), τον υποδοχέα των ανδρογόνων (AR) και τον υποδοχέα των αλατοκορτικοειδών 

(MR) (Εικόνα 1.2). 



 

 

Εικόνα 1.2: Μέλη της οικογένειας

αλληλουχιών ανά περιοχή σε κάθε

του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών

της προγεστερόνης, AR: υποδοχέας

υποδοχέας των οιστρογόνων τύπου

 

1.2.2  Εξέλιξη του υποδοχέα

 Οι υποδοχείς των 

µετά το διαχωρισµό των

εκατοµµύρια έτη (Thornton, 2001

πρωτεϊνών αυτών, φαίνεται

προγονικού υποδοχέα των στεροειδών

lamprey από τα σπονδυλωτά

δηµιούργησε τον υποδοχέα

δεύτερος διπλασιασµός του

υποδοχέα και σε ένα υποδοχέα

Τα τρία γονίδια που προέκυψαν

 

οικογένειας των υποδοχέων των στεροειδών ορµονών

σε κάθε πρωτεΐνη εκφράζονται σε % ποσοστό σε σύγκριση

γλυκοκορτικοειδών (GRα). MR: υποδοχέας των αλατοκορτικοειδών

υποδοχέας των ανδρογόνων, ERα: υποδοχέας των οιστρογόνων

οιστρογόνων τύπου β. 

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 

των στεροειδών ορµονών εξελίχθηκαν στη σειρά

διαχωρισµό των δευτεροστοµίων από τα πρωτοστόµια

Thornton, 2001; Thornton et al., 2003). Σύµφωνα µε τη

φαίνεται ότι δύο κατά σειρά γονιδιακοί διπλασιασµοί

των στεροειδών ορµονών έλαβαν χώρα πριν τον

σπονδυλωτά µε σιαγόνα. Ο πρώτος διπλασιασµός

υποδοχέα των οιστρογόνων και ένα 3-κετοστεροειδικό

του τελευταίου γονιδίου έδωσε γένεση σε ένα

υποδοχέα για 3-κετογοναδικά στεροειδή (ανδρογόνα

προέκυψαν από τους δύο διπλασιασµούς (γονίδιο του
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ορµονών. Οι οµολογίες των 

σύγκριση µε την αλληλουχία 

αλατοκορτικοειδών, PR-A: υποδοχέας 

οιστρογόνων τύπου α, ERβ: 

σειρά των χορδωτών 

πρωτοστόµια πριν από 540 

Σύµφωνα µε τη φυλογονία των 

διπλασιασµοί του γονιδίου του 

πριν τον διπλασιασµό των 

διπλασιασµός του γονιδίου 

κετοστεροειδικό υποδοχέα, ενώ ο 

σε ένα κορτικοειδικό 

ανδρογόνα, προγεστίνες). 

γονίδιο του υποδοχέα των 
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οιστρογόνων, γονίδιο του κορτικοειδικού υποδοχέα και γονίδιο του υποδοχέα για 3-

κετογοναδικά στεροειδή) υπέστησαν εκ νέου διπλασιασµό στη σειρά των γναθοστοµίων 

µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία έξι συνολικά γονιδίων τα οποία κωδικοποιούν τους 

αντίστοιχους υποδοχείς των στεροειδών ορµονών. Ο αρχέγονος υποδοχέας των 

οιστρογόνων δηµιούργησε τους υποδοχείς των οιστρογόνων τύπου α και β, ο 

κορτικοειδικός υποδοχέας έδωσε γένεση στον υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών και 

στον υποδοχέα των αλατοκορτικοειδών, ενώ ο υποδοχέας για τα 3-κετογοναδικά 

στεροειδή δηµιούργησε τον υποδοχέα των ανδρογόνων και τον υποδοχέα της 

προγεστερόνης (Thornton, 2001). 

 Ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών απέκτησε την ειδικότητα σύνδεσής του µε 

την κορτιζόλη κατόπιν αντικαταστάσεων οι οποίες συνέβηκαν στο γονίδιο του 

αρχέγονου κορτικοειδικού υποδοχέα (Ortlund et al., 2007). Κατά την εξελικτική αυτή 

διαδικασία, ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών αρχικά διατηρούσε την ικανότητα 

σύνδεσής του µε την αλδοστερόνη, τη δεoξυκορτιζόλη και την κορτιζόλη (Bridgham et 

al., 2006). Στη συνέχεια, και υπό την επίδραση σηµειακών αντικαταστάσεων κατέστη 

δυνατή η επιλεκτική σύνδεση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών µε την κορτιζόλη. 

Τα αναφερθέντα εξελικτικά γεγονότα έλαβαν χώρα περίπου πριν από 420 ως 440 

εκατοµµύρια έτη (Ortlund et al., 2007). 

 

1.2.3  Γονίδιο του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 

 Το γονίδιο του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στον άνθρωπο εδράζεται στο 

µακρύ σκέλος του χρωµοσώµατος 5 (5q31.32). Αποτελείται από 10 εξόνια (1 ως 9α και 

9β). Το εξόνιο 1 είναι µη κωδικοποιό. Το εξόνιο 2 κωδικοποιεί την αµινοτελική ή 

ανοσογενή περιοχή, τα εξόνια 3 και 4 κωδικοποιούν την περιοχή σύνδεσης µε το DNA, 

ενώ τα εξόνια 5-9 κωδικοποιούν την περιοχή του αρµού (hinge region) και την περιοχή 

σύνδεσης µε τον προσδέτη.  



 

 

 Η εναλλακτική χρήση

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών

σχολιαστούν εκτενώς σε επόµενο

 Η έκφραση του γον

δύναται να ελεγχθεί από 11 

1A2, 1A3, 1B, 1C, 1D, 1

διαφορετικά µετάγραφα τα

Turner and Muller, 2005)

περιοχή των υποκινητών 

µεταγραφής, ενώ οι υποκινητές

βάσεις µακρόθεν του σηµείου

 

Εικόνα 1.3: Εγγύς και άπω περιοχή

γονιδίου του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών

2005). 

 

1.2.4  Πρωτεΐνη του υποδοχέα

 Το εναλλακτικό µάτισµα

γλυκοκορτικοειδών στον άνθρωπο

hGRα και τον hGRβ (Εικόνα

και ακολούθως διαχωρίζονται

επιπρόσθετα 15 µη οµόλογα

 

εναλλακτική χρήση του εξονίου 9α ή 9β δίνει γένεση σε δύο

γλυκοκορτικοειδών: τον hGRα και τον hGRβ. Οι ισοµορφές

σε επόµενο κεφάλαιο της διδακτορικής διατριβής

γονιδίου του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών

από 11 διαφορετικούς υποκινητές µε εναλλακτικά

, 1E, 1F, 1H, 1I και 1J) µε αποτέλεσµα να

µετάγραφα τα οποία εκκινούν από το ίδιο εξόνιο 2 (Presul et al., 2007

). Οι υποκινητές 1A1, 1A2, 1A3 και 1I εντοπίζονται

υποκινητών περίπου 32000-36000 βάσεις από το σηµείο

υποκινητές 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 1H και 1J βρίσκονται

σηµείου αυτού (Presul et al., 2007).        

άπω περιοχή των 11 διαφορετικών υποκινητών που ελέγχουν

των γλυκοκορτικοειδών στον άνθρωπο (Presul et al., 2007

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 

εναλλακτικό µάτισµα του εξονίου 9 στο γονίδιο του

στον άνθρωπο δηµιουργεί δύο υψηλά οµόλογες

Εικόνα 1.4). Οι ισοµορφές αυτές είναι όµοιες µέχρι

διαχωρίζονται, µε τον hGRα να έχει επιπλέον 50 αµινοξέα

οµόλογα αµινοξέα. Ο hGRα αποτελεί τον κλασικό
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σε δύο ισοµορφές του 

Οι ισοµορφές αυτές θα 

διατριβής. 

γλυκοκορτικοειδών στον άνθρωπο 

εναλλακτικά εξόνια 1 (1A1, 

αποτέλεσµα να προκύπτουν 11 

Presul et al., 2007; 

εντοπίζονται στην άπω 

το σηµείο έναρξης της 

βρίσκονται περίπου 5000 

 

ελέγχουν την έκφραση του 

., 2007; Turner and Muller, 

γονίδιο του υποδοχέα των 

οµόλογες ισοµορφές, τον 

όµοιες µέχρι το αµινοξύ 727 

αµινοξέα και τον hGRβ 

κλασικό υποδοχέα των 



 

 

γλυκοκορτικοειδών, ο οποίος

κυρίως στο κυτταρόπλασµα

γλυκοκορτικοειδή και διαµεσολαβε

ορµονών αυτών. Ο hGR

αρνητική επικρατούσα δράση

ενδογενή µεταγραφική ενεργότητα

Εκτενής αναφορά στην ισοµορφή

διατριβής. 

Εικόνα 1.4: Το γονίδιο hGR αποτελείται

εξονίων 9α και 9β προκύπτουν

αρθρωτές δοµές των πρωτεϊνών

πυρήνα και για την αλληλεπίδραση

domain, HD: hinge domain, LBD: li

function domain. 

 Η πρωτεΐνη του υποδοχέα

τα υπόλοιπα µέλη της υπεροικογένειας

Αποτελείται από τις ακόλουθες

 

ο οποίος εκφράζεται σχεδόν σε όλους τους ιστούς

κυτταρόπλασµα των κυττάρων, δεσµεύει τα γνωστά φυσικά

και διαµεσολαβεί όλες τις γενωµικές και µη γενωµικές

hGRβ έχει επίσης ευρεία έκφραση σε πολλούς

επικρατούσα δράση επί της µεταγραφικής ενεργότητας του

µεταγραφική ενεργότητα ανεξάρτητη από τον hGRα (Bamberger et al., 1995

στην ισοµορφή hGRβ γίνεται σε επόµενο κεφάλαιο

αποτελείται από 10 εξόνια (1-9α και 9β). Από την εναλλακτική

προκύπτουν οι δύο κύριες ισοµορφές: ο hGRα και ο hGRβ. Στην

πρωτεϊνών, καθώς και σηµαντικές αλληλουχίες για το διµερισµό

αλληλεπίδραση µε συνενεργοποιητές. NTD: N-terminal domain, DBD: DNA

domain, HD: hinge domain, LBD: ligand-binding domain, NL: nuclear translocation signal, AF: activation 

του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών έχει αρθρωτή

της υπεροικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων

ακόλουθες περιοχές: 

1. Εισαγωγή 

43 

τους ιστούς, εντοπίζεται 

φυσικά και συνθετικά 

γενωµικές δράσεις των 

πολλούς ιστούς, ασκεί 

ενεργότητας του hGRα και έχει 

Bamberger et al., 1995). 

κεφάλαιο της διδακτορικής 

 

την εναλλακτική χρήση των 

Στην εικόνα φαίνονται οι 

διµερισµό, τη µετατόπιση στον 

terminal domain, DBD: DNA-binding 

ation signal, AF: activation 

αρθρωτή δοµή, όπως και 

υποδοχέων (Εικόνα 1.4). 
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• Περιοχή Α/Β ή αµινοτελική περιοχή ή ανοσογενής περιοχή. 

• Περιοχή C ή περιοχή σύνδεσης µε το DNA. 

• Περιοχή D ή περιοχή αρµού. 

• Περιοχή E ή περιοχή σύνδεσης µε τον προσδέτη. 

 Η αµινοτελική περιοχή εκτείνεται µέχρι το αµινοξύ 420 και περιλαµβάνει την 

περιοχή ενεργοποίησης 1 [activation function (AF-1)]. Η AF-1 εδράζεται µεταξύ των 

αµινοξέων 77 και 262 και διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη µη εξαρτώµενη από τον 

προσδέτη αλληλεπίδραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών µε µόρια αναγκαία για 

την έναρξη της µεταγραφής, όπως συνενεργοποιητές, τροποποιητές της χρωµατίνης και 

βασικούς µεταγραφικούς παράγοντες (Almlof et al., 1997; Almlof et al., 1998). 

 Η περιοχή σύνδεσης µε το DNA (DBD) βρίσκεται ανάµεσα στα αµινοξέα 420 και 

480 και περιέχει το χαρακτηριστικό µοτίβο των δύο δακτύλων ψευδαργύρου µέσω του 

οποίου επιτυγχάνεται η σύνδεση µε τις αλληλουχίες που αποκρίνονται στα 

γλυκοκορτικοειδή [glucocorticoid-response elements (GREs)] (Howard et al., 1990; 

Schule et al., 1990). Το κάθε άτοµο ψευδαργύρου περιστοιχίζεται τετραεδρικά από 

τέσσερεις κυστεΐνες, ενώ τα περιβάλλοντα αµινοξέα δηµιουργούν το κατάλληλο 

υδρόφοβο περιβάλλον στην περιοχή, το οποίο διευκολύνει τους δεσµούς που 

σχηµατίζονται ανάµεσα στην πρωτεΐνη και το DNA των γονιδίων-στόχων. Στην περιοχή 

σύνδεσης µε το DNA, µικρός αριθµός αµινοξέων που απαρτίζουν την υποπεριοχή P-box 

(proximal box) στον πρώτο δάκτυλο ψευδαργύρου διαµεσολαβεί την αναγνώριση των 

GREs. Μια δεύτερη οµάδα αµινοξέων της υποπεριοχής D-box (distal box), η οποία 

βρίσκεται στον δεύτερο δάκτυλο ψευδαργύρου, σχηµατίζει την επιφάνεια ασθενούς 

διµερισµού της περιοχής σύνδεσης µε το DNA. Η περιοχή σύνδεσης µε το DNA 

περιέχει, επίσης, αλληλουχίες σηµαντικές για τον διµερισµό καθώς και για τη 

µετατόπιση του υποδοχέα στον πυρήνα (Duma et al., 2006; Zhou and Cidlowski, 2005). 



 

 

Εικόνα 1.5: Περιοχή σύνδεσης µε

τέσσερεις κυστεΐνες. Οι θέσεις

Τρισδιάστατο µοντέλο της αλληλεπίδρασης

 Η περιοχή του αρµού

527. Το αµινοτελικό της άκρο

της. Η περιοχή αυτή προσφέρει

 

σύνδεσης µε το DNA (DBD). (A): Ο κάθε δάκτυλος ψευδαργύρου

θέσεις αµινοξέων µε κόκκινο χρώµα σχηµατίζουν δοµές

αλληλεπίδρασης της DBD µε τα GREs.  

του αρµού (hinge region) εκτείνεται ανάµεσα στα αµινοξέα

της άκρο αποτελεί τµήµα της DBD και εµπλέκεται

προσφέρει την απαραίτητη µοριακή ευελιξία στην
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ψευδαργύρου περιβάλλεται από 

σχηµατίζουν δοµές α-έλικας. (Β): 

στα αµινοξέα 488 και 

εµπλέκεται στο διµερισµό 

ευελιξία στην πρωτεΐνη, έτσι 



 

 

ώστε να δύναται ενεργοποιούµενη

2006; Zhou and Cidlowski, 2005

 Η περιοχή σύνδεσης

την ολοκλήρωση της αλληλουχίας

γλυκοκορτικοειδή και εµπεριέχει

τον προσδέτη αλληλεπίδραση

συνενεργοποιητές. Στην LBD

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών

τον προσδέτη, καθώς και για

σοκ [heat shock proteins(HSPs

αποτελείται από 12 α-έλικες

µια πλευρά της θέσης σύνδεσης

αντικριστή πλευρά. Οι έλικες

εντοπίζονται στο άνω ήµισυ

σχηµατίζει µια φωλιά στο

αγωνιστές του υποδοχέα των

Tanenbaum et al., 1998).  

Εικόνα 1.6: Η περιοχή πρόσδεσης

µικρές β-πτυχωτές δοµές οι οποίες

σχηµατίζουν τη µια πλευρά, οι έλικες

 

ενεργοποιούµενη να αλληλεπιδράσει µε πολλαπλά GREs

Zhou and Cidlowski, 2005). 

σύνδεσης µε τον προσδέτη (LBD) ξεκινά από το αµινοξύ

της αλληλουχίας της πρωτεΐνης. Η περιοχή αυτή

και εµπεριέχει την AF-2 η οποία διαµεσολαβεί την

αλληλεπίδραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών

LBD εδράζονται αλληλουχίες σηµαντικές για

γλυκοκορτικοειδών, τη µετατόπισή του στον πυρήνα µετά

και για την αλληλεπίδρασή του µε τις συνοδές πρωτεΐνες

HSPs)] (Duma et al., 2006; Zhou and Cidlowski, 2005

έλικες και 4 β-πτυχωτές δοµές. Οι έλικες 1 και 3 

σύνδεσης µε τον προσδέτη, ενώ οι έλικες 7 και 10 

Οι έλικες 4, 5, 8 και 9 συναποτελούν το µέσο επίπεδο

ήµισυ και όχι στο κάτω ήµισυ της πρωτεΐνης. Η

φωλιά στο κάτω ήµισυ της πρωτεΐνης, στην οποία

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (Εικόνα 1.6) (Bledsoe et al., 2002

 

 

πρόσδεσης του hGRα µε την ορµόνη (LBD) αποτελείται από

οι οποίες σχηµατίζουν µια τριεπίπεδη ελικοειδή δοµή

πλευρά οι έλικες 7 και 10 σχηµατίζουν την αντικριστή πλευρά. Οι
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GREs (Duma et al., 

το αµινοξύ 527 µέχρι 

περιοχή αυτή προσδένει τα 

διαµεσολαβεί την εξαρτώµενη από 

γλυκοκορτικοειδών µε 

σηµαντικές για το διµερισµό του 

πυρήνα µετά από σύνδεση µε 

συνοδές πρωτεΐνες θερµικού 

Zhou and Cidlowski, 2005). Η LBD 

και 3 σχηµατίζουν τη 

και 10 οριοθετούν την 

επίπεδο των ελίκων και 

πρωτεΐνης. Η στερεοδοµή αυτή 

οποία συνδέονται οι 

Bledsoe et al., 2002; 

αποτελείται από 12 α-έλικες και 4 

δοµή. Οι έλικες 1 και 3 

πλευρά. Οι έλικες 4, 5, 8 και 9 
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οριοθετούν το άνω ήµισυ της πρωτεϊνης. Η περιοχή σύνδεσης των γλυκοκορτικοειδών επισηµαίνεται µε 

κίτρινο αστέρι.      

 Η σύνδεση των προσδετών επάγει αλλαγές στη στερεοδοµή της πρωτεΐνης, 

οδηγώντας σε αλλαγή της θέσης των ελίκων 11 και 12 και δηµιουργώντας την επιφάνεια 

αλληλεπίδρασης µεταξύ της AF-2 περιοχής του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών και 

του µοτίβου LXXLL των συνενεργοποιητών. Κατά την φάση ενεργοποίησης του 

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών από τον προσδέτη, η έλικα 12 καταλαµβάνει την 

κατάλληλη θέση στην LBD έτσι ώστε να διευκολύνεται η αλληλεπίδραση των 

συνενεργοποιητών µε την AF-2 (Εικόνα 1.7). Αντίθετα, κατά την σύνδεση του υποδοχέα 

των γλυκοκορτικοειδών µε τον ανταγωνιστή RU-486 (µιφεπριστόνη), η θέση της έλικας 

12 αποτρέπει την αλληλεπίδραση µε συνενεργοποιητές και επιτρέπει την αλληλεπίδραση 

µε συγκαταστολείς, οδηγώντας σε καταστολή της έκφρασης γονιδίων-στόχων (Kauppi et 

al., 2003) (Εικόνα 1.7). 

 

Εικόνα 1.7: Η δοµή της LBD του hGRα κατά τη σύνδεση µε αγωνιστή και ανταγωνιστή. Στην πρώτη 

περίπτωση, οι έλικες 11 και 12 δηµιουργούν την κατάλληλη επιφάνεια αλληλεπίδρασης του hGRα µε τους 

συνενεργοποιητές. Στη δεύτερη περίπτωση, η έλικα 12 καταλαµβάνει διαφορετική θέση, µε αποτέλεσµα να 

αποτρέπεται η αλληλεπίδραση µε συνενεργοποιητές και να ευνοείται η αλληλεπίδραση µε συγκαταστολείς. 
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1.2.5  Ισοµορφές της πρωτεΐνης του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 

• Ισοµορφές οι οποίες προκύπτουν από εναλλακτικό µάτισµα 

� hGRβ 

 Όπως αναφέρθηκε σε προηγούµενη παράγραφο, ο hGRβ αποτελεί 

ισοµορφή του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών, η οποία προκύπτει από 

το εναλλακτικό µάτισµα του εξονίου 9 (Kino et al., 2009; Lewis-Tuffin 

and Cidlowski, 2006). Αποτελείται από 742 αµινοξέα, εκ των οποίων τα 

727 είναι όµοια µε τα αµινοξέα του hGRα, ενώ τα τελευταία 15 αµινοξέα 

είναι µη οµόλογα. Η προκύπτουσα δοµή του hGRβ δεν κωδικοποιεί τις 

έλικες 11 και 12, οι οποίες διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην σύνδεση 

µε τον προσδέτη, καθώς και στην αλληλεπίδραση µε συνενεργοποιητές 

(Kino et al., 2009; Lewis-Tuffin and Cidlowski, 2006; Yudt et al., 2003). 

Ως εκ τούτου, ο hGRβ δεν προσδένει τα γνωστά γλυκοκορτικοειδή, 

εντοπίζεται κυρίως στον πυρήνα των κυττάρων και δεν ρυθµίζει άµεσα 

την έκφραση γονιδίων που αποκρίνονται στα γλυκοκορτικοειδή. Η 

ισοµορφή αυτή ασκεί αρνητική επικρατούσα δράση επί της µεταγραφικής 

ενεργότητας του hGRα, φαινόµενο που έχει αποδοθεί στο σχηµατισµό 

ετεροδιµερούς hGRα/hGRβ, στον ανταγωνισµό του hGRβ µε τον hGRα 

για την πρόσδεση µε τα GREs ή για την αλληλεπίδραση µε 

συνενεργοποιητές/συγκαταστολείς (Bamberger et al., 1995; Charmandari 

et al., 2005; Kino and Chrousos, 2004; Kino et al., 2003; Yudt et al., 

2003). Η ικανότητα του hGRβ να καταστέλλει τη µεταγραφική 

ενεργότητα του hGRα αναδεικνύει την ισοµορφή αυτή σε ένα από τους 

κυριότερους παράγοντες που καθορίζουν την απόκριση των ιστών στα 

γλυκοκορτικοειδή. Ο hGRβ εκφράζεται σχεδόν σε όλους τους ιστούς σε 

χαµηλότερα επίπεδα σε σχέση µε τον hGRα. Η έκθεση των κυττάρων σε 

φλεγµονώδεις κυτταροκίνες, καθώς και σε ποικίλα µόρια που 

ενεργοποιούν το ανοσοποιητικό σύστηµα, οδηγεί επιλεκτικά σε αύξηση 

της έκφρασης του hGRβ µε αποτέλεσµα την εµφάνιση αντίστασης στα 

γλυκοκορτικοειδή (Hauk et al., 2000; Tliba et al., 2006; Webster et al., 
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2001). Αυξηµένα επίπεδα του hGRβ έχουν αναφερθεί σε ορισµένους 

ασθενείς µε ανθεκτικό στα γλυκοκορτικοειδή άσθµα, µε ελκώδη κολίτιδα, 

µε ρινικούς πολύποδες, καθώς και σε περιστατικά συστηµατικού 

ερυθηµατώδους λύκου, οξείας λεµφοβλαστικής λευχαιµίας και χρόνιας 

λεµφοκυτταρικής λευχαιµίας (Lewis-Tuffin and Cidlowski, 2006). Η 

µοριακή βάση της επιλεκτικά αυξηµένης έκφρασης του hGRβ δεν είναι 

πλήρως κατανοητή, αν και σε αρκετές µελέτες έχει ενοχοποιηθεί η 

εµπλοκή του παράγοντα µατίσµατος SRp30c (serine/arginine-rich protein 

p30c) (Xu et al., 2003; Zhu et al., 2007). Επιπρόσθετα, αυξηµένα επίπεδα 

του hGRβ µπορούν να προκύψουν από τον φυσικά απαντώµενο 

πολυµορφισµό (A3669G) στην 3’-µη κωδικοποιούσα περιοχή του mRNA 

του hGRβ, ο οποίος διακόπτει ένα µοτίβο αποσταθεροποίησης του mRNA 

(AUUUA) (Derijk et al., 2001; Schaaf and Cidlowski, 2002). Ο 

πολυµορφισµός αυτός έχει συνδεθεί µε µειωµένη κεντρική παχυσαρκία 

στις γυναίκες και ένα ευνοϊκό λιπιδαιµικό προφίλ στους άνδρες (Syed et 

al., 2006), καταδεικνύοντας ότι ορισµένες από τις ανεπιθύµητες δράσεις 

του hGRα στην κατανοµή και το µεταβολισµό του λίπους µπορούν να 

αντιρροπισθούν από την αύξηση της έκφρασης του hGRβ. Από την άλλη 

πλευρά, αντιρροπώντας τις ευεργετικές αντιφλεγµονώδεις και 

ανοσοκασταλτικές δράσεις του hGRα από τον hGRβ, παρατηρείται 

αυξηµένος κίνδυνος στους φορείς του πολυµορφισµού αυτού για 

αυτοάνοσα νοσήµατα, έµφραγµα του µυοκαρδίου και καρδιαγγειακή νόσο 

(van den Akker et al., 2008). 

 Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι ο hGRβ διαθέτει ενδογενή, 

ανεξάρτητη από τον hGRα, µεταγραφική ενεργότητα, επάγοντας ή 

καταστέλλοντας την έκφραση πολλών γονιδίων-στόχων (Kino et al., 

2009). Εξ αυτών, τα περισσότερα ήταν διαφορετικά από τα γονίδια που 

ρυθµίζονταν από τον hGRα, µε εξαίρεση ένα µικρό αριθµό γονιδίων που 

ρυθµιζόταν και από τις δύο ισοµορφές. Ακολούθως, τα ευρήµατα αυτά 

επιβεβαιώθηκαν µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού 

χρόνου (Real-Time PCR) και δείχθηκε ότι η µεταγραφική ενεργότητα του 
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hGRβ ήταν ειδική για κάθε γονίδιο (Kino et al., 2009; Kino et al., 2009). 

Με δεδοµένο ότι ο hGRβ επηρέαζε την έκφραση γονιδίων, τα οποία δεν 

διαθέτουν GREs στους υποκινητές τους, η µεταγραφική ενεργότητα του 

hGRβ αποδόθηκε σε αλληλεπιδράσεις της ισοµορφής αυτής, µέσω της 

AF-1 περιοχής, µε άλλους ρυθµιστές της µεταγραφής. Ως γνωστόν, η AF-

1 περιοχή είναι πανοµοιότυπη µεταξύ του hGRα και του hGRβ και 

διαµεσολαβεί τις αλληλεπιδράσεις µε συνενεργοποιητές (Kino et al., 

2009; Kino et al., 2009). 

 Ένα άλλο σηµαντικό εύρηµα είναι η ανακάλυψη της ισοµορφής 

hGRβ σε άλλα είδη, όπως το zebrafish (z) (Schaaf et al., 2008), τον 

ποντικό (m) (Hinds et al., 2010) και τον αρουραίο (r) (DuBois et al., 

2013). Σε αντιδιαστολή µε τις ισοµορφές hGRα και hGRβ που 

προκύπτουν από εναλλακτική χρήση του εξονίου 9α ή 9β, οι ισοµορφές 

zGRα και zGRβ δηµιουργούνται από διατήρηση εσονίου (intron retention) 

(Schaaf et al., 2008). Κατά συνέπεια, ο zGRα και ο zGRβ χρησιµοποιούν 

τα εξόνια 1 εως 8 για τα κοινά 697 αµινοτελικά αµινοξέα, ενώ ο zGRα 

χρησιµοποιεί το εξόνιο 9 για το καρβοξυτελικό άκρο και ο zGRβ 

χρησιµοποιεί το υπόλοιπο του εξονίου 8, καθώς και το κωδικόνιο λήξης 

της 3’-µη κωδικοποιούσας περιοχής του εξονίου αυτού για τον 

σχηµατισµό του καρβοξυτελικού της άκρου (Εικόνα 1.8) (Schaaf et al., 

2008). Στον ποντικό, ο mGRβ έχει δειχθεί ότι σχηµατίζεται µε τον ίδιο 

µηχανισµό, καθιστώντας τη διατήρηση του εσονίου ως γενικό µηχανισµό 

δηµιουργίας της ισοµορφής αυτής στους οργανισµούς (Hinds et al., 2010). 

Πρόσφατα δεδοµένα έδειξαν ότι η ισοµορφή mGRβ δεν προσδένει τη 

δεξαµεθαζόνη, ασκεί ανασταλτική δράση επί της µεταγραφικής 

ενεργότητας της ισοµορφής mGRα και η έκφρασή της επάγεται από 

φλεγµονώδη σήµατα (Hinds et al., 2010). Επιπρόσθετα, στην ίδια µελέτη 

οι συγγραφείς έδειξαν ότι ο mGRβ εµπλέκεται στο µεταβολισµό των 

υδατανθράκων αναστέλλοντας την έκφραση των γλυκονεογενετικών 

ενζύµων PDK4 και G6Pase. Η επώαση των κυττάρων µε ινσουλίνη είχε 

ως αποτέλεσµα την αύξηση της έκφρασης του mGRβ, αποτέλεσµα το 



 

 

οποίο επιβεβαιώθηκε

ποντικών κατά

αύξησε τα επίπεδα

Στον αρουραίο

ιντρονίου (

επίπεδα έκφρασης

σε όλους τους

χορήγηση λιποπολυσακχαρίτη

αρουραίων, 

οποίο αναδεικνύει

έκφρασης της

Εικόνα 1.8: 

εσονίου (intron

 

� Ισοµορφές 

 Εκτός

υποδοχέα των

µάτισµα του

 Η ισοµορφή

αµινοξέος αργινίνη

πρόσδεσης στο

 

επιβεβαιώθηκε in vivo µε τη δοκιµασία νηστείας

κατά την οποία η µεγάλη αύξηση των επιπέδων

αύξησε τα επίπεδα της ισοµορφής αυτής στο ήπαρ (Hinds et al., 2010

αρουραίο, η ισοµορφή rGRβ προκύπτει, επίσης

(DuBois et al., 2013). Αν και η ισοµορφή

επίπεδα έκφρασης είναι ο rGRα, ο rGRβ εκφράζεται σε

όλους τους ιστούς και τα επίπεδα έκφρασής του µειώνονται

χορήγηση λιποπολυσακχαρίτη (DuBois et al., 2013). Στο

, ο rGRβ εκφράζεται σε πολύ ψηλά επίπεδα

αναδεικνύει πιθανή σχέση των επιπέδων ινσουλίνης

έκφρασης της ισοµορφής αυτής (DuBois et al., 2013). 

 Οι ισoµορφές GRα και GRβ στο zebrafish προκύπτουν

intron retention). 

Ισοµορφές hGRγ, hGRA και hGRP 

Εκτός από τον hGRα και τον hGRβ, τρεις άλλες

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών προκύπτουν από

µάτισµα του γονιδίου: o hGRγ, o hGRA και o hGRP. 

Η ισοµορφή hGRγ περιέχει µια διείσδυση

αµινοξέος αργινίνη µεταξύ των δύο δακτύλων ψευδαργύρου

πρόσδεσης στο DNA (Rivers et al., 1999). Η ισοµορφή

1. Εισαγωγή 

51 

νηστείας-επανασίτισης των 

των επιπέδων ινσουλίνης 

Hinds et al., 2010). 

επίσης, από διατήρηση 

ισοµορφή που υπερέχει σε 

εκφράζεται σε µικρότερο βαθµό 

του µειώνονται κατά τη 

το ήπαρ διαβητικών 

επίπεδα, αποτέλεσµα το 

ινσουλίνης µε τα επίπεδα 

 
προκύπτουν από διατήρηση 

τρεις άλλες ισοµορφές του 

από το εναλλακτικό 

διείσδυση (insertion) του 

ψευδαργύρου στην περιοχή 

ισοµορφή αυτή εκφράζεται 
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ευρέως στους ιστούς και προσδένεται στα γλυκοκορτικοειδή και στο 

DNA µε ικανότητα όµοια προς τον hGRα. Όµως, έχει διακριτό 

µεταγραφικό προφίλ σε σχέση µε τον hGRα και συνδέεται µε αντίσταση 

στα γλυκοκορτικοειδή σε µικροκυτταρικό καρκίνο πνεύµονος, στα 

κορτικοτρόπα αδενώµατα της υπόφυσης και στην παιδική οξεία 

λεµφοβλαστική λευχαιµία (Meijsing et al., 2009). 

 ∆ύο ισοµορφές, οι οποίες δεν συνδέονται µε ορµόνη και οι οποίες 

έχουν απολέσει µεγάλα τµήµατα της περιοχής που συνδέεται ο υποδοχέας 

µε τα γλυκοκορτικοειδή, έχουν ανακαλυφθεί σε κύτταρα πολλαπλού 

µυελώµατος που ανθίστανται στα γλυκοκορτικοειδή (Moalli et al., 1993). 

Η ισοµορφή hGR-Α έχει απολέσει το αµινοτελικό ήµισυ της περιοχής που 

συνδέεται ο υποδοχέας µε τα γλυκοκορτικοειδή και το οποίο 

κωδικοποιείται από τα εξόνια 5-7, ενώ ο hGR-Ρ δεν διαθέτει τα εξόνια 8 

και 9. Η τελευταία ισοµορφή εκφράζεται σε πολλούς ιστούς και αποτελεί 

την κυρίαρχη ισοµορφή σε καρκινικά κύτταρα που ανθίστανται στα 

γλυκοκορτικοειδή (de Lange et al., 2001). 

 

• Ισοµορφές οι οποίες προκύπτουν από εναλλακτικές θέσεις έναρξης της 

µετάφρασης 

 Πρόσφατα, έχει αποδειχθεί ότι προκύπτουν επιπλέον πρωτεϊνικές 

ισοµορφές του hGR λόγω της παρουσίας πολλαπλών εναλλακτικών θέσεων 

έναρξης της µετάφρασης του mRNA (Lu and Cidlowski, 2005). Τα 8 διακριτά 

και εξαιρετικά συντηρηµένα κωδικόνια έναρξης από το εξόνιο 2 δίνουν γένεση 

σε 8 ισοµορφές hGRα µε προοδευτικά µικρότερα αµινοτελικά τµήµατα (hGRα-Α, 

hGRα-Β, hGRα-C1, hGRα-C2, hGRα-C3, hGRα-D1, hGRα-D2 και hGRα-D3) 

(Εικόνα 1.8). O hGRα-Α αντιπροσωπεύει τον κλασικό υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών και αποτελείται από 777 αµινοξέα. 



 

 

Εικόνα 1.9: Οι 8 εναλλακτικές

γένεση σε 8 διαφορετικές

αµινοτελικού τους άκρου

hGRβ, διότι το mRNA

 

 Οι 8 ισοµορφές

µετάγουν µε διαφορετικό

επίπεδο έκφρασής

διαφορές µεταξύ 

γλυκοκορτικοειδή και

ενδοκυττάρια εντόπισή

αποκλειστικά στον

αποτέλεσµα αυτό δείχνει

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών

µετατόπιση στον πυρήνα

πρωτεΐνης στο κυτταρόπλασµα

ισοµορφή αυτή έχει

υποκινητές γονιδίων

διαφορά των ισοµορφών

 

εναλλακτικές θέσεις έναρξης της µετάφρασης του mRNA

διαφορετικές hGRα ισοµορφές, οι οποίες διαφέρουν ως 

τους άκρου. ∆υνητικά, θα µπορούσαν να προκύψουν 8 ισοµορφές

mRNA του hGRβ εµπεριέχει τις 8 θέσεις έναρξης της µετάφρασης

ισοµορφές διαφέρουν στο αµινοτελικό τους άκρο

διαφορετικό τρόπο το σήµα των γλυκοκορτικοειδών

έκφρασής τους. Οι ισοµορφές αυτές έχουν οµοιότητες

µεταξύ τους. Έχουν παρόµοια συγγένεια σύνδεσης

γλυκοκορτικοειδή και πρόσδεσης στα GREs. Όµως, έχουν σαφείς

εντόπισή τους µε την ισοµορφή hGRα-D

στον πυρήνα των κυττάρων (Lu and Cidlowski, 2005

αυτό δείχνει ότι κάποιες αλληλουχίες στο αµινοτελικό

ν γλυκοκορτικοειδών διαδραµατίζουν σηµαντικό

στον πυρήνα, στην έξοδο από τον πυρήνα και/ή στην

στο κυτταρόπλασµα (Oakley and Cidlowski, 2011

αυτή έχει δειχθεί ότι προσδένεται κατά συνεχή τρόπο

γονιδίων που φέρουν GREs (Lu et al., 2007). 

