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                                           ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 
Όπως είναι γνωστό τα οπιοειδή προκαλούν αναστολή του πολλαπλασιασµού 

των κυττάρων, συµπεριλαµαβανοµένων και των νεοπλασµατικών κυττάρων του 
µαστού και αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης σε φυσιολογικά 
νεφροσωληναριακά επιθηλιακά κύτταρα (ΟΚ). Στην παρούσα µελέτη διερευνήθηκαν 
οι πιθανές αντινεοπλασµατικές δράσεις των οπιοειδών αγωνιστών στον 
κυτταροσκελετό της ακτίνης. Χρησιµοποιήσαµε ως µοντέλο κλώνους που εκφράζουν 
διαφορετικές µεταλλάξεις της ακτίνης, στην Cys374, των κυττάρων OK και 
νεοπλασµατικά επιθηλιακά νεφροσωληναριακά κύτταρα ανθρώπου Caki-2. 

Πειράµατα western blot ανάλυσης σε TritonX-100 διαλυτά και αδιάλυτα 
κυτταρικά κλάσµατα έδειξαν στατιστικώς σηµαντική αύξηση του λόγου  
µονοµερούς/ολική ακτίνη (G/Total) στους µεταλλαγµένους κλώνους των ΟΚ, µε 
επίδραση των οπιοειδών αγωνιστών αιθυλκετοκυκλαζοσίνη και αs1-καζοµορφίνη και 
του παράγοντα TNF-α για 30 λεπτά. Επίδραση του οπιοειδούς α s1 -καζοµορφίνη στα 
καρκινικά κύτταρα οδήγησε σε παροδική αύξηση του λόγου µονοµερούς/πολυµερή 
(G/F) ακτίνη, στα 30 λεπτά, ενώ επίδραση της αιθυλκετοκυκλαζοσίνης στα κύτταρα 
αυτά οδήγησε σταδιακά σε µείωση του λόγου G/F στο χρονικό διάστηµα των δύο 
ωρών. 

Ακολούθησε περαιτέρω ανάλυση των µοριακών µηχανισµών δράσης των 
οπιοειδών στον κυτταροσκελετό των Caki-2. Πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης µε το 
µονοκλωνικό αντίσωµα της φωσφοτυροσίνης στα νεοπλασµατικά κύτταρα έδειξαν 
ισχυρή φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών Fak και παξιλλίνης, παρουσία του οπιοειδούς 
αιθυλκετοκυκλαζοσίνη. Η πιθανή συµµετοχή  της PI-3 κινάσης στη φωσφορυλίωση 
των πρωτεϊνών Fak και παξιλλίνης, µε επίδραση αιθυλκετοκυκλαζοσίνης, 
διερευνήθηκε µε χρήση του εξειδικευµένου αναστολέα της PI-3 κινάσης (βορτµανίνη), 
που όπως έδειξε η ενεργοποίηση της κινάσης αυτής είναι υπεύθυνη για τη 
φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών αυτών. 

Τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι δύο διαφορετικοί οπιοειδείς αγωνιστές 
έχουν αντίθετα αποτελέσµατα στη δυναµική πολυµερισµού της ακτίνης στα καρκινικά 
κύτταρα Caki-2 και ότι η  φωσφορυλίωση σε τυροσίνη των προτεϊνών Fak και 
Παξιλλίνης, από την επίδραση της αιθυλκετοκυκλαζοσίνης, εξαρτάται από την 
ενεργοποίηση της PI-3 Κινάσης στα κύτταρα αυτά. Εποµένως η παρούσα διατριβή 
δίνει νέα στοιχεία όσον αφορά την κατανόηση του µηχανισµού δράσης των οπιοειδών 
στα καρκινικά κύτταρα του νεφρώνα, µε ελπιδοφόρα µηνύµατα χρησιµοποίησής τους  
ως δυναµικό στόχο-φάρµακο για τη θεραπεία του καρκίνου. 
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ABSTRACT 

 
Opioids are known for their antiproliferative properties against cancer cells. 

Also, it has been shown that actin filaments are prefferentially depolymerized in cancer 
cells as compared to higher levels of actin polymerization in their normal counterparts, 
suggesting that the dynamic state of actin correlates with the expression of the 
malignant phenotype. The aim of our study was to investigate whether opioids might 
have other antineoplastic properties that are releted to the  modulation of actin 
polymerization and stabilization. We used as model for opioid action on actin 
organization the Cys 374 mutated human β-actin in the opposum kidney cells and the 
kidney cancer cell line Caki-2. 

Triton fractionation and immunoblot analysis showed that exposure of the 
mutated OK cells to the opioids αs1-casomorphin and ethylketocyclazocine and TNF-α 
for 30 min, resulted in a rapid and substantial actin microfilament reorganisation, as it 
was documented by a significant increase of the G/Total actin ratio. Exposure of Caki-
2 cells to the opioid αs1-casomorphin resulted in a transient increase of the G/F actin 
ratio, after 15 min, with return to the normal levels after further incubation, whereas 
the opioid ethylketocyclazocine constantly decreased the G/F actin ratio of Caki-2 
cells, for at least 2h. 

In order to explore the signal transduction pathway of opioid action in Caki-2 
cells, we first investigated whether opioids induse tyrosine phosphorylation of specific 
actin relating proteins. Immunoprecipitation and immunoblot analysis with monoclonal 
phosphotyrosine antibody showed that the opioid agonist ethylketokyclazocine 
strongly affects only the phosphorylation of two proteins, the Focal Adhesion Kinase 
(FAK) and Paxillin in Caki-2 cells. Interestingly, in Caki-2 cells these proteins were 
not phosphorylated significantly after exposure to the opioid αs1-casomorphin. We 
further examined a possible relationship between PI-3 kinase activation and Fak and 
Paxillin phosphorylation. For this we performed the above mentioned experiment in 
the presence of Wortmannin, a specific PI-3 kinase inhibitor. Our experiment 
demonstrated that Wortmannin affected tyrosine phosphorylation of both focal 
adhesion proteins, suggesting that FAK and Paxillin phsphorylation pathway is 
depedent on PI-3 kinase activation. 

Our findings demonstrate that two different opioids induce opposite 
modifications in the dynamics of actin polymerization in malignant Caki-2 cells and 
tyrosine phosphorylation of FAK and paxillin, after exposure to ethylketocyclazocine 
is depedent on the activation of PI3-Kinase. These results may be important for  
understanding the mechanism of opioids and their role as potential agent against the 
cancer cells. 
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1. Εισαγωγή 
 

1.1 Η ακτίνη ως δοµική µονάδα. 
  Η ακτίνη αποµονώθηκε αρχικά από µυικό ιστό όπου µαζί µε τη µυοσίνη 
αποτελούν τις δύο κυριότερες πρωτεΐνες των µυών. Σύντοµα έγινε αντιληπτό ότι δεν 
εντοπίζεται αποκλειστικά στους µύες, αλλά ότι υπάρχει σε όλα τα ευκαρυωτικά, όχι 
όµως στα προκαρυωτικά κύτταρα σε υψηλό ποσοστό (15-20%) της ολικής κυτταρικής 
πρωτεΐνης και αποτελεί δοµικό συστατικό του κυτταροσκελετού τους και 
συγκεκριµένα των µικροϊνιδίων. 
 
 1.1.1 ∆οµή της µονοµερούς ακτίνης (G-ακτίνη). 
 Όσον αφορά τη δοµή της µονοµερούς ακτίνης, στα θηλαστικά υπάρχουν 
τουλάχιστον έξι διαφορετικές ισοµορφές ακτίνης (Vendekerchove and Weber 1978), οι 
οποίες αποτελούν προϊόντα έξι διαφορετικών γονιδίων (Ponte et al., 1983) και 
εκφράζονται µε πολύπλοκο αναπτυξιακό και ιστοειδικό τρόπο. Με βάση το 
ισοηλεκτρικό τους σηµείο διακρίνονται σε τρεις µορφές: α-, β- και γ- ακτίνη και 
σύµφωνα µε την ιστοειδικότητά τους κατατάσσονται σε µυϊκές και 
κυτταροπλασµατικές. Οι κυτταροπλασµατικές περιλαµβάνουν δύο ισοµορφές, β- και 
γ- κυτταροπλασµατική και εκφράζονται σε όλα τα κύτταρα σε διαφορετικά επίπεδα, 
ανάλογα µε τον τύπο του κυττάρου. 
 Όλες οι ισοµορφές αποτελούνται από µια πολυπεπτιδική αλυσίδα 375 
αµινοξέων και µοριακού βάρους περίπου 42 kDa. Κάθε µόριο ακτίνης έχει 
τουλάχιστον έξι µε δέκα θέσεις πρόσδεσης για κατιόντα, από τις οποίες µία είναι 
υψηλής συγγένειας για Mg2+ ή Ca2+ (Pollard 1990). Επίσης κάθε µόριο ακτίνης συνδέει 
µε µεγάλη συγγένεια ένα µόριο νουκλεοτιδίου (ATP ή ADP), το οποίο κάτω από 
φυσιολογικές συνθήκες είναι ATP. Οι δύο αυτοί συµπαράγοντες είναι απαραίτητοι για 
τη σταθερότητα του µορίου καθώς η in vitro αποµάκρυνσή τους οδηγεί σε πλήρη 
µετουσίωση της ακτίνης (Korn 1982).  
 Σύµφωνα µε τα δεδοµένα της τελευταίας δεκαετίας για τον προσδιορισµό της 
τριτοταγούς δοµής της ακτίνης, το µόριό της έχει δισκοειδές σχήµα και αποτελείται 
από δύο περιοχές (domains). Οι δύο περιοχές βρίσκονται ο ένας κοντά στον άλλο 
σχηµατίζοντας µεταξύ τους µια βαθιά σχισµή όπου βρίσκονται οι θέσεις σύνδεσης για 
το νουκλεοτίδιο και για το δισθενές ιόν. Με τον τρόπο αυτό, συγκρατούνται µεταξύ 
τους µέσω δεσµών τόσο µε το δισθενές ιόν, όσο και µε τις φωσφορικές οµάδες του 
νουκλεοτιδίου εξηγώντας το φαινόµενο της σταθεροποίησης της ακτίνης από τους 
συµπαράγοντές της.         
 

1.1.2 ∆οµή της πολυµερούς ακτίνης (F-ακτίνη). 
Η θεµελιώδης ιδιότητα της µονοµερούς ακτίνης, είναι η ικανότητά της να 

πολυµερίζεται σε ινίδια. In vitro και κάτω από συνθήκες χαµηλής ιονικής ισχύος η 
ακτίνη υπάρχει ως διάλυµα µονοµερών (G-ακτίνη), αύξηση όµως  της ιονικής ισχύος 
έχει ως αποτέλεσµα τον πολυµερισµό της, µέσω µη-οµοιοπολικών δεσµών σε 
συνθετικά ινίδια διαµέτρου 5-7 nm και µήκους αρκετών µm  (F-ακτίνη). Στα κύτταρα 
η ακτίνη απαντάται σε µονοµερή και πολυµερή µορφή σε δυναµική ισορροπία.   

 Σύµφωνα µε το κλασσικό µοντέλο πολυµερισµού της ακτίνης, είναι 
απαραίτητη η δηµιουργία τριµερών, τα οποία σχηµατίζουν έναν αρχικό πυρήνα και 
δηµιουργούνται µε αλλαγή της διαµόρφωσης των µονοµερών της ακτίνης µετά από 
σύνδεσή τους µε ιόντα Mg2+ (Zimmerle and Friend). H  αύξησή τους συνεχίζεται µε 
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προσθήκη ΑΤP-ακτίνης που µετά την ενσωµάτωσή της µετατρέπεται σε ADP-Pi-
ακτίνη και τελικά σε ADP-ακτίνη, (Κοrn et al., 1987). Αξίζει να αναλυθεί ο όρος: 
κρίσιµη συγκέντρωση (Cc: Critical concentration), όσον αφορά το µηχανισµό 
πολυµερισµού της ακτίνης, που θεωρείται η συγκέντρωση της µονοµερούς ακτίνης 
στην οποία ο ρυθµός αποµάκρυνσης (dissosiation) υποµονάδων από τα άκρα του 
ινιδίου είναι ίσος µε το ρυθµό προσθήκης (association) µονοµερών και η οποία 
αντιπροσωπεύει επίσης την ελάχιστη συγκέντρωση µονοµερούς ακτίνης που 
απαιτείται για την εκκίνηση του πολυµερισµού.  