ισοµορφών που προκύπτουν από τις 8 εναλλακτικές
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mRNA του hGRα δίνουν 

ως προς το µήκος του 

 8 ισοµορφές και για τον 

µετάφρασης. 

άκρο και µπορούν να 

γλυκοκορτικοειδών ανάλογα µε το 

οµοιότητες, αλλά και 

συγγένεια σύνδεσης µε τα 

σαφείς διαφορές στην 

D να εντοπίζεται 

Lu and Cidlowski, 2005). Το 

αµινοτελικό άκρο του 

σηµαντικό ρόλο στη 

και ή στην παραµονή της 

Oakley and Cidlowski, 2011). Επιπρόσθετα, η 

συνεχή τρόπο σε ορισµένους 

. Η πιο ουσιαστική 

εναλλακτικές θέσεις έναρξης 
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µετάφρασης είναι το προφίλ των γονιδίων-στόχων που ρυθµίζουν. Έτσι, η 

ισοµορφή hGRα-C θεωρείται ως η πιο ενεργή και η hGRα-D ως η µεταγραφικώς 

λιγότερο ενεργή (Lu and Cidlowski, 2005; Oakley and Cidlowski, 2011). Η 

διαφορά αυτή οφείλεται στη στρατολόγηση διαφορετικών συνενεργοποιητών, 

αλλά και της RNA πολυµεράσης II στους υποκινητές των γονιδίων-στόχων. Οι 

διαφορετικές ισοµορφές ρυθµίζουν την έκφραση τόσο κοινών (˂ 10%) όσο και 

διαφορετικών γονιδίων. Ακόµη και η ισοµορφή hGRα-D, στην οποία απουσιάζει 

η AF-1 περιοχή και σχεδόν το 80% του αµινοτελικού άκρου, ρυθµίζει την 

έκφραση περίπου 1800 γονιδίων κατά την ενεργοποίησή της (Lu et al., 2007). Οι 

διαφορές που προκύπτουν σε επίπεδο µεταγραφικής ρύθµισης οδηγούν σε 

λειτουργικές διαφορές στην επαγώµενη από γλυκοκορτικοειδή απόπτωση. Έτσι, 

κύτταρα οστεοσαρκώµατος που εκφράζουν την ισοµορφή hGRα-C υφίστανται 

πιο εύκολα απόπτωση σε απόκριση στα γλυκοκορτικοειδή, ενώ κύτταρα που 

εκφράζουν τον hGRα-D είναι πιο ανθεκτικά (Lu et al., 2007). Παρόµοια 

αποτελέσµατα έδειξε µια σχετικά πρόσφατη µελέτη, στην οποία µελετήθηκε το 

αποπτωτικό µεταγραφωµικό προφίλ των ισοµορφών αυτών σε κύτταρα Jurkat Τ-

λεµφοβλαστικής λευχαιµίας (Wu et al., 2013). Η έκθεση των κυττάρων σε 

δεξαµεθαζόνη προκάλεσε απόπτωση στα κύτταρα Jurkat που εξέφραζαν τις 

ισοµορφές GR-A, -B, ή –C και όχι την ισοµορφή GR-D (Wu et al., 2013). 

Επίσης, η εµπλοκή των ισοµορφών αυτών στην επαγώµενη από 

γλυκοκορτικοειδή απόπτωση διερευνήθηκε και στα δενδριτικά κύτταρα σε µια 

πρόσφατα δηµοσιευµένη µελέτη (Cao et al., 2013). Τα ανώριµα δενδριτικά 

κύτταρα εκφράζουν την ισοµορφή GR-D, ενώ τα ώριµα δενδριτικά κύτταρα 

έχουν ως επικρατούσα ισοµορφή την GR-A, η δε απόκρισή τους στη 

δεξαµεθαζόνη και η επαγωγή της απόπτωσής τους δείχθηκε ότι επηρεάζεται από 

την έκφραση των ισοµορφών αυτών (Cao et al., 2013)   

 Εκτός από τις διαφορές στη δοµή και τη λειτουργία τους, οι ισοµορφές 

αυτές εµφανίζουν διαφορές στην έκφρασή τους σε διαφορετικούς ιστούς (Lu and 

Cidlowski, 2005). Στα τρωκτικά, η ισοµορφή GRα-C εκφράζεται σε χαµηλά 

επίπεδα στο ήπαρ και σε υψηλά επίπεδα στο πάγκρεας, στον πνεύµονα και στο 

έντερο. Η ισοµορφή GRα-D επικρατεί στον σπλήνα και στην ουροδόχο κύστη, 



 

 

ενώ η έκφρασή της

επίπεδα (Lu and Cidlowski, 2005

εξετάστηκαν οι ισοµορφές

τα trabecular meshwork

D (Nehme et al., 2009

 Τα αποτελέσµατα

προκύπτουν από τις

του υποδοχέα των

ευαισθησίας των ιστών

των hGR-β, hGR-

εµπεριέχει τα 8 κωδικόνια

ισοµορφές, οι οποίες

γλυκοκορτικοειδή πιο

Oakley and Cidlowski, 2011

 

1.2.6  Μετα-µεταφραστικές

 Η κάθε µία ισοµορφή

υφίσταται ποικίλες µετα-µεταφραστικές

την ενεργότητα της πρωτεΐνης

εντόπιση και επηρεάζουν την

 

 

Εικόνα 1.10: Σηµαντικές θέσεις

τροποποιήσεις. P: φωσφορυλίωση

περισσότερες θέσεις φωσφορυλίωσης

σηµασία της φωσφορυλίωσης στη

 

 

έκφρασή της στην καρδιά και στο πάγκρεας βρίσκεται

Lu and Cidlowski, 2005). Στις ανθρώπινες κυτταρικές

οι ισοµορφές GRα-Α και GRα-Β είναι οι επικρατούσες

meshwork κύτταρα που εκφράζουν τις ισοµορφές

Nehme et al., 2009). 

αποτελέσµατα των µελετών αυτών αναδεικνύουν τις

από τις εναλλακτικές θέσεις έναρξης της µετάφρασης

των γλυκοκορτικοειδών σε σηµαντικό παράγοντα

των ιστών-στόχων στα γλυκοκορτικοειδή. ∆εδοµένου

-γ και hGR-P είναι κοινό µε το αντίστοιχο

κωδικόνια έναρξης, είναι πιθανόν να προκύπτουν

οι οποίες να καθιστούν την απόκριση των

γλυκοκορτικοειδή πιο πολύπλοκη και στοχαστική (Chrousos and Kino, 2005

Oakley and Cidlowski, 2011). 

µεταφραστικές τροποποιήσεις του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών

ισοµορφή του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών

µεταφραστικές τροποποιήσεις, οι οποίες ρυθµίζουν

πρωτεΐνης, την σταθερότητα των επιπέδων της, την

επηρεάζουν την ιστική απόκριση στα γλυκοκορτικοειδή. 

Σηµαντικές θέσεις αµινοξέων στον hGRα που υφίστανται 

φωσφορυλίωση, S: σουµοϋλίωση, U: ουµπικουϊτινυλίωση, 

φωσφορυλίωσης εδράζονται στην AF-1 περιοχή, γεγονός το οποίο

φωσφορυλίωσης στη µεταγραφική ενεργότητα του hGRα. 
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βρίσκεται σε χαµηλότερα 

κυτταρικές σειρές που 

επικρατούσες, µε εξαίρεση 

ισοµορφές GRα-C και GRα-

αναδεικνύουν τις ισοµορφές που 

µετάφρασης του mRNA 

παράγοντα ρύθµισης της 

∆εδοµένου ότι το mRNA 

αντίστοιχο του hGR-A και 

προκύπτουν αντίστοιχες 

απόκριση των ιστών στα 

Chrousos and Kino, 2005; 

γλυκοκορτικοειδών 

γλυκοκορτικοειδών δύναται να 
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• Φωσφορυλίωση 

 Η φωσφορυλίωση ήταν η πρώτη µετα-µεταφραστική τροποποίηση του 

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών που αναγνωρίστηκε και η περισσότερο 

µελετηµένη. (Beck et al., 2009; Galliher-Beckley and Cidlowski, 2009; Kumar 

and Calhoun, 2008). Ο hGR διαθέτει πολλές θέσεις φωσφορυλίωσης σε 

κατάλοιπα σερίνης (S113, S141, S203, S211, S226 και S404), η πλειοψηφία των 

οποίων εδράζεται στην AF-1 περιοχή του αµινοτελικού άκρου της πρωτεΐνης 

(Ismaili and Garabedian, 2004). Η φωσφορυλίωση του hGRα συµβαίνει µετά από 

την σύνδεσή του µε τα γλυκοκορτικοειδή και ρυθµίζει την ανακύκλωση της 

πρωτεΐνης, τον ενδοκυττάριο εντοπισµό της, την ειδικότητα πρόσδεσης σε 

ιστοειδικούς υποκινητές, την αλληλεπίδραση µε άλλους συµπαράγοντες, τη 

σταθερότητα του µορίου καθώς και τη διάρκεια και την αντοχή του σήµατος των 

γλυκοκορτικοειδών. Επιπρόσθετα, ρυθµίζει τις αλληλεπιδράσεις µε άλλες 

πρωτεΐνες και συµµετέχει στις µη γενωµικές δράσεις των γλυκοκορτικοειδών. 

Παραδείγµατα κινασών που φωσφορυλιώνουν τον hGRα in vitro και in vivo 

είναι: 1. p34CDC28 (Ismaili and Garabedian, 2004; Wang et al., 2002), 2. p38 

(MAPK) (Miller et al., 2005), 3. GSK-3β (Galliher-Beckley et al., 2008; Rogatsky 

et al., 1998), 4. JNK (Itoh et al., 2002; Rogatsky et al., 1998) και 5. CDK5 (Kino 

et al., 2007). Η CDK5 αλληλεπιδρά µε τον hGRα µέσω της υποµονάδας p35, 

φωσφορυλιώνει τον hGRα σε πολλά κατάλοιπα σερινών, συµπεριλαµβανοµένων 

των θέσεων 203 και 211 και ρυθµίζει τη µεταγραφική ενεργότητα του hGRα 

µεταβάλλοντας τη στρατολόγηση των συνενεργοποιητών στα GREs (Kino et al., 

2007). Η CDK5 και η p35 εκφράζονται κυρίως στα νευρικά κύτταρα και 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη του εµβρυϊκού εγκεφάλου. Η 

συνεχής έκφραση της CDK5 στο κεντρικό νευρικό σύστηµα εµπλέκεται στην 

παθογένεια νευροεκφυλιστικών νοσηµάτων, όπως η νόσος Alzheimer’s και η 

πλαγία µυοτροφική σκλήρυνση (Dhavan and Tsai, 2001). 

 Μια πρόσφατη µελέτη έδειξε ότι η adenosine 5’ monophosphate-activated 

protein kinase (AMPK), ένα µόριο σηµαντικό για τη ρύθµιση της ενεργειακής 

οµοιόστασης και το οποίο διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην κατανάλωση 

ενέργειας, φωσφορυλιώνει έµµεσα τον hGRα στη σερίνη 211 µέσω 
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ενεργοποίησης της p38 MAPK (Nader et al., 2010). Η έµµεση αυτή 

φωσφορυλίωση δίνει τη δυνατότητα στην AMPK να ρυθµίζει τις δράσεις των 

γλυκοκορτικοειδών στο µεταβολισµό των υδατανθράκων, τροποποιώντας τη 

µεταγραφή των γονιδίων που ελέγχονται από τα γλυκοκορτικοειδή ανάλογα µε 

τον υποκινητή και τον ιστό (Nader et al., 2010). Τα ευρήµατα αυτά αναδεικνύουν 

την AMPK ως ένα πολλά υποσχόµενο στόχο φαρµακολογικής παρέµβασης σε 

νοσήµατα του µεταβολισµού, στα οποία τα γλυκοκορτικοειδή διαδραµατίζουν 

µείζονα παθογενετικό ρόλο. 

 

• Ουµπικουϊτινυλίωση 

 Το σύστηµα ουµπικουϊτίνης/πρωτεασώµατος διαδραµατίζει σηµαντικό 

ρόλο στη ρύθµιση της µεταγραφής. Οι πυρηνικοί υποδοχείς, 

συµπεριλαµβανοµένου του hGR, όπως επίσης και άλλοι µεταγραφικοί 

παράγοντες (p53, cJun, cMyc και E2F-1) υφίστανται ουµπικουϊτινυλίωση και 

αποδοµούνται στο πρωτεάσωµα (Dennis and O'Malley, 2005; Kinyamu et al., 

2005). Πολλά ενδιάµεσα µόρια της µεταγραφής, όπως συνενεργοποιητές 

πυρηνικών υποδοχέων, παράγοντες αναδόµησης της χρωµατίνης, καθώς και 

ορισµένες συνιστώσες της χρωµατίνης (ιστόνη Η1, πρωτεΐνες HMG) 

ουµπικουϊτινυλιώνονται και υφίστανται αποδόµηση στο πρωτεάσωµα (Dennis 

and O'Malley, 2005; Jason et al., 2002; Kinyamu et al., 2005). Επιπρόσθετα, το 

πρωτεάσωµα αλληλεπιδρά µε το καρβοξυτελικό άκρο της RNA πολυµεράσης II 

και συνδέεται άµεσα µε τις περιοχές των υποκινητών πολλών γονιδίων, 

ρυθµίζοντας τις µεταγραφικές τους ενεργότητες (Gillette et al., 2004). Με βάση 

τους µηχανισµούς αυτούς, φαίνεται ότι η ουµπικουϊτινυλίωση και η επακόλουθη 

αποδόµηση στο πρωτεάσωµα ρυθµίζουν τη µεταγραφική ενεργότητα του hGRα, 

πιθανώς διαµεσολαβώντας την ταχεία ανακύκλωση των συνδεόµενων µε τους 

υποκινητές µορίων του hGRα και κατά συνέπεια καταστέλλοντας τη 

µεταγραφική ενεργότητα του hGRα. Η αλληλουχία του GRα στον ποντικό 

εµπεριέχει ένα µοτίβο PEST ανάµεσα στα αµινοξέα 407-426 (399-419 στον 

hGRα) δια του οποίου τα ένζυµα ubiqunine-conjugating enzyme E2 και the 

ubiquitine-ligase enzyme E3 αναγνωρίζουν τα υποστρώµατά τους (Wallace and 
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Cidlowski, 2001). Η λυσίνη στη θέση 426 στον mGRα (θέση 419 στον hGRα) 

έχει δειχθεί ότι υφίσταται ουµπικουϊτινυλίωση, συµπέρασµα το οποίο εξήχθη 

όταν κατά την αναστολή της ουµπικουϊτινυλίωσης µε το συνθετικό σκεύασµα 

MG132 παρατηρήθηκε αύξηση της µεταγραφικής ενεργότητας του φυσικού 

τύπου GRα, ενώ ο µεταλλαγµένος υποδοχέας από λυσίνη σε αλανίνη στη θέση 

426 παρουσίασε περισσότερο αυξηµένη µεταγραφική ενεργότητα και 

ανθεκτικότητα στο MG132 (Wallace and Cidlowski, 2001). 

 

• Σουµοϋλίωση 

 Η αλληλουχία του hGRα διαθέτει τρεις θέσεις σουµοϋλίωσης στις λυσίνες 

277, 293 και 703 (Holmstrom et al., 2003). Η σουµοϋλίωση επιφέρει καταστολή 

της µεταγραφικής ενεργότητας του hGRα σε υποκινητή που φέρει πολλαπλά 

GREs, πιθανώς επηρεάζοντας τη συνεργική δράση πολλών µορίων hGRs που 

προσδένονται σε αυτό τον υποκινητή (Davies et al., 2008; Le Drean et al., 2002; 

Tian et al., 2002). Είναι, επίσης, γνωστό ότι η φωσφορυλίωση του rGRα στη θέση 

246 (θέση 226 στον hGRα) από την JNK διευκολύνει τη σουµοϋλίωση του 

υποδοχέα και ρυθµίζει τη µεταγραφική του ενεργότητα κατά τρόπο εξαρτώµενο 

από το γονίδιο-στόχο (Davies et al., 2008). 

 

• Ακετυλίωση 

 Όλοι οι υποδοχείς των στεροειδών ορµονών ακετυλιώνονται από 

ακετυλοτρανσφεράσες, όπως  p300, p/CAF and Tip60 και διαθέτουν κοινές θέσεις 

ακετυλίωσης σε ένα υψηλά συντηρηµένο µοτίβο ακετυλίωσης KXKK, το οποίο 

βρίσκεται στην περιοχή αρµού των υποδοχέων αυτών (Faus and Haendler, 2006; 

Fu et al., 2006; Kim et al., 2006). Ο hGRα ακετυλιώνεται στις λυσίνες 494 και 

495 στην περιοχή του αρµού και απακετυλιώνεται από την HDAC2, φαινόµενο 

το οποίο απαιτείται για την καταστολή της µεταγραφικής ενεργότητας του NF-κB 

από τον ενεργοποιηµένο hGR (Ito et al., 2006) 

 Σε µια πρόσφατη µελέτη, δείχθηκε ότι ο µεταγραφικός παράγοντας Clock 

αλληλεπιδρά µε τον hGRα στην περιοχή σύνδεσης µε τον προδέτη και 

ακετυλιώνει τον hGRα στις λυσίνες K480, K492, K494 και K495, 
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καταστέλλοντας τη µεταγραφική ενεργότητα του hGRα σε πολλά γονίδια που 

αποκρίνονται στα γλυκοκορτικοειδή (Nader et al., 2009; Nader et al., 2010) 

(Εικόνα 1.11Α). Ο Clock (circadian locomotor output cycle kaput), όπως και ο 

Bmal1 (brain-muscle-arnt-like protein 1) ανήκουν στην υπεροικογένεια των basic 

helix-loop-helix µεταγραφικών παραγόντων PER-ARNT-SIM (PAS) και 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη γένεση των κιρκάδιων ρυθµών έκφρασης 

πολλών γονιδίων (Takahashi et al., 2008). Η ακετυλίωση του hGRα από τον 

Clock είχε ως αποτέλεσµα τη µείωση της µεταγραφικής ενεργότητας του hGRα, 

πιθανώς λόγω µείωσης της ικανότητας πρόσδεσης του hGRα στα GREs ή λόγω 

διαταραγµένης µετατόπισης του υποδοχέα στον πυρήνα (ή λόγω και των δύο 

αυτών παραγόντων) (Nader et al., 2009; Nader et al., 2010) (Εικόνα 1.11Β). 

Επίσης, δείχθηκε ότι η έκφραση γονιδίων που αποκρίνονται στα 

γλυκοκορτικοειδή παρουσιάζει διακύµανση κατά κιρκάδιο τρόπο, 

αντανακλώντας την έκφραση των γονιδίων Clock/Bmal1. Τα αποτελέσµατα της 

µελέτης αυτής δείχνουν ότι ο µεταγραφικός παράγοντας Clock δρα ως αρνητικός 

ρυθµιστής της µεταγραφικής ενεργότητας του hGRα, παρέχοντας ένα περιφερικό 

µηχανισµό ρύθµισης της δράσης των κυκλοφορούντων γλυκοκορτικοειδών.    

 



 

 

Εικόνα 1.11 (A): Τα κατάλοιπα

περιοχή αρµού του hGR
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πρόσδεσης στα GREs 
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µονοπύρηνα κύτταρα
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κυκλοφορούσας κορτιζόλης

έκφραση των γονιδίων
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(Charmandari et al., 2011

διαµεσολαβούµενη

 

Τα κατάλοιπα λυσινών στις θέσεις 480, 492, 494 και 495 

hGRα και υφίστανται ακετυλίωση από τον Clock µετά

του hGRα. (B): Ο ακετυλιωµένος hGRα εµφανίζει 

 µε αποτέλεσµα τη µείωση της µεταγραφικής ενεργότητας

συνέχεια των in vitro αποτελεσµάτων, διερευνήθηκε

ακετυλίωσης του hGRα, καθώς και η έκφραση των

γονιδίων και των γονιδίων που αποκρίνονται στα γλυκοκορτικοειδή

κύτταρα περιφερικού αίµατος υγειών ατόµων (Charmandari

επίπεδο ακετυλίωσης του hGRα ήταν υψηλό κατά τις

τις απογευµατινές ώρες, αντανακλώντας τα

κυκλοφορούσας κορτιζόλης (Charmandari et al., 2011). Επίσης

γονιδίων που σχετίζονται µε τον µεταγραφικό παράγοντα

διακύµανση, ενώ ο Clock ρύθµιζε την έκφραση των

στα γλυκοκορτικοειδή ανάλογα µε το είδος

Charmandari et al., 2011). Η µελέτη κατέληξε στο συµπέρασµα
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αποτελεσµατικά την ευαισθησία των ιστών στις ζενίθ κυκλοφορούσες 

συγκεντρώσεις των γλυκοκορτικοειδών κατά τις πρωινές ώρες, ενώ το αντίθετο 

συµβαίνει κατά τις βραδινές ώρες στην παρουσία των ναδίρ συγκεντρώσεων της 

κορτιζόλης (Charmandari et al., 2011). 

    Η αποσύνδεση των κεντρικών και περιφερικών συνιστωσών του 

συστήµατος CLOCK ή/και η αποσύνδεση της αλληλεπίδρασης του συστήµατος 

του στρες µε το σύστηµα CLOCK θα µπορούσε να οδηγήσει σε λειτουργική 

υπερκορτιζολαιµία στους περιφερικούς ιστούς µε επιβλαβείς δράσεις των 

γλυκοκορτικοειδών στο καρδιαγγειακό σύστηµα (Charmandari et al., 2011; Kino 

and Chrousos, 2011; Kino and Chrousos, 2011; Nader et al., 2009; Nader et al., 

2010).  

 

1.3  ΓΕΝΩΜΙΚΕΣ ∆ΡΑΣΕΙΣ ΤΩΝ ΓΛΥΚΟΚΟΡΤΙΚΟΕΙ∆ΩΝ 

  

1.3.1  Άξονας µεταγωγής σήµατος των γλυκοκορτικοειδών (Εικόνα 1.12) 

 Κατά την απουσία προσδέτη, ο hGRα εντοπίζεται κυρίως στο κυτταρόπλασµα 

των κυττάρων ως τµήµα ενός ετερο-ολιγοµερούς συµπλέγµατος, το οποίο περιλαµβάνει 

συνοδές πρωτεΐνες θερµικού σοκ (heat shock proteins) (HSPs) 90, 70 και 50, αλλά και 

άλλες πρωτεΐνες (Pratt, 1993). Η HSP90 ρυθµίζει την πρόσδεση της ορµόνης στον 

υποδοχέα, αλλά και την παραµονή του hGRα στο κυτταρόπλασµα, εκθέτοντας την 

περιοχή του υποδοχέα στην οποία προσδένεται η ορµόνη και αποκρύβοντας τις δύο 

αλληλουχίες που είναι υπεύθυνες για τη µετανάστευση του υποδοχέα στον πυρήνα (NL), 

NL1 και NL2. Όταν ο υποδοχέας ενεργοποιηθεί από τον προσδέτη, διαχωρίζεται από το 

πολυπρωτεϊνικό σύµπλεγµα και µεταναστεύει στον πυρήνα (Pratt, 1993; Terry et al., 

2007). Εκεί, ο υποδοχέας προσδένεται ως οµοδιµερές/ετεροδιµερές στις αλληλουχίες που 

αποκρίνονται στα γλυκοκορτικοειδή (glucocorticoid response elements) (GREs), οι 

οποίες εντοπίζονται στους υποκινητές των γονιδίων-στόχων, και ρυθµίζει την έκφραση 

των τελευταίων θετικά ή αρνητικά, ανάλογα µε την αλληλουχία GRE και το περιεχόµενο 



 

 

του υποκινητή (Bamberger et al., 1996

ενεργοποιηµένος -µετά από

έκφραση ανεξάρτητα από την

µονοµερές- µε άλλους µεταγραφικούς

(activator protein-1) (AP-

και οι µεταγωγείς σήµατος

Kino, 2005; Jonat et al., 1990

αλληλεπιδράσεις αυτές θα

διδακτορικής διατριβής. Μετά

γονιδίων που αποκρίνονται

προσδέτη και αποκτά χαµηλότερη

προσδεδεµένος hGRα παραµένει

ακολούθως, βγαίνει προς

κυτταρόπλασµα ο hGR

πρωτεάσωµα (Liu and DeFranco, 2000

Εικόνα 1.12: Άξονας µεταγωγής

glucocorticoid receptor, TFs: transcription factors.

 

Bamberger et al., 1996; Schaaf and Cidlowski, 2002

µετά από πρόσδεση-  hGRα µπορεί να τροποποιήσει

από την πρόσδεσή του στο DNA, αλληλεπιδρώντας

άλλους µεταγραφικούς παράγοντες, όπως η ενεργοποιητική

-1), ο πυρηνικός παράγοντας κΒ (nuclear factor

σήµατος και ενεργοποιητές της µεταγραφής (STATs

Jonat et al., 1990; Kino and Chrousos, 2002; Scheinman et al., 1995

αυτές θα αναφερθούν λεπτοµερώς σε επόµενη

Μετά την ενεργοποίηση ή την αναστολή της

αποκρίνονται στα γλυκοκορτικοειδή, ο hGRα διαχωρίζεται

χαµηλότερη συγγένεια πρόσδεσης µε τις αλληλουχίες

παραµένει στον πυρήνα για ένα σεβαστό χρονικό

προς το κυτταρόπλασµα. Τόσο στον πυρήνα

hGRα µπορεί να ανακυκλώνεται και/ή να 

Liu and DeFranco, 2000). 

µεταγωγής σήµατος των γλυκοκορτικοειδών. HSPs: heat shock proteins, GR: 

receptor, TFs: transcription factors. 

1. Εισαγωγή 

62 

haaf and Cidlowski, 2002). Εναλλακτικά, ο 

τροποποιήσει τη γονιδιακή 

αλληλεπιδρώντας -πιθανώς ως 

ενεργοποιητική πρωτεΐνη-1 

factor-κΒ) (NF-κΒ) 

STATs) (Chrousos and 

Scheinman et al., 1995). Οι 

επόµενη παράγραφο της 

αναστολή της µεταγραφής των 

διαχωρίζεται από τον 

αλληλουχίες GREs. Ο µη 

χρονικό διάστηµα και, 

πυρήνα όσο και στο 

 αποδοµείται στο 

 

HSPs: heat shock proteins, GR: 



1. Εισαγωγή 

 

 

63 

 

 

 Προκειµένου να ξεκινήσει η µεταγραφή, ο hGRα χρησιµοποιεί τις περιοχές 

ενεργοποίησης της µεταγραφής (activation function) (AF)-1 και AF-2 ως επιφάνειες 

αλληλεπίδρασης µε συνενεργοποιητές πυρηνικών υποδοχέων [p160, p300/cyclic AMP-

response element (CRE)-binding protein (CBP) και p300/CBP-associated factor 

(p/CAF)], συµπλέγµατα ανακατασκευής της χρωµατίνης [switching sucrose 

nonfermenting (SWI/SNF) και vitamin D receptor-interacting protein (DRIP)/thyroid 

hormone receptor-associated protein (TRAP)] και γενικούς µεταγραφικούς παράγοντες 

(Auboeuf et al., 2002; Hittelman et al., 1999; McKenna et al., 1999; McKenna and 

O'Malley, 2002; McKenna et al., 1999). Οι συνενεργοποιητές p160, όπως ο steroid 

receptor coactivator 1 (SRC1) και ο glucocorticoid receptor-interacting protein 1 

(GRIP1), αλληλεπιδρούν άµεσα τόσο µε την περιοχή AF-1 του hGRα διαµέσου του 

καρβοξυτελικού τους άκρου όσο και µε την περιοχή AF-2 διαµέσου πολλαπλών 

αµφιπαθητικών µοτίβων αµινοξέων LXXLL που εντοπίζονται στην περιοχή πρόσδεσης 

µε τον πυρηνικό υποδοχέα (nuclear receptor-binding) (NRB) (Heery et al., 1997). 

Επιπρόσθετα, έχουν δραστηριότητα ακετυλοτρανσφεράσης της ιστόνης η οποία προάγει 

την αποσυµπύκνωση της χρωµατίνης και επιτρέπει στο σύµπλεγµα έναρξης µεταγραφής 

της RNA-πολυµεράσης και των συνιστωσών της να ξεκινήσουν και να προάγουν τη 

µεταγραφή (Auboeuf et al., 2002; McKenna et al., 1999; McKenna and O'Malley, 2002; 

McKenna et al., 1999) (Εικόνα 1.13). 



 

 

Εικόνα 1.13: Αλληλεπίδραση

χρωµατίνης και γενικούς µεταγραφικούς

στόχων. CBP: cAMP-responsive element

receptor-interacting protein, p/CAF: p300/CBP

non-fermenting,  TRAP: thyroid hormone receptor

 

1.3.2  Αλληλεπιδράσεις 

µεταγραφικούς παράγοντες

 Τα γλυκοκορτικοειδή

του οικείου τους υποδοχέα

σηµατοδοτικά µονοπάτια

µεταγραφικούς παράγοντες

καταστέλλουν τη µεταγραφή

να είναι πιο σηµαντική από

φέρουν µεταλλαγµένο GR

ταυτόχρονα ανενεργός στη

Σε αντίθεση, ποντικοί µε 

µετά τη γέννησή τους µε βαρύ

 

Αλληλεπίδραση του hGRα µε συνενεργοποιητές, συµπλέγµατα 

µεταγραφικούς παράγοντες για την έναρξη της µεταγραφής

responsive element-binding protein (CREB)-binding protein,

CAF: p300/CBP-associated factor, SWI/SNF: mating-

TRAP: thyroid hormone receptor-associated protein.  

Αλληλεπιδράσεις του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών

παράγοντες 

γλυκοκορτικοειδή διαµεσολαβούν τις ποικιλοτρόπες δράσεις

υποδοχέα. Οι ορµόνες αυτές µπορούν να επηρεάσουν

µονοπάτια µέσω πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων

παράγοντες, επιδρώντας στην ικανότητα των τελευταίων

µεταγραφή των γονιδίων-στόχων τους. Η δραστηριότητα

σηµαντική από την πρόσδεση στα GREs, δεδοµένου ότι ποντι

GRα που είναι ικανός να αλληλεπιδρά µε άλλες

ανενεργός στη µεταγραφή γονιδίων µέσω πρόσδεσης στο 

ποντικοί µε απάλειψη ολόκληρου του GR γονιδίου καταλήγουν

τους µε βαρύ σύνδροµο αναπνευστικής δυσχέρειας 
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συµπλέγµατα ανακατασκευής της 

µεταγραφής των γονιδίων-

binding protein, DRIP: vitamin D 

-type switching/sucrose 

γλυκοκορτικοειδών µε άλλους 

δράσεις τους διαµέσου 

να επηρεάσουν άλλα 

λεπιδράσεων µε άλλους 

τελευταίων να επάγουν ή να 

δραστηριότητα αυτή φαίνεται 

ότι ποντικοί, οι οποίοι 

µε άλλες πρωτεΐνες και 

στο DNA, επιβιώνουν. 

καταλήγουν αµέσως 

δυσχέρειας (Cole et al., 1995; 
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Reichardt et al., 1998). Τα in vivo ευρήµατα αυτά, καθώς και in vitro αποτελέσµατα 

δείχνουν ότι ο GR αλληλεπιδρά µε άλλους µεταγραφικούς παράγοντες ως µονοµερές και 

επηρεάζει τη µεταγραφική ενεργότητα των τελευταίων (Reichardt et al., 1998; Reichardt 

et al., 2001). 

 Οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις του hGRα µε άλλους µεταγραφικούς 

παράγοντες λαµβάνουν χώρα σε υποκινητές οι οποίοι δεν περιέχουν GREs (tethering 

mechanism), αλλά και σε υποκινητές που περιέχουν τόσο GREs όσο και αλληλουχίες 

που αποκρίνονται στους µεταγραφικούς παράγοντες µε τους οποίους αλληλεπιδρά ο GRα 

(composite promoters) (Εικόνα 1.14) (Miner and Yamamoto, 1991). Η καταστολή της 

µεταγραφικής ενεργότητας αυτών των µεταγραφικών παραγόντων µέσω πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην καταστολή του ανοσοποιητικού 

συστήµατος και της φλεγµονής από τα γλυκοκορτικοειδή (Reichardt et al., 1998; 

Reichardt et al., 2001). Ορισµένες από τις δράσεις των ορµονών αυτών στο 

ανοσοποιητικό σύστηµα µπορούν να αποδοθούν στην αλληλεπίδραση µεταξύ του hGRα 

και του NF-κB, του AP-1 και ενδεχοµένως των STATs (Barnes and Karin, 1997; 

Didonato et al., 1996; Karin and Chang, 2001). Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι ο hGR 

αλληλεπιδρά άµεσα µε τους µεταγραφικούς παράγοντες «T-box expressed in T-cells» (T-

bet) και GATA-3, οι οποίοι έχουν σηµαντικό ρόλο στη διαφοροποίηση των T helper-1 

και T helper-2 λεµφοκυττάρων (Liberman et al., 2009; Liberman et al., 2007). 

Επιπρόσθετα, ο hGR επηρεάζει έµµεσα τις δράσεις του ρυθµιστικού παράγοντα 3 της 

ιντερφερόνης (IRF-3) µέσω του GRIP, ανταγωνιζόµενος τον IRF-3 στην πρόσδεσή του 

µε τον GRIP (Reily et al., 2006). Αυτοί οι µεταγραφικοί παράγοντες είναι σηµαντικοί για 

τη ρύθµιση του ανοσοποιητικού συστήµατος και οι αναφερθείσες αλληλεπιδράσεις 

µπορούν να ερµηνεύσουν ορισµένες δράσεις του hGR στο ανοσοποιητικό σύστηµα. Στη 

συνέχεια, αναλύονται διεξοδικά οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις του hGR µε 

σηµαντικούς µεταγραφικούς παράγοντες. 



 

 

Εικόνα 1.14: Τρεις διαφορετικοί

δύναται να αλληλεπιδρά µε άλλους

µεταγραφή των γονιδίων-στόχων

 

1. Nuclear Factor-κB

 Ο NF-κB είναι

που ρυθµίζουν τη

συστήµατος. Πρόκειται

πρωτεϊνικά µόρια, όπως

σηµατοδοτικό µονοπάτι

κυτταροκίνες, µε αποτέλεσµα

στις αλληλουχίες που

υποκινητές γονιδίων

(Barnes and Karin, 1997

άµεσα µε την υποµονάδα

µεταγραφική ενεργότητα

µεταγραφή γονιδίων

κB µε τον hGRα αναστέλλει

στόχων ή ουδετεροποιεί

σήµα (Caldenhoven et al., 1995

Wissink et al., 1997

την κατασταλτική 

 

διαφορετικοί µηχανισµοί ρύθµισης της µεταγραφής γονιδίων από

µε άλλους µεταγραφικούς παράγοντες άµεσα ή έµµεσα

στόχων των µεταγραφικών παραγόντων. 