Τα ινίδια της ακτίνης παρουσιάζουν µία πολωµένη κατεύθυνση η οποία 
σχετίζεται µε την κινητική πολυµερισµού/αποπολυµερισµού σε κάθε άκρο τους. Το 
"ταχέως αναπτυσσόµενο άκρο" (barbed end) του ινιδίου παρουσιάζει µεγαλύτερη 
συγγένεια για την ATP-ακτίνη από το "βραδέως αναπτυσσόµενο άκρο" (pointed end) 
και στην κατάσταση εκείνη όπου το µήκος του ινιδίου παραµένει σταθερό (treadmill) 
για κάθε µόριο της ακτίνης που προστίθεται στο "ταχέως αναπτυσσόµενο άκρο", ένα 
µόριο ακτίνης αποµακρύνεται από το βραδέως αναπτυσσόµενο άκρο" (Bonder et al., 
1983). 

 
1.2 Η ακτίνη στα κύτταρα: Οργάνωση του κυτταροσκελετού. 
Η ακτίνη στα µη µυικά κύτταρα υπάρχει τόσο στην πολυµερή όσο και στη  

µονοµερή (µη πολυµερισµένη) µορφή της.  Η ισορροπία µεταξύ του µονοµερούς 
κλάσµατος, που αποτελεί το 30-50% της ολικής ακτίνης και του κλάσµατος της 
ινιδιακής ακτίνης επιτυγχάνεται επειδή η συγκέντρωση της διαθέσιµης για 
πολυµερισµό µονοµερούς ακτίνης είναι πολύ µικρότερη από τη συγκέντρωση της 
ολικής µονοµερούς ακτίνης, αφού τα περισσότερα µόρια της µη-πολυµερισµένης 
ακτίνης δεν υφίστανται ως ελεύθερα µονοµερή, αλλά σχηµατίζουν σύµπλοκα µε τις 
συνδεόµενες µε τη µονοµερή ακτίνη πρωτεΐνες (monomer actin-binding proteins). 

Το κλάσµα της πολυµερούς ακτίνης αποτελείται από ινίδια που οργανώνονται 
σε  χαρακτηριστικές δοµές στις διάφορες κυτταροπλασµατικές περιοχές (Stossel 1984, 
Small et al., 1998). Στην περιφέρεια του κυττάρου και πιο συγκεκριµένα στη λάµελλα 
(lamella), την περιοχή του κυτταροπλάσµατος κάτω από την πλασµατική µεµβράνη, 
υπάρχει ένα αναστοµωµένο πλέγµα ινιδίων (cortical actin). Τα µικροϊνίδια συνδέονται 
στην κυτταρική µεµβράνη µε το "ταχέως αναπτυσσόµενο άκρο" τους, ενώ το 
"βραδέως αναπτυσσόµενο άκρο" κατευθύνεται προς το εσωτερικό του κυττάρου (Begg 
et al., 1978). To πλέγµα των µικροϊνιδίων αποτελεί τον κυτταρικό φλοιό ο οποίος 
προσδίδει µηχανική αντοχή στην κυτταρική µεµβράνη, διευκολύνει την αλλαγή του 
σχήµατος των κυττάρων και συµµετέχει σε διάφορες κυτταρικές λειτουργίες. 

Η αρχιτεκτονική των περιφερειακών ινιδίων (cortical actin filaments) ποικίλει 
όχι µόνο µεταξύ διαφορετικών τύπων κυττάρων, αλλά και ανάµεσα σε διαφορετικές 
περιοχές του ίδιου κυττάρου. Αξίζει να αναφερθούν οι χαρακτηριστικές δοµές των 
λαµελλιποδίων (lamellipodia), που µοιάζουν µε λεπτά πέπλα  και περιέχουν ένα πυκνό 
πλέγµα ινιδίων το οποίο και τους προσδίδει το χαρακτηριστικό τους σχήµα. Επιπλέον 
συχνά τα λαµελλιπόδια ανασηκώνονται από το υπόστρωµα (substrate) και διπλώνουν 
προς τα πίσω και πάνω από το το σώµα του κυττάρου (dorsally), δηµιουργώντας τις 
µεµβρανικές αναδιπλώσεις (membrane ruffles). Τα φιλοπόδια (filopodia) αποτελούν 
την πιο εκτεταµένη µορφή αυτών των δοµών και εµφανίζονται σαν επιφανειακές 
µεµβρανικές προεξοχές αρκετά µεγάλου µήκους και κυλινδρικού σχήµατος. Περιέχουν 
µια σφιχτή δέσµη παράλληλων ινιδίων µε µήκος ίσο τουλάχιστον µε το µήκος του 
φιλοποδίου. Αντιθέτως στα λιγότερο κινούµενα άκρα η έκταση της λάµελλας είναι 
πολύ µικρότερη και συχνά περιγράφεται από περιφερειακές δέσµες ινιδίων (peripheral 
bundles) µε κοίλο σχήµα και µε σύσταση παρόµοια µε αυτή των ινιδίων του στρες. 
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Το σώµα του κυττάρου, τόσο την κάτω πλευρά  (ventral) που εφάπτεται στο 
υπόστρωµα, όσο και την πάνω πλευρά (dorsal), διατρέχουν παράλληλες δέσµες 
ινιδίων, τα ινίδια του στρες (stress fibers). Οι δέσµες αυτές αποτελούνται από ινίδια 
διαφορετικού µήκους και όχι ενιαίου προσανατολισµού και το συνολικό µήκος της 
δέσµης ποικίλει  
 
(Sanger et al 1983). Συνήθως εκτείνονται από την περιφέρεια έως την περιπυρηνική 
περιοχή του κυττάρου, αλλά υπάρχουν και περιπτώσεις που εκτείνονται και πάνω ή 
κάτω από τον πυρήνα. Τα άκρα των δεσµών για τα ινίδια του στρες που διατρέχουν 
την κάτω επιφάνεια του κυττάρου "αγκυροβολούν" στις εστίες πρόσφυσης (focal 
adhesions), τις περιοχές επαφής της µεµβράνης µε την εξωκυττάρια ουσία (extra 
cellular matrix) και στο σηµείο αυτό όλα τα τα ινίδια έχουν οµοιόµορφο 
προσανατολισµό, µε το "αµβλύ" τους άκρο να καταλήγει στη µεµβράνη (Sanger and 
Sanger 1980). 

 
1.3 Τροποποιήσεις της ακτίνης στην καρβοξυτελική ουρά και 

συγκεκριµένα στην Cys 374. 
Το καρβοξυτελικό άκρο της ακτίνης και πιο συγκεκριµένα τα τρία τελευταία 

αµινοξέα  (Lys373 Cys374 Phe375), εντοπίζεται στο κάτω µέρος του µονοµερούς, ενώ 
όσον αφορά στο ινίδιο, στο µεν "αµβλύ" άκρο εµφανίζεται εκτεθιµένο, στις δε 
υπόλοιπες υποµονάδες εµπλέκεται στις αλληλεπιδρασεις µεταξύ διαδοχικών 
υποµονάδων της ίδιας έλικας (Kabsch et al., 1990). Επιπλέον αποτελεί περιοχή 
πρόσδεσης ποικίλων πρωτεϊνών που συνδέονται µε την ακτίνη είτε µε τη µονοµερή 
είτε µε την πολυµερή της µορφή (Vandekerckhove 1990, Rozycki et al., 1994).  Το 
πρωτελευταίο αµινοξύ της ακτίνης η κυστεΐνη 374 (Cys 374), αποτελεί δηµοφιλή 
στόχο σήµανσης καθώς είναι εκτεθιµένη στην επιφάνεια του µορίου και συνεπώς 
προσπελάσιµη για την τροποποίησή της. Η γλουταθειόνυλο-ακτίνη αποτελεί 
παράγωγο της ακτίνης που προκύπτει από την προσθήκη στην Cys374, µέσω ενός 
δισουλφιδικού δεσµού, ενός τριπεπτιδίου γλουταθειόνης (Stournaras et al., 1990). Παρ' 
όλο που η τροποποιηµένη ακτίνη διατηρεί την ικανότητα του πολυµερισµού, τα 
µικροϊνίδια που σχηµατίζει εµφανίζουν µειωµένη µηχανική αντοχή και σταθερότητα 
(Stournaras et al., 1990, Drewes and Faulstich 1990, 1993).  

Προκειµένου να διερευνηθεί ο ρόλος του περιβάλλοντος της Cys374 στη 
δοµική οργάνωση και λειτουργικότητα του κυτταροσκελετού της ακτίνης στα 
κύτταρα, δηµιουργήθηκαν σηµειακές µεταλλάξεις της β-ακτίνης, µε παροδική και 
µόνιµη έκφραση της µεταλλαγµένης ακτίνης σε κυτταρικές σειρές από θηλαστικά 
(Tsapara et al., 1999). Επιλέχθηκε η υποκατάσταση της Cys είτε µε αρνητικά 
φορτισµένο αµινοξύ (Asp ή Glu), µε στόχο την αλλαγή του περιβάλλοντος στο 
καρβοξυτελικό άκρο κατά τρόπο που να µιµείται τη µεταβολή που επιφέρει η 
εισαγωγή της γλουταθειόνης, στην περίπτωση της γλουταθειονυλο-ακτίνης, είτε µε 
ουδέτερο αµινοξύ (Ala), ώστε να διαπιστωθεί εάν καθεαυτή η αποµάκρυνση της 
σουλφιδρυλοµάδας της κυστεϊνης ευθύνεται για τις προσδοκώµενες µεταβολές. Και τα 
τρία µεταλλάγµατα έφεραν στο αµινοτελικό τους άκρο έναν επίτοπο flag, για να είναι 
δυνατός  ο διαχωρισµός τους από την ενδογενή ακτίνη των κυττάρων και για το λόγο 
αυτό ως µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε η µη µεταλλαγµένη ακτίνη (αγρίου τύπου : wt), η 
οποία κατά ταυτόσηµο τρόπο φέρει τον ιδιο επίτοπο.  Για το σκοπό αυτό 
χρησιµοποιήθηκαν δύο κυτταρικές  σειρές επιθηλιακών κυττάρων: τα Ishikawa, 
κύτταρα από καλά διαφοροποιηµένο ανθρώπινο αδενοκαρκίνωµα ενδοµητρίου και τα 
OK (Οppossum kidney cells), κύτταρα από το εγγύς εσπειραµένο σωληνάριο του 
νεφρού του αµερικανού ασβού,  οι οποίες παρουσιάζουν καλά οργανωµένο πλέγµα 
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µικροϊνιδίων και ο κυτταροσκελετός τους αποκρίνεται χαρακτηριστικά σε διάφορα 
εξωκυττάρια ερεθίσµατα (Koukouritaki et al., 1996, 1999a, Papakonstanti et al., 1996, 
1998, 2000). 

Η µετάλλαξη της Cys374 της ακτίνης σε αρνητικό αµινοξύ οδήγησε στην 
απουσία του καλά διαµορφωµένου πλέγµατος ινιδίων και στον εντοπισµό της 
εξωγενούς ακτίνης κυρίως στην περιφέρεια του κυττάρου. Αντιθέτως στην  περίπτωση 
της µετάλλαξης σε ουδέτερο αµινοξύ ήταν εµφανής η ύπαρξη εκτεταµένου δικτύου 
µικροϊνιδίων και ο εντοπισµός της εξωγενούς ακτίνης κατά κύριο λόγο στα ινίδια του 
στρες, υποδηλώνοντας ότι η φύση του αµινοξέος στη θέση 374 του µορίου της ακτίνης 
επηρέαζε σηµαντικά την ικανότητά της να οργανώνεται σε µικροϊνιδιακές δοµές ex 
vivo. Η αρχιτεκτονική του ενδογενούς κυτταροσκελετού ήταν ταυτόσηµη µε την 
οργάνωση της εξωγενούς ακτίνης υποδηλώνοντας ότι η αποδιοργάνωση των 
µικρoϊνιδιακών µορφών των αρνητικά φορτισµένων µεταλλάξεων, δεν οφείλεται σε 
αδυναµία ενσωµάτωσης της εξωγενούς ακτίνης στη δυναµική του ενδογενούς 
συστήµατος,  αλλά µάλλον σε ενεργό συµµετοχή και µετατόπιση της ισορροπίας προς 
τον αποπολυµερισµό (Tsapara et al., 1999). Όσον αφορά τη σταθερή έκφραση των 
µεταλλάξεων, αυτή οδήγησε σε παρόµοια οργάνωση της εξωγενούς ακτίνης µε αυτή 
την περίπτωση της παροδικής τους έκφρασης.  

Η παραπάνω συµπεριφορά φανερώνει ότι κυτταρικοί κλώνοι που εκφράζουν τη 
µεταλλαγµένη ακτίνη µπορούν ενδεχοµένως να αποτελέσουν εργαλείο για τη 
διερεύνηση του ρόλου της δυναµικής ισορροπίας του πολυµερισµού του 
κυτταροσκελετού της ακτίνης στη µεταγωγή κυτταρικών µηνυµάτων. 
 
 1.4  O λειτουργικός ρόλος του κυτταροσκελετού της ακτίνης-πρωτεΐνες 
συνδεόµενες µε την ακτίνη. 
 Οι in vitro  αλληλεπιδράσεις των πρωτεϊνών  που συνδέονται µε την ακτίνη  
(actin binding proteins), µε τη µονοµερή ή /και την πολυµερή µορφή της και τα 
αποτελέσµατα της δράσης τους στον πολυµερισµό είναι καλά καθορισµένα (Pollard 
1986). Η συνεισφορά όµως αυτών των δράσεων in vivo στη µεταβολή του επιπέδου 
πολυµερισµού της ακτίνης και κατά συνέπεια της οργάνωσης του κυτταροσκελετού 
στα κύτταρα  δεν είναι ακόµα πλήρως αποσαφηνισµένη (Ayscough 1998). Με βαση 
λοιπόν το λειτουργικό τους ρόλο οι συνδεόµενες µε την ακτίνη πρωτεΐνες µπορούν να 
ταξινοµηθούν σε δύο µεγάλες κατηγορίες: (α) πρωτεΐνες που µεταβάλλουν τις 
κινητικές παραµέτρους και/ ή τη σταθερή κατάσταση του in vitro  πολυµερισµού και 
συνεπώς επιτρέπουν στα κύτταρα την ταχεία αναδιοργάνωση τους και (β) πρωτεΐνες 
που οργανώνουν τα ινίδια σε δοµές υψηλότερου επιπέδου. Στην πρώτη κατηγορία 
ανήκουν πρωτεΐνες µε ενεργότητες δέσµευσης µονοµερών (sequeststration), 
σχηµατισµού πυρήνων (nucleation), ανακύκλωσης µονοµερών  (treadmilling), 
κάλυψης των άκρων (capping) και κατάτµησης ινιδίων (severing). Η δεύτερη 
κατηγορία περιλαµβάνει πρωτεΐνες που συνδέονται µε µικροϊνίδια µε αποτέλεσµα τη 
σταθεροποίηση (stabilization) ή τη διασύνδεση (crosslinking) και δεσµατοποίηση 
(bundling) ή τη σύνδεση µε µεµβρανικές πρωτεΐνες. 
 Οι πρωτεΐνες που συνδέονται µε τη µονοµερή ακτίνη σχηµατίζουν σύµπλοκο 
το οποίο δεν είναι δυνατόν να πολυµερισθεί και εποµένως συµβάλλουν στη 
µετατόπιση της ισορροπίας προς τη µη πολυµερισµένη µορφή της ακτίνης 
αναστέλλοντας τον πολυµερισµό της. Στην κατηγορία αυτή ανήκουν οι προφιλίνες, η 
DNάση Ι και η συνδεόµενη µε τη βιταµίνη D πρωτεΐνη. Οι πρωτεΐνες που συνδέονται 
στο ένα από τα δύο άκρα των ινιδίων της ακτίνης, οι περισσότερες στο ταχέως 
αναπτυσσόµενο άκρο εµποδίζουν την περαιτέρω προσθήκη µονοµερών ακτίνης. 
Ορισµένες από τις πρωτεΐνες της κατηγορίας αυτής που συνδέονται πλευρικά στα 
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ινίδια έχουν την ικανότητα να εισχωρούν ανάµεσα σε δύο γειτονικά µόρια ακτίνης 
διασπώντας έτσι τη συνέχεια των ινιδίων και ονοµάζονται πρωτεΐνες κατάτµησης της 
ακτίνης (actin severing proteins). Στην κατηγορία αυτή ανήκουν η φραγµίνη, η 
σεβερίνη, η γελσολίνη και η βιλλίνη. Στη δεύτερη κατηγορία ανήκουν οι πρωτεΐνες 
που συνδέονται πλευρικά στα ινίδια της ακτίνης, µε αποτέλεσµα τη σταθεροποίηση ή 
τη διασύνδεσή τους σε δέσµες ινιδίων, µε κύριους εκπροσώπους τη βιλλίνη, η οποία 
όπως αναφέρθηκε δρα και ως πρωτεΐνη κατάτµησης της ακτίνης, τη φιµπρίνη και τη 
ζώνη 4.9. Τέλος στις πρωτεΐνες που µεσολαβούν στη σύνδεση των ινιδίων της ακτίνης 
στην κυτταρική µεµβράνη ανήκουν, η βινκουλίνη, η α-ακτινίνη, η οποία συνδέεται µε 
την ακτίνη µέσω της βινκουλίνης ( Wachsstock et al., 1987), η ταλίνη, η οποία 
συνδέεται µε τη βινκουλίνη (Burridge and Mangeat 1984), αλλά και άµεσα µε την 
ακτίνη (Pavalco et al., 1991), η σπεκτρίνη, η ζώνη 4.1 και µια πρωτεΐνη µοριακού 
βάρους 110 kDa.Οι πρωτεΐνες που συνδέουν τα ινίδια της ακτίνης µε µεµβρανικές 
πρωτεΐνες παίζουν σηµαντικό ρόλο στη δηµιουργία των εστιών πρόσφυσης καθώς και 
στη  σύνδεση του περιφερειακού πλέγµατος µε τη µεµβράνη. Στις εστίες πρόσφυσης η 
α-ακτινίνη και η ταλίνη συνδέουν τα µικροινίδια µε το κυτταροπλασµατικό τµήµα των 
ιντεγκρινών (integrins), των υποδοχέων για τα συστατικά της εξωκυττάριας ουσίας 
(Luna and Hitt 1992, Burridge and Chrzanowska-Wodnicka 1996). Στη δεύτερη 
περίπτωση  η σύνδεση µε τα µικροϊνίδια επιτυγχάνεται είτε µε την απευθείας σύνδεση 
της ταλίνης στο πλάι του ινιδίου είτε µε την αλληλεπίδρασή της µε τη βινκουλίνη, η 
οποία επίσης προσδένεται στο πλάι των ινιδίων. Και οι τρεις αυτές πρωτεΐνες 
αλληλεπιδρούν µε πλήθος άλλων πρωτεϊνών που εντοπίζονται στις εστίες πρόσφυσης, 
όπως είναι η παξιλλίνη, η ζυξίνη και η VASP, και επιπλέον  οι ταλίνη και η βινκουλίνη 
αποτελούν στόχους φωσφορυλίωσης της FAK (Focal Adhesion Kinase). H ενεργότητα 
επίσης της βινκουλίνης ρυθµίζεται από τα φωσφοϊνoσιτίδια. Η πρόσδεσή τους στη 
βινκουλίνη οδηγεί στην ενδοµοριακή αλληλεπίδραση των δύο µισών της και συνεπώς 
επάγει της αλλαγή της διαµόρφωσής της και την αποκάλυψη των θέσεων πρόσδεσης 
για την ακτίνη και την ταλίνη. 
 

1.5 Η οργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης στην ενδοκυττάρια 
µετάδοση µηνύµατος. 

Πρόσφατες εργασίες δείχνουν ότι τα διάφορα µόρια, όπως οι πρωτεϊνικές 
κινάσες, λιπάσες, κινάσες λιπιδίων, ιόντα ασβεστίου και G-πρωτεΐνες, τα οποία 
εµπλέκονται στην ενδοκυττάρια µετάδοση µηνυµάτων, συµµετέχουν µε ρυθµιστικό 
τρόπο στις µεταβολές της δυναµικής ισορροπίας πολυµερισµού της ακτίνης. Το 
γεγονός αυτό οδηγεί στη διατύπωση της υπόθεσης ότι ο κυτταροσκελετός της ακτίνης 
αποτελεί έναν κεντρικό κρίκο στην αλληλουχία ανίχνευσης και µετάδοσης κυτταρικών 
µηνυµάτων (Hall 1994, Tapon and Hall 1997, Moustakas and Stournaras 1999, 
Koukouritaki et al., 1999). Τα στάδια που µεσολαβούν από τη λήψη ενός 
εξωκυττάριου µηνύµατος έως τη µεταβολή του κυτταροσκελετού, συχνά ποικίλουν. 

Μια οδός συµµετοχής του κυτταροσκελετού της ακτίνης στην ενδοκυττάρια 
µετάδοση µηνυµάτων είναι µέσω της ενεργοποίησης των G πρωτεϊνών της 
υπεροικογένειας ras (Maschesky and Hall 1996,1997, Moustakas and Stournaras 
1999). Oι τρεις GTP-συνδεόµενες πρωτεΐνες της οικογένειας ras: Rho, Rac και Cdc42 
ελέγχουν τη συγκρότηση των ινιδίων της ακτίνης σε απόκριση εξωκυττάριων 
ερεθισµάτων (Hall 1998). Οι µικρές αυτές GTPάσες έχουν γνωστή επίδραση στον 
κυτταροσκελετό της ακτίνης.  H Rho ελέγχει τη σύνδεση των ινιδίων του στρες και 
των εστιών πρόσφυσης (focal adhesions), ενώ οι Rac και Cdc42  ελέγχουν το 
σχηµατισµό λαµελλιποδιών και φιλοποδιών αντίστοιχα (Hall 1998). Η ικανότητα αυτή 
καθιστά τις µικρές αυτές GTPάσες ενεργές στη µετάδοση του µηνύµατος, µέσω των 



∆έσποινα Κυπριάδη: Μεταπτυχιακή Εργασία. Σελ. 12 

ιντεγκρινών κατά τη διάρκεια της προσκόλλησης και της µετακίνησης των κυττάρων. 
Oι Rho GTPάσες ενεργοποιούν την κινάση των κυτταρικών εστιών προσκόλλησης 
(focal adhesions kinase), η οποία εντοπίζεται στο σύµπλεγµα ακτίνης-εστία 
προσκόλλησης και είναι υπεύθυνη για την οργάνωση των ινιδίων της ακτίνης αυτής 
της µεµβρανικής περιοχής (Yamada and Geiger 1997). Επίσης, οι Rho σε συνδυασµό 
µε τις Rac πρωτεΐνες ρυθµίζουν τη σύνθεση της 4,5-διφωσφορικής 
φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (PI(4,5)P2) µέσω ενεργοποίησης της κινάσης-3 της 
φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης  (PI-3) (Tolias et al., 1995, Bokoch et al., 1996, Tapon and 
Hall 1997), ενεργότητες που εξηγούν τη δράση των εν λόγω πρωτεϊνών στον 
κυτταροσκελετό της ακτίνης.      

 
 
 
 
1.6 Οι Ιντεγκρίνες 
Οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των κυττάρων καθώς και µε τις εξωκυττάριες 

ουσίες  κατά την ανάπτυξη είναι απαραίτητα γεγονότα για τη ρύθµιση της 
µορφολογίας και της φυσιολογίας των ιστών. Οικογένειες υποδοχέων (οι καδερίνες, 
σελεκτίνες και CAMs) συµπεριλαµβάνονται στις επαφές των κυττάρων, ενώ οι 
ιντεγκρίνες και οι πρωτεογλυκάνες είναι οι κύριοι υποδοχείς για τις αλληλεπιδράσεις 
µε την εξωκυττάρια ουσία.  

Οι ιντεγκρίνες ανήκουν στην τάξη των διαµεµβρανικών γλυκοπρωτεϊνών που 
δοµικά συνδεόυν τον κυτταροσκελετό µε το περιβάλλον εξωτερικά του κυττάρου. 
Στην κυτταροπλασµατική πλευρά πολλές ιντεγκρίνες συνδέονται µε τις δέσµες των 
ινιδίων της ακτίνης µέσω πρωτεϊνών που λειτουργούν ως γέφυρες, όπως τη 
βινκουλίνη, την ταλίνη, την α-ακτινίνη, την τενσίνη και την παξιλλίνη, µε εξαίρεση τη 
β4 ιντεγκρίνη, που συνδέεται στα ενδιάµεσα ινίδια. Η αλληλεπίδραση µε τον 
κυτταροσκελετό της ακτίνης έχει ως αποτέλεσµα την αναδιαµόρφωση των ιντεγκρινών 
στην επιφάνεια των κυττάρων και τη δηµιουργία κλειστών δοµών, γνωστές ως εστίες 
πρόσφυσης, όπου τα άκρα των ινιδίων της ακτίνης φθάνουν στην πλασµατική 
µεµβράνη, όπου εντοπίζονται οι παξιλλίνη, βινκουλίνη, α-ακτινίνη και ταλίνη. Με το 
πλησίασµα στην πλασµατική µεµεβράνη ο κυτταροσκελετός επικοινωνεί µε το 
εξωκυττάριο περιβάλλον και ελέγχει τις απαραίτητες δυνάµεις για την κίνηση των 
κυττάρων, τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ τους και την οργάνωση τους σε ιστούς. 