B (NF-κB) 

είναι ένας από τους πιο σηµαντικούς µεταγραφικούς

ρυθµίζουν τη φλεγµονή και πολλές λειτουργίες του

Πρόκειται για ένα ετεροδιµερές που απαρτίζεται

µόρια, όπως το p50, το p52, το p65 (RelA), το c-Rel

µονοπάτι του NF-κB ενεργοποιείται από φλεγµονώδη

µε αποτέλεσµα το κλασικό ετεροδιµερές p65/p50 

αλληλουχίες που αποκρίνονται στον NF-κB (κB-response

γονιδίων-στόχων ρυθµίζοντας την έκφραση των

Barnes and Karin, 1997; Perkins, 2000). Ο ενεργοποιηµένος h

υποµονάδα p65 του NF-κB µέσω της DBD και

ενεργότητα του NF-κB, ενώ ο τελευταίος 

γονιδίων-στόχων του hGRα µέσω GREs. Η αλληλεπίδραση

α αναστέλλει την πρόσδεση του πρώτου µε το DNA

ουδετεροποιεί την ικανότητά του να µετάγει επιτυχώς

Caldenhoven et al., 1995; Liden et al., 1997; McKay and Cidlowski, 1999

Wissink et al., 1997). Η LBD του hGRα αποδείχθηκε ότι είναι

κατασταλτική δράση του hGRα επί του NF-κB (McKay and Cidlowski, 
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γονιδίων από τον hGR. Ο hGR 

έµµεσα επηρεάζοντας τη 

µεταγραφικούς παράγοντες 

του ανοσοποιητικού 

απαρτίζεται από ποικίλα 

Rel και το RelΒ.  Το 

φλεγµονώδη σήµατα και 

50 να προσδένεται 

response elements) στους 

των γονιδίων αυτών 

hGRα αλληλεπιδρά 

και καταστέλλει τη 

τελευταίος καταστέλλει τη 

αλληλεπίδραση του NF-

DNA των γονιδίων-

επιτυχώς το φλεγµονώδες 

McKay and Cidlowski, 1999; 

ότι είναι απαραίτητη για 

McKay and Cidlowski, 
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1998). Εκτός από την αλληλεπίδρασή του µε την p65 υποµονάδα του NF-κB, 

ένας άλλος µηχανισµός καταστολής του NF-κB από τον hGRα είναι η πρόσδεση 

του hGRα στις αλληλουχίες που αποκρίνονται στον NF-κB και η επακόλουθη 

στρατολόγηση της απακετυλάσης της ιστόνης και/ή η ρύθµιση της 

φωσφορυλίωσης του καρβοξυτελικού άκρου της RNA πολυµεράσης ΙΙ (Ito et al., 

2000; Nissen and Yamamoto, 2000). Επίσης, ο ενεργοποιηµένος hGRα επάγει 

την έκφραση της κινάσης του NF-κB (IκB), µέσω πρόσδεσής του σε κλασικά 

GREs, µε αποτέλεσµα τη φωσφορυλίωση του NF-κB και την επακόλουθη 

αποδόµησή του στο πρωτεάσωµα (Auphan et al., 1995). 

 

2. Activator Protein-1 (AP-1) 

 Ο AP-1 είναι ένας µεταγραφικός παράγοντας που ρυθµίζει την έκφραση 

γονιδίων που εµπλέκονται στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και στη 

διαφοροποίηση (Herrlich, 2001; Karin and Chang, 2001; van Dam and 

Castellazzi, 2001). Ο µεταγραφικός παράγοντας αυτός και ο hGRα 

αλληλεπιδρούν µεταξύ τους και καταστέλλουν τη µεταγραφική ενεργότητα ένθεν 

και ένθεν. Η LBD και η DBD του hGRα λαµβάνουν µέρος στην αλληλεπίδραση 

αυτή (Schule et al., 1990). O hGRα αναστέλλει την πρόσδεση του AP-1 στο DNA 

και επιπλέον ανταγωνίζεται µε τον AP-1 για την αλληλεπίδραση µε τον 

συνενεργοποιητή p300/CBP. Οι µηχανισµοί αυτοί διέπουν την καταστολή της 

µεταγραφικής ενεργότητας του AP-1 από τον hGRα (Kamei et al., 1996). 

 

3. cAMP-Responsive Element-Binding Protein (CREB) 

 Ο CREB καταστέλλει τη µεταγραφική ενεργότητα του hGRα και 

αντίστροφα (Chatterjee et al., 1991; Stauber et al., 1992). Αν και  έχει αναφερθεί 

η άµεση αλληλεπίδραση των δύο µεταγραφικών παραγόντων in vitro, η φυσική 

τους αλληλεπίδραση δεν είναι απολύτως ξεκάθαρη (Imai et al., 1993; Stauber et 

al., 1992). Επιπρόσθετα, οι δύο µεταγραφικοί παράγοντες συνεργιστικά 

ενεργοποιούν τη µεταγραφή των γονιδίων που εκφράζουν την 

φωσφοενολοπυροσταφυλική καρβοξικινάση (PEPCK) και τη σωµατοστατίνη, οι 
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υποκινητές των οποίων φέρουν αλληλουχίες GRE και CRE (Imai et al., 1993; Liu 

et al., 1994). 

 

4. Smad6 

 Μέλη της οικογένειας των πρωτεϊνών Smad µετάγουν το σήµα µελών της 

υπεροικογένειας του Transforming Growth Factor (TGF) β, όπως ο TGFβ, η 

ακτιβίνη και οι Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) (ten Dijke et al., 2000). Ο 

Smad6 δείχθηκε ότι αλληλεπιδρά µε το αµινοτελικό άκρο του hGRα και 

καταστέλλει τη µεταγραφική ενεργότητα του hGRα in vitro (Ichijo et al., 2005). 

Η διαµεσολαβούµενη από αδενοϊό υπερέκφραση του Smad6 αναστέλλει τη 

δράση των γλυκοκορτικοειδών στο ήπαρ επίµυος in vivo αποτρέποντας την 

επαγώµενη από δεξαµεθαζόνη αύξηση των επιπέδων γλυκόζης του αίµατος και 

της έκφρασης mRNA της φωσφοενολοπυροσταφυλικής καρβοξικινάσης στο 

ήπαρ (Ichijo et al., 2005). Ο Smad6 καταστέλλει τη µεταγραφική ενεργότητα του 

hGRα προσελκύοντας την απακετυλάση 3 της ιστόνης (HDAC3) στον 

προσδεδεµένο στο DNA hGRα και ανταγωνιζόµενος την ακετυλίωση των 

ιστονών Η3 και Η4 από την p160 ακετυλοτρανσφεράση της ιστόνης (Ichijo et al., 

2005). Συνεπώς, ο Smad6 ρυθµίζει τις δράσεις των γλυκοκορτικοειδών ως 

καταστολέας του hGRα. Οι αντι-γλυκοκορτικοειδικές δράσεις του Smad6 

ενδέχεται να συµβάλλουν στις νευροπροστατευτικές, αντι-καταβολικές και 

επάγουσες την επούλωση του τραύµατος ιδιότητες της οικογένειας των 

πρωτεϊνών TGFβ (Ichijo et al., 2005). 

 

5. CAAT/Enhancer-binding Protein (C/EBP) 

 Ο C/EBP είναι ένας µεταγραφικός παράγοντας µε σηµαντικό ρόλο στον 

πολλαπλασιασµό, την ανάπτυξη και τη διαφοροποίηση στο έµβρυο επιδρώντας 

στο ήπαρ, τον λιπώδη ιστό, το ανοσοποιητικό σύστηµα και τους αιµοποιητικούς 

ιστούς. Ο C/EBP ρυθµίζει συνεργιστικά τη µεταγραφή γονιδίων που περιέχουν 

στον υποκινητή τους περιοχής πρόσδεσης του hGRα και του C/EBP (Nishio et 

al., 1993). Από την άλλη πλευρά, ο hGRα ενισχύει τη δράση του C/EBP σε 

υποκινητή γονιδίου που περιέχει περιοχή πρόσδεσης µόνο για τον C/EBP (Boruk 
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et al., 1998; Nishio et al., 1993). Έχει, επίσης, αναφερθεί η in vitro 

αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών αυτών. 

 

6. Liver-X-Receptor (LXR) 

 O LXR αποτελεί σηµαντικό µεταγραφικό παράγοντα στο µεταβολισµό. 

Προσδένει τους µεταβολίτες της χοληστερόλης, σχηµατίζει ετεροδιµερή µε τον 

retinoid X receptor (RXR) και ρυθµίζει τον κύκλο της χοληστερόλης, τον ηπατικό 

µεταβολισµό της γλυκόζης µέσω µείωσης της έκφρασης του ενζύµου G6Pase, 

ενώ καταστέλλει µια κατηγορία γονιδίων που εµπλέκονται στη φλεγµονή στα 

κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήµατος (Nader et al., 2012). Πρόσφατα in vitro 

και in vivo αποτελέσµατα έδειξαν ότι ο LXR µειώνει τη µεταγραφική ενεργότητα 

του hGRα ανταγωνιζόµενος τον τελευταίο στην πρόσδεσή του στα GREs (Nader 

et al., 2012). Το ενεργοποιηµένο ετεροδιµερές LXRα/RXRα δείχθηκε ότι 

προσδένεται στα GREs, αναστέλλοντας την πρόσδεση του hGRα στις 

αλληλουχίες αυτές, µε αποτέλεσµα τη µείωση της µεταγραφής των γονιδίων-

στόχων του hGRα (Nader et al., 2012). Τα ευρήµατα αυτά κρίνονται σηµαντικά, 

δεδοµένου ότι η χορήγηση αγωνιστών του LXR θα µπορούσε να αποβεί 

ευεργετική σε δυσλειτουργία του µεταβολισµού, η οποία σχετίζεται µε χορήγηση 

γλυκοκορτικοειδών ή µε το στρες, καταστέλλοντας τη µεταγραφική ενεργότητα 

του hGRα σε γονίδια που σχετίζονται µε τον µεταβολισµό της γλυκόζης και/ή 

των λιπιδίων. 

 

7. Άλλοι µεταγραφικοί παράγοντες 

 Έχει αναφερθεί λειτουργική αλληλεπίδραση του hGRα µε άλλους 

µεταγραφικούς παράγοντες, όπως ο chicken ovalbumin promoter-upstream 

transcription factor II (COUP-TFII), ο HNF-6, οι «ορφανοί» υποδοχείς NR4A, 

όπως ο neuron-derived orphan receptor-1 (NOR-1), ο nuclear receptor-related 1 

(NURR1) και ο Nur77, ο p53, ο GATA-1, ο Oct-1 και -2, ο NF-1 και ο Sp-1. Ο 

COUP-TFII είναι ένας πυρηνικός υποδοχέας µε άγνωστο προσδέτη που 

διαδραµατίζει ρόλο στη νευρογένεση και στον µεταβολισµό της γλυκόζης, των 

λιπιδίων και των ξενοβιοτικών. Αλληλεπιδρά µε την περιοχή αρµού του hGRα 
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και καταστέλλει τη µεταγραφή των γονιδίων-στόχων του hGRα προσελκύοντας 

ένα συγκαταστολέα (SMRT) (De Martino et al., 2004). O HNF6 είναι ένας 

µεταγραφικός παράγοντας που εµπλέκεται στον ηπατικό µεταβολισµό της 

γλυκόζης. Καταστέλλει τη µεταγραφική ενεργότητα του hGRα αλληλεπιδρώντας 

µε την DBD του hGRα µέσω της αµινοτελικής περιοχής του (Pierreux et al., 

1999). Η αλληλεπίδραση του πυρηνικού υποδοχέα Nurr77 µε τον hGRα έχει 

µεγάλη σηµασία στη ρύθµιση της έκφρασης του γονιδίου της 

προοπιοµελανοκορτίνης (Philips et al., 1997). Ο ογκοκατασταλτικός παράγοντας 

p53 αλληλεπιδρά µε τον hGRα στο κυτταρόπλασµα καταστέλλοντας τη 

µεταγραφική ενεργότητα του τελευταίου και αντίστροφα, µέσω αύξησης του 

ρυθµού αποδόµησης (Sengupta et al., 2000; Sengupta and Wasylyk, 2001). 

Επιπρόσθετα, ο hGRα αλληλεπιδρά µε τον Oct-1 και τον Oct-2 στον υποκινητή 

mouse mammary tumor virus (MMTV) και στον υποκινητή του εκλυτικού 

παράγοντα των γοναδοτροπινών (GnRH) (Chandran et al., 1999; Hartig and Cato, 

1994; Prefontaine et al., 1998; Subramaniam et al., 1998; Truss et al., 1995). Ο 

NF-1, ο οποίος επίσης επάγει τον υποκινητή MMTV, αλληλεπιδρά µε τον hGRα 

και ρυθµίζει τη ενεργότητα του υποκινητή αυτού (Archer et al., 1991; Hartig and 

Cato, 1994). Ο GATA-1, µεταγραφικός παράγοντας µε σηµαντικό ρόλο στη 

διαφοροποίηση της ερυθροειδούς σειράς, καταστέλλεται από τον hGRα µέσω 

αλληλεπίδρασης µε το αµινοτελικό άκρο του τελευταίου (Chang et al., 1993). 

 

 

1.3.3  Αλληλεπίδραση µε το µη-κωδικοποιό RNA Growth Arrest-specific 5 (Gas5) 

    Η διαθεσιµότητα των διατροφικών συστατικών επηρεάζει την κυτταρική αύξηση 

και την επιβίωση επιδρώντας στη µεταγραφή γονιδίων, ενώ τα γλυκοκορτικοειδή 

επηρεάζουν τη γονιδιακή έκφραση και ελέγχουν, σε επίπεδο µεταγραφής, την κυτταρική 

αύξηση, την κατανάλωση ενέργειας και την επιβίωση. Μια πρόσφατη µελέτη έδειξε ότι 

το growth arrest-specific 5 (Gas5), το οποίο είναι ένα µη-κωδικοποιό RNA που 

εκφράζεται από την αλληλουχία του εξονίου του γονιδίου του Gas5 και το οποίο 

συσσωρεύεται σε κύτταρα των οποίων η αύξηση έχει σταµατήσει λόγω ανεπάρκειας 



 

 

διατροφικών συστατικών ή

του hGR καθώς και ορισµένων

2010). Το Gas5 ευαισθητοποιεί

διαµεσολαβούµενη από τα γλυκοκορτικοειδή

που κωδικοποιεί τον κυτταρικό

serum/glucocorticoid-responsive

µεταγραφικής ενεργότητας

Gas5 στην περιοχή σύνδεσης

και ανταγωνιζόµενο µε το

2010). Συµπερασµατικά, ο

κυτταρική επιβίωση και τις

συστατικών, ρυθµίζοντας την

Εικόνα 1.15 (Α): Αλληλεπίδραση

του hGR στα GREs καταστέλλοντας

  

1.3.4  Οι γενωµικές δράσεις

 Οι πιο πάνω δράσεις

δράσεις. Απαιτούν ώρες

φαρµακολογικά από την ευαισθησία

ακτινοµυκίνη D ή η κυκλοεξιµίδη

σταθερότητα του mRNA 

 

συστατικών ή αυξητικών παραγόντων, λειτουργεί ως RNA

σµένων άλλων υποδοχέων των στεροειδών ορµονών

ευαισθητοποιεί τα κύτταρα προς απόπτωση, καταστέλλοντας

από τα γλυκοκορτικοειδή επαγωγή πολλών γονιδίων

κυτταρικό αναστολέα 2 της απόπτωσης, καθώς και

responsive kinase (SGK). Ο µηχανισµός της

ενεργότητας του hGRα από τον Gas5 έχει αποδοθεί στην

σύνδεσης του hGRα µε το DNA, µιµούµενο τις αλληλουχίες

µε το DNA για την σύνδεση του hGRα (Εικόνα 1.15

Συµπερασµατικά, ο Gas5 δρα ως ριβο-καταστολέας του hGRα, επηρεάζοντας

και τις µεταβολικές δραστηριότητες κατά την έλλειψη

ρυθµίζοντας την µεταγραφική ενεργότητα του hGRα. 

Αλληλεπίδραση του Gas5 µε την DBD του hGR (B): Ο Gas5 αποτρέπει

καταστέλλοντας τη µεταγραφική του ενεργότητα. 

δράσεις των γλυκοκορτικοειδών ως οµοιοστατικό

δράσεις των γλυκοκορτικοειδών αναφέρονται

ώρες για να εκτυλιχθούν πλήρως και 

την ευαισθησία σε αναστολείς µεταγραφής και µετάφρασης

η κυκλοεξιµίδη. Οι επιδράσεις των γλυκοκορτικοειδών

 µπορούν επίσης να συµπεριληφθούν στον κλασικό
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RNA καταστολέας 

στεροειδών ορµονών (Kino et al., 

απόπτωση καταστέλλοντας τη 

γονιδίων, όπως το γονίδιο 

καθώς και το γονίδιο της 

της καταστολής της 

αποδοθεί στην πρόσδεση του 

τις αλληλουχίες GREs 

Εικόνα 1.15) (Kino et al., 

α, επηρεάζοντας την 

την έλλειψη διατροφικών 

 

αποτρέπει την πρόσδεση 

οµοιοστατικό σύστηµα 

αναφέρονται ως «γενωµικές» 

και χαρακτηρίζονται 

και µετάφρασης, όπως η 

γλυκοκορτικοειδών στη 

στον κλασικό γονιδιακό 



 

 

τρόπο δράσης, διότι επηρεάζουν

σε αναστολείς πρωτεϊνοσύνθεσης

 Αν αναλογιστούµε

σχηµατίζουν όµο- ή ετεροδιµερή

του hGRβ, τότε προκύπτουν

σήµα το γλυκοκορτικοειδών

µεταφραστικές τροποποιήσεις

αλληλεπιδράσεις µε µόρια

κατανοούµε ότι το φαινοµενικά

στοχαστικό (Chrousos and Kino, 2005

των γλυκοκορτικοειδών είναι

όπου οι παράγοντες που φαίνονται

εξίσωσης. 

Εικόνα 1.16: Η στοχαστική φύση

 Όπως όλα τα οµοιοστατικά

εσωτερική ισορροπία στον

σύστηµα των γλυκοκορτικοειδών

δηλαδή «τίποτα το υπερβολικό

ενός φυσιολογικού εύρους

 

επηρεάζουν τη γονιδιακή έκφραση και µπορούν να

πρωτεϊνοσύνθεσης. 

αναλογιστούµε ότι οι 8 διαφορετικές ισοµορφές του h

ετεροδιµερή τόσο µεταξύ τους όσο και µε τις δυνητικά

προκύπτουν 256 διαφορετικοί συνδυασµοί διµερών 

γλυκοκορτικοειδών. Αν προσθέσουµε σε αυτούς τους συνδυασµούς

τροποποιήσεις που υφίσταται η κάθε ισοµορφή

µόρια-ρυθµιστές της µεταγραφής, αλλά και µε άλλες

φαινοµενικά απλό σύστηµα των γλυκοκορτικοειδών

Chrousos and Kino, 2005). Το βιολογικό αποτέλεσµα όλων

τικοειδών είναι µια απαρτίωση (ολοκλήρωµα στον απειροστικό

που φαίνονται στην εικόνα 1.16 είναι οι τελεστές

στοχαστική φύση του συστήµατος των γλυκοκορτικοειδών. 

οµοιοστατικά συστήµατα, τα συστήµατα που

στον οργανισµό (αρµονία ή οµοιόσταση), έτσι και

γλυκοκορτικοειδών διέπεται από τη διαχρονική ρήση

υπερβολικό». Κατά συνέπεια, το σύστηµα λειτουργεί

εύρους, µε αποτέλεσµα την εύσταση του οργανισµού
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µπορούν να είναι ευαίσθητες 

hGRα δύνανται να 

τις δυνητικά 8 ισοµορφές 

διµερών που µετάγουν το 

συνδυασµούς τις µετα-

ισοµορφή, αλλά και τις 

µε άλλες πρωτεΐνες, τότε 

λυκοκορτικοειδών καθίσταται 

αποτέλεσµα όλων των δράσεων 

απειροστικό λογισµό), 

τελεστές της µαθηµατικής 

 

συστήµατα που ρυθµίζουν την 

έτσι και το στοχαστικό 

ρήση «Μηδέν άγαν», 

λειτουργεί βέλτιστα εντός 

οργανισµού. Η υπερβολική 



 

 

ποσότητα των γλυκοκορτικοειδών

ενεργότητα του hGRα (παροδική

οδηγεί σε αλλόσταση ή κακόσταση

πλευρά του οµοιοστατικού

οδηγεί στην επινεφριδιακή

στα γλυκοκορτικοειδή ένεκα

«Χρούσος». Και οι δύο τελευταίες

κακόσταση µε άλλοτε άλλου

Εικόνα 1.17: Τα οµοιοστατικά

την ανάστροφη καµπύλη. Η βέλτιστη

ενεργότητα προκαλούν «αλλόσταση

1.4  ΜΗ ΓΕΝΩΜΙΚΕΣ ∆ΡΑΣΕΙΣ

 Επιπροσθέτως των

επάγουν δράσεις εντός λεπτών

οι δράσεις αναφέρονται ως

δράση, η οποία δεν επηρε

 

γλυκοκορτικοειδών (νόσος ή σύνδροµο Cushing

α (παροδική υπερευαισθησία των ιστών στα γλυκοκορτικοειδή

ή κακόσταση (Chrousos and Kino, 2005). Στη διαµετρικά

οµοιοστατικού συστήµατος, η ανεπαρκής ποσότητα των γλυκοκορτικοειδών

επινεφριδιακή ανεπάρκεια (νόσος του Addison), ενώ η αντίσταση

γλυκοκορτικοειδή ένεκα µεταλλάξεων στο γονίδιο του hGR οδηγεί

δύο τελευταίες νοσολογικές οντότητες εµπίπτουν στην

άλλου βαθµού παθολογία στον ανθρώπινο οργανι

οµοιοστατικά συστήµατα επάγουν τις δράσεις τους έχοντας ως οµοιοστατική

Η βέλτιστη ενεργότητα προκαλεί την «εύσταση», ενώ η

αλλόσταση» ή «κακόσταση».             

ΚΕΣ ∆ΡΑΣΕΙΣ ΤΩΝ ΓΛΥΚΟΚΟΡΤΙΚΟΕΙ∆ΩΝ

των γενωµικών δράσεων, τα γλυκοκορτικοειδή

εντός λεπτών ή έστω δευτερολέπτων από τη χορήγησή

αναφέρονται ως «µη γενωµικές». Μη γενωµική αναφέρεται

επηρεάζει άµεσα και αρχικά τη γενωµική έκφραση
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Cushing) ή η αυξηµένη 

στα γλυκοκορτικοειδή) 

Στη διαµετρικά αντίθετη 

των γλυκοκορτικοειδών 

η αντίσταση των ιστών 

οδηγεί στο σύνδροµο 

εµπίπτουν στην αλλόσταση ή 

οργανισµό. 

 
ως οµοιοστατική απόκριση 

ενώ η µικρή ή η µεγάλη 

ΓΛΥΚΟΚΟΡΤΙΚΟΕΙ∆ΩΝ 

γλυκοκορτικοειδή µπορούν να 

χορήγησή τους και αυτές 

αναφέρεται «οποιαδήποτε 

έκφραση, αλλά οδηγεί σε 
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ταχέα αποτελέσµατα, όπως την ενεργοποίηση σηµατοδοτικών µονοπατιών» (Losel and 

Wehling, 2003). Ωστόσο, οι µη γενωµικές δράσεις των γλυκοκορτικοειδών έχουν κάποια 

διακριτά χαρακτηριστικά. Επιπροσθέτως του βραχέως χρόνου, κατά τον οποίο 

λαµβάνουν χώρα, αυτά τα χαρακτηριστικά περιλαµβάνουν: 

• ένα διαφορετικό φαρµακολογικό προφίλ, διότι οι δράσεις αυτές δεν είναι ευαίσθητες σε 

αναστολείς µεταγραφής και πρωτεϊνοσύνθεσης,  

• δράση σε απύρηνα κύτταρα, όπως αιµοπετάλια, ερυθροκύτταρα και σπερµατοζωάρια,  

• ικανότητα των στεροειδικών αναλόγων (όπως στεροειδών µορίων συζευγµένων µε 

αλβουµίνη ορού χοίρου), τα οποία δεν έχουν πρόσβαση στο ενδοκυττάριο τµήµα, να 

προκαλούν απόκριση (Stellato, 2004). 

 Παραδείγµατα µη γενωµικών δράσεων των γλυκοκορτικοειδών αποτελούν: 

1. Υπόφυση: Άµεση καταστολή της έκκρισης της ACTH από τον πρόσθιο λοβό της 

υπόφυσης σε ασθενείς που θεραπεύονται µε γλυκοκορτικοειδή (Hinz and Hirschelmann, 

2000; Keller-Wood and Dallman, 1984). Η ταχεία αυτή αναστολή της απελευθέρωσης 

της ACTH φαίνεται να διαµεσολαβείται από κλασικούς υποδοχείς των 

γλυκοκορτικοειδών µέσω εξωπυρηνικών σηµατοδοτικών µονοπατιών. 

2. Ιππόκαµπος: Οµοίως µε τα ευρήµατα στην υπόφυση, τα γλυκοκορτικοειδή 

πυροδοτούν ταχεία σηµατοδότηση στον ιππόκαµπο. Η χορήγηση συγκεντρώσεων ως σε 

στρες κορτικοστερόνης στα CA1 πυραµιδικά κύτταρα ιπποκάµπου ποντικού έχει ως 

αποτέλεσµα την ταχεία αύξηση των συχνοτήτων ευοδοτικών µετασυναπτικών δυναµικών 

(Karst et al., 2005). 

3. Καρδιαγγειακό Σύστηµα: Η χορήγηση γλυκοκορτικοειδών σε ασθενείς µε έµφραγµα 

µυοκαρδίου ή αγγειοεγκεφαλικό επεισόδιο οδηγεί σε ταχεία και παροδική πτώση της 

αρτηριακής πίεσης η οποία συνδέεται µε παρεµπίπτουσα αύξηση της στεφανιαίας και 

εγκεφαλικής αιµατικής ροής (Limbourg and Liao, 2003). Σε ποντίκια, η χορήγηση 

υψηλών δόσεων κορτικοστεροειδών µετά από παροδική ισχαιµία/επαναιµάτωση 

ελαττώνει τη φλεγµονή των αγγείων και το µέγεθος του εµφράκτου του µυοκαρδίου 

(Hafezi-Moghadam et al., 2002). Αυτή η δράση φαίνεται να διαµεσολαβείται από τους 

κλασικούς υποδοχείς των γλυκοκορτικοειδών, διότι µπλοκάρεται τόσο in vitro όσο και in 
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vivo από ανταγωνιστές του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών. Παρόµοια µε τις δράσεις 

των οιστρογόνων στα αγγεία, τα γλυκοκορτικοειδή ενεργοποιούν ταχέως τις PI3K και 

Akt µε αποτέλεσµα την αύξηση της ενεργότητας της συνθάσης του µονοξειδίου του 

αζώτου (eNOS). Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι οι δράσεις αυτές των 

γλυκοκορτικοειδών χάνονται σε ποντίκια που δεν έχουν eNOS, καταδεικνύοντας τη 

σηµασία αυτού του ενζύµου στην επαγώµενη από γλυκοκορτικοειδή αγγειοδιαστολή. 

4. Ανοσοποιητικό Σύστηµα: Τα γλυκοκορτικοειδή έχουν γνωστές κατασταλτικές 

δράσεις των ανοσολογικών λειτουργιών. Παρά το γεγονός ότι οι µηχανισµοί που 

ρυθµίζουν αυτές τις κατασταλτικές δράσεις είναι πιθανόν πολυπαραγοντικοί, η ταχεία 

σηµατοδότηση από τα γλυκοκορτικοειδή µπορεί να διαδραµατίζει κάποιο ρόλο στη 

ρύθµιση της λειτουργίας των Τ κυττάρων. Ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών φαίνεται 

να σχετίζεται µε τη σηµατοδότηση από τον υποδοχέα των Τ κυττάρων (T cell receptor) 

(TCR) και η διέγερση των Τ κυττάρων µε δεξαµεθαζόνη αναστέλλει τη σηµατοδότηση 

από τον TCR διαµελίζοντας το σύµπλεγµα του τελευταίου µε άλλες πρωτεΐνες 

(Lowenberg et al., 2006). 

 

1.4.1 Μηχανισµοί µη γενωµικών δράσεων των γλυκοκορτικοειδών 

 Οι µη γενωµικές ταχείες δράσεις των γλυκοκορτικοειδών διακρίνονται σε 

αρκετές κατηγορίες µε βάση τους πολλαπλούς ετερογενείς µηχανισµούς που εµπλέκονται 

(Falkenstein et al., 2000). Η πλειοψηφία των ταχέων αυτών δράσεων έχει τεκµηριωθεί σε 

φυσιολογικές συγκεντρώσεις. Οι µηχανισµοί δράσης διαφέρουν ως προς την ειδικότητα 

µε βάση τον τύπο κυττάρου που µελετάται και συνήθως διαµεσολαβούνται από τη 

γένεση πολλών συστηµάτων δευτερογενών µηνυτόρων, από αλλαγές στη ροή ιόντων και 

από την ενεργοποίηση διαφορετικών µονοπατιών κινασών (Stellato, 2004). Σε αρκετές 

περιπτώσεις, οι µη γενωµικές δράσεις διαµεσολαβούνται από τον κλασικό υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών, όπως αποδεικνύεται από την ευαισθησία τους σε ανταγωνιστές 

πυρηνικών υποδοχέων. Όµως, µερικές από τις µη γενωµικές δράσεις φαίνεται να είναι µη 

εξαρτώµενες από τους ανταγωνιστές αυτούς, καταδεικνύοντας ότι ένας διαφορετικός 

συνδεόµενος µε τη µεµβράνη υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών διαµεσολαβεί αυτές τις 



1. Εισαγωγή 

 

 

76 

 

µη γενωµικές δράσεις (σηµατοδότηση από στεροειδή που ξεκινά από τη µεµβράνη) 

(membrane-initiated steroid signaling) (26). Πιο κάτω, αναφέρονται παραδείγµατα µη 

γενωµικών δράσεων των γλυκοκορτικοειδών µε βάση τον τρόπο δράσης που προτείνεται 

στην πρόσφατη κατάταξη (Falkenstein et al., 2000) (Εικόνα 1.18). 

 

Εικόνα 1.18: Σχηµατική αναπαράσταση των γενωµικών και µη γενωµικών δράσεων των στεροειδών 

ορµονών. Αυτοί οι µηχανισµοί µπορούν να συµβούν σε ένα κοινό κύτταρο – σε κανένα κυτταρικό τύπο δεν 

έχει δειχθεί να συµβαίνουν όλες αυτές οι δράσεις. Τα µονοπάτια δράσης περιλαµβάνουν άµεση 

ενεργοποίηση της µεταγραφής µέσω κλασικών υποδοχέων (αριστερά), µονοπάτια κινασών που 

ενεργοποιούνται από κλασικούς υποδοχείς (µεσαίο τµήµα), καθώς και µονοπάτια κυκλικού ΑΜΡ, λιπασών 

και κινασών, συµπεριλαµβανοµένων των ροών ιόντων, τα οποία ενεργοποιούνται από µη κλασικούς 

υποδοχείς (δεξιά). Μερικά σηµατοδοτικά µονοπάτια τελικά οδηγούν σε (έµµεση) ρύθµιση της γονιδιακής 

έκφρασης µέσω τροποποίησης µεταγραφικών παραγόντων. CREB: cyclic AMP response-element-binding 

protein, DAG: διακιλογλυκερόλη, ERK/MAPK: extracellular-signal regulated kinase/mitogen-activated 
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protein kinase. InsP3: τριφωσφορική ινοσιτόλη, MEK, MAPK και ERK κινάση. pCREB: 

φωσφορυλιωµένο CREB, PI3K: κινάση της φωσφατίδιλοϊνοσιτόλης 3. PKA: πρωτεϊνική κινάση A, PKC: 

πρωτεϊνική κινάση C. PLC: φωσφολιπάση C. 

 

1.4.1.1  Μη γενωµικές δράσεις χωρίς την εµπλοκή υποδοχέα 

Μερικές από τις µη γενωµικές δράσεις των γλυκοκορτικοειδών φαίνεται να 

διαµεσολαβούνται από αλλαγή των φυσικοχηµικών ιδιοτήτων της κυτταρικής µεµβράνης 

χωρίς την εµπλοκή του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών. Αυτές οι δράσεις έχουν 

παρατηρηθεί in vitro σε πολλούς κυτταρικούς τύπους (Falkenstein et al., 2000). 

Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελούν τα ανθρώπινα πρωτογενή επιθηλιακά κύτταρα 

βρόγχων στα οποία φυσιολογικές συγκεντρώσεις δεξαµεθαζόνης προκαλούν µια ταχεία 

(µέσα σε 15 λεπτά) αντιεκκριτική απόκριση. Επιπρόσθετα, η θεραπεία µε δεξαµεθαζόνη 

έχει ως αποτέλεσµα µια ταχεία ελάττωση στα βασικά και στα επαγώµενα από ΑΤΡ 

επίπεδα ενδοκυτταρίου ασβεστίου ([Ca2+]i). Οι τελευταίες αυτές δράσεις δεν 

αναστέλλονται από κυκλοεξιµίδη ή RU486, αλλά εξαρτώνται από τη διέγερση µιας Ca2+-

ATPάσης µέσω αδενυλικής κυκλάσης και πρωτεϊνικής κινάσης Α (Urbach et al., 2002) 

(Εικόνα 1.18). 

 

1.4.1.2  Μη γενωµικές δράσεις µέσω κλασικών ενδοκυττάριων υποδοχέων 

 Αυτές οι δράσεις των γλυκοκορτικοειδών χαρακτηρίζονται από µη ευαισθησία σε 

αναστολείς µεταγραφής ή µετάφρασης, γεγονός το οποίο καταδεικνύει τη µη γενωµική 

φύση τους, σε συνδυασµό µε την ευαισθησία τους σε ανταγωνιστές πυρηνικών 

υποδοχέων, το οποίο δείχνει την εµπλοκή µηχανισµών από κλασικούς (ή πυρηνικούς) 

υποδοχείς. Ένα παράδειγµα αποτελεί η δράση των γλυκοκορτικοειδών στην 

ενεργοποίηση της eNOS (Hafezi-Moghadam et al., 2002). Οι θεραπευτικές 

συγκεντρώσεις δεξαµεθαζόνης επάγουν σηµαντική ενεργοποίηση της eNOS στα 

ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα µέσα σε 10 λεπτά και εως 24 ώρες µετά από διέγερση 

(Hafezi-Moghadam et al., 2002). Αυτή η απόκριση καταστελλόταν σηµαντικά από 
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ειδικούς αναστολείς της ΡΙ3Κ, όπως επίσης και από ένα ειδικό αναστολέα της eNOS. Σε 

αντίθεση, χρειάστηκαν τουλάχιστον 4 ώρες προκειµένου η ίδια συγκέντρωση 

δεξαµεθαζόνης να ενεργοποιήσει τη µεταγραφή ενός πλασµιδίου αναφοράς µε 

αλληλουχίες αποκρινόµενες στα γλυκοκορτικοειδή, µια δράση ευαίσθητη στο RU486 και 

στην ακτινοµυκίνη D αλλά µη ευαίσθητη σε αναστολείς της ΡΙ3Κ. Τα ευρήµατα αυτά 

καταδεικνύουν ότι η ενεργοποίηση της eNOS από τη δεξαµεθαζόνη εµπλέκει ταχείς, µη 

µεταγραφικούς µηχανισµούς. 

 

1.4.1.3  Μη γενωµικές δράσεις µέσω µη κλασικών υποδοχέων 

 ∆ύο σηµαντικοί υποψήφιοι για τον συνδεόµενο µε τη µεµβράνη υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών έχουν µελετηθεί ως τώρα: ο πρώτος είναι µια 63-kD όξινη 

γλυκοπρωτεΐνη, η οποία αναγνωρίστηκε σε κυτταροπλασµατικές µεµβράνες νευρώνων 

του αµφιβίου Taricha granulose. Χαρακτηρίστηκε λειτουργικώς ως ένας θεωρούµενος 

µεµβρανικός υποδοχέας για γλυκοκορτικοειδή, µε φαρµακολογικές ιδιότητες εντελώς 

διαφορετικές από το γνωστό υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (Orchinik et al., 1991). 