Η συµµετοχή των ιντεγκρινών στο σηµατοδοτικό µονοπάτι περιλαµβάνει τη 
διαδικασία του µεταβολισµού των φωσφορικών της φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης, την 
ενεργοποίηση των RAS και MAPK, των  πρωτεϊνικών κινασών C, των κινασών 
τυροσίνης και τη ρύθµιση της οικογένειας Rho των µονοµερών GTPασών. Οι β1 και 
β3 ιντεγκρίνες έχουν την ικανότητα να ρυθµίζουν τις GTPασες της οικογένειας Rho, 
την πρωτεϊνική κινάση C και τις κινάσες τυροσίνης  p125Fak και Src µε αποτέλεσµα 
την αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού, γεγονότα που θα αναλυθούν παρακάτω. 

   
1.7 Tα φωσφοϊνοσιτίδια 
Tα φωσφοϊνοσιτίδια είναι ένας τύπος φωσφολιπιδίων που απαντάται σε 

αφθονία στα ευκαρυωτικά κύτταρα, σε επτά διαφορετικά µόρια που προκύπτουν από 
τη φωσφορυλίωση σε διαφορετικές θέσεις της κεφαλής της ινοσιτόλης της 
φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (Tataomi et al., 2001). Ένα από τα κύρια φωσφοϊνοσιτίδια το 
(PI(4,5)P2 σχετίζεται µε την παραγωγή δεύτερων αγγελιαφόρων, όπως του 1,4,5 
τριφωσφορικού (IP3) και της διακυλογλυκερόλης (DG), σε απόκριση εξωτερικών 
ερεθισµάτων.  
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Το IP3 απελευθερώνει ιόντα Ca+2 από το ενδοπλασµατικό δίκτυο ενώ η 
διακυλογλυκερόλη ενεργοποιεί τις πρωτεϊνικές κινάσες C, µε αποτέλεσµα µια 
πληθώρα κυτταρικών αποκρίσεων. Επίσης το (PI(3,4,5)P3) και τα άλλα προϊόντα των 
PI3 κινασών επηρεάζουν άλλους στόχους, όπως τις κινάσες σερίνης/θρεονίνης 
Akt/PKB και PDK1 και την πρωτεϊνική κινάση τυροσίνης ΒΤΚ. 

Tα φωσφοϊνοσιτίδια έχουν σηµαντικό ρόλο, όχι µόνο στην παραγωγή 
δεύτερων αγγελιαφόρων, όπως του 1,4,5 τριφωσφορικού και της διακυλογλυκερόλης, 
αλλά ρυθµίζοντας µια πληθώρα κυτταρικών λειτουργιών, συµπεριλαµβανοµένου την 
οργάνωση του κυτταροσκελετού και τη µεµβρανική κυκλοφορία.  
 

1.7.1 Ρόλος του PI(4,5)P2  στον πολυµερισµό και την ενδοκύττωση. 
Πολλές κινάσες λιπιδίων ινοσιτόλης και φωσφατάσες ρυθµίζουν τη 

συγκέντρωση των φωσφατιδυλοϊνοσιτοδίων σε συγκεκριµένες περιοχές, όπως αλλαγές 
στη 4,5 διφωσφορική φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη (PI(4,5)P2) σε απόκριση εξωκυττάριων 
ερεθισµάτων αλλάζει την οργάνωση των ινιδίων της ακτίνης και το σχήµα του 
κυττάρου.   

Το PI(4,5)P2 ξεσκεπάζει το ταχέως αναπτυσσόµενο άκρο της ακτίνης 
οδηγώντας προς τον πολυµερισµό. Επίσης παίζει σηµαντικό ρόλο στις διαδικασίες 
κυκλοφορίας διαµέσου των µεµβρανών. Στην ενδοκύττωση το PI(4,5)P2 κατευθύνει τις 
σχετιζόµενες µε την κλαθρίνη πρωτεΐνες στη δηµιουργία κυστιδίων, ώστε να 
σχηµατιστεί το καλυπτόµενο από την κλαθρίνη σώµα, ενώ το PI(4,5)P2 θα πρέπει να 
αποφωσφορυλιωθεί όταν πρέπει να ακολουθήσει η διάχυση στα ενδοσώµατα. 

 
1.8 Οι p21Rac/Cdc42 - ενεργοποιηµένες κινάσες (PAKs). 
Η οικογένεια των p21 κινασών (PAKs) περιλαµβάνει τις πρωτεϊνικές κινάσες 

σερίνης/θρεονίνης  Rac/Cdc42 των θηλαστικών. Η οικογένεια περιλαµβάνει 
τουλάχιστον τέσσερις ισοµορφές, που εκφράζονται µε διαφορετικό τρόπο σε ιστούς 
θηλαστικών. Οι κινάσες αυτές περιέχουν ένα καλά συντηρηµένο τµήµα κινάσης και το 
αµινο-τελικό του ρυθµιστικό τµήµα. Η καταλυτική τους ικανότητα ελέγχεται από τη 
σύνδεση των  Rac ή Cdc42 σε µια αρκετά συντηρηµένη περιοχή στο άµινο-τελικό 
άκρο, γνωστό ως p21 PBD (P21-binding domain) ή  το τµήµα σύνδεσης και 
αλληλεπίδρασης των Cdc42/Rac, γνωστό ως CRIB : Cdc42/Rac interactive binding 
domain. Η σύνδεση αυτή φαίνεται να επάγει αλλαγές στη στερεοδιάταξη των PAKs, 
ώστε να εξαλείφεται το ανασταλτικό αποτέλεσµα στο καταλυτικό καρβόξυ-τελικό 
άκρο, µετά από φωσφορυλίωση σε αρκετές θέσεις και επιτρέποντας τη φωσφορυλίωση 
εξωγενών υποστρωµάτων. 

Το καταλυτικό τµήµα εµφανίζεται αρκετά συντηρηµένο ανάµεσα στις 
διάφορες ισοµορφές των PAKs. Tο άµινο-τελικό ρυθµιστικό τµήµα περιέχει πέρα από 
το PBD, τέσσερις ή πέντε πλόυσιες σε κατάλοιπα προλίνης περιοχές, που αποτελούν 
σηµεία σύνδεσης µε τα τµήµατα SH3. To καρβόξυ-τελικό τµήµα περιέχει, όπως έχει 
αποδειχτεί από µελέτες στο Saccharomyces cerevisiae, µία περιοχή υπεύθυνη για τις 
αλληλεπιδράσεις µεταξύ των PAKs του yeast και των υποµονάδων βγ των 
ετεροτριµερών των G -πρωτείνών. Αν και αυτή η αλληλεπίδραση δεν έχει 
παρατηρηθεί στα κύτταρα των θηλαστικών έχει αξιοσηµείωτο ενδιαφέρον, αφού οι 
υποδοχείς που ειναι συζευγµένοι µε τις G πρωτεΐνες προσδίδουν ενεργότητα στην 
PAK (14). Επίσης η πολυσύνθετή τους δοµή κάνει τις PAKs κατάλληλες για την 
αλληλεπίδραση µε άλλα στοιχεία του µονοπατιού, πέρα από τις Rac και Cdc42 
(Daniels et al., 1999). 
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1.9  Οι συνδεόµενες µε τις εστίες πρόσφυσης κινάσες, στα καρκινικά 
κύτταρα. 
Στην προσπάθεια µελέτης του σύνθετου µονοπατιού στη µετάδοση του 

µηνύµατος στα καρκινικά κύτταρα αξίζει  να δοθεί έµφαση στη µεσολάβηση των 
κινασών Src, των εστιών πρόσφυσης (Focal Adhesion Kinases: FAK) και της κινάσης 
3 της Φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (PI-3). 

 
 1.9.1  H οικογένεια των Src.  
H  οικογένεια Src κινασών της τυροσίνης εµπλέκεται σε διάφορες κυτταρικές 

διαδικασίες, όπως τη µετάσταση του καρκίνου, καθιστώντας την ένα δυναµικό στόχο 
για παραπέρα µελέτη. H  οικογένεια αυτή των πρωτεϊνών εντοπίζεται στο 
κυτταρόπλασµα στις περιοχές των ιντεγκρινών του κυττάρου και στις περιοχές 
πρόσφυσης -µέσω των καδερινών-στα επιθηλιακά κύτταρα.  Στην ανενεργή µορφή η 
Src εντοπίζεται στην περιπυρηνική περιοχή του κυττάρου, πιθανώς συνδεδεµένη µε τις 
µεµβράνες των ενδοσωµάτων. Η ενεργοποίηση και η µετατόπιση της Src από το 
κυτταρόπλασµα στην περιφέρεια του κυττάρου απαιτεί την ελεγχόµενη οργάνωση του 
κυτταροσκελετού από την οικογένεια Rho των µικρών G πρωτεϊνών.  

Ανάµεσα στα υποστρώµατα είναι το ίδιο το Src (αυτοφωσφορυλιώνεται στην 
τυροσίνη 416), η p85 ρυθµιστική υποµονάδα της κινάσης της φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης 
3 (PI3-Κινάση) και η κινάση των εστιών πρόσφυσης FAK. Tα υποστρώµατα αυτά  

Σχήµα 1. Η µετάδοση σήµατος µέσω των ιντεγκρινών σε ένα καρκινικό  
κύτταρο. 

 

 
συνδέονται µε το Src µέσω των οµόλογων µε το Src τµηµάτων, SH3 και SH2, που 
αλληλεπιδρούν µε περιοχές πλούσιες σε αλληλουχίες προλίνης και φωσφοτυροσίνης 
αντίστοιχα στις πρωτεΐνες αυτές. Το καρβόξυ τελικό κατάλοιπο τυροσίνης (Tyr527), 
είναι κρίσιµης σηµασίας στη ρύθµιση της ενεργότητας της Src. Όταν το κατάλοιπο 
αυτό είναι φωσφορυλιωµένο η Src αλλάζει διαµόρφωση, ώστε το κατάλοιπο 
τυροσίνης 527 να αλληλεπιδρά µε το τµήµα SH2 και η πρωτεΐνη Src να είναι 
ανενεργή.  
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Αντίθετα η Src ενεργοποιείται µε σύνδεση στους υποδοχείς κινασών τυροσίνης 
(Receptor Tyrosine Kinases: RTKs) και λαµβάνει µέρος στη µετάδοση του µηνύµατος 
(σχήµα 1). Η οικογένεια των Src µπορεί να ενεργοποιηθεί επίσης µε επαφή µε την 
εξωκυττάρια ουσία (ΕxraCellular Matrix : ECM), από τους υποδοχείς των 
ιντεγκρινών. Οι ιντεγκρίνες σχηµατίζουν υποοµάδες από εστίες πρόσφυσης  και είναι 
υπεύθυνες για την πρόσέγγιση της ουσίας στα κύτταρα. Αν και η οικογένεια των Src 
πρωτεϊνών δεν θεωρείται απαραίτητη για τη µετάδοση του εξωτερικού, µέσω των 
ιντεγκρινών σήµατος, σύµφωνα µε τις αλληλεπιδράσεις των κυττάρων µε την 
εξωκυττάρια ουσία, η Src είναι υπεύθυνη για τη δηµιουργία των εστιών πρόσφυσης 
που απαιτούνται για τη µετακίνηση των κυττάρων σε συνδυασµό µε τη FAK. O ρόλος 
αυτός της Src στη διαδικασία της µετακίνησης των κυττάρων είναι µια οδός µε την 
οποία επηρεάζει τη µετάσταση του καρκίνου. Στα επιθηλιακά κύτταρα η οικογένεια 
των κινασών Src εντοπίζεται µε τις Ε-καδερίνες στις προσφύσεις των κυττάρων και 
εποµένως αναστολείς της καταλυτικής ενεργότητας της Src µειώνει την απελευθέρωση 
των Ε-καδερινών από τα καρκινικά κύτταρα του κολοναίου από το επιθήλιο και την 
εξαρτώµενη από το ECM µετάσταση του καρκίνου in vitro (Jones et al., 2000). 