Ευρήµατα από in vitro και in vivo µοντέλα εισηγούνται ένα σηµαντικό ρόλο αυτού του 

υποδοχέα στη διαµεσολάβηση τουλάχιστον ορισµένων νευροφυσιολογικών και 

συµπεριφορικών δράσεων των γλυκοκορτικοειδών (Falkenstein et al., 2000). Ο δεύτερος 

υποψήφιος έχει αναγνωρισθεί σε κύτταρα θηλαστικών ως τροποποιηµένη µορφή του 

κλασικού υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών και ο οποίος πιθανολογείται ότι λειτουργεί 

ως συνδεόµενος µε µεµβράνη υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών (mGR) (Gametchu et 

al., 1999). Αρκετές µελέτες έχουν προσδιορίσει διαφορές στην κυτταρική εντόπιση, στο 

µοριακό µέγεθος και στην ειδικότητα ως προς τα γλυκοκορτικοιεδή µεταξύ του κλασικού 

GR και του mGR, αλλά έχουν επίσης καταδείξει αρκετές κοινές πτυχές των δύο 

υποδοχέων οι οποίες υποστηρίζουν την ταυτότητα του mGR ως τροποποιηµένο GR: 

αναγνώριση κοινών επιτόπων από διαφορετικά αντισώµατα έναντι του GR, παρόµοια 

ικανότητα πρόσδεσης στις συνοδές πρωτεΐνες θερµικού σοκ ή στο DNA και παρόµοια 

µοτίβα φωσφορυλίωσης (Loscalzo, 1995). Χρησιµοποιώντας κυτταρικούς πληθυσµούς 

µε είτε υψηλή είτε χαµηλή έκφραση του mGR, η παρουσία αυτού του υποδοχέα έχει 
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λειτουργικώς συνδεθεί µε την επαγώµενη από γλυκοκορτικοειδή λύση κυττάρων 

λεµφώµατος και πιθανολογείται ότι παίζει ρόλο στην υποστροφή του θύµου και την 

απόπτωση (Gametchu, 1987; Gametchu et al., 1999). Η κλωνοποίηση του θεωρούµενου 

mGR θα είναι αναγκαία για την απόκτηση πιο διευκρινιστικών πληροφοριών που 

αφορούν στη φύση και, πιο σηµαντικά, στις λειτουργίες που διαµεσολαβεί. 

 

 

1.5  ΠΑΛΜΙΤΥΛΙΩΣΗ 

 

1.5.1  Αγκυροβόληση των υποδοχέων των στεροειδών ορµονών στην κυτταρική 

µεµβράνη 

 Μηχανιστικά, µερικές ταχείες µη γενωµικές δράσεις των στεροειδών ορµονών 

συµβαίνουν µέσω της αγκυροβόλησης των συνηθισµένων υποδοχέων των στεροειδών 

ορµονών στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη. Επιπλέον πληροφορίες συνηγορούν υπέρ 

της ιδέας ότι οι εντοπιζόµενοι στη µεµβράνη υποδοχείς των στεροειδών ορµονών είναι οι 

ίδιες πρωτεΐνες µε τους πυρηνικούς υποδοχείς οι οποίοι µεταφέρονται στην 

κυτταροπλασµατική µεµβράνη µε µη ξεκάθαρους µηχανισµούς. Ειδικότερα, η 

ανοσοϊστοχηµεία ενδογενών µεµβρανικών υποδοχέων οιστρογόνων, υποδοχέων 

γλυκοκορτικοειδών και υποδοχέα αλατοκορτικοειδών, χρησιµοποιώντας ένα σύνολο 

αντισωµάτων κατευθυνόµενων έναντι πολλαπλών επιτόπων πυρηνικών υποδοχέων των 

στεροειδών ορµονών, υποστηρίζει ισχυρά την παρουσία τέτοιων υποδοχέων στην 

κυτταροπλασµατική µεµβράνη (Bartholome et al., 2004; Gametchu and Watson, 2002; 

Pappas et al., 1995; Younglai et al., 2006). Από την άλλη πλευρά, οι ταχείες µη 

γενωµικές δράσεις των στεροειδών ορµονών που αναφέρθηκαν σε κύτταρα που δεν 

έχουν τους κλασικούς υποδοχείς, έχουν οδηγήσει στην αναγνώριση νέων µη 

συνηθισµένων συνδεόµενων µε οιστρογόνα, γλυκοκορτικοειδή και προγεστερόνη 

πρωτεϊνών, που συνδέονται µε την κυτταροπλασµατική µεµβράνη (Marino and Ascenzi, 

2006). 
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1.5.2  Παλµιτυλίωση 

 Οι οµοιοπολικές λιπιδιακές τροποποιήσεις αγκυροβολούν πολλαπλές 

σηµατοδοτικές πρωτεΐνες στην κυτταροπλασµατική πλευρά της κυτταρικής µεµβράνης. 

Ειδικότερα, η S-παλµιτυλίωση των πρωτεϊνών παίζει σηµαντικό ρόλο στην τροποποίηση 

της λειτουργίας των πρωτεϊνών κατά τη διάρκεια κύκλων ενεργοποίησης και 

απενεργοποίησης (Dunphy and Linder, 1998). Η S-παλµιτυλίωση αναφέρεται ως µια 

αντιστρεπτή σύνδεση µέσω θιεστερικού δεσµού του παλµιτικού οξέος (κορεσµένο 

λιπαρό οξύ µε 16 άνθρακες) µε κατάλοιπα κυστεΐνης διαλυτών πρωτεϊνών που φέρουν 

υδρόφοβα τµήµατα (Εικόνα 1.19). Αυτή η µετα-µεταφραστική τροποποίηση καταλύεται 

από συνδεόµενες µε τη µεµβράνη παλµιτόυλ-ακέτυλ-τρανσφεράσες (PATs) και αυξάνει 

την υδροφοβικότητα των πρωτεϊνών, επιτρέποντας κατά τον τρόπο αυτό στις πρωτεΐνες 

να συνδέονται µε τη µεµβράνη. Λόγω της αντιστρεπτής της φύσης, η αντίδραση αυτή 

παρέχει ένα δυναµικό µηχανισµό δίκην διακόπτη ο οποίος επιτρέπει την αγκυροβόληση 

των πρωτεϊνών στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη. Η S-παλµιτυλίωση µπορεί να 

επηρεάσει τη σύνδεση των πρωτεϊνών στις µεµβράνες, την εντόπιση των πρωτεϊνών 

εντός του κυττάρου και τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ πρωτεϊνών (Dunphy and Linder, 

1998; Han et al., 2002; Patterson, 2002; Resh, 1999). Έτσι, η παλµιτυλίωση µπορεί να 

θεωρηθεί ως ένα δευτερογενές σήµα για τη σύνδεση µε τη µεµβράνη, δεδοµένου ότι 

άλλα πρωτογενή σήµατα πρέπει να µεταφέρουν την πρωτεΐνη στη µεµβράνη για να 

δώσουν προσβασιµότητα στα ένζυµα (PATs). Όµως, η παλµιτυλίωση µπορεί επίσης να 

συµβεί σε πρωτεΐνες οι οποίες είναι ήδη ελαφρώς συνδεδεµένες µε τη µεµβράνη, 

συµπεριλαµβανοµένων των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, καταδεικνύοντας ότι το 

παλµιτικό οξύ είναι κάτι παραπάνω από ένα µεµβρανικό σηµείο πρόσδεσης. 

 



 

 

Εικόνα 1.19: Η προσθήκη παλµιτόυλ

παλµιτόυλ-ακέτυλ-τρανσφεράσες

οποία δεν έχουν αποµονωθεί

αποπαλµιτοϋλάση 1  

  

1.5.3  Παλµιτυλίωση των υποδοχέων

 Πολλοί επτα-ελικώδεις

περιέχουν µια συντηρηµένη

φαινυλαλανίνη και L λευκίνη

κοντινά αµινοξέα µεταξύ 

ενδοπλασµατικό δίκτυο. 

συντηρηµένο µοτίβο 9 αµινοξέων

προσδέτη (E domains) των

ιδιαίτερα στον ERα και ER

Α και Β και στον υποδοχέα

τρίτο αµινοξύ αυτού του µοτίβ

πλην του υποδοχέα των αλατοκορτικοειδών

µελέτες έχουν δείξει ότι αυτό

στην εντόπιση στη µεµβράνη

2007). Μετάλλαξη της φαινυλαλανίνης

θέση 0 και των συνδυασµών

λευκίνης/λευκίνης στις θέσεις

εντόπιση των υποδοχέων 

ΡΙ3Κ, ελαττωµένη ενσωµάτωση

 

παλµιτόυλ-ακέτυλο-συνενζύµου A σε κατάλοιπο κυστεΐνης

τρανσφεράσες. Η αντίστροφη αντίδραση (αποπαλµιτυλίωση) καταλύεται

αποµονωθεί, µέχρι στιγµής. PATs: palmitoyl-acetyl

των υποδοχέων των στεροειδών ορµονών 

ελικώδεις υποδοχείς συνδεόµενοι µε G πρωτεΐνες

συντηρηµένη αλληλουχία F(X6)LL, όπου Χ οποιοδήποτε

λευκίνη ή ισολευκίνη (Duvernay et al., 2004). Το

µεταξύ F και LL είναι απαραίτητα για την έξοδο της πρωτεΐνης

δίκτυο. Ένα παρόµοιο µε την αλληλουχία 

 9 αµινοξέων έχει αναγνωριστεί στις περιοχές σύνδεσης

) των περισσοτέρων υποδοχέων των στεροειδών

ERβ ανθρώπου και ποντικού, στους προγεστερονικούς

υποδοχέα των ανδρογόνων. Σε αντίθεση µε τους τυπικούς

του µοτίβου σε όλους τους υποδοχείς των στεροειδών

των αλατοκορτικοειδών, είναι κυστεΐνη (Εικόνα 

ότι αυτό το µοτίβο παίζει ένα σηµαντικό ρόλο στην

µεµβράνη και στη σηµατοδότηση των στεροειδών

της φαινυλαλανίνης ή της τυροσίνης στη θέση -2, της

συνδυασµών των υδρόφοβων αµινοξέων ισολευκίνης

στις θέσεις +5/6, σε σχέση µε την κυστεΐνη, προκάλεσαν

υποδοχέων στη µεµβράνη, ελαττωµένη ενεργοποίηση

ενσωµάτωση θυµιδίνης στο DNA και ελαττωµένη
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κυστεΐνης καταλύεται από τις 

καταλύεται από ένζυµα τα 

-transferases. APT1: 

πρωτεΐνες (GPCR) 

οποιοδήποτε αµινοξύ, F 

. Το F, LL και τα 6 

της πρωτεΐνης από το 

αλληλουχία F(X6)LL, υψηλά 

περιοχές σύνδεσης µε τον 

στεροειδών ορµονών, και 

προγεστερονικούς υποδοχείς 

τους τυπικούς GPCRs, το 

στεροειδών ορµονών, 

Εικόνα 1.20). Πρόσφατες 

ρόλο στην παλµιτυλίωση, 

στεροειδών (Pedram et al., 

2, της κυστεΐνης στη 

ισολευκίνης/λευκίνης ή 

προκάλεσαν ελαττωµένη 

ενεργοποίηση των ΜΑΡΚ και 

ελαττωµένη κυτταρική 
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βιωσιµότητα κατόπιν διέγερσης από προσδέτες των υποδοχέων των στεροειδών 

ορµονών. Αυτή η αλληλουχία εντόπισης διαµεσολαβούσε την παλµιτυλίωση κάθε 

υποδοχέα των στεροειδών ορµονών, η οποία διευκόλυνε τη σύνδεση µε την καβεολίνη-1, 

την επακόλουθη εντόπιση στη µεµβράνη και τη σηµατοδότηση από στεροειδή. Έτσι, η S-

παλµιτυλίωση στην περιοχή Ε είναι σηµαντική τροποποίηση για τη µετανάστευση στη 

µεµβράνη και για τη λειτουργία των κλασικών υποδοχέων των στεροειδών του φύλου 

(Pedram et al., 2007).     

 

Εικόνα 1.20: Φυλογενετική ανάλυση και ευθυγράµµιση των αλληλουχιών αµινοξέων των ανθρώπινων 

υποδοχέων των οιστρογόνων (ER), των υποδοχέων των σχετιζοµένων µε τους υποδοχείς των οιστρογόνων 

(ERR), των υποδοχέων των γλυκοκορτικοειδών (GR), του υποδοχέα των αλατοκορτικοειδών (MR), του 

υποδοχέα των ανδρογόνων (AR) και του υποδοχέα της προγεστερόνης (PR). Το αστέρι, η οριζόντια 

γραµµή και ο κύκλος δείχνουν την παλµιτυλιούµενη κυστεΐνη, το υδρόφοβο τµήµα και την περιοχή της 

γλυκοζυλίωσης, αντίστοιχα. Τα κατάλοιπα αµινοξέων έχουν χρωµατιστεί µε βάση τις χηµικές τους 

ιδιότητες. GenBank accession codes: ERa (NP_000116), ERb (NP_001428), ERRa (NP_004442), ERRb 

(NP_004443), ERRg (NP_001429), GRa (NP_001018087), GRg (NP_001019265), GRb (NP_001018661), 

MR (NP_000892), PR (NP_000917), and AR (NP_000035). Το φυλογενετικό δέντρο ελήφθη από AliBee 

(available from: http://www.genebee.msu.su/index.html). Η ευθυγράµµιση της αλληλουχίας των αµινοξέων 

έγινε µε CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Οι αλληλουχίες των υποδοχέων των στεροειδών ορµονών 

ευθυγραµµίστηκαν σύµφωνα µε το σταθερό κατάλοιπο Αργινίνης (i.e.K). 
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 Σε συνέχεια των αποτελεσµάτων αυτών και µε σκοπό να ανευρεθούν και να 

µελετηθούν πρωτεΐνες που διευκολύνουν τη µετανάστευση στην κυτταρική µεµβράνη 

και την επακόλουθη παλµιτυλίωση των υποδοχέων των στεροειδών ορµονών, ο Razandi 

και οι συνεργάτες του έδειξαν ότι η HSP27 αλληλεπιδρά και προσδένεται σε ένα µοτίβο 

του ERα και προωθεί την παλµιτυλίωση (Razandi et al., 2010). Η επαγώµενη από την 

HSP27 παλµιτυλίωση του ERα δείχθηκε ότι συµβαίνει στο µονοµερές ERα και αυξάνει 

την αλληλεπίδραση µε την καβεολίνη-1 µε αποτέλεσµα τη µεµβρανική εντόπιση, την 

ενεργοποίηση σηµατοδοτικών µονοπατιών κινασών και τη σύνθεση DNA (Razandi et al., 

2010). Παρόµοια αποτελέσµατα προέκυψαν για τον PR και για τον AR, αναδεικνύοντας 

την HSP27 σε δυνητικό στόχο για τη διακοπή της µεµβρανικής ενάρξεως 

σηµατοδότησης των υποδοχέων των στεροειδών ορµονών στη βιολογία του καρκίνου σε 

ορµονοεξαρτώµενους όγκους. 

 Νεότερα δεδοµένα επί της παλµιτυλίωσης των υποδοχέων των στεροειδών 

ορµονών έδειξαν ότι οι παλµιτόυλ-ακέτυλ-τρανσφεράσες DHHC-7 και -21 καταλύουν 

την προσθήκη του παλµιτικού οξέος στις υψηλά συντηρηµένες κυστεΐνες που εδράζονται 

στην LBD των υποδοχέων αυτών (Pedram et al., 2012). Τα ένζυµα αυτά αναδείχθηκαν 

αναγκαία για την παλµιτυλίωση των πρωτεϊνών αυτών, δεδοµένου ότι η in vitro 

αποσιώπησή τους απέτρεψε τη µεµβρανική εντόπιση, την παλµιτυλίωση και την ταχεία 

σηµατοδότηση των υποδοχέων των στεροειδών ορµονών που µελετήθηκαν. 

Συµπερασµατικά, ακόµη ένας µοριακός στόχος αναδεικνύεται για την αναστολή της 

σηµατοδότησης από την κυτταρική µεµβράνη των υποδοχέων αυτών (Pedram et al., 

2012). 

 Τα in vitro αποτελέσµατα της παλµιτυλίωσης των υποδοχέων των στεροειδών 

ορµονών ενισχύθηκαν περαιτέρω µε in vivo µελέτες από την ίδια ερευνητική οµάδα, η 

οποία δηµιούργησε τον διαγονιδιακό ποντικό που εκφράζει µόνο την LBD του ERα στην 

κυτταρική µεµβράνη [Membrane Only Estrogen Receptor (MOER)] (Pedram et al., 

2009). Η µήτρα και οι σάλπιγγες του MOER ήταν εξαιρετικά ατροφικές, ενώ 

παρατηρήθηκαν πολλαπλές αιµορραγικές κύστεις στις ωοθήκες. Η επιµήκυνση του 

γαλακτοφόρου πόρου ήταν εξαιρετικά καθυστερηµένη και τα τελικά άκρα ήταν µικρά µε 

υποτυπώδη ανάπτυξη (Pedram et al., 2009). Επιπρόσθετα, ο ποντικός MOER εµφάνισε 
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αυξηµένη εναπόθεση λίπους στον κορµό σε σύγκριση µε τον φυσικού τύπου ER ποντικό. 

Πρόκειται για την πρώτη in vivo µελέτη του ρόλου της παλµιτυλίωσης του ERα στη 

φυσιολογία των θηλαστικών (Pedram et al., 2009). 

 Η ίδια ερευνητική οµάδα, χρησιµοποιώντας ποντικούς που εκφράζουν τον 

φυσικού τύπου ERα, ποντικούς στους οποίους έχει απαλειφθεί το γονίδιο του ERα και 

ποντικούς MOER, σύγκρινε το µεταγραφωµικό προφίλ των εκχυλισµάτων των ηπατικών 

ιστών των ποντικών αυτών µετά από χορήγηση του αγωνιστή του ERα propyl-pyrazole-

triol (PPT) (Pedram et al., 2013). Έδειξαν ότι η έκφραση των γονιδίων που σχετίζεται µε 

τη σύνθεση λιπιδίων είναι συγκριτικά ελαττωµένη στον ποντικό MOER σε σχέση µε τον 

ποντικό που εκφράζει τον φυσικού τύπου ERα, ενώ δεν παρατηρήθηκε ελάττωση στον 

ποντικό στον οποίο έχει απαλειφθεί το γονίδιο του ERα. Το αποτέλεσµα αυτό δείχνει ότι 

ο mERα ευθύνεται αποκλειστικά για τον φαινότυπο αυτό (Pedram et al., 2013). Τα 

επίπεδα της χοληστερόλης, των τριγλυκεριδίων και των λιπαρών οξέων ήταν χαµηλότερα 

στον ποντικό MOER. Η ενεργοποίηση του mERα από το PPT είχε ως αποτέλεσµα την 

επαγωγή της AMPK, η οποία φωσφορυλιώνει τον sterol regulatory element-binding 

factor 1 (Srebf1), αποτρέποντας την πρωτεολυτική αποδόµηση του τελευταίου από την 

site-1 protease. Έτσι, ο Srebf1 παραµένει στο κυτταρόπλασµα µε αποτέλεσµα να 

αναστέλλεται η έκφραση των γονιδίων που σχετίζονται µε τη σύνθεση των λιπιδίων 

(Pedram et al., 2013). 

 

1.5.4  Μοτίβο παλµιτυλίωσης στον hGRα     

 Είναι ενδιαφέρον ότι στην LBD της πρωτεΐνης hGRα, είναι παρούσα µια 

αλληλουχία υψηλά οµόλογη µε την F(X6)LL (663YLCMKTLLL671) (Εικόνα 1.20), 

πιθανολογώντας ότι ο hGRα µπορεί να υφίσταται S-παλµιτυλίωση. Η χηµική αυτή 

τροποποίηση µπορεί να είναι υπεύθυνη για τη µεµβρανικής έναρξης ταχεία 

σηµατοδότηση από γλυκοκορτικοειδή. Η αλληλουχία του hGRα η οποία απεικονίζεται 

στην εικόνα 1.20 έχει επιπλέον επιβεβαιωθεί ότι παλµιτυλιώνεται µε ανάλυση µε το 

CSS-Palm (πρόσβαση: http://bioinformatics.lcd-ustc.org/css_palm/) (Zhou et al., 2006). 

Παρά το γεγονός ότι οι υποδοχείς των στεροειδών ορµονών µπορεί να περιέχουν 
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συνηθισµένες περιοχές µε µεγαλύτερη πιθανότητα παλµιτυλίωσης (υψηλότερο σκορ) 

όταν αναλύθηκαν µε το CSS-Palm, οι περιοχές αυτές απορρίφθηκαν λόγω διαµόρφωσης 

της πρωτεΐνης, σχηµατισµού του δισουλφιδικού δεσµού και προσβασιµότητας της 

κυστεΐνης. Οµοίως, ο hGRα περιέχει 20 κατάλοιπα κυστεΐνης: 5 απ’ αυτά βρίσκονται στο 

αµινοτελικό άκρο (Cys223, Cys245, Cys287, Cys302, Cys367), 10 στην περιοχή 

πρόσδεσης στο DNA (DBD) (Cys421, Cys424, Cys431, Cys438, Cys441, Cys457, 

Cys463, Cys473, Cys476, Cys481) και 5 στην περιοχή σύνδεσης µε τον προσδέτη (LBD) 

(Cys622, Cys638, Cys643, Cys665, Cys736). Οκτώ από τα δέκα κατάλοιπα κυστεΐνης 

παρόντα στη DBD του hGRα εµπλέκονται στα κέντρα των δύο δαχτύλων ψευδαργύρου 

(Cys421, Cys424, Cys438, Cys441 και Cys457, Cys463, Cys473, Cys476, αντίστοιχα). 

Επιπρόσθετα της αλληλουχίας 663YLCMKTLLL671, ακόµη ένα µοτίβο 9 αµινοξέων 

στη LBD του hGRα (620LLCFAPDLI628) φαίνεται πιθανό να παίζει σηµαντικό ρόλο 

στην εξαρτώµενη από παλµιτυλίωση σύνδεση µε τη µεµβράνη. Η θέση των δύο αυτών 

µοτίβων στην κρυσταλλική δοµή της LBD του hGRα απεικονίζεται στην εικόνα 1.21. 

 

A 
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Β 

                

 

Εικόνα 1.21: (Α) Κρυσταλλική δοµή της περιοχής σύνδεσης µε τον προσδέτη (LBD) του ανθρώπινου 

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών-άλφα (hGRα). Οι έλικες έχουν κόκκινο χρώµα, ενώ οι β-πτυχωτές δοµές 

έχουν πράσινο χρώµα. Οι δύο αλληλουχίες 9 αµινοξέων είναι έντονες. (Β) Στερεοτακτική διαµόρφωση της 

υπό αγωνιστή µορφής της LBD του hGRα. Τα κίτρινα βέλη δείχνουν τις αλληλουχίες των 9 αµινοξέων 

620LLCFAPDLI628 (αριστερά) και 663YLCMKTLLL671 (δεξιά). 

 

 Παρά το γεγονός ότι η S-παλµιτυλίωση αγκυροβολεί πολλές σηµατοδοτικές 

πρωτεΐνες στην κυτταροπλασµατική πλευρά της κυτταρικής µεµβράνης (Bijlmakers and 

Marsh, 2003; Smotrys and Linder, 2004), αυτή η λιπιδιακή τροποποίηση πρέπει να 

θεωρείται ως κάτι περισσότερο από ένα απλό µηχανισµό µεµβρανικής σύνδεσης για 

διαφορετικές διαλυτές πρωτεΐνες. Στην πραγµατικότητα, λόγω της αντιστρεπτής της 

φύσης, η S-παλµιτυλίωση είναι ιδιαιτέρως σηµαντική για την τροποποίηση της 

ενεργοποίησης και απενεργοποίησης των πρωτεϊνών (Dunphy and Linder, 1998; Smotrys 

and Linder, 2004). Έτσι, η προσθήκη ή η αποσύνδεση του παλµιτικού είναι µια δυναµική 

τροποποίηση η οποία είναι συνεχώς ανακυκλούµενη στις κυτταρικές πρωτεΐνες (Marino 

et al., 2006). Συµπερασµατικά, η S-παλµιτυλίωση φαίνεται να είναι κοινό γνώρισµα 

ορισµένων υποδοχέων των στεροειδών ορµονών. Έχοντας υπόψιν ότι όλες οι στεροειδείς 

ορµόνες έχουν υποδοχείς ικανούς να δηµιουργήσουν ταχείες αποκρίσεις, οι σηµειακές 

µεταλλάξεις στους υποδοχείς των στεροειδών ορµονών και ο χαρακτηρισµός της 
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παλµιτoυλ-ακετυλοτρανσφεράσης θα βοηθήσουν ώστε να εστιάσουµε στο ρόλο που 

παίζουν η/οι χηµική/ές τροποποίηση/ποιήσεις στην ενεργότητα και στην εντόπιση των 

υποδοχέων των στεροειδών ορµονών. Αυτές οι µελέτες θα µπορούσαν να βοηθήσουν 

στη δηµιουργία ειδικών αγωνιστών και ανταγωνιστών µε καλά χαρακτηρισµένες 

δράσεις ικανές να τροποποιήσουν διακριτές επαγώµενες από στεροειδείς ορµόνες 

κυτταρικές λειτουργίες µε ιδιαίτερη έµφαση στην υγεία του ανθρώπου. 
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ΥΛΙΚΑ 

 

 Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διδακτορική διατριβή προήλθαν 

από τους ακόλουθους οίκους:  

Κυτταροκαλλιέργειες 

Είδος Οίκος 

Θρεπτικό κυττάρων DMEM GIBCO 

Τρυψίνη-EDTA GIBCO 

Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών-ορού pH7.4 (PBS) GIBCO 

Ορός εµβρύου βοός (FBS) GIBCO 

Ορός εµβρύου βοός χωρίς στεροειδή (charcoal dextran treated FBS) PIERCE 

∆ιάλυµα πενικιλλίνης-στρεπτοµυκίνης (Pen/Strept Solution) GIBCO 

Θρεπτικό µε µειωµένο ορό (OPTIMEM I) GIBCO 

Λιποφεκτίνη (Lipofectin) INVITROGEN 

Λιποφεκταµίνη (Lipofectamine) INVITROGEN 

Αντιδραστήριο διαµόλυνσης κυττάρων FUGENE ROCHE 

∆ιµεθυλσουλφοξείδιο (DMSO) SIGMA 

 

Υγρά Χηµικά 

Είδος Οίκος 

NNN'N'-τετραµεθυλο-αιθυλενοδιαµίνη (TEMED) SIGMA ALDRICH 

Οξικό οξύ 100% APPLICHEM 

Απόλυτη αιθανόλη  SIGMA ALDRICH 

TWEEN® 20 APPLICHEM 

Οκτυλο-φαινοξυ-πολυαιθοξυαιθανόλη (Nonidet P40) APPLICHEM 

∆ιάλυµα ακρυλαµιδίου 30% BIORAD 

∆ιάλυµα αιθυλοβρωµιδίου 1% INVITROGEN 

Παραφορµαλδεΰδη USB CORPORATION 
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∆ιάλυµα φαινόλης  SIGMA 

Ν, Ν-∆ιµεθυλφορµαµίδιο SIGMA 

Ρυθµιστικό διάλυµα οξικού νατρίου 3M SIGMA 

Υδροχλωρικό οξύ SIGMA ALDRICH 

Γλυκερόλη SIGMA ALDRICH 

β-Μερκαπτοαιθανόλη SIGMA 

Τριαιθανολαµίνη SIGMA 

Ισοπροπανόλη SCHARLAU 

Mεθανόλη FISHER CHEMICAL 

Κλίµακα µοριακών µεγεθών DNA FERMENTAS 

Κλίµακα µοριακών βαρών για ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών FERMENTAS 

∆ίαλυµα χρώσης πρωτεϊνών FERMENTAS 

Θρεπτικό υλικό S.O.C. για βακτήρια  INVITROGEN 

EDTA APPLICHEM 

NP-40 APPLICHEM 

 

Χηµικά σε Σκόνη 

Είδος Οίκος 

Αλβουµίνη βόειου ορού (BSA) SIGMA 

Yπερθειικό αµµώνιο (Ammonium persulfate) APPLICHEM 

Θρεπτικό υλικό LB (Luria Broth) APPLICHEM 

Κυανό της βρωµοφαινόλης APPLICHEM 

HEPES APPLICHEM 

Ισοπροπυλο-β-D-θειογαλακτο-πυρανοζίδιο (IPTG) SIGMA 

∆εξαµεθαζόνη SIGMA ALDRICH 

Χλωριούχο νάτριο SIGMA ALDRICH 

5-βρωµο-4-χλωρο-3-ινδολυλο- β-D-γαλακτοπυρανοζίδιο X-Gal SIGMA ALDRICH 

LB-άγαρ APPLICHEM 

∆ωδεκυλοθειικό νάτριο (SDS) SIGMA 

Φαινυλο-µεθανο-σουλφονυλο-φθορίδιο (PMSF) SIGMA 
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2-Βρωµοεξαδεκανοϊκό οξύ (2-Bromohexadecanoic acid) SIGMA 

Γλυκίνη SIGMA 

Ponceau S SIGMA 

Τρις-(υδροξυµεθυλο)-αµινοµεθάνιο Trizma SIGMA 

Αγαρόζη LONZA 

Αµπικιλίνη SIGMA 

HEPES APPLICHEM 

MgCl2 FLUKA 

KCl CARLERBA 

 

Κιτ 

Είδος Οίκος 

Quick Change Site-Directed Mutagenesis STRATAGENE 

Κιτ αποµόνωσης πλασµιδιακού DNA mini PROMEGA 

Plasmid Maxi Kit QIAGEN 

Plasmid Mega Kit QIAGEN 

Dual-Luciferase Reporter Assay System PROMEGA 

Complete Lysis, mammalian ROCHE 

Subcellular Protein Fractionation Kit THERMO SCIENTIFIC 

ECL Prime Western Blotting Detection AMERSHAM 

 

Πρωτογενή Αντισώµατα 

Είδος Οίκος 

Μονοκλωνικό αντίσωµα Caveolin-1 (7C8) SANTA CRUZ 

Πολυκλωνικό αντίσωµα Caveolin-1 (N-20) SANTA CRUZ 

Πολυκλωνικό αντίσωµα p44/42 MAPK (ERK1/2)  

(thr202/tyr204) 
CELL SIGNALING 

Πολυκλωνικό αντίσωµα pAkt (Ser473) CELL SIGNALING 

Πολυκλωνικό αντίσωµα ERK1/2 CELL SIGNALING 
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Πολυκλωνικό αντίσωµα Akt CELL SIGNALING 

Μονοκλωνικό αντίσωµα GR (2F8) DIAGENODE 

Πολυκλωνικό αντίσωµα GR (P-20) SANTA CRUZ 

Πολυκλωνικό αντίσωµα GR (P-20) X SANTA CRUZ 

Πολυκλωνικό αντίσωµα GRα THERMO SCIENTIFIC 

 

∆ευτερογενή Αντισώµατα 

Είδος Οίκος 

Ανοσοσφαιρίνη ποντικού συνδεδεµένη µε υπεροξειδάση 

(polyclonal goat anti-mouse immunoglobulin HRP) 
DAKOCYTOMATION 

Ανοσοσφαιρίνη κονίκλου συνδεδεµένη µε υπεροξειδάση 

(polyclonal goat anti-mouse immunoglobulin HRP) 
DAKOCYTOMATION 

Ανοσοσφαιρίνη κονίκλου συνδεδεµένη µε Alexa Fluor® 594 

(Alexa Fluor® 594 donkey anti-rabbit IgG) 
INVITROGEN 

Ανοσοσφαιρίνη ποντικού συνδεδεµένη µε Fluorescein 

(Fluorescein goat anti-mouse IgG) 
INVITROGEN 

 

Ραδιενεργά 

Είδος Οίκος 

 (9,10-3H(N)) Παλµιτικό Οξύ PERKIN ELMER 
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ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

Α. Πλασµίδια 

 Το πλασµίδιο pRShGRα εκφράζει τον hGRα υπό τον έλεγχο του υποκινητή Rous 

Sarcoma Virus (RSV). Το πλασµίδιο αυτό χρησιµοποιήθηκε ως εκµαγείο για τη 

δηµιουργία µεταλλάξεων µε σηµειακή κατευθυνόµενη µεταλλαξιγένεση µε τη βοήθεια 

της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (PCR), καθώς και ως πλασµίδιο που 

εκφράζει τον φυσικού τύπου υποδοχέα σε όλα τα πειράµατα. 

Το πλασµίδιο pF25GFPhGRα εκφράζει τον hGRα συζευγµένο µε πράσινη 

φθορίζουσα πρωτεΐνη. Το πλασµίδιο αυτό χρησιµοποιήθηκε ως εκµαγείο για τη 

δηµιουργία του µεταλλαγµένου υποδοχέα pF25GFPhGRαC665A, καθώς και για τις 

δοκιµασίες µετατόπισης του υποδοχέα στον πυρήνα µετά από προσθήκη δεξαµεθαζόνης. 

Το πλασµίδιο pMMTV-luc εκφράζει τη λουσιφεράση υπό τον έλεγχο του 

επαγώµενου από τα γλυκοκορτικοειδή υποκινητή mouse mammary tumor virus 

(MMTV). Το πλασµίδιο αυτό χρησιµοποιήθηκε στις δοκιµασίες ενεργοποίησης γονιδίων.  

 Το πλασµίδιο pGL4.73[hRluc/SV40] εκφράζει τη λουσιφεράση Renilla υπό τον 

έλεγχο του ενισχυτή SV40 και χρησιµοποιήθηκε ως ενδογενές πλασµίδιο αναφοράς στις 

δοκιµασίες ενεργοποίησης γονιδίων από τον φυσικού τύπου υποδοχέα και τους 

µεταλλαγµένους υποδοχείς. 

 

Β. Κυτταρικές Σειρές 

 Τα CV-1 νεφρικά εµβρυονικά κύτταρα Αφρικανικού πιθήκου, τα οποία δεν 

εκφράζουν ενδογενώς τον hGRα, χρησιµοποιήθηκαν στις δοκιµασίες ενεργοποίησης 

γονιδίων από τον φυσικού τύπου υποδοχέα και τους µεταλλαγµένους υποδοχείς και στο 

στύπωµα κατά Western. Πρόκειται για προσκολλητική κυτταρική σειρά (adherent cells).  

 Τα COS-7 νεφρικά εµβρυονικά κύτταρα Αφρικανικού πιθήκου, τα οποία επίσης 

δεν εκφράζουν ενδογενώς τον hGRα, χρησιµοποιήθηκαν στο στύπωµα κατά Western, 
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στα πειράµατα ανοσοφθορισµού, στα πειράµατα υποκυτταρικής κλασµάτωσης, στα 

πειράµατα ενεργοποίησης κινασών και στα πειράµατα παλµιτυλίωσης. Πρόκειται για 

προσκολλητική κυτταρική σειρά (adherent cells).   

 Τα HeLa ανθρώπινα κύτταρα καρκίνου τραχήλου µήτρας, τα οποία εκφράζουν 

ενδογενώς τον hGRα, χρησιµοποιήθηκαν στις δοκιµασίες µετατόπισης του υποδοχέα 

στον πυρήνα µετά από έκθεση σε δεξαµεθαζόνη. Πρόκειται για προσκολλητική 

κυτταρική σειρά (adherent cells). 

 

Γ. Τεχνικές 

1. Σηµειακή Κατευθυνόµενη Μεταλλαξιγένεση µε Αλυσιδωτή Αντίδραση της 

Πολυµεράσης (PCR-assisted Site-Directed Mutagenesis) µε βάση το πρωτόκολο από 

την εταιρεία Stratagene (QuikChangeTM Site-Directed Mutagenesis, Catalog ≠200518). 

Βασικές αρχές µεθόδου 

 Η σηµειακή κατευθυνόµενη µεταλλαξιγένεση είναι µια µέθοδος µοριακής 

βιολογίας, η οποία εξυπηρετεί τη µελέτη της σχέσης δοµής-λειτουργίας µιας πρωτεΐνης 

και χρησιµοποιείται για τον σχηµατισµό µεταλλάξεων και την αντικατάσταση, απαλειφή 

ή ενσωµάτωση ενός ή περισσοτέρων βάσεων σε δίκλωνο πλασµίδιο. Κατά τη διεξαγωγή 

της µεθόδου αυτής, χρησιµοποιείται η PfuTurbo® DNA πολυµεράση, η οποία επιτρέπει 

τον πολλαπλασιασµό και των δύο κλώνων του πλασµιδίου µε υψηλή πιστότητα, χωρίς τη 

µετατόπιση των εκκινητών που προκαλούν τη µεταλλαξιγένεση. Οι εκκινητές (forward 

και reverse), συµπληρωµατικοί ως προς τους αντίθετους κλώνους του πλασµιδίου, 

επεκτείνονται µε τη δράση της PfuTurbo® DNA πολυµεράσης κατά τη διάρκεια του 

προγράµµατος θερµικής κυκλοποίησης, µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία µεταλλαγµένου 

πλασµιδίου, αλλά και την παραµονή του µητρικού πλασµιδίου στο προϊόν της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης. Ακολουθεί πέψη του προϊόντος µε την 

ενδονουκλεάση Dpn I, µε αποτέλεσµα την καταστροφή του µεθυλιωµένου µητρικού 

πλασµιδίου και τη διατήρηση του µεταλλαγµένου πλασµιδίου. Το τελευταίο εισάγεται σε 

χηµειοδεκτικά βακτήρια XL-1 µε µετασχηµατισµό θερµικής ώσης. Στη συνέχεια, τα 



 

 

βακτήρια επιστρώνονται σε

επωάζονται για 18 ώρες στους

Εικόνα 2.1: Βασικές αρχές 

αντίδραση της πολυµεράσης, το

µετασχηµατισµός χηµειοδεκτικών

 Στη σηµειακή κατευθυνόµενη

pWhitescriptTM ως πλασµίδιο

µεταλλαγµένου πλασµιδίου

σηµείο όπου θα εµφανιζόταν

γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης

µετασχηµατισµός των XL

τρυβλία  µε θρεπτικό LB, αµπικιλλίνη

εκφράζεται, λόγω του κωδικονίου

δηµιουργούν µια σηµειακή

2. Υλικά
 

επιστρώνονται σε τρυβλία µε θρεπτικό LB, αµπικιλλίνη,

ώρες στους 37°C και ελέγχονται για τον σχηµατισµό

αρχές σηµειακής κατευθυνόµενης µεταλλαξιγένεσης. Μετά

πολυµεράσης, το προϊόν υπόκειται σε πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο

χηµειοδεκτικών βακτηρίων. 

κατευθυνόµενη µεταλαξιγένεση χρησιµοποιείται

πλασµίδιο αναφοράς για τον έλεγχο του επιτυχούς

πλασµιδίου. Το πλασµίδιο αυτό φέρει ένα κωδικόνιο λήξης

εµφανιζόταν φυσιολογικά ένα κωδικόνιο γλουταµίνης

γαλακτοσιδάσης του πλασµιδίου pBluescript® 

XL1 βακτηρίων µε το pWhitescriptTM δίνει λευκές

, αµπικιλλίνη, IPTG και X-gal, επειδή η β-γαλακτοσιδάση

του κωδικονίου λήξης. Οι εκκινητές ελέγχου (

σηµειακή µετάλλαξη στο πλασµίδιο pWhitescriptTM
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αµπικιλλίνη, IPTG και X-gal, 

σχηµατισµό αποικιών. 

 

µεταλλαξιγένεσης. Μετά την αλυσιδωτή 

ένζυµο Dpn1 και ακολουθεί 

χρησιµοποιείται το πλασµίδιο 

επιτυχούς σχηµατισµού του 

κωδικόνιο λήξης (TAA) στο 

γλουταµίνης (CAA) στο 

® II SK(-). Ο 

δίνει λευκές αποικίες σε 

γαλακτοσιδάση δεν 

ελέγχου (control primers) 
TM 

κατά την οποία 
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αντικαθίσταται η βάση Τ του κωδικονίου λήξης (TAA) από τη βάση C (CAA) στο 

γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης, µε αποτέλεσµα την εµφάνιση µπλε αποικιών στο τρυβλίο 

ελέγχου.  

Πρωτόκολο µεθόδου 

Σχεδιασµός εκκινητών: Για τον σχεδιασµό των εκκινητών, εντοπίστηκε στο cDNA του 

hGRα η θέση στην οποία θα προκαλείτο η συγκεκριµένη µετάλλαξη και ακολούθως 

σχεδιάστηκαν οι εκκινητές (forward και reverse) έτσι ώστε να έχουν µήκος 40-45 βάσεις, 

να περιέχουν την επιθυµητή µετάλλαξη περίπου στο µέσο του µήκους, να έχουν ~40% 

περιεκτικότητα σε γουανίνη ή/και κυτοσίνη (G ή/και C) και να έχουν Tm (melting 

temperature, δηλαδή θερµοκρασία κατά την οποία προσδένεται το 50% των εκκινητών 

στο εκµαγείο) άνω των 78°C. Με βάση τις αρχές αυτές, σχεδιάστηκαν οι εκκινητές για 

τα ακόλουθα πλασµίδια: pRShGRαY663A, pRShGRαC665A, pRShGRαLL670/671AA 

και pF25GFPhGRαC665A, όπως φαίνονται στον πίνακα 1. 

Πίνακας 1: Αλληλουχίες εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για τη σηµειακή 

κατευθυνόµενη µεταλλαξιγένεση. 

Εκκινητής Αλληλουχία 

665 Forward 

(5’→3’) 
CTTATGAAGAGTATCTCGCCATGAAAACCTTACTGC 

665 Reverse 

(5’→3’) 
GCAGTAAGGTTTTCATGGCGAGATACTCTTCATAAG 

663 Forward 

(5’→3’) 
GGCTTCAGGTATCTTATGAAGAGGCCCTCTGTATGAAAACC 

663 Reverse 

(5’→3’) 
GGTTTTCATACAGAGGGCCTCTTCATAAGATACCTGAAGCC 

670/671 Forward 

(5’→3’) 
CTCTGTATGAAAACCTTAGCGGCGCTCTCTTCAGTTCCTAAGG 

670/671  Reverse 

(5’→3’) 
CCTTAGGAACTGAAGAGAGCGCCGCTAAGGTTTTCATACAGAG 
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Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης: Για τη σύνθεση των µεταλλαγµένων κλώνων 

χρησιµοποιήθηκε η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης. Πρόκειται για µια ευρέως 

χρησιµοποιούµενη µέθοδο της µοριακής βιολογίας, κατά την οποία επιτυγχάνεται in vitro 

ο πολλαπλασιασµός τµήµατος DNA µε τη δράση του ενζύµου DNA πολυµεράση. Το 

ένζυµο συναρµολογεί ένα νέο κλώνο DNA, χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο τον ένα εκ 

των αποδιαταχθέντων κλώνων του µητρικού DNA, καθώς και ολιγονουκλεοτίδια DNA 

(εκκινητές) στο αρχικό στάδιο.  

 Η µέθοδος περιλαµβάνει τρία στάδια: 1. Αποδιάταξη του δίκλωνου DNA, 2. 

Πρόσδεση των εκκινητών στο εκµαγείο. 3. Επιµήκυνση. 

1. Αποδιάταξη (93-96°C): Κατά το πρώτο στάδιο, αποδιατάσσεται το δίκλωνο 

DNA προκειµένου να χρησιµοποιηθεί ο κάθε κλώνος ως εκµαγείο για τα επόµενα 

δύο στάδια της µεθόδου. 

2. Πρόσδεση των εκκινητών στο εκµαγείο (45-65°C): Μετά την αποδιάταξη του 

δίκλωνου DNA, η θερµοκρασία της αντίδρασης κατεβαίνει σε επίπεδο που 

επιτρέπει στους εκκινητές να προσδεθούν στους συµπληρωµατικούς µονούς 

κλώνους DNA. Το µήκος, καθώς και η αλληλουχία των εκκινητών 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στο σχεδιασµό των παραµέτρων ενός επιτυχούς 

πολλαπλασιασµού. Η θερµοκρασία τήξης (Tm) επηρεάζεται τόσο από το µήκος 

ενός εκκινητή όσο και από την περιεκτικότητά του σε γουανίνη και κυτοσίνη. Ο 

τύπος υπολογισµού της Tm είναι ο ακόλουθος: 

Tm = 4(G + C) + 2(A + T)oC 

Κατά συνέπεια, η θερµοκρασία υβριδισµού (annealing temperature, Τa) 

επηρεάζεται από το µήκος και τη σύσταση των εκκινητών και θα πρέπει να είναι 

κατά 5oC χαµηλότερη από την κατώτερη Tm των εκκινητών.  

3. Επιµήκυνση (68-72°C): Στο στάδιο αυτό, η θερµοκρασία της αντίδρασης 

ανεβαίνει για να επιτρέψει στη DNA πολυµεράση να προσθέσει νουκλεοτίδια στο 

3’ άκρο του εκκινητή που έχει υβριδοποιηθεί µε το µονόκλωνο εκµαγείο DNA. 

 Σηµαντικές παράµετροι που θα πρέπει να λαµβάνονται υπόψιν κατά τον 

σχεδιασµό της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης είναι οι ακόλουθες: 1. Μικροί 



 

 

χρόνοι αποδιάταξης, έτσι ώστε

φθορά του εκµαγείου. 2. Επαρκής

σύνθεση της αλληλουχίας

θερµοκρασιών τήξης για την

Εικόνα 2.2: Βήµατα της αλυσιδωτής

 

 Οι αντιδράσεις ετοιµάστηκαν

Αντίδραση Ελέγχου (Control

   Reaction Buffer (10X)     

   pWhitescript (5ng/µL)     

   Control primer 1 (100ng/

   Control primer 2 (100ng/

   dNTP mix                            

   ddH2O                              

2. Υλικά
 

έτσι ώστε να αποφεύγεται η απενεργοποίηση του

. 2. Επαρκής χρόνος επιµήκυνσης για να επιτυγχάνεται

αλληλουχίας-στόχου. 3. Θερµοκρασίες υβριδισµού

για την αύξηση της ειδικότητας του προϊόντος της

αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης. 

αντιδράσεις ετοιµάστηκαν ως ακολούθως: 

Control Reaction)       Αντίδραση ∆είγµατος (Sample

(10X)               5µL                  Reaction Buffer (10X)     

               2µL                  pRShGRαWT (10ng/µ

(100ng/ µL)  1.25µL               Mutant forward primer (125ng) 

(100ng/ µL)  1.25µL               Mutant reverse primer (125ng)

                             1µL                   dNTP mix                        

             εως 50µL                ddH2O                         

Υλικά και Μέθοδοι 
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απενεργοποίηση του ενζύµου ή/και η 

επιτυγχάνεται η πλήρης 

υβριδισµού πλησίον των 

προϊόντος της αντίδρασης. 

 

Sample Reaction) 

Reaction Buffer (10X)                5µL            

µL)             5µL 

Mutant forward primer (125ng)  XµL  

Mutant reverse primer (125ng)   XµL  

dNTP mix                                   1µL 

O                                   εως 50µL 
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 Η έναρξη του προγράµµατος έγινε στους 96°C για 5min ακολουθούµενη από 16 

κύκλους αποδιάταξης του δίκλωνου DNA στους 96°C για 1min, πρόσδεσης των 

εκκινητών στους δύο κλώνους στους 50°C για 1min και επέκτασης των 

νεοσχηµατισθέντων κλώνων στους 68°C για 16min. Το προϊόν της αλυσιδωτής 

αντίδρασης της πολυµεράσης παρέµενε στους 4°C µέχρι το επόµενο βήµα.   

Πέψη µητρικού κλώνου µε ενδονουκλεάση Dpn I: Ακολούθησε η πέψη του µητρικού 

κλώνου µε την προσθήκη περιοριστικού ενζύµου Dpn I για 1 ώρα στους 37°C. Το 

περιοριστικό αυτό ένζυµο έχει ως στόχο την αλληλουχία 5’-Gm6ATC-3’, η οποία 

εντοπίζεται αποκλειστικά στο µητρικό κλώνο, µε αποτέλεσµα την εκλεκτική 

καταστροφή του. 

Μετασχηµατισµός των χηµειοδεκτικών XL-1 βακτηρίων: Τα χηµειοδεκτικά 

βακτήρια XL-1 (στελέχη E. Coli) (50µL) µετασχηµατίστηκαν µε τους µεταλλαγµένους 

κλώνους (2µL) καθώς και µε το πλασµίδιο pUC18 (ως µάρτυρας επιτυχίας του 

µετασχηµατισµού των βακτηρίων) µε τη µέθοδο της θερµικής ώσης (heat pulse): 30min 

παραµονή στον πάγο, 45sec στους 42°C και ακολούθως 2min στον πάγο. Μετά την 

προσθήκη ειδικού θρεπτικού (S.O.C.), τα δείγµατα ανακινήθηκαν στις 220rpm για 2 

ώρες στους 37°C. Ακολούθησε επάλειψη τρυβλίων, που φέρουν θρεπτικό υλικό (LB 

Agar), αµπικιλλίνη, X-gal και IPTG, µε τα µετασχηµατισθέντα βακτήρια και τα τρυβλία 

τοποθετήθηκαν στον επωαστή για 18 ώρες στους 37°C για ανάπτυξη αποικιών. Την 

επόµενη µέρα παρατηρήθηκε το χρώµα των σχηµατισθέντων αποικιών στα τρυβλία 

(µπλε αποικίες στο control ως ένδειξη επιτυχίας της µεταλλαξιγένεσης και λευκές 

αποικίες στα δείγµατα). Αποµονώθηκαν τυχαία 5 αποικίες από κάθε τρυβλίο για 

ανάπτυξη υγρών καλλιεργειών στις 220rpm για 18 ώρες στους 37°C. 

 

2. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή συγκέντρωση (Miniprep) µε βάση το 

πρωτόκολο από την εταιρεία Promega (WizardR Plus SV Minipreps DNA Purification 

System, Catal. ≠1470). Ακολουθήθηκε το πρωτόκολο µε τη χρήση κενού (Vacuum 

Protocol). 
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Βασικές αρχές µεθόδου 

 Η αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή συγκέντρωση (miniprep) από 

βακτήρια  στηρίζεται στην αρχή της αλκαλικής λύσης των βακτηρίων. Η έκθεση των 

βακτηρίων σε διάλυµα υψηλού pH έχει ως αποτέλεσµα τη διάσπαση των µεµβρανών των 

βακτηρίων και την επακόλουθη απελευθέρωση του πλασµιδιακού DNA, του 

βακτηριακού DNA, καθώς και άλλων δοµικών στοιχείων του βακτηρίου. Το 

πλασµιδιακό DNA δεσµεύεται επιλεκτικά σε ειδικές κολόνες, διαχωρίζεται από το 

βακτηριακό DNA και κατακρηµνίζεται µε διάλυµα που περιέχει αιθανόλη.   

Πρωτόκολο µεθόδου 

 Αρχικά φυγοκεντρήθηκε 1,5mL από το περιεχόµενο της κάθε υγρής καλλιέργειας 

σε 13000rpm για 7min. Αποµακρύνθηκε το υπερκείµενο, προστέθηκαν εκ νέου 1,5mL 

από το περιεχόµενο της κάθε υγρής καλλιέργειας και επαναλήφθηκε η φυγοκέντρηση. 

Ακολούθησε προσθήκη 250µL διαλύµατος για ανάδευση του ιζήµατος (Cell 

Resuspension Solution), προσθήκη 250µL διαλύµατος για λύση των βακτηρίων (Cell 

Lysis Solution), προσθήκη 10µL διαλύµατος αλκαλικής φωσφατάσης και παραµονή των 

δειγµάτων για 5min σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια, προστέθηκαν 350µL 

διαλύµατος για ουδετεροποίηση του pH (Neutralization Solution) και τα δείγµατα 

φυγοκεντρήθηκαν στις 13000rpm για 10min για να κατακαθίσουν τα µεµβρανώδη 

στοιχεία. Το υπερκείµενο του κάθε δείγµατος µεταφέρθηκε σε ειδικές κολόνες, οι οποίες 

προσαρµόστηκαν σε υποδοχές στη συσκευή κενού (vacuum). Mε τη χρήση κενού 

(vacuum), το πλασµιδιακό DNA κατακρατήθηκε στην κολόνα. Προστέθηκαν 750µL 

διαλύµατος πλύσης (Wash Solution) στις κολόνες, εφαρµόστηκε κενό και 

επαναπροστέθηκαν 250µL του ιδίου διαλύµατος µε εφαρµογή κενού για 10min. 

Ακολούθησε έκλουση του πλασµιδιακού DNA σε αποστειρωµένα σωληνάρια ependorf 

µε την προσθήκη 100µL νερού χωρίς νουκλεάσες (Nuclease-Free Water). 

 Τα δείγµατα φυλάχθηκαν στους -20°C µέχρι τον προσδιορισµό της 

συγκέντρωσης του DNA. 



 

 

 Οι υγρές καλλιέργειες

αυτό τοποθετήθηκαν στους

χρονικό διάστηµα αυτό δεν

Εικόνα 2.3: Πρωτόκολο εταιρίας

συγκέντρωση (miniprep). 

 

3. Προσδιορισµός συγκέντρωσης

Βασικές αρχές µεθόδου 

 Ο προσδιορισµός 

φασµατοµετρική µέθοδο. 

απορρόφηση στα 280nm αποδίδεται

2. Υλικά
 

καλλιέργειες των δειγµάτων που χρησιµοποιήθηκαν

στους 4°C µέχρι την αλληλούχηση των δειγµάτων

αυτό δεν υπερέβαινε τις 2 εβδοµάδες.  

εταιρίας PROMEGA για την αποµόνωση πλασµιδιακού

συγκέντρωσης πλασµιδιακού DNA 

 

προσδιορισµός της συγκέντρωσης του πλασµιδιακού DNA

µέθοδο. Η απορρόφηση DNA λαµβάνει χώρα στα

αποδίδεται στην παρουσία πρωτεΐνης στο υπό

Υλικά και Μέθοδοι 
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χρησιµοποιήθηκαν στο πρωτόκολλο 

δειγµάτων DNA. Το 

 

πλασµιδιακού DNA σε µικρή 

DNA έγινε µε τη 

χώρα στα 260nm, ενώ η 

στο υπό µελέτη δείγµα. H 
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ποιότητα του DNA είναι αποδεκτή όταν ο λόγος OD260/OD280 είναι µεγαλύτερος ή ίσος 

µε 1.8.  

Πρωτόκολο µεθόδου 

 Τα δείγµατα πλασµιδιακού DNA αραιώθηκαν σε αναλογία 1:100 µε τελικό όγκο 

500µL και τοποθετήθηκαν κατά σειρά σε κυβέτα χαλαζία προς µέτρηση. Η συγκέντρωση 

του DNA στα υπό µελέτη δείγµατα προσδιορίστηκε σύµφωνα µε τον ακόλουθο τύπο:  

c = OD260 x Αραίωση (100) x 50 µg/mL 

 

4. Αλληλούχηση επιλεγµένων δειγµάτων πλασµιδιακού DNA 

Βασικές αρχές µεθόδου 

 Η αλληλούχηση των επιλεγµένων δειγµάτων πλασµιδιακού DNA 

πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο Sanger µε τη χρήση του Big Dye Terminator Cycle 

Sequencing Kit. Η µέθοδος Sanger στηρίζεται στην ευχέρεια της DNA πολυµεράσης να 

χρησιµοποιεί τόσο νουκλεοτίδια (dNTPs) όσο και φθορίζοντα δι-δεοξυνουκλεοτίδια 

(ddNTPs) µε την ίδια ειδικότητα κατά τη διάρκεια του πολλαπλασιασµού του µητρικού 

κλώνου DNA. Τα δι-δεοξυνουκλεοτίδια δεν διαθέτουν την 3’ υδροξυλική οµάδα µε 

αποτέλεσµα να αποτρέπεται ο σχηµατισµός φωσφοδιεστερικού δεσµού και να 

τερµατίζεται η διαδικασία της αντιγραφής. Τα προκύπτοντα θραύσµατα DNA 

διαχωρίζονται µε ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές µε ειδικό πολυµερές ανάλογα µε το 

µοριακό βάρος. Ακολούθως, τα προϊόντα της ηλεκτροφόρησης διέρχονται από σηµείο 

όπου ακτινοβολούνται µε λέιζερ, µε αποτέλεσµα το εκάστοτε φθορίζον σεσηµασµένο 

νουκλεοτίδιο που συναντά την ακτίνα λέιζερ, να εκπέµπει φως σε διαφορετικό µήκος 

κύµατος ανάλογα µε το είδος του νουκλεοτιδίου. Η εκποµπή φωτός συλλέγεται από 

ειδικό επεξεργαστή, ο οποίος αναγνωρίζει την Αδενίνη µε πράσινο χρώµα, την Θυµίνη 

µε κόκκινο χρώµα, την Γουανίνη µε µαύρο χρώµα και την Κυτοσίνη µε µπλε χρώµα. 

Μετά την επεξεργασία των δεδοµένων, παράγεται ένα χρωµατογράφηµα που περιέχει 

σειρά επαρµάτων διαφορετικού χρώµατος, ανάλογα µε την θέση του κάθε νουκλεοτιδίου.  



 

 

 Η αλληλούχηση στοιχίζεται

για την ορθότητα της ανάγνωσης

Εικόνα 2.4: Αλληλούχηση µε τη

Πρωτόκολο µεθόδου 

 Το πρώτο βήµα της

εκκινητής που χρησιµοποιήθηκε

µεταλλαγµένων κλώνων είχε

Αντίδραση ∆είγµατος (Sample

Sequencing Reaction Buffer

∆είγµα                               

Εκκινητής (3.2pmol/µL)                       

Big Dye Terminator                           

ddH2O                                  

2. Υλικά
 

χηση στοιχίζεται µε ειδικό πρόγραµµα βιοπληροφορικής

ανάγνωσης των νουκλεοτιδίων.  

µε τη µέθοδο Sanger. 

 

βήµα της αλληλούχησης είναι η αλυσιδωτή αντίδραση

χρησιµοποιήθηκε σε όλες τις αντιδράσεις για 

κλώνων είχε την αλληλουχία: 5’-TTCCTTCCCTCTTGACAATGGC

Sample Reaction) 

Reaction Buffer (5X)          2µL 

                                 1µL 

                     1µL 

                             0.5µL 

                                              εως 10µL 

Υλικά και Μέθοδοι 
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βιοπληροφορικής και ελέγχεται 

 

αντίδραση πολυµεράσης. Ο 

για το σύνολο των 

TTCCTTCCCTCTTGACAATGGC-3’.   
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 Η έναρξη του προγράµµατος έγινε στους 96°C για 1min, ακολουθούµενη από 25 

κύκλους αποδιάταξης του δίκλωνου DNA στους 96°C για 10sec, πρόσδεσης των 

εκκινητών στους δύο κλώνους στους 50°C για 5sec και επέκτασης των 

νεοσχηµατισθέντων κλώνων στους 60°C για 4min. Το προϊόν της αλυσιδωτής 

αντίδρασης της πολυµεράσης παρέµεινε στους 4°C µέχρι το επόµενο βήµα.  

 Στη συνέχεια, ακολουθήθηκε το πρωτόκολο της κατακρήµνισης του DNA µε 

αιθανόλη/ακετοξικό νάτριο (Ethanol/NaOAc precipitation). 

              NaOAc/Eth 

NaOAc  3M  pH 4.4      75µL 

Αιθανόλη 100%         1562.5µL 

ddH2O                          362.5µL 

 Προστέθηκαν 40µL σε κάθε αντίδραση, τα δείγµατα ανακινήθηκαν για 15sec και 

παρέµειναν σε θερµοκρασία δωµατίου για 30min. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 

3000rpm στους 4°C για 30min, αφαιρέθηκε το υπερκείµενο και προστέθηκαν 70µL  

αιθανόλης 70%. Τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν στις 2000rpm στους 4°C για 3min και 

παρέµειναν σε θερµοκρασία δωµατίου για 10min. Στο τέλος προστέθηκαν 10µL 

φορµαµίδης σε κάθε αντίδραση και τα δείγµατα φυλάχθηκαν στους 4°C. Την επόµενη 

µέρα πραγµατοποιήθηκε η αλληλούχηση. 

 

5. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγάλη συγκέντρωση (Maxiprep και 

Megaprep) µε βάση το πρωτόκολο από την εταιρεία Qiagen (QIAGENR Plasmid 

Purification Handbook, Catal. ≠12183 & 12165). 

Βασικές αρχές µεθόδου 

 Η αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγάλη συγκέντρωση (maxiprep και 

megaprep) από βακτήρια στηρίζεται στην αρχή της αλκαλικής λύσης των βακτηρίων, 

όπως αυτή αναπτύχθηκε στη µέθοδο miniprep. 
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Πρωτόκολο µεθόδου 

 Αρχικά τοποθετήθηκε υγρή καλλιέργεια (500mL LB Broth και 1mL αµπικιλλίνη) 

για το επιλεγµένο δείγµα του µεταλλαγµένου πλασµιδιακού DNA που προέκυψε µετά 

την ανάγνωση της αλληλούχησης. Την επόµενη µέρα φυγοκεντρήθηκε το περιεχοµένο 

της υγρής καλλιέργειας στις 4000rpm στους 4°C για 30min. Ακολούθως, προστέθηκαν 

50mL διαλύµατος για ανάδευση του ιζήµατος (Cell Resuspension Solution), 50mL 

διαλύµατος για λύση των βακτηρίων (Cell Lysis Solution) και 50mL διαλύµατος για 

ουδετεροποίηση του pH (Neutralization Solution). Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 

4000rpm στους 4°C για 30min για να κατακαθίσουν τα µεµβρανώδη στοιχεία και µετά 

προστέθηκαν  35mL διαλύµατος για την ετοιµασία κολόνας (Equilibration Solution) για 

να κατακρατηθεί το πλασµιδιακό DNA. Μετά την κατακράτηση του πλασµιδιακού DNA 

προστέθηκαν 200mL διαλύµατος πλύσης (Wash Solution) και ακολούθησε η έκλουση 

του πλασµιδιακού DNA. Στη συνέχεια, το πλασµιδιακό DNA κατακρηµνίστηκε µε 25mL 

διαλύµατος ισοπροπανόλης, φυγοκέντρηση στις 13000rpm στους 4°C για 30min, 

αποµάκρυνση του υπερκειµένου µε διατήρηση του ιζήµατος και προσθήκη 20mL 

διαλύµατος αιθανόλης 70% ακολουθούµενη από φυγοκέντρηση στις 13000rpm στους 

4°C για 30min. Το ίζηµα διαλύθηκε σε αποστειρωµένο νερό. Ακολούθησε 

προσδιορισµός της συγκέντρωσης DNA µε τη µέθοδο της φασµατοφωτοµετρίας και η 

φύλαξη των δειγµάτων έγινε στους -20°C. 

 

6. Πάγωµα υγρών καλλιεργειών βακτηρίων µε µεταλλαγµένο πλασµιδιακό DNA 

Προστέθηκε θρεπτικό υλικό (LB Broth) εως 5mL και 5µL αµπικιλλίνης στο 

δείγµα της υγρής καλλιέργειας βακτηρίων µε µεταλλαγµένο πλασµιδιακό DNA για 

ανακαλλιέργεια µε ολονύκτια περιστροφή του δείγµατος στις 250rpm στους 37°C. Την 

επόµενη µέρα προστέθηκαν 1,2mL γλυκερόλης 100% και ακολούθησε ανάδευση και 

διαµοιρασµός σε κρυοσωληνάρια. Η φύλαξη των δειγµάτων έγινε στους -80°C. 

 

 



2. Υλικά και Μέθοδοι 
 

 

105 

 

7. Κυτταρικές Καλλιέργειες 

Βασικές αρχές κυτταρικών καλλιεργειών 

• Ανακαλλιέργεια κυτταρικών σειρών 

 Οι προσκολλητικές κυτταρικές σειρές CV-1, COS-7 και HeLa 

αναπτύχθηκαν σε καλλιεργητικό θρεπτικό υλικό Dulbecco’s Μodified Eagle 

Μedium (DMEM) εµπλουτισµένο µε ορό εµβρύου βοός (10% FBS) και 

αντιβιοτικά (πενικιλλίνη και στρεπτοµυκίνη).  Τα κύτταρα επωάσθηκαν σε 

συνθήκες υγρασίας 95%, µε 5% CO2, σε θερµοκρασία 37°C και η αλλαγή 

θρεπτικού υλικού πραγµατοποιείτο κάθε 2-3 µέρες. Η ανακαλλιέργεια των τριών 

κυτταρικών σειρών πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο της τρυψινοποίησης. Η 

τρυψίνη έχει την ιδιότητα να διασπά ενζυµατικά τους δισουλφιδικούς δεσµούς 

που αναπτύσσονται µεταξύ των προσκολλητικών κυττάρων και της επιφάνειας 

της φλάσκας/του καλλιεργητικού τρυβλίου, µε αποτέλεσµα την ανασήκωση των 

κυττάρων και τη δυνατότητα µεταφοράς τους σε νέα φλάσκα/καλλιεργητικό 

τρυβλίο.  

Πρωτόκολο µεθόδου 

 Υπό στείρες συνθήκες, αποµακρύνθηκε το ήδη υπάρχον θρεπτικό υλικό 

από τις φλάσκες και ξεπλύθηκε η επιφάνεια των κυττάρων µε 5mL PBS. 

Ακολούθως, προστέθηκαν 2mL τρυψίνης και οι φλάσκες επανατοποθετήθηκαν 

στον επωαστή για 5min στους 37°C. Η επιτυχής ανασήκωση των κυττάρων 

επιβεβαιώθηκε µε µικροσκόπηση. Η απενεργοποίηση της τρυψίνης έγινε µε 

προσθήκη 8mL θρεπτικού υλικού (η παρουσία ορού στο θρεπτικό υλικό 

ευθύνεται για την απενεργοποίηση του ενζύµου). Με σκοπό την αποµάκρυνση 

της τρυψίνης, τα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν στις 1200rpm για 8min, το 

υπερκείµενο αποµακρύνθηκε και το ίζηµα των κυττάρων αναδιαλύθηκε σε 10mL 

θρεπτικού υλικού. Ακολούθησε διαµοιρασµός των κυττάρων, ανάλογα µε την 

κυτταρική σειρά, σε νέες φλάσκες. Το πρωτόκολο της τρυψινοποίησης 

εφαρµοζόταν κάθε 3-4 µέρες. 

 

 



 

 

• Πάγωµα κυτταρικών

 Το πάγωµα

καλλιεργητικού θρεπτικού

εµπλουτισµένου µε

στρεπτοµυκίνη) και

Πρωτόκολο µεθόδου

 Ακολουθήθηκε

στην προηγούµενη

αριθµός των κυττάρων

Μετρήθηκαν τα κύτταρα

τον υπολογισµό του

Μέσος όρος

Εικόνα 2.5: Μέτρηση

µετρώνται στα 4 τετράγωνα

Ακολούθως, διαµοιράστηκαν

κυτταρικών σειρών

-20°C για 2 ώρες, στους

στο θάλαµο του υγρού

 

• Ξεπάγωµα κυτταρικών

 Κατά το ξεπάγωµα

επιµελώς το διµεθυλσουλφοξείδιο

Πρωτόκολο µεθόδου

 Τα κρυοσωληνάρια

το θάλαµο του υγρού

2. Υλικά
 

κυτταρικών σειρών 

πάγωµα των κυτταρικών σειρών πραγµατοποιήθηκε

καλλιεργητικού θρεπτικού υλικού Dulbecco’s Μodified Eagle 

υ µε ορό εµβρύου βοός (20% FBS), αντιβιοτικά

στρεπτοµυκίνη και διµεθυλσουλφοξείδιο (10% DMSO). 

µεθόδου 

Ακολουθήθηκε το πρωτόκολο της τρυψινοποίησης, όπως

προηγούµενη παράγραφο. Μετά την απενεργοποίηση 

κυττάρων µετρήθηκε µε τη χρήση της πλάκας

τα κύτταρα στα 4 τετράγωνα και υπολογίστηκε ο

υπολογισµό του αριθµού των κυττάρων χρησιµοποιήθηκε ο τύπος

Μέσος όρος κυττάρων x 10
4
 x Όγκο θρεπτικού (σε

 

 
Μέτρηση κυττάρων µε την πλάκα Neubauer. Τα κύτταρα (κίτρινοι

τετράγωνα και ακολούθως υπολογίζεται ο µέσος όρος.  

 

διαµοιράστηκαν 2x106 κύτταρα σε κρυοσωληνάρια

σειρών. Τα κρυοσωληνάρια παρέµειναν στον πάγο

ώρες, στους -80°C ολονύχτια και την επόµενη µέρα

του υγρού αζώτου (-145°C). 

κυτταρικών σειρών 

το ξεπάγωµα των κυτταρικών σειρών, πρέπει να

ιµεθυλσουλφοξείδιο (DMSO). 

µεθόδου 

κρυοσωληνάρια των κυτταρικών σειρών µεταφέρθηκαν

του υγρού αζώτου. Μετά το ξεπάγωµα, το περιεχόµενο
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πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση 

 Μedium (DMEM) 

αντιβιοτικά (πενικιλλίνη και 

τρυψινοποίησης, όπως αναπτύχθηκε 

απενεργοποίηση της τρυψίνης, ο 

της πλάκας Neubauer. 

υπολογίστηκε ο µέσος όρος. Για 

χρησιµοποιήθηκε ο τύπος: 

θρεπτικού (σε mL)  

κίτρινοι µικροί κύκλοι) 

κρυοσωληνάρια κατάψυξης 

πάγο για 30min, στους 

επόµενη µέρα µεταφέρθηκαν 

πρέπει να αποµακρύνεται 

µεταφέρθηκαν σε πάγο από 

το περιεχόµενο των 



 

 

κρυοσωληναρίων µεταφέρθηκε

θρεπτικού υλικού. 

αποµακρύνθηκε το

2mL θρεπτικού υλικού

14mL θρεπτικού υλικού

την τοποθέτησή τους

 

• Παροδική διαµόλυνση

 Η παροδική

κατιονικών σωµατίων

λόγω του θετικού φορτίου

αρνητικά φορτισµένο

βάσεων. Το σύµπλεγµα

επιφάνειας της κυτταρικής

πλασµίδιο έκφρασης

Εικόνα 2.6: Παροδική

Αρχικά, σχηµατίζεται σύµπλεγµα

2. Υλικά
 

κρυοσωληναρίων µεταφέρθηκε σε σωληνάρια στα οποία προστέθηκαν

υλικού. Τα σωληνάρια φυγοκεντρήθηκαν στις 1200

αποµακρύνθηκε το υπερκείµενο και το ίζηµα των κυττάρων αναδιαλύθηκε

θρεπτικού υλικού και µεταφέρθηκε σε φλάσκες, στις οποίες

θρεπτικού υλικού. Ακολούθησε µικροσκόπηση των κυττάρων

τοποθέτησή τους στον επωαστή, όσο και την επόµενη µέρα.

διαµόλυνση κυτταρικών σειρών 

παροδική διαµόλυνση των κυτταρικών σειρών έγινε µε

σωµατίων (λιποφεκτίνη, λιποφεκταµίνη). Τα κατιονικά

θετικού φορτίου, έχουν την ιδιότητα να σχηµατίζουν

φορτισµένο DNA, ένεκα της παρουσίας των φωσφορικών

σύµπλεγµα, επωφελούµενο του αρνητικού φορτίου

της κυτταρικής µεµβράνης, ενδοκυτταρώνεται και απελευθερώνει

έκφρασης.   