Τα γεγονότα κατά τη µετάδοση του µηνύµατος, µετά  την  ενεργοποίηση των 
Src έχουν σηµαντικά αποτελέσµατα στην ανάπτυξη κακοηθιών, 
συµπεριλαµβανοµένου την αύξησης του µεγέθους των κυττάρων, της επιβίωσής τους 
και της µετάστασης. Παίζουν ένα ρόλο στη µεταγωγή σήµατος που οδηγεί στην 
επιβίωση των κυττάρων, πιθανώς ελεγχόµενες από το µονοπάτι της PI3-κινάσης/Αkt. 
Συγκεκριµένα ίσως οι Src να συνδυάζουν την ενεργοποίηση των υποδοχέων των 
λυµφοκινών µε την αναστολή της απόπτωσης µέσω της  ενεργοποίησης της Akt/ PΚΒ 
(Protein Kinase Β), υποδηλώνοντας έναν άλλο τρόπο µε το οποίο µπορεί η Src  να 
επηρεάσει την αγγειoγένεση και κατ' επέκταση την ανάπτυξη όγκων. 
 

1.9.2 H κινάση των εστιών πρόσφυσης, FAK. 
 Η Fak ανακαλύφθηκε στην αρχή της δεκαετίας του 1990, ως µια 
φωσφορυλιωµένη σε τυροσίνη πρωτεΐνη σε µετασχηµατισµένα κύτταρα. Επίσης έχει 
εντοπιστεί στην πλευρά των κυτταρικών προσφύσεων, όπου σχηµατίζουν κλειστές 
δοµές οι ιντεγκρίνες. Η δοµή της διαφέρει από τις άλλες κινάσες τυροσίνης στο 
γεγονός ότι δεν περιέχει SH τµήµατα στις µη καταλυτικές της περιοχές (σχήµα 2). Η 
FAK  περιέχει ένα κεντρικό καταλυτικό τµήµα µε µία µεγάλη άµινο-τελική περιοχή 
που περιέχει την β1 θέση σύνδεσης µε τις ιντεγκρίνες και µία καρβόξυ-τελική περιοχή 
που περιέχει αρκετά σηµεία αλληλεπίδρασης µε πρωτεΐνες συµπεριλαµβανοµένου δύο 
τµηµάτων µε κατάλοιπα προλίνης που µπορούν να συνδεθούν µε την p130CAS ή την 
ενεργοποιηµένη από  Rho-GTPαση πρωτεΐνη Graf. Επίσης το καρβόξυ-τελικό τµήµα 
της FAK περιέχει αλληλουχίες υπεύθυνες για το στόχο της, τι εστίες πρόσφυσης, 
(τµήµα FAT: Focal Adhesion Targetting ), ενώ αυτές αλληλεπικαλύπτονται µε 
αλληλουχίες που συνδέονται µε την παξιλλίνη (Jeffrey et al., 1999).  Η σύνδεση της 
παξιλλίνης µε την FAK φέρει το µέγιστο ποσοστό φωσφορυλίωσης µε αποτέλεσµα 
στην προσκόλληση των κυττάρων καθώς και η FAK µπορεί να κατευθύνει τη 
φωσφορυλίωση της παξιλλίνης στη διαδικασία µετασχηµατισµού των κυττάρων από 
το Src ογκογονίδιο. 
 Η ενεργοποιηµένη  FAK  µε φωσφορυλίωση στο κατάλοιπο τυροσίνης (Tyr-
397), έχει ως αποτέλεσµα την αυξηµένη ενεργότητα κινάσης µετά από δέσµευση των 
ιντεγκρινών. Ένα µοντέλο έχει προταθεί, µέσω του οποίου η επαγόµενη από τις 
ιντεγκρίνες φωσφορυλίωση στο κατάλοιπο τυροσίνης προξενεί µεγάλη συγγένεια για 
την οικογένεια Src των κινασών, µέσου των  τµηµάτων SH2 και τη ρυθµιστική 
υποµονάδα p85 της PI3 κινάσης. Επίσης ρυθµίζει την απαιτούµενη µεσολάβηση των 
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ιντεγκρινών για την ενεργοποίηση του αυξητικού παράγοντα των MAP κινασών 
(Jones et. al., 2000). 

 
Σχήµα 2. ∆οµή της FAK. 

 

 
 Το γεγονός ότι η FAK συµµετέχει σε σηµατοδοτικά µονοπάτια σχετιζόµενα µε 
την προσκόλληση των κυττάρων και την ογκογένεση, υποδηλώνει ότι µπορεί να 
συνεισφέρει στην ανάπτυξη όγκων. Αυτό επιβεβαιώνουν σύγχρονες µελέτες  για τη 
συµπεριφορά του κυττάρου και τις κυτταρικές αποκρίσεις, συµπεριλαµβανοµένων της 
δυναµικής ρύθµισης των εστιών πρόσφυσης από τις ιντεγκρίνες, την κινητικότητα και 
την επιβίωση των κυττάρων.    
 Επίσης υπάρχουν ενδείξεις ότι η FAK µέσω των ιντεγκρινών ρυθµίζει το 
µονοπάτι της επιβίωσης. H έκφραση της ενεργοποιηµένης FAK  εµποδίζει τα MDCK 
κύτταρα από τη διαδικασία της απόπτωσης, µετά την αποκόλληση από την 
εξωκυττάρια ουσία (anoikis). Επίσης µειωµένη έκφραση της FAK, µε τη χρήση 
antisense ολιγονουκλεοτιδίων, σε κύτταρα όγκων ή έκφραση της dominant negative 
της FAK πρωτεΐνης, καταλήγει σε αποκόλληση των κυττάρων και απόπτωση. Κατά 
την επαγόµενη από διάφορα ερεθίσµατα  απόπτωση έχει παρατηρηθεί επίσης 
αποκλεισµός της FAK από τις πρωτεάσες των κασπασών σε διαφορετικούς τύπους 
κυττάρων. Όλα αυτά   υποδηλώνουν το σηµαντικό ρόλο της FAK στις αποφάσεις των 
κυττάρων για θάνατο ή επιβίωση, ανάλογα µε τα ερεθίσµατα κάθε φορά.   
 Το γεγονός ότι η FAK εµφανίζεται σε καρκινικές σειρές  από ανθρώπινο 
µελάνωµα,  πρωτοταγές ανθρώπινο σάρκωµα, προστάτη, µαστό, όγκους του 
κολοναίου, του προστάτη και των µαστών και καρκινώµατα µήτρας υποδηλώνει το 
ρόλο της FAK στην  µετακίνηση των κυττάρων και τη µετάσταση των όγκων in vivo.  
Αυτό κάνει επιτακτική την ανάγκη θεώρησης της FAK ως αντικαρκινικό στόχο.  
 
 

1.9.3 H κινάση της φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης 3, PI3 Κ. 
 Η οικογένεια των PI3 Κινασών καταλύει τη µεταφορά της οµάδας ΑTP στη 
D3  θέση των φωσφοϊνοσιτιδίων. Ανάλογα µε συγκεκριµένο υπόστρωµα οι PI3 
κινάσες  χωρίζονται σε τρεις τάξεις και επειδή η πρώτη σχετίζεται µε την ογκογένεση 
αυτή µόνο θα αναλυθεί περισσότερο. Για λόγους απλότητας θα χρησιµοποιείται ο όρος 
PI3, που θα αναφέρεται στην τάξη Ι των PI 3 κινασών. 

H PI-3 κινάση φωσφορυλιώνει τα λιπίδια ινοσιτόλης στην 3' θέση του 
δακτυλίου της ινοσιτόλης παράγοντας τo PI 3 φωσφορικό (PI(3)P), PI 3,4-
διφωσφορικό (PI (3,4) P2) και το PI 3,4,5-τριφωσφορικό (PI(3,4,5)P3) 
φωσφοϊνοσιτίδιο. Αυτά τα προϊόντα λιπιδίων περιλαµβάνονται σε µια πληθώρα 
κυτταρικών διαδικασιών, όπως τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων, την επιβίωση, την 
επανοργάνωση του κυτταροσκελετού και την κυκλοφορία διαµέσου των µεµβρανών. 
  Η PI-3 κινάση είναι ένα ετεροδιµερές αποτελούµενο από τη ρυθµιστική 
υποµονάδα p85 και την καταλυτική p110. H ρυθµιστική υποµονάδα περιέχει δύο 
τµήµατα SH2 και ένα SH3, που κατευθύνουν τη σύνδεση πρωτεϊνών που µεταφέρουν 
µηνύµατα, συµπεριλαµβανοµένου των υποδοχέων αυξητικών παραγόντων και των 
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ογκογονιδίων, όπως οι Src και Abl, µετά από ενεργοποίηση µε σύνδεση των 
υποδοχέων είτε µετά από ενεργοποίηση των µεταλλάξεων στις πρωτεΐνες όπως τη Src. 
Για το λόγο αυτό αξίζει να διερευνηθεί περισσότερο ο ρόλος της PI3 στο 
µετασχηµατισµό των κυττάρων και την ανάπτυξη των όγκων. 
 Με µελέτης δέσµευσης της ρυθµιστικής υποµονάδας P85 µε τη φθορίζουσα 
πρωτεΐνη GFP, έχει βρεθεί ότι η PI3 είναι µια κινάση των εστιών πρόσφυσης. 
Πρόσφατες πληροφορίες επίσης δείχνουν ότι είναι ρυθµιστής του κυτταροσκελετού 
της ακτίνης σε κύτταρα θηλαστικών, µε πρωταρχικούς ρυθµιστές την οικογένεια Rho 
των µικρών GTPασών, που περιλαµβάνει τις Rho, Rac και Cdc42. Σε 
µετασχηµατισµένα από το ογκογονίδιο Ras κύτταρα ινοβλαστών, η PI3 κινάση είναι 
απαραίτητη για την επαγόµενη λόγω Ras επαναδιευθέτηση του κυτταροσκελετού, ενώ 
στα επιθηλιακά κύτταρα οι Cdc42 και Rac επάγουν την -εξαρτώµενη µέσω 
ιντεγκρινών-  PI3 ρυθµιζόµενη κινητικότητα και µεταστατικότητα (Jones et. al., 2000). 
 
  1.9.3.1 Ενεργοποίηση της PI-3 κινάσης και επιβίωση. 
 Η ενεργοποίηση της PI-3 κινάσης είναι το αποτέλεσµα της  σύνδεσης µε τους 
ενεργοποιηµένους υποδοχείς κινασών τυροσίνης, των συζευγµένων µε τις G πρωτεΐνες 
υποδοχέων ή των ιντεγκρινών.  Επίσης είναι δυνατον να συµβεί και η ανεξάρτητη από 
τη µεσολάβηση υποδοχέων, όπως σε κύτταρα που εκφράζουν τις Ras πρωτεΐνες και 
αφού οι υποδοχείς στην επιφάνεια των κυττάρων συνήθως  υπερεκφράζονται ή 
ενεργοποιούνται σε πολλά είδη καρκινικών κυττάρων, η επίδραση κάποιου 
ερεθίσµατος έχει ως συνέπεια την αφετηρία ενός σηµατοδοτικού µονοπατιού. Ένα από 
τα πιο καλά µελετηµένα παραδείγµατα είναι η κινάση τυροσίνης  erbB2 που 
υπερεκφράζεται σε πολλά είδη καρκίνου και σε µερικά συσχετίζεται µε την erbB3. 
Επειδή η erbB3 έχει επτά φωσφορυλιωµένα κατάλοιπα τυροσίνης που δρουν στις 
πλευρές σύνδεσης SH2 της ρυθµιστικής υποµονάδας p85 της PI3 κινάσης, τα διµερή 
erbB2-erbB3 ενεργοποιούν ισχυρά το µονοπάτι των PI3Κ-PKB/Akt. Mε αφορµή αυτό 
µελετάται το µονοπάτι της PKB/Akt στον πολλαπλασιασµό και την επιβίωση σε 
κύτταρα που υπερεκφράζουν το erbB2.    
 Σε µετασχηµατισµένα κύτταρα από ογκογονίδια, όπως τα Ras και Src τα 
κύτταρα αποκτούν την ικανότητα να αναπύσσονται και να επιβιώνουν. Το φαινόµενο 
αυτό φαίνεται να παίζει σηµαντικό ρόλο στους όγκους, στην πραγµατικότητα η 
ικανότητα των κυττάρων να υπόκεινται σε µετάσατση εξαρτάται σε µεγάλο ποσοστό 
από την ικανότητα επιβίωσης. Η ενεργότητα της PI3 κινάσης απαιτείται για την 
εξαρτώµενη µέσω των αυξητικών παραγόντων επιβίωση και οι ενεργοποιηµένες 
µορφές της PI3 µπορούν να προστατεύσουν τα κύτταρα από τον κυτταρικό θάνατο 
µετά από αποκόλληση από την ECM (Jones et. al 2000). Tα αποτελέσµατα αυτά της 
PI3 κινάσης ρυθµίζονται διαµέσου του µορίου Akt, επίσης γνωστό ως πρωτεϊνική 
κινάση Β  (Nicholson et. al., 2002). 
 