Παροδική διαµόλυνση των κυττάρων µε τη µέθοδο των κατιονικών

σχηµατίζεται σύµπλεγµα µεταξύ της λιποφεκταµίνης (λιπιδιακό κατιόν
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οποία προστέθηκαν 3mL 

στις 1200rpm για 5min, 

κυττάρων αναδιαλύθηκε σε 

στις οποίες προστέθηκαν 

των κυττάρων τόσο πριν 

µέρα. 

έγινε µε τη µέθοδο των 

Τα κατιονικά σωµάτια, 

σχηµατίζουν σύµπλεγµα µε το 

φορικών οµάδων των 

φορτίου της εξωτερικής 

ενδοκυτταρώνεται και απελευθερώνει το 

 
των κατιονικών σωµατίων. 

λιπιδιακό κατιόν σωµάτιο) και του 
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αρνητικά φορτισµένου DNA. Στη συνέχεια, το εξωτερικά περιβαλλόµενο µε θετικά φορτία 

σύµπλεγµα ενδοκυτταρώνεται επωφελούµενο του αρνητικού φορτίου της εξωτερικής πλευράς της 

κυτταροπλασµατικής µεµβράνης. 

 

Πρωτόκολο µεθόδου 

 Τα κύτταρα CV-1 ή COS-7 καλλιεργήθηκαν σε συγκεκριµένο αριθµό, 

ανάλογα µε τη µέθοδο, σε καλλιεργητικά τρυβλία ή φλάσκες που περιείχαν 

καλλιεργητικό θρεπτικό υλικό. Είκοσι-τέσσερεις ώρες αργότερα, η 

υπολογισθείσα ποσότητα DNA διαλύθηκε σε 750µL θρεπτικού χωρίς ορό και 

χωρίς αντιβιοτικά (OPTI-MEM). Η απαραίτητη ποσότητα 

λιποφεκτίνης/λιποφεκταµίνης προστέθηκε σε 750µl OPTI-MEM και επωάσθηκε 

υπό στείρες συνθήκες για 30min (λιποφεκτίνη) ή για 5min (λιποφεκταµίνη). Η 

διαλυθείσα λιποφεκτίνη ή λιποφεκταµίνη προστέθηκε στο DNA και το 

σύµπλεγµα επωάστηκε για 20min υπό στείρες συνθήκες. Στο διάστηµα αυτό, 

αποµακρύνθηκε το θρεπτικό υλικό των κυττάρων και ακολούθησε ξέπλυµα µε 

PBS. Μετά την πάροδο των 20min, στα κύτταρα προστέθηκε το υλικό 

διαµόλυνσης (σύµπλεγµα DNA-λιποφεκτίνης/λιποφεκταµίνης διαλυµένο σε 

OPTI-MEM) για 18 ώρες (λιποφεκτίνη) ή για 5 ώρες (λιποφεκταµίνη). 

Ακολούθησε αντικατάσταση του υλικού διαµόλυνσης µε καλλιεργητικό θρεπτικό 

υλικό.    

 

8. ∆οκιµασίες ενεργοποίησης (Transactivation Assays) 

Πρωτόκολο µεθόδου 

Κύτταρα CV-1 καλλιεργήθηκαν σε καλλιεργητικά τρυβλία 6 θέσεων (6-well 

plates) σε συγκέντρωση 1.5x105 κύτταρα/well. Είκοσι-τέσσερεις ώρες αργότερα, τα 

κύτταρα διαµολύνθηκαν µε τα πλασµίδια pRShGRαWT, pRShGRαY663A, 

pRShGRαC665A, pRShGRαLL670/671AA (0.05 µg/well), µε pMMTV-luc (0.5 µg/well) 

και pGL4.73[hRluc/SV40] (0.1 µg/well) µε τη µέθοδο της λιποφεκταµίνης (10µL/well). 
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Σαράντα-οκτώ ώρες µετά την διαµόλυνση, τα κύτταρα επωάσθηκαν µε δεξαµεθαζόνη σε 

συγκεντρώσεις που κυµαίνονταν από 10-12 M έως 10-5 M. 

Εβδοµήντα-δύο ώρες µετά την διαµόλυνση, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε PBS 

(500µL/well) και υπέστηκαν λύση χρησιµοποιώντας ειδικό διάλυµα λύσης κυττάρων 

(Passive Lysis Buffer, 500/well). Ακολούθησε φυγοκέντρηση των εκχυλισµάτων στις 

13000rpm για 15min στους 4°C. Στη συνέχεια, µεταφέρθηκαν 20µL από το ολικό 

κυτταρικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα σε σωληνάρια λουµινοµέτρου. Η ενεργότητα της 

λουσιφεράσης και της Renilla µετρήθηκαν µε τα αντιδραστήρια LARII 

(40µL/αντίδραση) και Stop&Glo (επιπλέον 40µL/αντίδραση), αντίστοιχα, σε 

λουµινόµετρο. Ο λόγος της απόλυτης τιµής ενεργότητας της λουσιφεράσης προς την 

απόλυτη τιµή της ενεργότητας της Renilla υπολογίστηκε ως σχετική ενεργότητα της 

λουσιφεράσης. 

 

 

9. Στύπωµα κατά Western (Western Blotting) 

Βασικές αρχές µεθόδου 

 Το στύπωµα κατά Western περιλαµβάνει τον προσδιορισµό συγκέντρωσης της 

πρωτεΐνης σύµφωνα µε τη µέθοδο Bradford, την ηλεκτροφόρηση του πρωτεϊνικού 

εκχυλίσµατος σε πήκτωµα SDS/πολυακρυλαµίδης (SDS-PolyAcrylamide Gel, SDS-

PAGE κατά Laemmli), την ανοσοαποτύπωση, την ανοσοχηµική ανίχνευση των 

πρωτεϊνών και την ανίχνευση µέσω χηµειοφωταύγειας. 

• Προσδιορισµός συγκέντρωσης πρωτεΐνης µε τη µέθοδο Bradford 

 Σύµφωνα µε τη µέθοδο Bradford, η σύνδεση της χρωστικής Coomassie 

brilliant blue G-250 (Bradford reagent) µε τις πρωτεΐνες έχει ως αποτέλεσµα τη 

µετατόπιση του µέγιστου της απορρόφησης του χρώµατος από τα 465nm (χωρίς 

πρωτεΐνη) στα 595nm (µε πρωτεΐνη). Πρόκειται για µια αντίδραση που 

εξελίσσεται γρήγορα, ολοκληρώνεται µετά από 5min και λαµβάνει χώρα σε όξινο 

περιβάλλον. 
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• Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα SDS/πολυακρυλαµιδίου (SDS-PAGE κατά 

Laemmli). 

 Κατά την ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα SDS/πολυακρυλαµιδίου, οι 

πρωτεΐνες µετακινούνται σε ηλεκτρικό πεδίο και διαχωρίζονται µε βάση το 

µοριακό τους βάρος. Αρχικά, το πρωτεϊνικό εκχύλισµα διαλύεται σε διάλυµα 

δωδεκακυλοθειϊκού νατρίου (SDS), ενός ανιοντικού απορρυπαντικού που 

καταστρέφει όλες τις µη οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις µιας πρωτεΐνης, 

προσθέτοντας στο πρωτεϊνικό εκχύλισµα αρνητικό φορτίο µε αποτέλεσµα τη 

µετακίνηση από την άνοδο στην κάθοδο. Η β-µερκαπτοαιθανόλη, που 

εµπεριέχεται στο sample buffer/Laemmli buffer/loading buffer, προκαλεί 

αναγωγή στους δισουλφιδικούς δεσµούς. Τα σύµπλοκα SDS-αποδιαταγµένης 

πρωτεΐνης ηλεκτροφορούνται σε πολυακρυλαµίδιο µε τη µορφή κατακόρυφης 

λεπτής στοιβάδας. Οι µικρές πρωτεΐνες µετακινούνται εύκολα µέσω του 

πηκτώµατος, ενώ οι µεγαλύτερου µοριακού βάρους πρωτεΐνες µένουν στην 

κορυφή. Ως εκ τούτου, η µετακίνηση των πολυπεπτιδικών αλυσίδων είναι 

απολύτως ανάλογη µε τον λογάριθµο του µοριακού τους βάρους. 

• Ανοσοαποτύπωση 

 Κατά την ανοσοαποτύπωση, συντελείται η ηλεκτρική µεταφορά των 

πρωτεϊνών από το πήκτωµα SDS/πολυακρυλαµιδίου σε µια µεµβράνη 

πολυβινυλυδενοδιφθωριδίου (PVDF) ή νιτροκυτταρίνης. Η µεταφορά αυτή 

καθιστά πιο εύκολη την αντίδραση των πρωτεϊνικών-αντογονικών επιτόπων µε το 

αντίσωµα που προστίθεται στο επόµενο στάδιο. 

• Ανοσοχηµική ανίχνευση πρωτεϊνών 

 Η ανοσοχηµική ανίχνευση πρωτεϊνών στηρίζεται στη χρήση 

αντισωµάτων. Πριν από την επώαση της µεµβράνης µε το πρωτογενές αντίσωµα, 

η µεµβράνη εκτίθεται σε ένα παρεµποδιστή (π.χ. άπαχο γάλα). Η υπερπλήρωση 

αυτή συντελεί στον κορεσµό των πρωτεϊνικών θέσεων σύνδεσης της µεµβράνης 

που βρίσκονται σε περίσσεια και στην παρεµπόδιση µιας µη-ειδικής σύνδεσης 

των αντιδραστηρίων ανίχνευσης. Ακολουθεί η επώαση της µεµβράνης µε το 

πρωτογενές αντίσωµα και η δηµιουργία συµπλόκου µε τον αντιγονικό επίτοπο 
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που αναγνωρίζει µε ειδικότητα. Στη συνέχεια, γίνεται έκπλυση του µη 

δεσµευµένου πρωτογενούς αντισώµατος και η µεµβράνη επωάζεται µε το 

δευτερογενές αντίσωµα, το οποίο είναι ειδικό προς άλλες σταθερές περιοχές του 

πρωτογενούς αντισώµατος και το οποίο ανιχνεύεται λόγω της σύζευξής του µε 

υπεροξειδάση. Η ποσότητα του δευτερογενούς αντισώµατος που δεσµεύεται στην 

επιφάνεια της µεµβράνης είναι ανάλογη µε την ποσότητα του αντιγόνου στο υπό 

εξέταση δείγµα.  

• Ανίχνευση µέσω χηµειοφωταύγειας 

 Χηµειοφωταύγεια είναι η εκποµπή φωτός όταν ηλεκτρόνια υψηλής 

ενέργειας µεταπίπτουν σε στάθµη χαµηλής ενέργειας. Το σύστηµα 

χηµειοφωταύγειας είναι µη-ραδιενεργό σύστηµα εκποµπής φωτός, που 

χρησιµοποιείται για την ανίχνευση πρωτεϊνών που έχουν δεσµευθεί στην 

επιφάνεια της µεµβράνης. Ένα από τα περισσότερο κατανοητά συστήµατα 

χηµειοφωταύγειας είναι η HRP/υπεροξείδιο του υδρογόνου-καταλυόµενη 

οξείδωση της λουµινόλης σε αλκαλικές συνθήκες. Τα συζευγµένα µε 

υπεροξειδάση δευτερογενή αντισώµατα καταλύουν την οξείδωση της λουµινόλης 

και ελευθερώνουν χηµειοφωταύγεια. Αναλυτικότερα, η λουµινόλη, οξειδούµενη, 

βρίσκεται σε µια κατάσταση διέγερσης, η οποία φθίνει στη θεµελιώδη κατάσταση 

µέσω ενός µονοπατιού εκποµπής φωτός. Η µέγιστη εκποµπή φωτός παρατηρείται 

σε ένα µήκος κύµατος 428nm, το οποίο µπορεί να ανιχνευτεί µέσω µιας σύντοµης 

έκθεσης σε ένα φιλµ αυτοακτινογραφίας ευαίσθητο στο µπλε-φως. 



 

 

Εικόνα 2.7: Βήµατα πρωτοκόλλου

 

Πρωτόκολο µεθόδου 

Κύτταρα CV-1 και

2x106 κύτταρα/φλάσκα. Είκοσι

τα πλασµίδια pRShGR

pRShGRαLL670/671AA 

χρησιµοποιώντας λιποφεκταµίνη

διαµόλυνσης αντικαταστάθηκε

(DMEM) εµπλουτισµένο µε

και στρεπτοµυκίνη). Σαράντα

PBS, αποκολλήθηκαν από

σωληνάρια ependorf. Ακολούθησε

αποµακρύνθηκε το υπερκείµενο

Lysis-M). Το εκχύλισµα

2. Υλικά
 

  

πρωτοκόλλου στυπώµατος κατά Western. 

και COS-7 καλλιεργήθηκαν σε 75cm2-φλάσκες

φλάσκα. Είκοσι-τέσσερεις ώρες αργότερα, τα κύτταρα διαµολύνθηκαν

pRShGRαWT, pRShGRαY663A, 

 (15µg/φλάσκα) σε διάλυµα OPTI-MEM

λιποφεκταµίνη (30µL/φλάσκα). Έξι ώρες αργότερα

αντικαταστάθηκε µε θρεπτικό υλικό Dulbecco’s Μodified

εµπλουτισµένο µε ορό εµβρύου βοός (10% FBS) και αντιβιοτικά

Σαράντα ώρες µετά τη διαµόλυνση, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν

αποκολλήθηκαν από τις φλάσκες µε ελαφρύ scraping και µεταφέρθηκαν

Ακολούθησε φυγοκέντρηση σε 2000rpm/min

υπερκείµενο και προστέθηκαν 600µL διαλύµατος

κχύλισµα παρέµεινε στον πάγο για 15 λεπτά 
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φλάσκες σε συγκέντρωση 

κύτταρα διαµολύνθηκαν µε 

pRShGRαC665A, 

MEM (10mL/φλάσκα) 

αργότερα, το διάλυµα 

odified Eagle Μedium 

αντιβιοτικά (πενικιλλίνη 

ξεπλύθηκαν µε 5mL 

και µεταφέρθηκαν σε 

min για 8 λεπτά, 

διαλύµατος λύσης (Complete 

λεπτά και ακολούθησε 
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φυγοκέντρηση στις 13000rpm/min για 15 λεπτά στους 4°C. Στη συνέχεια, το 

υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε νέα σωληνάρια ependorf και οι συγκεντρώσεις των ολικών 

πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων προσδιορίστηκαν µε τη µέθοδο Bradford. Η πρότυπη 

καµπύλη Bradford σχηµατίστηκε µε το ακόλουθο πρωτόκολο: Σε πλαστικές κυβέτες 

αναµίχθηκαν 200µL αντιδραστηρίου Bradford µε 800µL Η2Ο και προστέθηκαν 0-5µg 

BSA (η τιµή 0 αντιστοιχεί στο τυφλό δείγµα). Προσδιορίστηκαν οι απορροφήσεις στα 

595nm και οι τιµές τοποθετήθηκαν σε γραφική παράσταση. Από την προκύπτουσα 

εξίσωση της γραφικής παράστασης, η κάθε τιµή απορρόφησης στα 595nm αντιστοιχούσε 

σε µία τιµή συγκέντρωσης της πρωτεΐνης. Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης των 

ολικών πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων πραγµατοποιήθηκε ως ακολούθως: Για κάθε 

αντίδραση, 200µL αντιδραστηρίου Bradford αναµίχθηκαν µε 800µL Η20 σε πλαστική 

κυβέτα. Μετά την ανάµιξη, προστέθηκαν 4µL δείγµατος και µετρήθηκαν οι τιµές των 

απορροφήσεων στα 595nm. Με βάση τη γραφική παράσταση της πρότυπης καµπύλης 

Bradford, προσδιορίστηκε η τιµή της συγκέντρωσης των ολικών πρωτεϊνικών 

εκχυλισµάτων για κάθε δείγµα.  

Τα ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα διαχωρίστηκαν µε κάθετη ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου. Για το σκοπό αυτό, παρασκευάστηκε πήκτωµα µε 

διαβάθµιση συγκέντρωσης (8% πηκτή διαχωρισµού και 4% πηκτή επιστοίβασης) ως 

ακολούθως: 

 Πηκτή διαχωρισµού 8% Πηκτή επιστοίβασης 4% 

Η20 4.6mL 2.7mL 

30% Ακρυλαµίδη 2.7mL 0.67mL 

1.5M Tris-HCl (pH 8.8) 2.5mL  

1.0M Tris-HCl (pH 6.8)  0.5mL 

10% SDS 0.1mL 0.04mL 

10% APS 0.1mL 0.04mL 

TEMED 0.006mL 0.004mL 
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 Tα δείγµατα των πρωτεϊνών (15µg) ανακατεύτηκαν µε διάλυµα laemmli 5X και 

µετουσιώθηκαν µε βρασµό στους 95°C για 5 λεπτά. 

Laemmli 5x (Loading Buffer 5x) 

0.5M Tris-HCl (pH 6.8)   500µL 

β-µερκαπτοαιθανόλη        200µL 

100% Γλυκερόλη              800µL 

10% SDS                          800µL 

1% Βρωµοφαινόλη          400µL 

Η20                                  1300µL 
 

Στη συνέχεια, τα δείγµατα µεταφέρθηκαν στο σύστηµα της πηκτής και 

υπέστηκαν κάθετη ηλεκτροφόρηση στα 130V για 1 ώρα σε διάλυµα ηλεκτροφόρησης 

(Running buffer). 

Running Buffer 5x 

 Tris            15.1gr 

 Γλυκίνη      72gr 

 20% SDS   25mL 

 H2O               1L 

 Ως πρότυπη πρωτεΐνη (marker) χρησιµοποιήθηκε ένα µείγµα από 10 

ανασυνδυασµένες µε υψηλή καθαρότητα χρωµατισµένες πρωτεΐνες µε ένα φαινοµενικό 

µοριακό βάρος από 10kDa εως 170kDa. Μετά τον ηλεκτροφορητικό διαχωρισµό, οι 

πρωτεΐνες µεταφέρθηκαν σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης υπό την επίδραση ηλεκτρικού 

πεδίου (395mA) για 90 λεπτά στους 4°C σε διάλυµα µεταφοράς (transfer buffer). Το 

διάλυµα µεταφοράς παρασκευάστηκε ως εξής:  

        Transfer Buffer                                                       Transfer Buffer 5x 

Transfer Buffer 5x   200mL                                                Tris            15.1gr 

Μεθανόλη                200mL                                                Γλυκίνη       72gr  

H2O                          600mL                                                H2O              1L 
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 Για τη δέσµευση των µη ειδικών επιτόπων, η µεµβράνη επωάσθηκε σε διάλυµα 

TBS-Tween20 µε 5% κατά όγκο σκόνη γάλατος ολονύχτια. Το διάλυµα TBS-Tween20 

παρασκευάστηκε ως ακολούθως: 

 TBS-Tween20                                                                   TBS 10x (pH 7.6-8) 

TBS 10x      50mL                                                                  Tris        12,2gr 

H2O            450mL                                                                 NaCl      87,75gr 

Tween20     0,5mL                                                                 H2O         1L 

                                                                                               Σταγόνες HCl  

 
 Την εποµένη, η µεµβράνη επωάσθηκε µε πρωτογενές αντίσωµα (monoclonal 

anti-mouse immunoglobulin HRP, Diagenode, Mab-010-050) έναντι του hGRα σε 

αραίωση 1:200 σε 5%Γάλα-ΤΒS-Tween20 για 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Ακολούθησαν 3 πλυσίµατα της µεµβράνης µε ΤΒS-Tween20 διαρκείας 10 

λεπτών/πλύσιµο και στη συνέχεια η µεµβράνη επωάσθηκε µε δευτερογενές αντίσωµα 

(polyclonal goat anti-mouse immunoglobulin HRP) σε αραίωση 1:5000 σε 5%Γάλα-

ΤΒS-Tween20 για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Η µεµβράνη ξεπλύθηκε 3 φορές µε 

ΤΒS-Tween20 διαρκείας 10 λεπτών/πλύσιµο και στη συνέχεια επωάσθηκε µε ECL Plus 

για 2 λεπτά. Ακολούθησε η εµφάνιση στο σκοτεινό θάλαµο µε την εναπόθεση Fuji film 

πάνω στη µεµβράνη. Μετά την εµφάνιση, η µεµβράνη φυλάχθηκε σε διάλυµα ΤΒS στους 

4°C. 

Σε µεταγενέστερο στάδιο, η ίδια µεµβράνη επωάσθηκε µε πρωτογενές αντίσωµα 

(monoclonal anti-mouse immunoglobulin HRP) έναντι της β-ακτίνης σε αραίωση 1:1000 

σε 5%Γάλα-ΤΒS-Tween20 για 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθήθηκε η ίδια 

διαδικασία ως ανωτέρω µε δευτερογενές αντίσωµα (polyclonal goat anti-mouse 

immunoglobulin HRP) σε αραίωση  1:5000 σε 5%Γάλα-ΤΒS-Tween20. Τα πλυσίµατα 

και η εµφάνιση της µεµβράνης έγιναν όπως περιγράφηκαν στην προηγούµενη 

παράγραφο. 
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10. Ανοσοφθορισµός (Immunofluorescence) 

Βασικές αρχές µεθόδου 

 Φθορισµός είναι το φαινόµενο κατά το οποίο ορισµένα σώµατα εκπέµπουν φως 

όταν αυτά διεγείρονται από κάποια ακτινοβολία. Η εκποµπή φωτός σταµατάει αµέσως µε 

την παύση της διεγείρουσας ακτινοβολίας. Μικροσκοπία φθορισµού είναι η µελέτη 

ουσιών που µπορούν να διεγερθούν και να φθορίσουν. Αν και είναι αρκετές δεκαετίες 

από τότε που πρωτοχρησιµοποιήθηκαν αυτά τα µικροσκόπια, τα τελευταία χρόνια η 

χρήση τους έχει δώσει µια νέα ώθηση στις επιστήµες που τα χρησιµοποιούν. 

 Σύµφωνα µε το νόµο του Stokes, το µήκος κύµατος της ακτινοβολίας που 

παράγεται (φθορισµός) είναι µεγαλύτερο από εκείνο της διεγείρουσας ακτινοβολίας. 

Κατά συνέπεια, µια φθορίζουσα ουσία µπορεί να διεγερθεί µε µια ακτινοβολία της 

περιοχής του υπεριώδους που είναι αόρατη και να παραχθεί µια ακτινοβολία που να είναι 

ορατή. Το φαινόµενο αυτό χρησιµοποιείται στη µικροσκοπία φθορισµού για τη 

παρατήρηση ουσιών ή κυτταρικών δοµών που είτε φθορίζουν από τη φύση τους είτε 

γίνονται φθορίζουσες µε τη χρήση χηµικών ουσιών, "χρωστικών", που φθορίζουν, τα 

οποία λέγονται φθοριοχρώµατα. Όταν το φθοριόχρωµα έχει συνδεθεί µε κάποιο 

αντίσωµα που στη συνέχεια συνδέεται µε το αντιγόνο και έτσι κάνει το τελευταίο ορατό, 

τότε η τεχνική αναφέρεται ως ανοσοφθορισµός. Η τεχνική αυτή, αν και όχι τόσο νέα, 

επινοήθηκε το 1950 από τους Coons και Kaplan και έχει αποκτήσει ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

στις βιοϊατρικές επιστήµες κυρίως για διαγνωστικούς σκοπούς, λόγω της δηµιουργίας 

καθαρών και µονοκλωνικών αντισωµάτων. 

 
Εικόνα 2.8: Σχηµατισµός συµπλόκου µεταξύ αντιγονικού επιτόπου και φθορίζοντος αντισώµατος. 
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 Μια παραλλαγή της µεθόδου του ανοσοφθορισµού είναι και η τεχνική sandwich 

όπου το φθοριόχρωµα είναι ήδη συνδεδεµένο µε ένα δευτερογενές αντίσωµα το οποίο 

στη συνέχεια προσκολλάται στο σύµπλοκο αντιγόνο / πρωτογενές αντίσωµα. 

 

Εικόνα 2.9: Τεχνική sandwich. 

 

Συνεστιακή µικροσκοπία σάρωσης µε ακτίνες Laser (Confocal Laser Scanning 

Microscopy). 

 Η αρχή λειτουργίας της συνεστιακής µικροσκοπίας σάρωσης πρωτοπεριγράφηκε 

από τον Minski το 1961. Αντίθετα µε το κλασικό τρόπο φωτισµού και παρατήρησης που 

γίνεται στο κοινό µικροσκόπιο, η συνεστιακή µικροσκοπία στηρίζεται στο γεγονός ότι 

και ο φωτισµός και η παρατήρηση είναι περιορισµένα σε ένα σηµείο του 

παρασκευάσµατος. Αυτό επιτυγχάνεται µε την τοποθέτηση ενός πολύ µικρού 

διαφράγµατος, που µπορεί να είναι µικρότερο από 10 µm, στους οπτικούς άξονες του 

αντικειµενικού και του συγκεντρωτή φακού. Η εικόνα σχηµατίζεται µε σάρωση όλων 

των σηµείων του πεδίου του µικροσκοπίου. Αρχικά το παρασκεύασµα παρατηρείται µε 

φως ορατού µήκους κύµατος ή µε υπεριώδες και στη συνέχεια επιλέγεται η ακτίνα Laser 

αργού (µε πιο χρήσιµα peaks στα 488 και 514 nm που συµπίπτουν µε το µήκος κύµατος 

που διεγείρει στο µέγιστο τη φλουορεσκίνη και τη ροδαµίνη) ή ηλίου-νέου (µε peak στα 

633 nm για άλλα φθοριοχρώµατα) ή και µε τα δυο συγχρόνως. Οι εικόνες δεν είναι 

άµεσα ορατές (real time), αλλά η παρατήρηση γίνεται στην οθόνη του µικροϋπολογιστή 

του µικροσκοπίου και µπορούν να ψηφιοποιηθούν για αποθήκευση ή εκτύπωση. 
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Εικόνα 2.10: Συνεστιακή µικροσκοπία σάρωσης µε ακτίνες laser. 

 

 Το σηµαντικότερο πλεονεκτήµατα του συνεστιακού µικροσκοπίου είναι ότι σε 

αυτό ελαττώνονται κατά πολύ τα µηνύµατα από τα µη εστιασµένα σηµεία του 

παρασκευάσµατος µε αποτέλεσµα να ενισχύεται η αντίθεση (contrast) του 

παρασκευάσµατος. Αυτό το χαρακτηριστικό επιτρέπει τη σάρωση του παρασκευάσµατος 

όχι µόνο ως προς τους άξονες x και y αλλά και ως προς τον z (βάθος) µε αποτέλεσµα να 

λαµβάνονται καλά εστιασµένες τρισδιάστατες εικόνες που όµως δεν παρατηρούνται 

άµεσα, αλλά µέσω µικροϋπολογιστή µε ειδικά προγράµµατα (software) που κάνουν 

ψηφιοποίηση και ανακατασκευή της εικόνας. 

Πρωτόκολο µεθόδου 

 Κύτταρα COS-7 καλλιεργήθηκαν πάνω σε καλυπτρίδες σε καλλιεργητικά δοχεία 

6 θέσεων (well) σε συγκέντρωση 3x105 κύτταρα/well. Είκοσι-τέσσερεις ώρες αργότερα, 

τα κύτταρα διαµολύνθηκαν µε τα πλασµίδια pRShGRαWT, pRShGRαY663A, 

pRShGRαC665A, pRShGRαLL670/671AA (4µg/well) σε διάλυµα OPTI-MEM 

(2mL/well) χρησιµοποιώντας λιποφεκταµίνη (8µL/well). Έξι ώρες αργότερα, το διάλυµα 

διαµόλυνσης αντικαταστάθηκε µε θρεπτικό υλικό Dulbecco’s Μodified Eagle Μedium 

(DMEM) εµπλουτισµένο µε ορό εµβρύου βοός (10% FBS) και αντιβιοτικά (πενικιλλίνη 
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και στρεπτοµυκίνη). Σαράντα ώρες µετά τη διαµόλυνση,  τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε 

1mL PBS και µονιµοποιήθηκαν µε 1mL παραφορµαλδεϋδης για 10 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Μετά από 2 πλυσίµατα µε 1mL PBS προστέθηκαν 1mL 

0,2%Triton-Χ100 για 10 δευτερόλεπτα και ακολούθησαν πλυσίµατα µε 1mL PBS. Η 

δέσµευση µη ειδικών επιτόπων πραγµατοποιήθηκε µε 1mL 2%BSA-PBS για 45 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια, τα κύτταρα επωάσθηκαν µε πρωτογενές αντίσωµα 

(polyclonal anti-rabbit immunoglobulin) έναντι του hGRα σε αραίωση 1:100 σε 

0,5%BSA-PBS για 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθησαν πλυσίµατα µε 1mL 

PBS και ακολούθησε επώαση µε δευτερογενές αντίσωµα (Alexa Fluor® 594 donkey anti-

rabbit IgG) σε αραίωση 1:500 σε 0,5%BSA-PBS για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Μετά από διαδοχικά πλυσίµατα µε 1mL PBS, στις καλυπτρίδες εναποτέθηκαν 5µL Dapi. 

Ακολούθως, οι καλυπτρίδες εφαρµόσθηκαν σε αντικειµενοφόρους πλάκες και 

παρέµειναν στους 4°C. Την επόµενη µέρα, πραγµατοποιήθηκαν λήψεις 

αντιπροσωπευτικών εικόνων για κάθε δείγµα µε ανάστροφο συνεστιακό µικροσκόπιο 

(Leica). 

 Σε ορισµένα wells προστέθηκε ο αναστολέας της παλµιτυλίωσης 2-

βρωµοπαλµιτικό σε συγκέντρωση 100µm για 150 λεπτά, ενώ σε άλλα wells τα κύτταρα 

επωάσθηκαν µε/και µε δεξαµεθαζόνη σε συγκέντρωση 10-6
Μ. 

 Για τα πειράµατα διπλού ανοσοφθορισµού, τα κύτταρα συνεπωάσθηκαν µε 

πρωτογενές αντίσωµα (monoclonal anti-mouse immunoglobulin) έναντι της καβεολίνης-

1 σε αραίωση 1:200 σε 0,5%BSA-PBS και µε πρωτογενές αντίσωµα (polyclonal anti-

rabbit immunoglobulin) έναντι του hGRα σε αραίωση 1:100 σε 0,5%BSA-PBS για 2 

ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά από 3 πλυσίµατα µε 1mL PBS, τα κύτταρα 

συνεπωάσθηκαν για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου µε 150µL 0,5% BSA-PBS που 

περιείχαν συνδυασµό δευτερογενών αντισωµάτων (αραίωση 1:500 για το κάθε 

δευτερογενές αντίσωµα) (Alexa Fluor® 594 donkey anti-rabbit IgG, Invitrogen, Cat No 

A21207 και Fluorescein goat anti-mouse IgG, Invitrogen, Cat No F2761). Ακολούθησαν 

3 πλυσίµατα µε 1mL PBS και στις καλυπτρίδες εναποτέθηκαν 5µL Dapi. Ακολούθως, οι 

καλυπτρίδες εφαρµόσθηκαν σε αντικειµενοφόρους και παρέµειναν στους 4°C. Την 

επόµενη µέρα, πραγµατοποιήθηκαν λήψεις αντιπροσωπευτικών εικόνων για κάθε δείγµα 
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µε ανάστροφο συνεστιακό µικροσκόπιο (Leica). Τα κύτταρα κατελάµβαναν την 

επιφάνεια της καλυπτρίδας σε ποσοστό 60-70%. 

 

11. Υποκυτταρική Κλασµάτωση 

Πρωτόκολο µεθόδου 

 Τα πειράµατα υποκυτταρικής κλασµάτωσης υλοποιήθηκαν χρησιµοποιώντας το 

Subcellular Protein Fractionation Kit (Thermo Scientific). 

Κύτταρα COS-7 (2X106) καλλιεργήθηκαν σε 75-cm2 flasks. Είκοσι-τέσσερεις 

ώρες αργότερα, τα κύτταρα διαµολύνθηκαν µε τα πλασµίδια pRShGRαWT, 

pRShGRαY663A, pRShGRαC665A, pRShGRαLL670/671AA (15µg/flask) σε διάλυµα 

OPTI-MEM (10mL/flask) χρησιµοποιώντας λιποφεκταµίνη (lipofectamine 2000) (30 

µL/flask). Πέντε ώρες αργότερα, το διάλυµα διαµόλυνσης αντικαταστάθηκε µε θρεπτικό 

υλικό Dulbecco’s Μodified Eagle Μedium (DMEM) εµπλουτισµένο µε ορό εµβρύου 

βοός (10% FBS) και αντιβιοτικά (πενικιλλίνη και στρεπτοµυκίνη). Σαράντα ώρες µετά 

τη διαµόλυνση,  τα κύτταρα ανασηκώθηκαν από τις φλάσκες µε τρυψινοποίηση και 

µετρήθηκαν µε πλάκα Neubauer. Εξ αυτών, 5X106 
ξεπλύθηκαν µε 1mL PBS και 

φυγοκεντρήθηκαν στα 2300 rpm για 3 λεπτά. Το PBS αποµακρύνθηκε µε προσοχή και τα 

ιζήµατα των κυττάρων αναµείχθηκαν οµαλά. Στη συνέχεια, ακολουθήθηκε το 

πρωτόκολο Subcellular Protein Fractionation Kit. Στα κυτταρικά ιζήµατα προστέθηκαν 

αρχικά 500µL Cytoplasmic Extraction Buffer και ακολούθησε κυκλική επώαση στους 

4°C για 20 λεπτά. Τα οµογενοποιήµατα φυγοκεντρήθηκαν στα 2300rpm στους 4°C για 5 

λεπτά. Τα υπερκείµενα (κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα) µεταφέρθηκαν σε νέα 

ependorf tubes. Στα εναποµείναντα ιζήµατα προστέθηκαν 500µL Membrane Extraction 

Buffer και ακολούθησε ανάδευση (vortex) για 5 δευτερόλεπτα και κυκλική επώαση 

στους 4°C για 10 λεπτά. Τα οµογενοποιήµατα φυγοκεντρήθηκαν στα 5600rpm στους 

4°C για 5 λεπτά. Τα υπερκείµενα (µεµβρανικά εκχυλίσµατα) µεταφέρθηκαν σε νέα 

ependorf tubes. Στα εναποµείναντα ιζήµατα προστέθηκαν 250µL Nuclear Extraction 

Buffer και ακολούθησε ανάδευση (vortex) για 15 δευτερόλεπτα και κυκλική επώαση 
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στους 4°C για 30 λεπτά. Τα οµογενοποιήµατα φυγοκεντρήθηκαν στα 7300rpm στους 

4°C για 5 λεπτά. Τα υπερκείµενα (πυρηνικά εκχυλίσµατα) µεταφέρθηκαν σε νέα 

ependorf tubes. Ακολούθησε προσδιορισµός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών µε τη 

µέθοδο Bradford και στη συνέχεια στύπωµα κατά Western φορτώνοντας 20µg από κάθε 

κυτταροπλασµατικό, µεµβρανικό και πυρηνικό εκχύλισµα. Ως αρνητικός µάρτυρας, 

χρησιµοποιήθηκαν µη διαµολυνθέντα COS-7 κύτταρα. 

 

12. ∆οκιµασίες µετατόπισης του υποδοχέα στον πυρήνα (Nuclear Translocation 

Studies) 

Βασικές αρχές µεθόδου 

 Η διαµόλυνση των κυττάρων HeLa στο πρωτόκολο που ακολουθεί, 

πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας το αντιδραστήριο διαµόλυνσης FuGene. Πρόκειται 

για µη λιπιδιακό κατιονικό σωµάτιο το οποίο σχηµατίζει δεσµούς µε το αρνητικά 

φορτισµένο DNA διευκολύνοντας την εισδοχή του στο κύτταρο-στόχος. Είναι λιγότερο 

κυτταροτοξικό σε σύγκριση µε τη λιποφεκτίνη/λιποφεκταµίνη και η διαµόλυνση 

λαµβάνει χώρα στο ήδη υπάρχον θρεπτικό υλικό των κυττάρων στην παρουσία ορού και 

αντιβιοτικών.  

Πρωτόκολο µεθόδου 

 Κύτταρα HeLa καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία σε συγκέντρωση 2x105 

κύτταρα/τρυβλίο. Είκοσι-τέσσερεις ώρες αργότερα, τα κύτταρα διαµολύνθηκαν µε τα 

πλασµίδια pF25GFPhGRαWT και pF25GFPhGRαC665A (2µg/well) µε τη χρήση 

FuGene (6µL/τρυβλίο). Τριάντα ώρες µετά τη διαµόλυνση, το θρεπτικό αντικαταστάθηκε 

µε καλλιεργητικό θρεπτικό υλικό phenol red free Dulbecco’s Μodified Eagle Μedium 

(DMEM) εµπλουτισµένο µε charcoal dextran treated FBS (10% FBS) και αντιβιοτικά 

(πενικιλλίνη και στρεπτοµυκίνη). Το θρεπτικό υλικό αυτό στερείται στεροειδών, οπότε 

αποτρέπει τη µετατόπιση του υποδοχέα στον πυρήνα χωρίς την προσθήκη 

δεξαµεθαζόνης. ∆εκαοχτώ ώρες αργότερα, στα κύτταρα προστέθηκε δεξαµεθαζόνη σε 
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συγκέντρωση 10-6
Μ και ελήφθησαν εικόνες µε ανάστροφο µικροσκόπιο φθορισµού ανά 

3min. 

 

13. Μελέτες ενεργοποίησης κινασών 

Πρωτόκολο µεθόδου 

 Κύτταρα COS-7 καλλιεργήθηκαν σε καλλιεργητικά δοχεία 6 θέσεων (well) σε 

συγκέντρωση 3x105 κύτταρα/well. Είκοσι-τέσσερεις ώρες αργότερα, τα κύτταρα 

διαµολύνθηκαν µε τα πλασµίδια pRShGRαWT, pRShGRαY663A, pRShGRαC665A, 

pRShGRαLL670/671AA (2µg/well) σε διάλυµα OPTI-MEM (2mL/well) 

χρησιµοποιώντας λιποφεκταµίνη (lipofectamine 2000) (4µL/well). Πέντε ώρες αργότερα, 

το διάλυµα διαµόλυνσης αντικαταστάθηκε µε θρεπτικό υλικό Dulbecco’s Μodified Eagle 

Μedium (DMEM) εµπλουτισµένο µε ορό εµβρύου βοός (10% FBS) και αντιβιοτικά 

(πενικιλλίνη και στρεπτοµυκίνη). Είκοσι-τέσσερεις ώρες αργότερα, στο 50% των wells 

προστέθηκε ο αναστολέας 2-Βr (100µΜ αραιωµένο σε 100% DMSO). ∆εκαέξι ώρες 

αργότερα τα κύτταρα επωάσθηκαν µε δεξαµεθαζόνη 10-6 M για διαφορετικούς χρόνους 

(0 min, 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 60 min και 120 min). Τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε 

1mL PBS και λύθηκαν µε 150µL Complete Lysis-M στο οποίο προστέθηκαν οι 

αναστολείς φωσφατασών Na2VO4 (0,2mM) και NaF (1mM). Τα οµογενοποιήµατα 

φυγοκεντρήθηκαν στις 13000 rpm στους 4°C για 15 λεπτά. Οι συγκεντρώσεις των 

πρωτεϊνών προσδιορίστηκαν µε τη µέθοδο Bradford. Ακολούθησε στύπωµα κατά 

Western. Οι προκύπτουσες µεµβράνες επωάσθηκαν για 2 ώρες σε θερµοκρασία 

δωµατίου µε τα ακόλουθα πρωτογενή αντισώµατα: mouse anti-p-ERK (1:1000, 

αραιωµένο σε 5%γάλα-TBS-Tween20) ή rabbit anti-p-Akt (1:1000, αραιωµένο σε 

5%γάλα-TBS-Tween20). Ακολούθησαν 3 δεκάλεπτα πλυσίµατα µε TBS-Tween20 και 

στη συνέχεια οι µεµβράνες επωάσθηκαν µε τα ακόλουθα δευτερογενή αντισώµατα: 

polyclonal goat anti-mouse immunoglobulin HRP (1:5000, αραιωµένο σε 5%γάλα-TBS-

Tween20) ή µε polyclonal goat anti-rabbit immunoglobulin HRP (1:5000, αραιωµένο σε 

5%γάλα-TBS-Tween20) για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθησε εµφάνιση. 

Ως δείκτες ισόποσης φόρτωσης χρησιµοποιήθηκαν η ERK και η Akt µε τα αντίστοιχα 
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πρωτογενή αντισώµατα: rabbit anti-ERK antibody (1:1000, αραιωµένο σε 5%γάλα-TBS-

Tween20) ή rabbit anti-Akt antibody (1:250, αραιωµένο σε 5%γάλα-TBS-Tween20). 

 

14. Μελέτες παλµιτυλίωσης 

Βασικές αρχές µεθόδου 

 Η µέθοδος που ακολουθήθηκε στις µελέτες παλµιτυλίωσης είναι η επώαση των 

κυττάρων µε ραδιενεργά σηµασµένο παλµιτικό οξύ [9,10-3H(N) παλµιτικό οξύ] και 

ακολούθως ανοσοκατακρήµνιση των υπό εξέταση πρωτεϊνών. 

• Ανοσοκατακρήµνιση 

 Πρόκειται για µια µέθοδο της µοριακής βιολογίας κατά την οποία είναι 

εφικτή η αποµόνωση και η κατακρήµνιση ενός αντιγόνου από µια πληθώρα 

αντιγόνων ενός πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος, µε τη χρήση αντισώµατος έναντι του 

αντιγόνου και σφαιριδίων πρωτεΐνης A/G. Στα σφαιρίδια προσδένεται το 

αντίσωµα και στη συνέχεια το αντίσωµα αναγνωρίζει και προσδένει το αντιγόνο. 

Το ανοσοσύµπλεγµα σφαιριδίων πρωτεΐνης A/G-αντισώµατος-αντιγόνου 

αποµονώνεται ως ίζηµα της ανοσοκατακρήµνισης. Ακολούθως, το αντιγόνο 

εκλούεται και αποδεσµεύεται από το λοιπό ανοσοσύµπλεγµα. 



 

 

Εικόνα 2.11: Βασικές αρχές ανοσοκατακρήµνισης

 

Πρωτόκολο µεθόδου 

 Αρχικά, παρασκευάστηκαν

και HENG-KCl 300mM ως

 HENG

HEPES 1M pH 7.9 

MgCl2  1M 

EDTA 0,5M 

Γλυκερόλη 100% 

NP-40 100% 

KCl 1M 

 

2. Υλικά
 

αρχές ανοσοκατακρήµνισης. 

παρασκευάστηκαν τα διαλύµατα HENG-KCl 0mM, HENG

ως ακολούθως: 

HENG-KCl 0mM HENG-KCl 150mM HENG

2mL 2mL 

0,3mL 0,3mL 

0,1mL 0,1mL 

40mL 40mL 

0,6mL 0,6mL 

- 30mL 

Υλικά και Μέθοδοι 

124 

 

HENG-KCl 150mM 

HENG-KCl 300mM 

2mL 

0,3mL 

0,1mL 

40mL 

0,6mL 

30mL 
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 Κύτταρα COS-7 (2x106) καλλιεργήθηκαν σε καλλιεργητικά τρυβλία 100mm. 

Είκοσι-τέσσερεις ώρες αργότερα, τα κύτταρα διαµολύνθηκαν µε τα πλασµίδια 

pRShGRαWT και erbA-1 (15µg/τρυβλίο) σε διάλυµα OPTI-MEM (10mL/τρυβλίο) 

χρησιµοποιώντας λιποφεκταµίνη (30µL/τρυβλίο). Πέντε ώρες αργότερα, το διάλυµα 

διαµόλυνσης αντικαταστάθηκε µε θρεπτικό υλικό Dulbecco’s Μodified Eagle Μedium 

(DMEM) εµπλουτισµένο µε ορό εµβρύου βοός (10% FBS) και αντιβιοτικά (πενικιλλίνη 

και στρεπτοµυκίνη). Σαράντα ώρες µετά τη διαµόλυνση, το καλλιεργητικό θρεπτικό των 

κυττάρων αντικαταστάθηκε µε θρεπτικό χωρίς FBS και αντιβιοτικά για 1 ώρα. 

Ακολούθως, τα κύτταρα επωάστηκαν για 2 ώρες µε 5mL θρεπτικό χωρίς FBS και 

αντιβιοτικά, στο οποίο προστέθηκαν 50µL DMSO (1%) και 100µL 9,10-3H(N) παλµιτικό 

οξύ (0,1mCi/mL). Στη συνέχεια, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε 10mL PBS, ανασηκώθηκαν 

µε πλαστικά ξύστρα, φυγοκεντρήθηκαν στις 2000rpm για 10 λεπτά και λύθηκαν µε 

500µL Complete Lysis-M. Τα οµογενοποιήµατα φυγοκεντρήθηκαν στις 13000 rpm 

στους 4°C για 15 λεπτά και ακολούθως µεταφέρθηκαν σε νέα σωληνάρια ependorf. Οι 

συγκεντρώσεις των πρωτεϊνών προσδιορίστηκαν µε τη µέθοδο Bradford. Ακολούθησε 

ανοσοκατακρήµνιση µε τη χρήση µαγνητικών σφαιριδίων (Dynabeads Protein G). Τα 

πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από τα τρία δείγµατα (control, GR, erbA-1) διαµοιράστηκαν σε 

σωληνάρια ependorf (300µg/σωληνάριο) και αναµείχθηκαν µε 5µL µαγνητικών 

σφαιριδίων σε διάλυµα που περιείχε HENG-KCl 150mM, αναστολείς πρωτεασών και 

PMSF. Τα δείγµατα επωάστηκαν κυκλικά στους 4°C για 1 ώρα. Παράλληλα, τα 

αντισώµατα έναντι της καβεολίνης-1 (για το control δείγµα), έναντι του hGR (για τα 

δείγµατα hGR και erbA-1) και έναντι της IgG (5µg/αντίδραση) αναµείχθηκαν µε 15µL 

µαγνητικών σφαιριδίων σε διάλυµα που περιείχε HENG-KCl 150mM και επωάστηκαν 

κυκλικά στους 4°C για 1 ώρα. Ακολούθως, τα εκχυλίσµατα των δειγµάτων αναµείχθηκαν 

µε τα µαγνητικά σφαιρίδια στα οποία προσκολλήθηκαν τα αντίστοιχα αντισώµατα και 

συνεπωάστηκαν στους 4°C ολονύχτια. Την επόµενη µέρα, τα µαγνητικά σφαιρίδια 

υπέστησαν 6 πλυσίµατα διάρκειας 5 λεπτών µε διάλυµα HENG-KCl 300mM. Μετά το 

τελευταίο πλύσιµο, τα µαγνητικά σφαιρίδια αναδιαλύθηκαν σε 20µL Laemmli 2x και 

θερµάνθηκαν στους 95°C για 5 λεπτά. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 13000rpm για 1 

λεπτό. Τα 10µL αναµείχθηκαν µε 4mL scintillation fluid σε ειδικά σωληνάρια µέτρησης 

ραδιενέργειας. Οι µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν σε β-counter. 
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 Σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν να διαλευκάνει τους 

µοριακούς µηχανισµούς των µη γενωµικών δράσεων των γλυκοκορτικοειδών και να 

διερευνήσει το ενδεχόµενο παλµιτυλίωσης του hGRα ως πιθανού µηχανισµού 

διαµεσολάβησης της ταχείας σηµατοδότησης των γλυκοκορτικοειδών µετά από 

µετανάστευση και πρόσδεση του hGRα στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη. 

Αναλυτικότερα, προσδιορίσαµε κατά πόσο οι µεταλλάξεις στις θέσεις -2, 0 και +5/6, σε 

σχέση µε την κυστεΐνη, στο υπό εξέταση µοτίβο 663YLCMKTLLL671, επηρεάζουν τις 

γενωµικές δράσεις του υποδοχέα, τη µεµβρανική εντόπιση, τον συνεντοπισµό µε την 

καβεολίνη-1 και την ενεργοποίηση των σηµατοδοτικών µονοπατιών MAPK και PI3K. 

Τέλος, εξετάσαµε εάν ο hGRα υφίσταται παλµιτυλίωση στο µοτίβο αυτό.
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4.1  Επιβεβαίωση των µεταλλάξεων µε αλληλούχηση. 

 Με σκοπό να µελετήσουµε το ρόλο του υψηλά συντηρηµένου µοτίβου των 9 

αµινοξέων στις γενωµικές και µη γενωµικές δράσεις του hGRα, πραγµατοποιήσαµε 

σηµειακή κατευθυνόµενη µεταλλαξιγένεση µε τη βοήθεια της αλυσιδωτής αντίδρασης 

της πολυµεράσης, χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο τον pRShGRαWT, για τη δηµιουργία 

των µεταλλάξεων στις θέσεις -2, 0 και +5/6, σε σχέση µε την κυστεΐνη, στο υπό εξέταση 

µοτίβο. Προέκυψαν οι µεταλλαγµένοι υποδοχείς hGRαΥ663Α, hGRαC665A και 

hGRαLL670/671. Οι αντικαταστάσεις των νουκλεοτιδίων επιβεβαιώθηκαν µε 

αλληλούχηση και τα χρωµατογραφήµατα παρατίθενται στις εικόνες 4.1, 4.2 και 4.3.   

 

 

Εικόνα 4.1: Χρωµατογράφηµα αλληλούχησης στο οποίο επιβεβαιώνεται η αντικατάσταση της τυροσίνης 

σε αλανίνη στη θέση 663 (hGRαY663A). 
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Εικόνα 4.2: Χρωµατογράφηµα αλληλούχησης στο οποίο επιβεβαιώνεται η αντικατάσταση της κυστεΐνης 

σε αλανίνη στη θέση 665 (hGRαC665A). 

 

 

Εικόνα 4.3: Χρωµατογράφηµα αλληλούχησης στο οποίο επιβεβαιώνεται η αντικατάσταση της λευκίνης σε 

αλανίνη στις θέσεις 670 και 671 (hGRαLL670/671AA). 
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4.2  Συγκριτικά µε τον φυσικού-τύπου υποδοχέα hGRαWT, οι µεταλλαγµένοι 

υποδοχείς hGRαC665A και hGRαLL670/671AA παρουσιάζουν ελαττωµένη 

ικανότητα ενεργοποίησης του επαγώµενου από γλυκοκορτικοειδή υποκινητή του 

ΜΜΤV σε χαµηλές συγκεντρώσεις δεξαµεθαζόνης (< 10
-6Μ) και την ίδια ικανότητα 

ενεργοποίησης του υποκινητή αυτού σε υψηλότερες συγκεντρώσεις δεξαµεθαζόνης 

(10
-6Μ, 10

-5Μ).  Ο υποδοχέας hGRαY663A παρουσιάζει ελάττωση της ικανότητας 

ενεργοποίησης του υποκινητή ΜΜΤV σε όλες τις συγκεντρώσεις δεξαµεθαζόνης. 

 Με σκοπό να εξετάσουµε την ικανότητα ενεργοποίησης της µεταγραφής 

γονιδίων-στόχων των υπό µελέτη µεταλλαγµένων υποδοχέων, διερευνήσαµε την 

ικανότητά τους να ενεργοποιούν ένα υποκινητή επαγώµενο σε γλυκοκορτικοειδή, τον 

υποκινητή του mouse mammary tumor virus (MMTV), σε προοδευτικά αυξανόµενες 

συγκεντρώσεις δεξαµεθαζόνης. ∆είξαµε ότι συγκριτικά µε τον hGRαWT, οι υποδοχείς 

hGRαC665A και hGRαLL670/671AA παρουσιάζουν ελαττωµένη ικανότητα 

ενεργοποίησης του υποκινητή του ΜΜΤV σε χαµηλές συγκεντρώσεις δεξαµεθαζόνης (< 

10-6Μ) και την ίδια ικανότητα ενεργοποίησης του υποκινητή αυτού σε υψηλότερες 

συγκεντρώσεις δεξαµεθαζόνης (10-6
Μ, 10-5

Μ).  Ο υποδοχέας hGRαY663A παρουσίασε 

ελάττωση της ικανότητας ενεργοποίησης του υποκινητή ΜΜΤV σε όλες τις 

συγκεντρώσεις δεξαµεθαζόνης (Εικόνα 4.4). Τα αποτελέσµατα αυτά λαµβάνουν υπόψη 

τους τις διαφορές στην πρωτεϊνική έκφραση που παρατηρήθηκε µεταξύ των υποδοχέων 

στο στύπωµα κατά Western. 



4. Αποτελέσµατα 

 

 

130 

 

 

Εικόνα 4.4: ∆οκιµασίες ενεργοποίησης του υποκινητή MMTV από τα πλασµίδια pRShGRαWT, 

pRShGRαY663A, pRShGRαC665A και pRShGRαLL670/671AA. 

 

4.3  Ο υποδοχέας hGRαC665A εµφανίζει αυξηµένη πρωτεϊνική έκφραση σε σχέση 

µε τον hGRαWT, ο υποδοχέας hGRαY663A εµφανίζει µειωµένη πρωτεϊνική 

έκφραση και ο hGRαLL670/671AA παρουσιάζει την ίδια έκφραση µε τον 

hGRαWT. 

 Στη συνέχεια, διερευνήσαµε την πρωτεϊνική έκφραση των υπό µελέτη 

µεταλλαγµένων υποδοχέων µε στύπωµα κατά Western των ολικών πρωτεϊνικών 

εκχυλισµάτων των CV-1 και COS-7 κυττάρων µετά από διαµόλυνση. ∆είξαµε ότι ο 

υποδοχέας hGRαC665A εµφανίζει αυξηµένη πρωτεϊνική έκφραση σε σχέση µε τον 

hGRαWT, ο υποδοχέας hGRαY663A εµφανίζει µειωµένη πρωτεϊνική έκφραση και ο 

υποδοχέας hGRαLL670/671AA παρουσιάζει την ίδια έκφραση µε τον hGRαWT (Εικόνα 

4.5). 
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Εικόνα 4.5: Στύπωµα κατά Western των ολικών πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων σε CV-1 και COS-7 κύτταρα. 

 

4.4  Η µετατόπιση του hGRαC665A στον πυρήνα µετά από έκθεση σε δεξαµεθαζόνη 

10
-6Μ καθυστερεί σε σχέση µε το hGRαWT. 

 Στα πλαίσια διερεύνησης των γενωµικών δράσεων και προκειµένου να 

µελετήσουµε το χρόνο που απαιτείται για να ολοκληρωθεί η µετατόπιση στον πυρήνα 

του µεταλλαγµένου υποδοχέα hGRαC665A µετά από έκθεση σε δεξαµεθαζόνη, 

διαµολύναµε HeLa κύτταρα µε pF25GFPhGRαWT και pF25GFPhGRαC665A σε 

ξεχωριστά τρυβλία. Ακολούθως, εκθέσαµε τα κύτταρα σε δεξαµεθαζόνη 10-6
Μ και 

πήραµε εικόνες σε διαφορετικούς χρόνους µε ανάστροφο µικροσκόπιο φθορισµού. 

∆είξαµε ότι η µετατόπιση του hGRαWT στον πυρήνα ολοκληρώνεται σε 15 λεπτά 

(Εικόνα 4.6), ενώ η µετάλλαξη hGRαC665A απαιτεί 36 λεπτά για την επιτυχή 

ολοκλήρωση της διαδικασίας αυτής (Εικόνα 4.7). 

 
Εικόνα 4.6: Η µετατόπιση στον πυρήνα του hGRαWT ολοκληρώνεται σε 15 λεπτά. 
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Εικόνα 4.7: Η µετατόπιση στον πυρήνα του hGRαC665A ολοκληρώνεται σε 36 λεπτά. 

4.5  Μεµβρανική εντόπιση του hGRα σε COS-7 κύτταρα διαµολυνθέντα µε 

pRShGRαWT, pRShGRαC665A, pRShGRαY663A και pRShGRαLL670/671AA. Η 

προσθήκη του αναστολέα της παλµιτυλίωσης 2-Βρωµοπαλµιτικού δεν απέτρεψε τη 

µεµβρανική εντόπιση του hGRα. Η προσθήκη δεξαµεθαζόνης 10
-6Μ δίνει 

αποκλειστικά πυρηνικό σήµα 

 Μελετώντας τις µη γενωµικές δράσεις του hGRα και προκειµένου να εξετάσουµε 

τη µεµβρανική εντόπιση του hGRα, πραγµατοποιήσαµε πειράµατα ανοσοφθορισµού σε 

COS-7 κύτταρα διαµολυνθέντα µε pRShGRαWT, pRShGRαC665A, pRShGRαY663A 

και pRShGRαLL670/671AA. Στην περίπτωση του hGRαWT, παρατηρήσαµε κύτταρα µε 

µεµβρανική εντόπιση, ενώ η προσθήκη δεξαµεθαζόνης 10-6Μ οδήγησε τον υποδοχέα 

στον πυρήνα (Εικόνα 4.8). 
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Εικόνα 4.8: Ανοσοφθορισµός σε COS-7 κύτταρα διαµολυνθέντα µε pRShGRαWT. Με κίτρινα βέλη 

δείχνουµε τη µεµβρανική εντόπιση. Η προσθήκη δεξαµεθαζόνης δίνει αποκλειστικά πυρηνικό σήµα. 

 Η χορήγηση του αναστολέα της παλµιτυλίωσης 2-Βρωµοπαλµιτικού, δεν 

απέτρεψε τη µεµβρανική εντόπιση του hGRα σε COS-7 κύτταρα διαµολυνθέντα µε 

pRShGRαWT (Εικόνα 4.9). Παρόµοιες εικόνες παρατηρήσαµε σε όλους τους 

µεταλλαγµένους υποδοχείς (Εικόνες 4.10, 4.11 και 4.12).   

 

Εικόνα 4.9: Η χορήγηση 2-Βρωµοπαλµιτικού δεν απέτρεψε τη µεµβρανική εντόπιση (κίτρινα βέλη) του 

hGRαWT. 
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Εικόνα 4.10: Ανοσοφθορισµός σε COS-7 κύτταρα διαµολυνθέντα µε pRShGRαC665A. Με κίτρινα βέλη 

δείχνουµε τη µεµβρανική εντόπιση.  

 

Εικόνα 4.11: Ανοσοφθορισµός σε COS-7 κύτταρα διαµολυνθέντα µε pRShGRαY663A.  



 

 

Εικόνα 4.12: Ανοσοφθορισµός

κίτρινα βέλη δείχνουµε τη µεµβρανική

 Προκειµένου να επιβεβαιώσουµε

υλοποιήσαµε πειράµατα υποκυτταρικής

του hGRα σε κυτταροπλασµατικά

διαµολύνθηκαν είτε µε τον

υποδοχείς. Ως αρνητικός µάρτυρας

7. Ούτε οι µεταλλαγµένοι

µεµβρανική εντόπιση του 

Εικόνα 4.13: Στύπωµα Western

παρατηρείται εντόπιση του υποδοχέα

4. 
 

Ανοσοφθορισµός σε COS-7 κύτταρα διαµολυνθέντα µε pRShGR

µεµβρανική εντόπιση. 

να επιβεβαιώσουµε τα αποτελέσµατα του ανοσοφθορισµού

πειράµατα υποκυτταρικής κλασµάτωσης για να µελετήσουµε

κυτταροπλασµατικά, µεµβρανικά και πυρηνικά εκχυλίσµατα

µε τον φυσικού τύπου υποδοχέα είτε µε τους

αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκαν µη διαµολυνθέντα

µεταλλαγµένοι υποδοχείς ούτε η προσθήκη του 2-Br

του hGRα (Εικόνα 4.13). 

Western µετά από υποκυτταρική κλασµάτωση. Στα µεµβρανικά

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών. 

 Αποτελέσµατα 
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pRShGRαLL670/671AA. Με 

του ανοσοφθορισµού, 

µελετήσουµε την έκφραση 

εκχυλίσµατα κυττάρων που 

τους µεταλλαγµένους 

διαµολυνθέντα κύτταρα COS-

Br απέτρεψαν τη 

 

µεµβρανικά εκχυλίσµατα 
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4.6  Συνεντοπισµός του hGRα µε την καβεολίνη-1 στην κυτταροπλασµατική 

µεµβράνη COS-7 κυττάρων που διαµολύνθηκαν µε pRShGRαWT, 

pRShGRαC665A, pRShGRαY663A και pRShGRαLL670/671AA. Η προσθήκη του 

αναστολέα της παλµιτυλίωσης 2-Βρωµοπαλµιτικού δεν απέτρεψε τον µεµβρανικό 

συνεντοπισµό του hGRα µε την καβεολίνη-1. Η προσθήκη δεξαµεθαζόνης 10
-6Μ 

οδηγεί τον υποδοχέα στον πυρήνα. 

 Με σκοπό να µελετήσουµε πιθανό συνεντοπισµό του hGRα µε την καβεολίνη-1, 

πραγµατοποιήσαµε πειράµατα διπλού ανοσοφθορισµού. Αρχικά, µελετήσαµε την 

εντόπιση της καβεολίνης-1 σε COS-7 µη διαµολυνθέντα κύτταρα. Παρατηρήσαµε ότι η 

καβεολίνη-1 εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα και στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη µε 

τη µορφή στιγµάτων (dots) (Εικόνα 4.14).   

 

Εικόνα 4.14: Εντόπιση της καβεολίνης-1 στο κυτταρόπλασµα και τη µεµβράνη µη-διαµολυνθέντων COS-

7. 

 Στα COS-7 κύτταρα, που διαµολύνθηκαν µε pRShGRαWT, παρατηρήσαµε 

συνεντοπισµό του hGRα µε την καβεολίνη-1 στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη 

(κίτρινο χρώµα στην εικόνα merged) (Εικόνα 4.15).  
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Εικόνα 4.15: Συνεντοπισµός του hGRαWT µε την καβεολίνη-1 στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη. 

 

 Η χορήγηση του αναστολέα 2-Βρωµοπαλµιτικού δεν απέτρεψε τον 

συνεντοπισµό, όπως δείχνει η Εικόνα 4.16, ενώ η επώαση των κυττάρων, που 

διαµολύνθηκαν µε pRShGRαWT, µε δεξαµεθαζόνη 10-6Μ έδειξε πυρηνική εντόπιση του 

υποδοχέα (Εικόνα 4.17).  
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Εικόνα 4.16: Συνεντοπισµός του hGRα µε την καβεολίνη-1 στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη σε COS-7 

κύτταρα διαµολυνθέντα µε pRShGRαWT στα οποία χορηγήθηκε ο αναστολέας 2-Βρωµοπαλµιτικό. 

 

Εικόνα 4.17: Πυρηνική εντόπιση του hGRαWT µετά από επώαση µε δεξαµεθαζόνη 10-6
Μ. 

 Παρόµοιες εικόνες παρατηρήσαµε σε όλους τους µεταλλαγµένους υποδοχείς που 

µελετήσαµε (Εικόνες 4.18-4.23). Η επώαση των διαµολυνθέντων κυττάρων µε 

δεξαµεθαζόνη έδειχνε αποκλειστικά πυρηνική εντόπιση του υποδοχέα. 
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Εικόνα 4.18: Συνεντοπισµός του hGRα µε την καβεολίνη-1 στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη σε COS-7 

κύτταρα διαµολυνθέντα µε pRShGRαC665A. 

 

 

Εικόνα 4.19: Πυρηνική εντόπιση του hGRαC665A µετά από επώαση µε δεξαµεθαζόνη 10-6
Μ. 
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Εικόνα 4.20: Συνεντοπισµός του hGRα µε την καβεολίνη-1 στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη σε COS-7 

κύτταρα διαµολυνθέντα µε pRShGRαY663A.  

 

 

Εικόνα 4.21: Πυρηνική εντόπιση του hGRαΥ663A µετά από επώαση µε δεξαµεθαζόνη 10-6
Μ. 
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Εικόνα 4.22: Συνεντοπισµός του hGRα µε την καβεολίνη-1 στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη σε COS-7 

κύτταρα διαµολυνθέντα µε pRShGRαLL670/671AA. 

 

 

Εικόνα 4.23: Πυρηνική εντόπιση του hGRαLL670/671AA µετά από επώαση µε δεξαµεθαζόνη 10-6
Μ. 
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4.7  Τόσο ο φυσικού τύπου υποδοχέας όσο και οι µεταλλαγµένοι υποδοχείς επάγουν 

διφασικά την ενεργοποίηση του σηµατοδοτικού µονοπατιού των MAPK. Η 

προσθήκη του αναστολέα 2-Βr δεν απέτρεψε την ενεργοποίηση του µονοπατιού 

αυτού. Το σηµατοδοτικό µονοπάτι της PI3K δεν φαίνεται να επηρεάζεται από τον 

φυσικού τύπου υποδοχέα ή τους µεταλλαγµένους υποδοχείς στην παρουσία ή 

απουσία του αναστολέα 2-Βr.   

 Με σκοπό να προσδιορίσουµε κατά πόσο η ενδεχόµενη παλµιτυλίωση του hGRα 

διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στις ταχείες δράσεις των γλυκοκορτικοειδών, 

προχωρήσαµε σε µελέτες ενεργοποίησης των κινασών σε κύτταρα COS-7, τα οποία 

διαµολύνθηκαν είτε µε τον φυσικού τύπου υποδοχέα είτε µε τους µεταλλαγµένους 

υποδοχείς. Παρατηρήσαµε ότι τόσο ο φυσικού τύπου υποδοχέας όσο και οι 

µεταλλαγµένοι υποδοχείς επάγουν διφασικά την ενεργοποίηση του σηµατοδοτικού 

µονοπατιού των MAPK σε χρόνο 5 και 15 λεπτών. (Εικόνα 4.24). Η προσθήκη του 

αναστολέα 2-Βr δεν απέτρεψε την ενεργοποίηση του µονοπατιού αυτού (Εικόνα 4.25). 

Αξίζει να σηµειωθεί ότι η επίδραση αυτή ήταν ειδική για το µονοπάτι των ΜΑΡΚ, 

δεδοµένου ότι δεν υπήρξε ουσιώδης διαφορά στην ενεργοποίηση του σηµατοδοτικού 

µονοπατιού της ΡΙ3Κ, τόσο στην παρουσία όσο και στην απουσία του αναστολέα 2-Βr 

(Εικόνες 4.26 και 4.27). 

 



 

 

Εικόνα 4.24: Στύπωµα κατά 

διαµολυνθέντα µε τον φυσικού τύπου

δεξαµεθαζόνη 10-6
Μ σε διαφορετικούς

Εικόνα 4.25: Στύπωµα κατά 

διαµολυνθέντα µε τον φυσικού τύπου

τον αναστολέα της παλµιτυλίωσης

διαφορετικούς χρόνους.  

4. 
 

κατά Western στο οποίο απεικονίζεται η ενεργοποίηση της

φυσικού τύπου υποδοχέα και τους µεταλλαγµένους υποδοχείς

διαφορετικούς χρόνους. 

κατά Western στο οποίο απεικονίζεται η ενεργοποίηση της

φυσικού τύπου υποδοχέα και τους µεταλλαγµένους υποδοχείς

λίωσης 2-Br και ακολούθως µετά από έκθεση σε δεξαµεθαζόνη
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ενεργοποίηση της ERK σε κύτταρα 

υποδοχείς µετά από έκθεση σε 

ενεργοποίηση της ERK σε κύτταρα 

υποδοχείς µετά από επώαση µε 

σε δεξαµεθαζόνη 10-6
Μ σε 



 

 

Εικόνα 4.26: Στύπωµα κατά 

διαµολυνθέντα µε τον φυσικού τύπου

δεξαµεθαζόνη 10-6
Μ σε διαφορετικούς

Εικόνα 4.27: Στύπωµα κατά 

διαµολυνθέντα µε τον φυσικού τύπου

τον αναστολέα της παλµιτυλίωσης
6
Μ σε διαφορετικούς χρόνους. 

4. 
 

κατά Western στο οποίο απεικονίζεται η ενεργοποίηση της

φυσικού τύπου υποδοχέα και τους µεταλλαγµένους υποδοχείς

διαφορετικούς χρόνους. 

κατά Western στο οποίο απεικονίζεται η ενεργοποίηση της

φυσικού τύπου υποδοχέα και τους µεταλλαγµένους υποδοχείς

λίωσης 2-Br για 24 ώρες και ακολούθως µετά από έκθεση

χρόνους.  
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ενεργοποίηση της PI3K σε κύτταρα 

υποδοχείς µετά από έκθεση σε 

 

ενεργοποίηση της PI3K σε κύτταρα 

υποδοχείς µετά από επώαση µε 

έκθεση σε δεξαµεθαζόνη 10-
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  4.8  Ο hGRα δεν υφίσταται παλµιτυλίωση. 

 Για τις µελέτες παλµιτυλίωσης, χρησιµοποιήσαµε ως θετικό πρότυπο την 

καβεολίνη-1, η οποία υφίσταται παλµιτυλίωση. Ως αρνητικό πρότυπο χρησιµοποιήθηκε 

ο erbA-1 , ο οποίος δεν υφίσταται παλµιτυλίωση. Οι τιµές cpm για τον φυσικού τύπου 

υποδοχέα εµπίπτουν στις αντίστοιχες τιµές του αρνητικού προτύπου, αποτέλεσµα το 

οποίο δείχνει ότι ο hGRα δεν υφίσταται παλµιτυλίωση (Εικόνα 4.28).  

  

 

Εικόνα 4.28: Η ενδογενής καβεολίνη-1 υφίσταται παλµιτυλίωση. Οι τιµές ενσωµάτωσης παλµιτικού οξέος 

στον hGRα εµπίπτουν στις αντίστοιχες τιµές του αρνητικού προτύπου (erbA-1). 
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 Οι υποδοχείς των στεροειδών ορµονών, ως µέλη της υπεροικογένειας των 

πυρηνικών υποδοχέων, ασκούν ποικίλες γενωµικές δράσεις επάγοντας ή καταστέλλοντας 

την έκφραση πολλών γονιδίων-στόχων. Πέραν των γενωµικών τους δράσεων, οι 

υποδοχείς των στεροειδών ορµονών επάγουν ορισµένες δράσεις εντός δευτερολέπτων ή 

λεπτών, οι οποίες καλούνται µη γενωµικές και δεν επηρεάζουν άµεσα και αρχικά τη 

γενωµική έκφραση, αλλά οδηγούν σε ταχέα αποτελέσµατα, όπως την ενεργοποίηση 

σηµατοδοτικών µονοπατιών (Losel and Wehling, 2003). Η φύση των δράσεων αυτών, 

καθώς και η εµπλοκή τους σε φυσιολογικές λειτουργίες στον ανθρώπινο οργανισµό 

έχουν αποτελέσει αντικείµενο πολλών µελετών ανασκόπησης (Hammes and Levin, 2007; 

Hammes and Levin, 2011; Levin, 2008; Levin, 2011; Levin, 2012), καθιστώντας 

επιβεβληµένη τη διερεύνηση των µοριακών µηχανισµών που διέπουν τις δράσεις αυτές. 