 1.9.3.2 PI3 και νεοπλασία 

Κατά την τελευταία δεκαετία σχετικά µε την έρευνα που έχει γινει γύρω από 
τον καρκίνο κεντρική σηµασία κατέχει το ογκογονίδιο Ras, το πρώτο ταυτοποιηµένο 
ογκογονίδιο στη νεοπλασία. Στην προσπάθεια αντιµετώπισης της νεοπλασίας µέσω 
του µονοπατιού των υποδοχέων των κινασών τυροσίνης (RTKs), συµπεριλαµβάνεται η 
κινάση της φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης-3, η  PI3 κινάση, που έχει έρθει στο προσκήνιο ως 
πρώτος ρυθµιστής του κυτταρικού πολλαπλασιασµού στα θηλαστικά. 

Από τα µέσα της δεκαετίας του 1980 έγινε φανερό ότι η ενεργότητα της PI3 
ήταν λειτουργικά συνδυασµένη µε την ικανότητα των ιικών ογκογονιδίων να 
µετασχηµατίζουν τα κύτταρα. Από τις µοριακές µελέτες έχει γίνει γνωστό ότι οι PI3 
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κινάσες είναι ετεροδιµερή, όπου η ρυθµιστική τους υποµονάδα p85 αποτελεί το 
υπόστρωµα για πολλές κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες και κινάσες υποδοχέων 
τυροσίνης, µέσω του τµήµατος SH2 µε αλληλεπίδραση µε τα κατάλοιπα 
φωσφοτυροσίνης της κινάσης. Σε άλλες περιπτωσεις η αλληλεπίδραση p85-RTK είναι 
έµµεση και συµβαίνει µέσω φωσφοπρωτεϊνών, όπως του υποδοχέα ινσουλίνης. 

 Η οικογένεια των PI3 κινασών περιλαµβάνει τρεις τάξεις µορίων, και επειδή, 
όπως προαναφέρθηκε, η πρώτη σχετίζεται µε την ογκογένεση αυτή µόνο θα αναλυθεί 
περισσότερο. Η τάξη Ι της PI3, καταλύει τη φωσφορυλίωση των λιπιδίων ινοσιτόλης 
γνωστών ως φωσφατιδυλοϊνοσιτόλες (PtdIns) στη θέση 3-ΟΗ, όπως έχει αναφερθεί 
παραπάνω. Η τάξη Ι χωρίζεται σε δύο υποοµάδες τις ΙΑ και ΙΒ οι οποίες µεταφέρουν 
µηνύµατα από τις κινάσες τυροσίνης και τις συνδεδεµένες πρωτεΐνες µε τους 
υποδοχεις των G πρωτεϊνών,  
αντίστοιχα.  

Η καταλυτική υποµονάδα p110 περιέχει τα τµήµατα αλληλεπίδρασης της p85 
µε το RAS και είναι στενά συνδεδεµένη µε διάφορους µηχανισµούς. Η επικρατούσα 
άποψη λέει οτι το προσχηµατισµένο ανενεργο σύµπλοκο p85-p110 κείται στο 
κυτταρόπλασµα και όταν έρθει το ερέθισµα, όπως στην περίπτωση των RTKs, την 
ενεργοποίηση των κινασών και τη φωσφορυλίωση της κυτταροπλασµατικής ουράς 
των RTKs, ακολουθεί η επαναδιευθέτηση του συµπλόκου στον υποδοχέα µε 
αλληλεπίδραση του τµήµατος SH2 της p85 µε τα κατάλοιπα φωσφοτυροσίνης του 
RTK, ή τα ενδιάµεσα ΙRS1/IRS2 σε µερικές περιπτώσεις (Vivanco et.al., 2002).  
Εποµένως η PI3 ενεργοποιείται για δύο λόγους: α) η καταλυτική υποµονάδα έρχεται 
πλησιέστερα στο λιπιδικό της υπόστρωµα στην µεµβράνη του κυττάρου και β) η 
αλληλεπίδραση RTK-p85 απελευθερώνει το ανασταλτικό απότέλεσµα της p85 στην 
ενεργότητα κινάσης της p110, ίσως µε τις αλλαγές στη διαµόρφωση του συµπλόκου 
p85-p110 και η οποία είναι ελεύθερη να µετατρέψει τα PtdIns(4,5)P2 (PIP2) σε 
PtdIns(3,4,5)P3 (PIP3). Εναλλακτικά η σύνδεση της PI-3K µε το ενεργοποιηµένο RAS, 
µπορούν να τη σταθεροποιήσουν στη µεµβράνη και να ενεργοποιήσουν την 
καταλυτική περιοχή της PI3, την p110, (σχήµα 3).  

 
Σχηµα 3.  Μοντέλο ενεργοποίησης της PI3 κινάσης. 

 
  1.10 ∆οµή και  ρύθµιση του PKB/Akt  

 Η πρωτεϊνική κινάση Β ή Akt (PKB/Akt) φωσφορυλιώνει και ρυθµίζει τη 
λειτουργία πολλών κυτταρικών πρωτεϊνών, που παίρνουν µέρος σε διαδικασίες του 
µεταβολισµού, της απόπτωσης και του πολλαπλασιασµού. Πρόσφατες µελέτες 
δείχνουν ότι το PKB/Akt απαντάται ενεργό σε πολλά είδη ανθρώπινου καρκίνου. Η 
ενεργοποίηση του Akt οφείλεται σε δράση του γονιδίου PKB/Akt ή είναι το 
αποτέλεσµα µεταλλάξεων που παρουσιάζονται στα συστατικά του σηµατοδοτικού 
µονοπατιού που ενεργοποιεί το PKB/Akt. Η κυτταρική ενεργοποίηση του PKB/Akt 
εξαρτάται από την παραγωγή φωσφορυλιωµένων από την PI-3 στην οµάδα D3-OH, 
µεµβρανικών λιπιδίων ινοσιτόλης.  

Η ενεργοποίηση του PKB/Akt  συµβαίνει µετά από ενεργοποίηση της τάξη ΙΑ 
και ΙΒ της PI3 από τις κινάσες τυροσίνης και τους υποδοχείς που είναι συζευγµένοι µε 
τις G πρωτεΐνες αντίστοιχα. Ακολουθούµενη την επανασυγκρότηση των υποδοχέων 
στην πλασµατική µεµβράνη, η PI3 ενεργοποιείται και φωσφορυλιώνει την 4,5 
διφωσφορική φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη PI(3,4)P2 στη D3-OH οµάδα, παράγοντας το 
δεύετερο αγγελιαφόρο µηνυµάτων, την 3,4,5 τριφωσφορική φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη  
PI(3,4,5)P3 ή PIP3. Τα επίπεδα της  PIP3 είναι στενά συνδεδεµένα µε τη δράση 
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φωσφατασών, όπως της PTEN που αφαιρεί τη φωσφορική οµάδα από τη θέση 3-OH 
και της SHIP που αποφωσφορυλιώνει αντίστοιχα την 5-ΟΗ θέση.    

Η PIP3 δεν ενεργοποιεί άµεσα το PKB/Akt, αλλά το µετατοπίζει προς την 
πλασµατική µεµβάνη και του αλλαζει τη διαµόρφωση, ώστε να επιτρέψει τη 
φωσφορυλίωση του από την PDK-1 (Phosphoinositide-depedent kinase-1), στο 
περιβάλλον των λιπιδίων. Η ενεργοποίηση του PKB/Akt συµβαίνει διαµέσου της 
σύνδεσης του PI(3,4)P2 ή του PI(3,4,5)P3  στην περιοχή PH (pleckstrin homology), που 
έχει ως αποτέλεσµα τη µετατόπιση του Akt προς την πλασµατική µεµβράνη, ώστε το 
δεύτερο µόριο πρωτεϊνικής κινάσης σερίνης/θρεονίνης, το (PDK)1, που περιέχει 
επίσης ένα τµήµα PH σύνδεσης µε τα φωσφοινισιτίδια να φωσφορυλιώνει το PKB/Akt 
στο κατάλοιπο τυροσίνης T308, (σχήµα 4). Η φωσφορυλίωση του Akt από το PDK1 
στην πλασµατική µεµβράνη είναι απαραίτητη για την ενεργοποίηση του Akt, αν και 
για την πλήρη ενεργοποίηση απαιτείται η φωσφορυλίωση σε ένα δεύτερο καταλοίπο 
του Akt, το S473, στην ουρά της ρυθµιστικής του υποµονάδα από µία κινάση, όπου ο 
µηχανισµός µε τον οποίο γίνεται ειναι ακόµα αδιευκρίνιστος. 

 
1.10 ∆οµή και ρύθµιση του PKB/Akt. 
 

 
Σχήµα 4. Μοντέλο ενεργοποίησης του PKB/Akt . 

 
Πρόσφατες µελέτες δείχνουν ότι η ενεργοποίηση του PKB/Akt απαιτεί τη 

φωσφορυλίωση δύο ακόµα καταλοίπων τυροσίνης, Y315 και Y326, ενώ υπάρχουν 
σοβαρές ενδείξεις ότι αυτές οι τροποποιήσεις εξαρτώνται από την οικογένεια των Src 
κινασών τυροσίνης. Αν επιβεβαιωθεί ότι τα ευρήµατα αυτά προσθέτουν νέα στοιχεία 
στην πολυπλοκότητα της ρύθµισης του PKB/Akt, θα  µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν 
στα καρκινικά κύτταρα, όπου η οικογένεια των Src υπερεκφράζεται (Nicholson et. 
al.,2002). 

Επίσης έχουν ταυτοποιηθεί διάφοροι στόχοι του Akt, ως συστατικά της "αντι-
αποπτωτικής µηχανής", όπως το µέλος BAD της οικογένειας Bcl-2 και το ένζυµο του 
κυτταρικού θανάτου, η κασπάση 9 (Dattab et al). Η Akt προάγει την επιβίωση µε 
απευθείας σύνδεση µε τους κύριους ρυθµιστές της απόπτωσης. Το καλύτερα 
µελετηµένο παράδειγµα είναι αυτό της BAD, που προάγει την απόπτωση µετά από  
σύνδεση και ανταγωνισµό µε τα µέλη της οικογένειας που προάγουν την επιβίωση, τα 
Bcl-2 και Βcl-XL. H PKB/Akt φωσφορυλιώνει τη ΒΑD στo κατάλοιπo S136, 
εµποδίζοντας την αλληλεπίδραση µε τις Bcl-2 και Bcl- XL στη µεµβράνη των 
µιτοχονδρίων. Αξίζει βέβαια να σηµειωθεί ότι ο αλληλοεξαρτώµενος  αυτός τρόπος 
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δράσης των ΒΑD- Bcl-2 Bcl- XL δεν απαντάται σε όλους τους κυτταρικούς τύπους. 
Επίσης η δράση του Αkt εντοπίζεται και µετά την απελευθέρωση του κυτοχρώµατος c, 
κατά την πορεία των κασπασών, που χαρακτηρίζει της τελευταία φάση της 
αποπτωτικής διαδικασίας και σύµφωνα µε πρόσφατες µελέτες το PKB/Akt αναστέλει 
την ενεργοποίηση των κασπασών µε τροποποίηση ενός ακόµα άγνωστου 
κυτταροπλασµατικού παράγοντα (Nicholson et. 2002). 
  