 Οι υποδοχείς που συνδέονται µε G  πρωτεΐνες (GPCRs) αποτελούν κλασικό 

µοντέλο ταχείας σηµατοδότησης µε µεµβρανική έναρξη. Οι πρωτεΐνες αυτές διαθέτουν 

µια αλληλουχία αµινοξέων FX6LL, όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή, η οποία ευθύνεται 

για την έξοδο των υποδοχέων από το ενδοπλασµατικό δίκτυο και την επακόλουθη 

µετανάστευσή τους στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη (Duvernay et al., 2004). Κατ’ 

αντιστοιχία προς τους GPCRs, ένα όµοιο, υψηλά συντηρηµένο µοτίβο εννέα αµινοξέων 

εντοπίζεται στην περιοχή σύνδεσης όλων των υποδοχέων των στεροειδών ορµονών µε 

τον οικείο τους προσδέτη. Σε αντίθεση µε την αλληλουχία FX6LL, το τρίτο αµινοξύ 

είναι κυστεΐνη, µε εξαίρεση τον υποδοχέα των αλατοκορτικοειδών (Marino and Ascenzi, 

2006; Pedram et al., 2007). Σε σχετικά πρόσφατες µελέτες, δείχθηκε ότι το µοτίβο αυτό 

διαµεσολαβεί την αγκυροβόληση των υποδοχέων των οιστρογόνων τύπου α και β, των 

υποδοχέων της προγεστερόνης και του υποδοχέα των ανδρογόνων στην κυτταρική 

µεµβράνη µέσω προσθήκης παλµιτικού οξέος στο υψηλά συντηρηµένο κατάλοιπο της 

κυστεΐνης του µοτίβου αυτού. Η παλµιτυλίωση των υποδοχέων αυτών διευκόλυνε την 

αλληλεπίδραση µε την καβεολίνη-1, πρωτεΐνη µε σηµαντικό ρόλο στη σηµατοδότηση 

που ξεκινά από περιοχές της κυτταρικής µεµβράνης που είναι πλούσιες σε χοληστερόλη 

(lipid rafts), καθώς και την έναρξη µοριακών µονοπατιών ταχείας σηµατοδότησης, όπως 

των MAPK και της PI3K (Pedram et al., 2007). Με δεδοµένο ότι το µοτίβο αυτό είναι 

παρόν και στην LBD του hGRα (663YLCMKTLLL671) και συγκεντρώνει ένα από τα 
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πιο υψηλά σκορ πρόβλεψης θέσεων παλµιτυλίωσης, σύµφωνα µε το CSS-Palm, 

υποθέσαµε ότι ενδέχεται να αποτελεί την αλληλουχία παλµιτυλίωσης του hGRα και κατ’ 

επέκταση η παλµιτυλίωση να αποτελεί ένα από τους µοριακούς µηχανισµούς που 

διέπουν τις µη γενωµικές ταχείες δράσεις των γλυκοκορτικοειδών. 

 Προκειµένου να µελετήσουµε την εµπλοκή του µοτίβου 663YLCMKTLLL671 

στις µη γενωµικές δράσεις των γλυκοκορτικοειδών, πραγµατοποιήσαµε σηµειακή 

κατευθυνόµενη µεταλλαξιγένεση, προκειµένου να αντικαταστήσουµε την τυροσίνη µε 

αλανίνη στη θέση 663 (hGRαΥ663Α), την κυστεΐνη µε αλανίνη στη θέση 665 

(hGRαC665A) και τις λευκίνες µε αλανίνες στις θέσεις 670 και 671 

(hGRαLL670/671AA). Η κυστεΐνη στη θέση 665 επιλέχθηκε ως η πιθανή θέση 

παλµιτυλίωσης, ενώ η τυροσίνη στη θέση 663 και οι λευκίνες στις θέσεις 670 και 671 

επιλέχθηκαν, διότι τα αµινοξέα αυτά αποδείχθηκε ότι διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο 

στην αλληλεπίδραση των υπολοίπων υποδοχέων των στεροειδών ορµονών, που 

υφίστανται παλµιτυλίωση, µε τα ένζυµα που καταλύουν τη µετα-µεταφραστική αυτή 

τροποποίηση (Pedram et al., 2007). 

 Οι µελέτες της διδακτορικής διατριβής αυτής ξεκίνησαν µε τη διερεύνηση των 

γενωµικών δράσεων των υποδοχέων hGRαΥ663Α, hGRαC665A και 

hGRαLL670/671AA υλοποιώντας δοκιµασίες ενεργοποίησης. ∆είξαµε ότι συγκριτικά µε 

τον hGRαWT, οι υποδοχείς hGRαC665A και hGRαLL670/671AA παρουσιάζουν 

ελαττωµένη ικανότητα ενεργοποίησης του υποκινητή του ΜΜΤV σε χαµηλές 

συγκεντρώσεις δεξαµεθαζόνης (< 10-6
Μ) και την ίδια ικανότητα ενεργοποίησης του 

υποκινητή αυτού σε υψηλότερες συγκεντρώσεις δεξαµεθαζόνης (10-6
Μ, 10-5

Μ).  Ο 

υποδοχέας hGRαY663A παρουσίασε ελάττωση της ικανότητας ενεργοποίησης του 

υποκινητή ΜΜΤV σε όλες τις συγκεντρώσεις δεξαµεθαζόνης. Το αποτέλεσµα αυτό 

προέκυψε µετά από διόρθωση των σχετικών ενεργοτήτων λουσιφεράσης λαµβάνοντας 

υπόψη την πρωτεϊνική έκφραση των µεταλλαγµένων υποδοχέων σε σχέση µε τον 

hGRαWT. Πραγµατοποιήσαµε στύπωµα κατά Western σε ολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα 

CV-1 και COS-7 κυττάρων, τα οποία δεν εκφράζουν ενδογενώς τον GR και τα οποία 

διαµολύναµε µε τους µεταλλαγµένους υποδοχείς και µε τον hGRαWT. ∆είξαµε ότι ο 

υποδοχέας hGRαC665A εµφανίζει αυξηµένη πρωτεϊνική έκφραση σε σχέση µε τον 
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hGRαWT, ο υποδοχέας hGRαY663A εµφανίζει µειωµένη πρωτεϊνική έκφραση και ο 

υποδοχέας hGRαLL670/671AA παρουσιάζει συγκριτικά όµοια έκφραση µε τον 

hGRαWT. Η διαφορετική πρωτεϊνική έκφραση των µεταλλαγµένων υποδοχέων θα 

µπορούσε να αποδοθεί σε άλλοτε άλλου βαθµού µεταγραφή του πλασµιδίου ή 

µετάφραση του mRNA ή σε αποδόµηση των µεταλλαγµένων υποδοχέων σε επίπεδο 

πρωτεΐνης. 

 Προκειµένου να µελετήσουµε τη µετανάστευση του µεταλλαγµένου υποδοχέα 

hGRαC665A από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα µετά από έκθεση στη δεξαµεθαζόνη, 

πραγµατοποιήσαµε µελέτες µετατόπισης στον πυρήνα (nuclear translocation studies) σε 

HeLa κύτταρα, τα οποία διαµολύναµε µε το πλασµίδιο pF25GFPhGRαWT ή 

pF25GFPhGRαC665A. Σε απουσία δεξαµεθαζόνης τόσο ο hGRαWT όσο και ο 

hGRαC665A εντοπίζονταν κατεξοχήν στο κυτταρόπλασµα. Η επώαση των κυττάρων µε 

δεξαµεθαζόνη είχε ως αποτέλεσµα τη µετανάστευση του hGRαWT στον πυρήνα εντός 

15 λεπτών, ενώ, στην περίπτωση του hGRαC665A, η µετανάστευση ολοκληρώθηκε σε 

36 λεπτά. Η κατά 2,5 φορές καθυστέρηση της µετανάστευσης  του hGRαC665A από το 

κυτταρόπλασµα στον πυρήνα θα µπορούσε να αποδοθεί στην αλλαγή της στερεοδοµής 

της αλληλουχίας που ευθύνεται για τη µετανάστευση του hGR στον πυρήνα (NL1) λόγω 

της µετάλλαξης στη θέση 665. Το αποτέλεσµα αυτό ταυτίζεται πλήρως µε αποτελέσµατα 

από µελέτες λειτουργικού χαρακτηρισµού µεταλλάξεων στο γονίδιο hGR που 

κωδικοποιούν αµινοξέα στη LBD του hGR σε ασθενείς µε σύνδροµο πρωτοπαθούς 

γενικευµένης αντίστασης στα γλυκοκορτικοειδή (Σύνδροµο Χρούσος) (Charmandari, 

2011; Charmandari, 2012; Charmandari and Kino, 2010; Charmandari et al., 2013; 

Charmandari et al., 2008; Nicolaides et al., 2010). Στις δοκιµασίες µετατόπισης στον 

πυρήνα, οι παθολογικοί υποδοχείς, λόγω µετάλλαξης στη LBD του hGRα, εµφάνιζαν 

στατιστικά σηµαντική καθυστέρηση στη µετανάστευσή τους στον πυρήνα, λόγω 

διαταραχής της αλληλουχίας NL1 και κατά συνέπεια του µηχανισµού που διαµεσολαβεί 

τη µετανάστευση αυτή (Charmandari et al., 2007; Charmandari et al., 2006; Charmandari 

et al., 2005). Αντίθετα, µεταλλάξεις σε άλλες περιοχές, πλην της LBD του hGR, φαίνεται 

να µην επηρεάζουν τη µετανάστευση από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα µετά από 



5. Συζήτηση 

 

 

149 

 

έκθεση στην ίδια συγκέντρωση δεξαµεθαζόνης (Charmandari et al., 2008; Charmandari 

et al., 2008; Nicolaides et al., 2010; Roberts et al., 2013). 

 Η διερεύνηση της µεµβρανικής εντόπισης του hGRα πραγµατοποιήθηκε µε 

πειράµατα ανοσοφθορισµού και συνεστιακής µικροσκοπίας σε κύτταρα COS-7, τα οποία 

δεν εκφράζουν ενδογενώς τον hGR και τα οποία διαµολύναµε µε τον hGRαWT και τους 

µεταλλαγµένους υποδοχείς. ∆είξαµε ότι σε απουσία δεξαµεθαζόνης ο hGRαWT 

εντοπίζεται στη µεµβράνη σε ποσοστό 12% και στο κυτταρόπλασµα σε ποσοστό 100% 

των καταµετρηθέντων κυττάρων που εµφάνιζαν σήµα. Η επώαση των κυττάρων µε 

δεξαµεθαζόνη για 2 ώρες είχε ως αποτέλεσµα τη µετατόπιση του hGRαWT στον πυρήνα 

και την εµφάνιση αποκλειστικά πυρηνικού σήµατος (ποσοστό 100%). Προκειµένου να 

εξετάσουµε εάν η παλµιτυλίωση επηρεάζει τη µεµβρανική εντόπιση του hGRαWT, 

εκθέσαµε τα διαµολυνθέντα COS-7 κύτταρα στον αναστολέα της παλµιτυλίωσης 2-

βρωµοπαλµιτικό για 150 λεπτά και ακολούθως υλοποιήσαµε το πρωτόκολο του 

ανοσοφθορισµού. Παρατηρήσαµε µεµβρανική εντόπιση του hGRαWT στο ίδιο ποσοστό 

(12%), αποτέλεσµα το οποίο δείχνει ότι η επώαση των κυττάρων µε το 2-

βρωµοπαλµιτικό δεν απέτρεψε τη µεµβρανική εντόπιση του hGRαWT. Παρόµοιες 

εικόνες µεµβρανικής εντόπισης παρατηρήσαµε και στα COS-7 κύτταρα, τα οποία 

διαµολύνθηκαν µε τους µεταλλαγµένους υποδοχείς hGRαΥ663Α, hGRαC665A και 

hGRαLL670/671AA, σε ποσοστά 13%, 11% και 10%, αντίστοιχα. Η επώαση των 

κυττάρων µε το 2-βρωµοπαλµιτικό δεν απέτρεψε τη µεµβρανική εντόπιση, ενώ η 

επώαση µε δεξαµεθαζόνη (µε ή χωρίς τον αναστολέα) είχε ως αποτέλεσµα την εµφάνιση 

σήµατος αποκλειστικά στον πυρήνα. Η εντόπιση στην κυτταρική µεµβράνη του 

hGRαWT µετά την επώαση των κυττάρων µε το 2-βρωµοπαλµιτικό είναι µια πρώτη 

ένδειξη ότι η παλµιτυλίωση δεν διαµεσολαβεί την αγκυροβόληση του hGRα στη 

µεµβράνη των κυττάρων. Οι παρόµοιες εικόνες συνεστιακής µικροσκοπίας των 

κυττάρων που διαµολύνθηκαν µε τους µεταλλαγµένους υποδοχείς, δείχνουν ότι το 

µοτίβο δεν διαδραµατίζει κάποιο ρόλο στη µεµβρανική εντόπιση του hGRα. Το 

αποτέλεσµα αυτό, αν και αρνητικό, είναι σύµφωνο µε τα αποτελέσµατα της πρόσφατα 

δηµοσιευµένης µελέτης της οµάδας DeFranco, η οποία µελέτησε τις µη γενωµικές 

δράσεις των γλυκοκορτικοειδών στην ενδοκυττάρια επικοινωνία µέσω 
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χασµατοσυνδέσεων και στον πολλαπλασιασµό των προγονικών νευρικών κυττάρων 

(Samarasinghe et al., 2011). Σε µια προσπάθεια διαλεύκανσης των µοριακών 

µηχανισµών των µη γενωµικών δράσεων των γλυκοκορτικοειδών επί της connexin-43 

στις χασµατοσυνδέσεις, µελετήθηκε η µεµβρανική εντόπιση του hGRαWT και του 

hGRαC665A σε Chinese Hamster Ovary (CHO) κύτταρα µε ανοσοφθορισµό και 

διαπιστώθηκε ότι η µετάλλαξη στη θέση 665 δεν αποτρέπει την εντόπιση του hGRα στην 

κυτταροπλασµατική µεµβράνη (Samarasinghe et al., 2011).   

 Τα αποτελέσµατα του ανοσοφθορισµού και της συνεστιακής µικροσκοπίας 

επιβεβαιώθηκαν µε πειράµατα υποκυτταρικής κλασµάτωσης στην ίδια κυτταρική σειρά. 

Τα κυτταροπλασµατικά, µεµβρανικά και πυρηνικά εκχυλίσµατα υποβλήθηκαν σε 

στύπωµα κατά Western µε αντίσωµα έναντι του hGR. Παρατηρήσαµε έκφραση του 

hGRα σε όλα τα µεµβρανικά εκχυλίσµατα, αποτέλεσµα το οποίο επιβεβαιώνει τη 

µεµβρανική εντόπιση του hGRα στα COS-7 κύτταρα που διαµολύνθηκαν µε τον 

hGRαWT στην παρουσία ή απουσία του 2-βρωµοπαλµιτικού ή µε τους µεταλλαγµένους 

υποδοχείς. Τόσο τα αποτελέσµατα του ανοσοφθορισµού όσο και της υποκυτταρικής 

κλασµάτωσης επιβεβαιώνουν για ακόµη µια φορά τη µεµβρανική εντόπιση του hGRα. 

Με δεδοµένο ότι η έκφραση του hGRα στα µεµβρανικά εκχυλίσµατα εντοπίζεται στα 

95kDa, καταλήγουµε στο συµπέρασµα ότι πρόκειται για τον κλασικό hGR, ο οποίος 

εντοπίζεται πρωτίστως στο κυτταρόπλασµα και δευτερευόντως σε άλλα κυτταρικά 

διαµερίσµατα (πυρήνας, κυτταροπλασµατική µεµβράνη) στην απουσία δεξαµεθαζόνης. 

Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι παρατηρείται εντόπιση του hGRα και στον πυρήνα, 

παρά το γεγονός ότι τα κύτταρα δεν εκτέθηκαν σε δεξαµεθαζόνη. Μέχρι πρότινος, 

πιστεύαµε ότι το φαινόµενο αυτό οφείλεται στην παρουσία στεροειδών στο θρεπτικό 

υλικό στο οποίο καλλιεργούνται οι κυτταρικές σειρές. Μια σχετικά πρόσφατη µελέτη 

έδειξε ότι η µεγάλη ετερογένεια που παρατηρείται στην κυτταρική εντόπιση του hGRα 

οφείλεται στη φάση του κυτταρικού κύκλου (Matthews et al., 2011). Κύτταρα τα οποία 

βρίσκονταν στη µεσόφαση παρουσίαζαν δραµατική είσοδο του hGRα στον πυρήνα, ενώ 

παρατηρήθηκε ταχεία έξοδος του hGRα από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα κατά την 

έναρξη της µίτωσης και µέχρι την πρώιµη G1 φάση του κυτταρικού κύκλου (Matthews et 

al., 2011). Τα συµπεράσµατα της µελέτης αυτής θα µπορούσαν να δικαιολογήσουν τη 
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µεγάλη ετερογένεια της κυτταρικής εντόπισης του hGRα στα κυτταροπλασµατικά, 

πυρηνικά και ενδεχοµένως στα µεµβρανικά εκχυλίσµατα, δεδοµένου ότι η κυτταρική 

σειρά στην οποία είχαν υλοποιηθεί τα πειράµατα δεν ήταν συγχρονισµένη σε 

συγκεκριµένη φάση του κυτταρικού κύκλου. 

 Σε συνέχεια της διερεύνησης του ρόλου του µοτίβου 663YLCMKTLLL671 στις 

µη γενωµικές δράσεις των γλυκοκορτικοειδών, µελετήσαµε τον συνεντοπισµό του hGRα 

µε την καβεολίνη-1 µε πειράµατα διπλού ανοσοφθρορισµού. ∆είξαµε ότι ο hGRαWT 

συνεντοπίζεται µε την καβεολίνη-1 στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη σε ποσοστό 

12%. Η επώαση των κυττάρων µε το 2-βρωµοπαλµιτικό δεν απέτρεψε τον συνεντοπισµό 

των δύο πρωτεϊνών (ποσοστό συνεντοπισµού 12%), αποτέλεσµα το οποίο δείχνει ότι η 

παλµιτυλίωση δεν εµπλέκεται στον συνεντοπισµό αυτό. Οι µεταλλαγµένοι υποδοχείς 

hGRαΥ663Α, hGRαC665A και hGRαLL670/671AA συνεντοπίζονται µε την καβεολίνη-

1 στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη σε ποσοστά συγκρίσιµα τόσο µεταξύ τους όσο και 

µε τον hGRαWT (ποσοστά 13%, 11% και 10%, αντίστοιχα). Κατά συνέπεια, το µοτίβο 

αυτό δεν εµπλέκεται στον συνεντοπισµό των δύο πρωτεϊνών. Τα αποτελέσµατα του 

διπλού ανοσοφθορισµού αποτελούν µία ακόµη επιβεβαίωση της µεµβρανικής εντόπισης 

του hGRα, δεδοµένης της γνωστής από τη βιβλιογραφία µεµβρανικής εντόπισης της 

καβεολίνης-1 στις περιοχές της κυτταροπλασµατικής µεµβράνης που είναι πλούσιες σε 

χοληστερόλη (lipid rafts) και από τις οποίες εκκινούν ποικίλα σηµατοδοτικά µονοπάτια 

µεµβρανικής έναρξης (Cohen et al., 2004; Parat, 2009; Sud et al., 2010). Ταυτόχρονα, τα 

αποτελέσµατα αυτά συµπληρώνουν την ήδη γνωστή αλληλεπίδραση της καβεολίνης-1 µε 

τον hGRα. Είναι γνωστό ότι η καβεολίνη-1 αλληλεπιδρά µε τον ERα, ERβ, PR και AR 

(Marino et al., 2006; Pedram et al., 2007; Sud et al., 2010), όπως επίσης και µε τον hGRα 

(Matthews et al., 2008; Samarasinghe et al., 2011). Η αλληλεπίδραση αυτή φαίνεται ότι 

αποτελεί κοµβικό σηµείο έναρξης της σηµατοδότησης µη γενωµικών δράσεων των 

υποδοχέων των στεροειδών ορµονών. Συµπερασµατικά, στα πειράµατα αυτά 

παρατηρήσαµε συνεντοπισµό των δύο πρωτεϊνών, ο οποίος δεν επηρεάζεται από την 

παλµιτυλίωση ούτε από το µοτίβο 663YLCMKTLLL671. 

 Προκειµένου να µελετήσουµε το ρόλο του µοτίβου 663YLCMKTLLL671 στην 

ενεργοποίηση ταχέων σηµατοδοτικών µονοπατιών, προχωρήσαµε σε µελέτες 
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ενεργοποίησης δύο µοριακών οδών: των MAPK και της PI3K. Τα δύο συγκεκριµένα 

µονοπάτια επελέγησαν µε δεδοµένο ότι το αντίστοιχο µοτίβο παλµιτυλίωσης στους 

υποδοχείς ERα, ERβ, PR και AR επηρεάζει την ενεργοποίηση των οδών αυτών. Οι 

µεταλλαγµένοι υποδοχείς στις θέσεις -2, 0 και +5/+6 σε σχέση µε την κυστεΐνη, η οποία 

αποτελεί τη θέση παλµιτυλίωσης των υποδοχέων αυτών, µείωσαν την ενεργοποίηση των 

µονοπατιών αυτών σε χρόνους εντός 15 λεπτών (ταχείες δράσεις) (Pedram et al., 2007). 

Στην περίπτωση του ERα, τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώθηκαν και από την οµάδα 

Marino (Acconcia et al., 2005; Acconcia et al., 2004; Marino et al., 2006). Στις µελέτες 

που υλοποιήσαµε δείξαµε ότι ο hGRαWT επάγει διφασικά την ενεργοποίηση του 

σηµατοδοτικού µονοπατιού των MAPK σε χρόνους 5 και 15 λεπτών (ταχείες δράσεις) 

µετά από έκθεση των κυττάρων σε δεξαµεθαζόνη. Η ίδια διφασική ενεργοποίηση του 

µονοπατιού αυτού παρατηρήθηκε µετά από ενεργοποίηση των µεταλλαγµένων 

υποδοχέων hGRαΥ663Α, hGRαC665A και hGRαLL670/671AA µε την ίδια 

συγκέντρωση δεξαµεθαζόνης, όπως φαίνεται από την αύξηση της έντασης του σήµατος 

της p-ERK σε χρόνους 5 και 15 λεπτών. Η επώαση των διαµολυνθέντων κυττάρων µε το 

2-βρωµοπαλµιτικό δεν απέτρεψε τη διφασική ενεργοποίηση των MAPK. Όσον αφορά 

στο µονοπάτι της PI3K, δεν παρατηρήσαµε αύξηση της έντασης του σήµατος της p-Akt 

µετά από ενεργοποίηση του hGRαWT και των µεταλλαγµένων υποδοχέων µε 

δεξαµεθαζόνη. Χωρίς µεταβολή ήταν και τα αποτελέσµατα µετά από προηγηθείσα 

επώαση των κυττάρων µε το 2-βρωµοπαλµιτικό. Τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι το 

υπό εξέταση µοτίβο δεν επηρεάζει τις ταχείες µη γενωµικές δράσεις των 

γλυκοκορτικοειδών και συµπληρώνει την εικόνα των προηγούµενων αρνητικών 

αποτελεσµάτων. Τόσο η εντόπιση στο κύτταρο όσο και οι ταχείες δράσεις µέσω 

ενεργοποίησης του hGRα από τη δεξαµεθαζόνη δεν επηρεάζονται από την 

παλµιτυλίωση, ούτε και από τις θέσεις του µοτίβου που εξετάζονται στη διδακτορική 

διατριβή αυτή. Παρά το γεγονός ότι η οµάδα DeFranco µελέτησε τις ταχείες µη 

γενωµικές δράσεις των γλυκοκορτικοειδών στις χασµατοσυνδέσεις των προγονικών 

νευρικών κυττάρων, τα αποτελέσµατά τους περιορίστηκαν στην ενεργοποίηση της ERK 

από τον hGRαWT και όχι από τον µεταλλαγµένο υποδοχέα στη θέση 665, όπως στην 

αναφερθείσα περίπτωση της µεµβρανικής εντόπισης µε πείραµα ανοσοφθορισµού 

(Samarasinghe et al., 2011). 
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 Προκειµένου να εξετάσουµε το ενδεχόµενο παλµιτυλίωσης του hGRα, 

πραγµατοποιήσαµε µελέτες παλµιτυλίωσης ακολουθώντας το πρωτόκολο της 

µεταβολικής σήµανσης των κυττάρων (metabolic labelling) µε ραδιενεργά σηµασµένο 

παλµιτικό οξύ. Για το σκοπό αυτό, επιλέξαµε ως θετικό µάρτυρα την ενδογενή 

καβεολίνη-1, η οποία είναι γνωστό ότι υφίσταται παλµιτυλίωση (Parat and Fox, 2001; 

Parat et al., 2002) και η οποία έχει επιλεγεί ως θετικός µάρτυρας στο ίδιο πρωτόκολο 

µεταβολικής σήµανσης για τη µελέτη παλµιτυλίωσης του ERα (Acconcia et al., 2005; 

Acconcia et al., 2004). Ως αρνητικό µάρτυρα επιλέξαµε το πλασµίδιο erbA-1, το οποίο 

εκφράζει ανάστροφα τον θυρεοειδικό υποδοχέα και δεν παλµιτυλιώνεται. Τα κύτταρα 

(διαµολυνθέντα και µη διαµολυνθέντα) εκτέθηκαν για 2 ώρες σε 9,10-3H(N) παλµιτικό 

οξύ (0,1mCi/mL) και ακολούθησε ανοσοκατακρήµνιση της ενδογενούς καβεολίνης-1 µε 

το αντίστοιχο αντίσωµα, ενώ η ανοσοκατακρήµνιση του hGRαWT και του erbA-1 

πραγµατοποιήθηκε µε αντίσωµα έναντι του hGRα. Ακολούθησε µέτρηση της β-

ραδιενέργειας στις εκλούσεις των δειγµάτων. ∆είξαµε ότι η καβεολίνη-1 ενσωµατώνει το 

ραδιενεργό παλµιτικό οξύ, ενώ η αντίστοιχη ενσωµάτωση στον hGRαWT εµπίπτει στις 

τιµές cpm του αρνητικού µάρτυρα erbA-1. Από το αποτέλεσµα της µελέτης αυτής 

συµπεραίνουµε ότι ο hGRα δεν υφίσταται παλµιτυλίωση. Το αρνητικό αυτό αποτέλεσµα 

ερµηνεύει την απουσία διαφορών µεταξύ του hGRαWT και των µεταλλαγµένων 

υποδοχέων hGRαΥ663Α, hGRαC665A και hGRαLL670/671AA  στη µεµβρανική 

εντόπιση, στον συνεντοπισµό µε την καβεολίνη-1 στην κυτταρική µεµβράνη και στις 

ταχείες µη γενωµικές δράσεις των γλυκοκορτικοειδών µέσω ενεργοποίησης των 

σηµατοδοτικών µονοπατιών MAPK και PI3K. Οι θέσεις των µεταλλάξεων στο υπό 

εξέταση µοτίβο είχαν επιλεγεί µε βάση την υπόθεση ότι η κυστεΐνη στη θέση 665 θα 

υφίστατο παλµιτυλίωση, ενώ η τυροσίνη στη θέση 663 και οι λευκίνες στις θέσεις 670 

και 671 θα διαδραµάτιζαν ρόλο στη σύνδεση του hGRα µε τις PATs. Επιπρόσθετα, 

είχαµε υποθέσει ότι η ενδεχόµενη παλµιτυλίωση του hGRα θα ήταν σηµαντική για τη 

µεµβρανική εντόπιση του hGRα, για τον συνεντοπισµό του µε την καβεολίνη-1 και για 

τις ταχείες µη γενωµικές δράσεις. Το αρνητικό αποτέλεσµα της παλµιτυλίωσης του 

hGRα καταρρίπτει όλες τις πιο πάνω υποθέσεις και συµφωνεί απολύτως µε την 

διαπίστωση της οµάδας DeFranco, η οποία αν και διαπιστώνει την εµπλοκή των 

µεµβρανικών GRs στις µη γενωµικές δράσεις των γλυκοκορτικοειδών, εντούτοις 
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διατυπώνει την άποψη ότι ο GR δεν υφίσταται παλµιτυλίωση, τουλάχιστον στα νευρικά 

προγονικά κύτταρα και ενδεχοµένως να χρησιµοποιεί άλλο µοριακό µηχανισµό για τη 

διαµεσολάβηση των δράσεων αυτών (Samarasinghe et al., 2011). Προκειµένου να 

στηρίξουν την άποψη αυτή, οι συγγραφείς της πρωτότυπης δηµοσίευσης αυτής 

αναφέρουν ως παράδειγµα τον υποδοχέα των αλατοκορτικοειδών, ο οποίος, παρά το 

γεγονός ότι δεν διαθέτει το µοτίβο παλµιτυλίωσης στην LBD, ασκεί µη γενωµικές 

δράσεις (Samarasinghe et al., 2011). 

 Τόσο από τα αποτελέσµατα της διδακτορικής διατριβής αυτής, όσο και από τα 

ευρήµατα της οµάδας DeFranco (Samarasinghe et al., 2011) φαίνεται ότι ο hGRα δεν 

υφίσταται παλµιτυλίωση. Αν και ο hGRα διαθέτει το µοτίβο παλµιτυλίωσης µεταξύ των 

αµινοξέων 663 και 671 στην LBD και παρά το γεγονός ότι η θέση 665 καταλαµβάνεται 

από κυστεΐνη στην υψηλά οµόλογη αυτή αλληλουχία, η υπόθεση της παλµιτυλίωσης του 

hGRα καταρρίπτεται. Με δεδοµένη την απουσία της αγκυροβόλησης του hGRα στην 

κυτταρική µεµβράνη µέσω παλµιτικού οξέος, αυτή καθ’ εαυτή η µεµβρανική εντόπιση 

του hGRα παραµένει επιστηµονικό ερώτηµα ιδιαίτερου ενδιαφέροντος µε άγνωστο, 

µέχρι στιγµής, µηχανισµό. Ενδεχοµένως, η αλληλεπίδραση του hGRα µε άλλες 

διαµεµβρανικές πρωτεΐνες ή µε πρωτεΐνες που άµεσα ή έµµεσα προσδένονται στην 

κυτταροπλασµατική µεµβράνη να µπορούσε να ερµηνεύσει την παρουσία του 

µεµβρανικού hGRα. Κλασικό παράδειγµα αποτελεί η αλληλεπίδραση του hGRα µε τη 

Gβ/Gγ υποµονάδα των GPCRs (Kino et al., 2005). Κατά την ενεργοποίηση του hGRα 

και του GPCR µε τους οικείους προσδέτες, το σύµπλοκο hGRα/Gβ/Gγ µεταναστεύει 

στον πυρήνα όπου η παρουσία της υποµονάδας Gβ/Gγ προκαλεί µείωση της 

µεταγραφικής ενεργότητας του hGRα. Κατά την απουσία προσδέτη του GPCR, η 

ανενεργή υποµονάδα Gβ/Gγ παραµένει στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη και µέσω 

της αλληλεπίδρασής της µε τον hGRα ενδέχεται να αγκυροβολεί τον τελευταίο στη 

µεµβράνη (Εικόνα 5.1) 
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Εικόνα 5.1: Η υποµονάδα Gβ/Gγ αλληλεπιδρά µε τον hGR. Κατά την ταυτόχρονη ενεργοποίηση του hGR 

και του GPCR, το σύµπλοκο hGR/Gβ/Gγ µεταναστεύει στον πυρήνα και καταστέλλει τη µεταγραφική 

ενεργότητα του hGR. Το ανενεργό σύµπλοκο Gβ/Gγ εντοπίζεται στην κυτταροπλασµατική πλευρά της 

κυτταρικής µεµβράνης και θα µπορούσε έµµεσα να αγκυροβολεί τον hGR στη µεµβράνη  (Kino et al., 

2005). 

 Η παλµιτυλίωση φαίνεται ότι δεν αποτελεί τον µοναδικό µοριακό µηχανισµό που 

διαµεσολαβεί τις µη γενωµικές δράσεις του ER. Σε µια ενδιαφέρουσα µελέτη, o 

LeRomancer και οι συνεργάτες του έδειξαν ότι ο ERα υφίσταται παροδική µεθυλίωση 

στην αργινίνη στη θέση 260 στη DBD του υποδοχέα, µια νέα µετα-µεταφραστική 

τροποποίηση του ERα η οποία καταλύεται από την µεθυλοτρανσφεράση 1 (PRMT1) (Le 

Romancer et al., 2008). Η µεθυλίωση της αργινίνης στη θέση 260 είχε ως αποτέλεσµα τη 

στρατολόγηση της p85 υποµονάδας της PI3K και της Src και την επακόλουθη 

αλληλεπίδρασή τους µε τον µεθυλιωµένη  ERα, πυροδοτώντας κατ’αυτό τον τρόπο τις 

ταχείες µη γενωµικές δράσεις των οιστρογόνων µέσω των µονοπατιών της PI3K και των 

MAPK (Le Romancer et al., 2008) (Εικόνα 5.2). Επιπρόσθετα, η µεθυλίωση της 

αργινίνης 260 φάνηκε να εµπλέκεται στην καρκινογένεση του µαστού, δεδοµένου του 

αποτελέσµατος της υπερµεθυλίωσης του ERα στη συγκεκριµένη αργινίνη σε µια 

κατηγορία καρκίνων του µαστού (Le Romancer et al., 2008). Συµπερασµατικά, η µετα-



 

 

µεταφραστική αυτή τροποποίηση

οιστρογόνων χωρίς να 

καρκινογένεση του µαστού

Romancer et al., 2008). Κατ

τόσο στην παλµιτυλίωση όσο

µεταφραστικές τροποποιήσεις

γλυκοκορτικοειδών.    

Εικόνα 5.2: Η PRMT1 µεθυλιώνει

αλληλεπίδραση του µεθυλιωµένου

των οιστρογόνων.  

 Τα αποτελέσµατα της

µια σειρά πειραµάτων µοριακής

των αρνητικών αποτελεσµάτων

για πρώτη φορά διερευνήθηκε

αρνητικά αποτελέσµατα στρέφουν

διερεύνησης των µοριακών

 

τροποποίηση διαµεσολαβεί ταχείες µη γενωµικές

να εµπλέκεται ο µεµβρανικός ERα και εµπλέκεται

µαστού (Le Romancer et al., 2011; Le Romancer et al., 2010

Κατ’ αντιστοιχία προς τον ERα, ο οποίος µελετήθηκε

παλµιτυλίωση όσο και στη µεθυλίωση αργινίνης, πιθανώς άλλη

τροποποιήσεις να διαµεσολαβούν τις ταχείες µη γενωµικές

µεθυλιώνει παροδικά την αργινίνη στη θέση 260 στη

µεθυλιωµένου ERα µε άλλες πρωτεΐνες πυροδοτεί τις ταχείες µη

αποτελέσµατα της παρούσας διδακτορικής διατριβής αποδε

πειραµάτων µοριακής βιολογίας ότι ο hGRα δεν παλµιτυλιώνεται

αποτελεσµάτων αποτελεί προσφορά προς την επιστήµη

διερευνήθηκε εκτενώς η υπόθεση της παλµιτυλίωσης

αποτελέσµατα στρέφουν την επιστηµονική σκέψη προς άλλη

µοριακών µηχανισµών των µη γενωµικών
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αποδεικνύουν µέσα από 

παλµιτυλιώνεται. Το σύνολο 
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παλµιτυλίωσης του hGRα. Τα 
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γλυκοκορτικοειδών και διατηρούν επίκαιρο το θέµα της µεµβρανικής εντόπισης του 

hGRα.                    
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Βραβείο Α. ΦΑΡΜΑΚΙΩΤΗ 

 

Καλύτερη Αναρτηµένη Ανακοίνωση στο 40ο Πανελλήνιο Συνέδριο Ενδοκρινολογίας και 
Μεταβολισµού 
 

Μοριακοί µηχανισµοί σηµατοδότησης µιας νέας σηµειακής µετάλλαξης στο γονίδιο 

του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών, η οποία προκαλεί Σύνδροµο 

Γενικευµένης Αντίστασης στα γλυκοκορτικοειδή (Σύνδροµο «ΧΡΟΥΣΟΣ») 

Ν. Χ. Νικολαΐδης, Α. Σερτεδάκη, Γ. Π. Χρούσος, Ε. Χαρµανδάρη 
40ο Πανελλήνιο Συνέδριο Ενδοκρινολογίας και Μεταβολισµού, Αθήνα, Ελλάδα 
17-20 Απριλίου 2013 

 

 
 

 

  

 
 
 
 
 