 1.11 PIP3 Φωσφατάσες. 
 Ο παράγοντας PTEN (γνωστός και ως  MMAC1 ή ΤΕΡ1) είναι µια πρωτεϊνική 
και λιπιδική φωσφατάση που αρχικά ταυτοποιήθηκε ως ογκοκατασταλτικό 
ογκογονίδιο, ενώ συχνά µεταλάσσεται κατά τα πρώιµα στάδια καρκίνου του 
ανθρώπου, κυρίως σε γλιοβλαστώµατα, καρκίνο του ενδοµητρίου και του προστάτη 
καθώς και στο σύνδροµο της ασθένειας του Cowden. Τα ευρήµατα από διάφορες 
µελέτες δείχνουν ότι ο PTEN δρα  ως καταστολέας των όγκων, εµποδίζοντας την 
ανάπτυξή των κυττάρων και καθοδηγώντας προς την απόπτωση και τη διαδικασία 
απόπτωσης των κυττάρων µετά από την απώλεια της επαφής µε την εξωκυττάρια 
ουσία  (anoikis). Το κύριο φυσιολογικό του λιπιδικό υπόστρωµά  είναι το PIP3, το 
προϊόν της PI3 κινάσης. Ο PTEN αφαιρεί τη φωσφορική οµάδα από τη θέση 3-OH  
και εποµένως δρα αρνητικά στο µονοπάτι της PI3 κινάσης. 

Ένα άλλο µοριο που καταστέλλει τη δράση της PIP3 είναι η SHIP µε το 
χαρακτηριστικό τµήµα SH2 των φωσφατασών των ινοσοτολών  που 
αποφωσφορυλιώνει την 5' θέση, µε παρατηρούµενη σε πολλές περιπτώσεις 
απενεργοποίηση του PKB/Akt. Αν και δεν έχει αναφερθεί απώλεια των φωσφατασών 
SHIP ή SHIP2 σε ανθρώπινους όγκους, οι µελέτες υποδηλώνουν ότι θα είχαν 
σηµαντικές συνέπειες οι τροποποιήσεις των φωσφατασών αυτών στο µονοπάτι 
PKB/Akt και για το λόγο αυτό θα. 
πρέπει να διερευνηθούν (Nicholson et. al., 2002).  
 

Σχήµα 5. Ρόλος των PI3Κ, PTEN και  SHIP1/2. 

 
   1.11.1 Ο ρόλος του  PTEN στις διαδικασίες της απόπτωσης.  

 Η απουσία του PTEN σχετίζεται µε την ισχυρή ενεργοποίηση του PKB/Akt σε 
καρκινικές σειρές όγκων, ενώ επανέκφραση του παράγοντα PTEN, µειώνει τα επίπεδα 
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φωσφορυλίωσης του PKB/Akt και των κυτταρικών του υποστρωµάτων, όπως της 
προαποπτωτικής πρωτεΐνης BAD. Αν και δεν έχει διευκρινιστεί ακριβώς το µονοπάτι 
από τα PtdIns(3,4,5)P3, και το Akt, ένα ενδιάµεσο φαίνεται να είναι οι συνδεδεµένες 
µε τις ιντεγκρίνες κινάσες (ΙLK), που ενεργοποιούν την PDK-2 (Persad et al., 2000).       
 Επίσης ο PTEN παρουσιάζει µια ασθενή ενεργότητα φωσφατάσης της 
τυροσίνης, καταστέλλοντας τα σηµατοδοτικά µονοπάτια που περιλαµβάνουν την 
κινάση των εστιών πρόσφυσης FAK ή τη Shc. Η µεταγωγή σήµατος µέσω της FAK 
ενεργοποιείται από τις ιντεγκρίνες και άλλους υποδοχείς και συνδέεται µε την 
µετανάστευση των κυττάρων και άλλες κυτταρικές λειτουργίες, ενώ το µονοπάτι των 
Sch ενεργοποιείται από υποδοχείς που περιέχουν υποδοχείς κινασών τυροσίνης και 
ιντεγκρινών, µε τελικό στόχο την ενεργοποίση των ERK MAP κινασών.  Αν και ο 
κύριος στόχος του PTEN είναι τα 3,4,5 τριφωσφορικά φωσφοϊνοσιτίδια, 
PtdIns(3,4,5)P3 και όχι η FAK, παροδικές αλλαγές στα επίπεδα του PTEN έχουν 
επίδραση στην ενεργότητα των FAK/Sch.  

Μελέτες που στόχο έχουν τον έλεγχο των γονιδίων δείχνουν ότι τα επίπεδα 
PTEN που παρουσιάζονται σε έµβρυα και ενήλικες είναι ιδιαίτερης σηµασίας για την 
οµαλή τους ανάπτυξη. Ο PTEN εµπλέκεται σε µια πληθώρα κυτταρικών κυτταρικών 
διαδικασιών, όπως την ανάπτυξη, την προσκόλληση, τη µετανάστευση, τη µετάσταση 
και την απόπτωση. Ο ρόλος του PTEN στην απόπτωση είναι αρκετά ξεκάθαρος, αφού 
επανέκφραση του σε µερικές κυτταρικές σειρές επάγει άµεσα την απόπτωση, µετά από 
την επίδραση του αντίστοιχου ερεθίσµατος. Επίσης ιδιαίτερο ρόλο παίζει στη 
διαδικασία της anoikis (την απόπτωση των κυττάρων µετά από την απώλεια της 
επαφής µε την εξωκυττάρια ουσία) και της µετανάστευσης των κυττάρων. Η 
διαδικασία αυτή είναι συνδεδεµένη µε τη FAK. Τα επίπεδα της  FΑΚ παρουσιάζονται 
αυξηµένα σε κύτταρα όγκων, ενώ αυτό βοηθάει τα κύτταρα αυτά να αποφύγουν τη 
διαδικασία απόπτωσης  γνωστή ως (αnoikis) (Yamada et al.).  

Ο ρόλος της FAK στην anoikis θα πρέπει να περιλαµβάνει την ικανότητά της 
να αυξάνει τα επίπεδα των PtdIns(3,4,5)P3, ενδυναµώνοντας την ενεργότητα της PI-3 
κινάσης (Tamura et al., 1999a). Αποφωσφορυλίωση της FAK (του καταλοίπου 
Tyr397)  από τον PTEN ενδυναµώνει τα αποτελέσµατα του PTEN στα PtdIns(3,4,5)P3 
αφού φωσφορυλίωση της FAK επάγει την ενεργότητα της PI-3 κινάσης.  

Συνοψίζοντας θα πρέπει να τονιστεί ότι η µειωµένη έκφραση της PI3 κινάσης 
σε συνδυασµό µε τη µείωση των επιπέδων PtdIns(3,4,5)P3 από τον PTEN, εµποδίζει 
την ενεργοποίηση του Akt και επάγει την απόπτωση. 

 
 1.11.2 Ο ρόλος του PTEN στην προσκόλληση, µετανάστευση και 

µετάσταση.  
 Η υπερέκφραση του PTEN σχετίζεται µε αναστολή της µετανάστευσης των 

κυττάρων και  καταστέλλει τη µετάσταση των όγκων. O µηχανισµός που ελέγχει τις 
επαφές πρόσφυσης που ρυθµίζονται από τον PTEN, έχει επίδραση στo µονοπάτι των  
FAK-p130 CAS και επιλεκτικές συνέπειες στις εστίες πρόσφυσης που προξενούνται 
από τα επίπεδα των PtdIns(3,4,5)P3. Ο PTEN καταστέλλει τη µετανάστευση των 
κυττάρων σε πολλούς κυτταρικούς τύπους (Tamura et al., 1998), µε µηχανισµούς που 
µέσω των PtdIns(3,4,5)P3 επηρεάζουν το µονοπάτι των GTPασών Rac και Cdc42. Η 
παρουσία παραγόντων που επάγουν την απόπτωση, οπως παράγοντα DCVC 
(Dichlorovinylcysteine) σε επιθηλιακά, νεφρικά κύτταρα, είχε ως αποτέλεσµα την 
απώλεια της επαφής του κυττάρου µε την εξωκυττάρια ουσία, που προκλήθηκε µετά 
από από τον αποχωρισµό της από τις εστίες πρόσφυσης και την αποφωσφορυλίωση 
της FAK. Επίσης και από την παξιλλίνη αποχώρησε η φωσφορική οµάδα από το 
κατάλοιπο τυροσίνης (Water et al., 1999). H επίδραση του DCVC ενεργοποίησε την 



∆έσποινα Κυπριάδη: Μεταπτυχιακή Εργασία. Σελ. 22 

κασπάση 3, παράλληλα µε τον αποκλεισµό της FAK, αφού πρωτα τα κύτταρα είχαν 
χάσει τις εστίες πρόσφυσης. Βέβαια η αποφωσφορυλίωση των FAK και παξιλλίνης, 
καθώς και η απώλεια των εστιών πρόσφυσης δεν ήταν το αποτέλεσµα της 
ενεργοποίησης των κασπασών, αλλά ήταν απαραίτητες για την πρωτεόλυση της FAK 
και την αποκόλληση των κυττάρων. 

 
1. 12 Επίδραση εξωγενών παραγόντων στον κυτταροσκελετό της ακτίνης. 
Από τα παραπάνω λοιπόν γίνεται φανερό ότι η δηµιουργία των µικροϊνιδίων 

της ακτίνης δεν είναι µια απλή ισορροπία µονοµερών/πολυµερών, αλλά αποτελεί µια 
πολυπαραγοντική διαδικασία που επηρεάζεται από εξωγενείς παράγοντες, καθώς και 
από  
ενδοκυττάριες αλλαγές. Η δυναµική αυτή ισορροπία είναι δυνατόν να µετατοπισθεί 
προς τη µία ή την άλλη κατεύθυνση µετά από επίδραση διαφόρων παραγόντων, όπως 
οπιοειδή, στεροειδείς ορµόνες και αυξητικοί παράγοντες.  
 
 1.13 Τα οπιοειδή. 
 Στις αρχές της δεκαετίας του '70, βιοχηµικά δεδοµένα έδειξαν ότι η δράση των 
αλκαλοειδών του οπίου (π.χ) µορφίνη επιτελείται µετά από πρόσδεση τους σε ειδικές 
θέσεις, τους οπιοειδείς υποδοχείς. Αυτό οδήγησε τους ερευνητές στην αναζήτηση 
ενδογενών ουσιών που θα δρούσαν µετά από τη σύνδεση σε αυτούς τους υποδοχείς.  
Ετσι άρχισαν οι έρευνες και αποµονώθηκαν δύο πενταπεπτίδια µεθειονίνη-εγκεφαλίνη 
και η λευκίνη-εγκεφαλίνη και αργότερα  ένας σηµαντικός αριθµός ενδογενών 
πεπτιδίων, όπως  οι ενδορφίνες, οι δυνορφίνες και οι νεο-ενδορφίνες. Εκτός από τα 
ενδογενή οπιοειδή υπάρχουν και οπιοειδή πεπτίδια που είναι συνθετικά (τα εξωγενή 
οπιοειδή πεπτίδια) καθώς και τα πεπτίδια µε οπιοειδή δράση που προέρχονται από τη 
διάσπαση της α και β καζεΐνης (καζοµορφίνες) Η βιολογική δράση των οπιοειδών 
πεπτιδίων επιτελείται µετά από δέσµευσή τους σε ειδικούς µεµβρανικούς υποδοχείς 
(Kampa et al., 1996). 
  
  1.13.1 Οι καζοµορφίνες 
 Οι πρωτεΐνες του γάλακτος και άλλες ζωικές αλλά και φυτικές πρωτεΐνες 
(αιµοσφαιρίνη, καζεΐνες, γλουτένη) αποτελούν πηγή αµινοξέων αλλά και επιπλέον 
βιολογικά  ενεργών πεπτιδίων. Τα πεπτίδια αυτά αποτελούν προϊόντα της µερικής 
πέψης των παραπάνω πρωτεϊνών.  

Οι πρωτεΐνες του γάλακτος αποτελούν κύρια πηγή βιολογικά ενεργών 
πεπτιδίων όπως οι εξορφίνες (καζοµορφίνες) φωσφοπεπτίδια και ανοσοπεπτίδια. 
Μεγάλο ποσοστό του γάλακτος (80% του γάλακτος των µηρυκαστικών και 40% του 
ανθρώπινου) καταλαµβάνουν οι καζεΐνες. Οι καζεΐνες του αγελαδινού γάλακτος 
διακρίνονται σε τέσσερα είδη  την αs1 καζεΐνη, τη β καζεΐνη, την αs2 καζεΐνη και την κ-
καζεΐνη, µε τη σειρά που εντοπίζονται και τα γονίδια που τις κωδικοποιούν. Τα 
πεπτίδια που προέρχονται από την α ή β καζεΐνη έχει βρεθεί ότι συνδέονται µε τους 
οπιοειδείς υποδοχείς στην καρκινική σειρά του µαστού και αναστέλλουν τον 
κυτταρικό πολλαπλασιασµό (Hatzoglou et al., 1996a). 

    
  1.13.2 Οι υποδοχείς των οπιοειδών 
 Πειράµατα αποµόνωσης και χαρακτηρισµού των οπιοειδών υποδοχέων αλλά 
και η κλωνοποίηση τους οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι πρόκειται για διαµεµβρανικές 
υδρόφοβες πρωτεΐνες, µε τρεις εξωκυττάριες και τρεις ενδοκυττάριες αγκύλες (loops), 
οι οποίες ανήκουν στην οικογένεια των υποδοχέων που συζεύγυνται µε G πρωτεΐνες 
ευαίσθητες στην τοξίνη του κοκκύτου (Chen et. al., 1993). Aπό τα τρία είδη 
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υποδοχέων, µι, δέλτα και κάππα (µ, δ, κ), οι κάππα συνδέονται µε µεγάλη συγγένεια 
µε την αιθυλκετοκυκλαζοσίνη, από όπου πήραν και το όνοµά τους, ενώ έχουν 
χαρακτηρισθεί τρεις τύποι κάππα υποδοχέων στο ΚΝΣ και στο περιφερικό σύστηµα.  
 Οι οπιοειδείς υποδοχείς, όπως αναφέρθηκε συζεύγυνται µε τις G πρωτεΐνες και 
η δράση τους εξαρτάται από τη δράση των πρωτεϊνών αυτών. Οι G πρωτεΐνες 
αποτελούνται από τρεις υποµονάδες τις α, β και γ. Ανεξάρτητα ποιες τρεις υποµονάδες 
συµµετέχουν στη δηµιουργία της G πρωτεΐνης, η σύνδεση ενός αγωνιστή σε οπιοειδή 
υποδοχέα προκαλεί την αποδέσµευση GDP από την α υποµονάδα και ακολουθεί η 
δέσµευση ενός GTP (Hamm 1998). H  δέσµευση αυτή προκαλεί το διαχωρισµό των 
τριών υποµονάδων σε α-GTP και β-γ. Τόσο η α-GTP όσο και οι β-γ υποµονάδες 
ενεργοποιούν ενδοκυττάρια µηνύµατα. Η δράση των G πρωτεϊνών σταµατά όταν µε 
την ενδογενή GTP-άση δραστικότητα της α υποµονάδας γίνει υδρόλυση του 
δεσµευµένου GTP σε GDP και ανόργανο φώσφορο και η α-GDP πλέον επανασυνδεθεί 
µε τις β-γ υποµονάδες. 
 Ως σύστηµα δεύτερου αγγελιαφόρου σηµαντικό ρόλο παίζουν οι αδενυλικές 
κυκλάσες, µια οικογένεια ενζύµων που µετατρέπουν το ATP σε cAMP. Το cAMP 
ενεργοποιεί µια σειρά από πρωτεϊνικές κινάσες οι οποίες ελέγχουν πολλές 
διαφορετικές διεργασίες από το µεταβολισµό έως τη µεταγραφή γονιδίων µέσω της 
φωσφορυλίωσης (Tang and Gilman 1992). Μέσω των υποδοχέων (µ, κ, δ) προκαλείται 
αναστολή της συγκέντρωσης του cAMP (Law et al., 1983). Οι τρεις αυτοί υποδοχείς 
συνδέονται µε διαύλους  Ca2+ και K+ (North 1993). Επίσης η αλληλεπίδραση τους µε 
τις φωσφολιπάσες C οι οποίες συµµετέχουν στην ανακύκλωση της 
φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης καθώς και η πρωτεϊνική φωσφορυλίωση ίσως εµπλέκονται ως 
δεύτεροι αγγελιαφόροι στη λειτουργία του οπιοειδούς υποδοχέα (Childers 1991).   
 
 
 

1.13.3 Ταυτοποίηση µιας νέας καζοµορφίνης (aS1 και το αµίδιό της) 
Πέρα από τις καζεΐνες α, β, του γάλακτος των βοοειδών, µεγάλο µέρος 

αποτελούν και οι αS του γάλακτος. Το ανθρώπινο γάλα από τις αS καζεΐνες,  περιέχει 
µόνο την αS1 καζεΐνη, ενώ ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η πιθανή ύπαρξη  
πεπτιδίων µε οπιοειδή δράση, προερχόµενα από την αS1 καζεΐνη του ανθρωπίνου 
γάλακτος. Πράγµατι, από την πρωτοταγή δοµή της αS1 καζεΐνης ανιχνεύθηκε ένα 
πενταπεπτίδιο, η αS1 καζοµορφίνη µε αλληλουχία Tyr-Val-Pro-Phe-Pro, που βρίσκεται 
στο καρβόξυλικό τµήµα της (156-162). Η αλληλουχία της αS1 καζοµορφίνης εµφανίζει 
οµοιότητες µε ενδογενή οπιοειδή πεπτίδια και µε καζοµορφίνες και έτσι µελετήθηκε η 
πιθανότητα τόσο η αS1 καζοµορφίνη όσο και το αµίδιό της να εµφανίζουν οπιοειδή 
δράση (Kampa et. al., 1996).  

1.13.4 ∆έσµευση στους υποδοχείς 
 Μελέτες δέσµευσης της αS1 καζοµορφίνη σε ειδικές θέσεις (υποδοχείς) των 
οπιοειδών στα καρκινικά κύτταρα µαστού T47D, που φέρουν τους οπιοειδείς  
υποδοχείς (κ1, κ2, κ3 και δ), και όπου τα οπιοειδή παρουσιάζουν κατασταλτική δράση 
στο ρυθµό πολλαπλασιασµού των κυττάρων, έδειξαν ότι η αS1 καζοµορφίνη 
αναστέλλει τη δέσµευση διαφόρων οπιοειδών αγωνιστών, ανάµεσα στους οποίους η 
τριτιωµένη αιθυλκετοκυκλαζοσίνη ([3Η] ΕKC), αλληλεπιδρώντας µε υψηλή συγγένεια 
και µε τους τρεις υπότυπους των κάππα οπιοειδών υποδοχέων. Αντίστοιχη µελέτη σε 
µεµβρανικά παρασκευάσµατα εγκεφάλου επιµύος έδειξε σηµαντική, αλλά µε 
χαµηλότερη συγγένεια δέσµευσης στους δέλτα και µι υποδοχείς (Kampa et. al., 1996). 
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 Επίσης η επίδραση του αγωνιστή των οπιοειδών EKC, που δρα µέσω των µ, δ, 
κ1, κ2, υποδοχέων,  ήταν η µεγαλύτερη ανάµεσα σε άλλους στην καταστολή του 
ρυθµού πολλαπλασιασµού σε τρεις καρκινικές σειρές του προστάτου, τις DU-145, 
DC3 και LNCaP (Kampa et. al., 1996). Επίσης παρατηρήθηκε αναστολή του 
εκκρινόµενου PSA, του ειδικού προστατευτικού αντιγονικού γονιδίου, ενώ η 
ανασταλτική αυτή δράση της EKC στην έκκριση του PSA  έδειξε να οφείλεται στη 
δράση της στον κυτταροσκελετό. Ο λόγος µονοµερούς προς πολυµερή  ακτίνη (G/F) 
µειωνόταν υπό την επίδραση του ΕΚC, ενώ επανερχόταν στα επίπεδα των κυττάρων 
µαρτύρων µε επώαση µε DHT παρουσία ΕΚC (Kampa et. al., 1996). 
 

1.14 Eπίδραση των οπιοειδών στον κυτταροσκελετό.  
Τα οπιοειδή όπως είναι γνωστό αναστέλλουν τον πολλαπλασιασµό διαφόρων 

τύπων νεοπλασµατικών κυττάρων, συµπεριλαµβανοµένων και των κυττάρων του 
µαστού (Kampa et. al., 1996). Oδηγούν επίσης σε παροδική αποδιοργάνωση των 
µικροϊνιδίων της ακτίνης στα φυσιολογικά εγγύς νεφροσωληναριακά επιθηλιακά 
κύτταρα (OK: Opossum Kidney cells), (Papakonstanti et.  al., 1998).  

Επειδή στις αλλαγές του κυτταροσκελετού σηµαντικό ρόλο παίζουν οι 
πρωτεΐνες που σχετίζονται άµεσα ή έµµεσα µε την ακτίνη, αυτό έχει ως συνέπεια η 
αλλαγή στη δραστικότητά τους να συνοδεύεται από µεταβολή των κυτταροσκελετικών 
δοµών, µε αποτέλεσµα τον πολυµερισµό ή αποπολυµερισµό των µικροϊνιδίων της 
ακτίνης (Koukouritaki et al., 1999a, Koukouritaki et al., 1999b, Papakonstanti et al., 
2000). Η ενεργοποίησή τους µπορεί να σχετίζεται µε φωσφορυλίωση ή 
αποφωσφορυλίωσή τους ή δέσµευση GTP στην περίπτωση των µικρών GTPασών της 
οικογένειας ras (Machesky L, Hall A, 1998).  

Πρόσφατη µελέτη έχει δείξει ότι τα επιθηλιακά κύτταρα από εγγύς 
εσπειραµένο σωληνάριο (OK cells opposum kidney cells), έχουν θέσεις δέσµευσης 
των κ1 υποδοχέων των οπιοειδών και της σωµατοστατίνης και ότι τα οπιοειδή 
προκαλούν αναστολή του πολλαπλασιασµού των κυττάρων αυτών (Hatzoglou et al., 
1996c).  Eπίσης τα κύτταρα αυτά κατέχουν έναν καλά αναπτυγµένο κυτταροσκελετό 
και για το λόγο αυτό µελετήθηκε η επίδραση των νευροπεπετιδίων στη δυναµική του 
κυτταροσκελετού των επιθηλιακών αυτών κυττάρων των νεφρών. Η έκθεση των 
κυττάρων στα οπιοειδή αS1 καζοµορφίνη και αιθυλκετοκυκλαζοσίνη είχε ως 
αποτέλεσµα τη γρήγορη αποδιοργάνωση του κυτταροσκελετού, η οπoία 
παρατηρήθηκε από τη δοσοεξαρτώµενη µείωση του λόγου µονοµερούς/ολική ακτίνη 
(G/Total),  στο χρονικό διάστηµα 15 λεπτα έως 2 ώρες. Τα αποτελέσµατα αυτά 
ανατράπηκαν παρουσία του ανταγωνιστή των οπιοειδών διπρενορφίνη. Επίσης η 
επίδραση φαλασιδίνης, η οποία σταθεροποιεί τα ινίδια ακτίνης εµπόδισε µερικώς την 
επαγώµενη αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού από τη δράση των οπιοειδών.  

Τα παραπάνω έκαναν φανερό το γεγονός ότι τα οπιοειδή δρουν µέσω των κ1 
θέσεων σύνδεσης και προκαλούν αλλαγές στη δυναµική του πολυµερισµού της 
ακτίνης και την οργάνωση των µικροϊνιδίων στα κύτταρα OK,  γεγονός που σχετίζεται 
µε την αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού (Papakonstanti et. al., 1998).  

Μία ακόµα πιο πρόσφατη εργασία, στο εργαστήριο οπου εκπονήθηκε η 
παρούσα µεταπτυχιακή διατριβή, στα κύτταρα OK, έδειξε ότι η επίδραση των 
οπιοειδών στις παραπάνω συνθήκες, επάγει το σηµατοδοτικό µονοπάτι ενεργοποίησης 
της PAK1, µέσω σύνδεσης  του άµινο-τελικού ρυθµιστικού τµήµατος της PAK1 (αα 
67-150) µε την ενεργοποιηµένη PI-3. Αντίθετα δεν περιλαµβάνεται η ενεργοποίηση 
των  ενδιαµέσων, Cdc42/Rac ή Αkt,  στην ενεργοποίηση της PAK1, γεγονός που 
υποδηλώνει ότι οι µικρές GTPάσες δεν περιλαµβάνονται στην αλληλεπίδραση PI-3-
PAK1. Eπίσης η αλληλεπίδραση αυτή ήταν υπεύθυνη για τη φωσφορυλίωση της 



∆έσποινα Κυπριάδη: Μεταπτυχιακή Εργασία. Σελ. 25 

ακτίνης και την ανακατανοµή των µικροϊνιδίων της ακτίνης (Papakonstanti et al., 
2002). 

 
1.15 Ερευνητικό ερώτηµα. 
Με βάση όσα προαναφέρθηκαν γίνεται φανερό ότι έχει µελετηθεί καλά το 

µονοπάτι µεταφοράς σήµατος στα επιθηλιακά κύτταρα από εγγύς εσπειραµένο 
σωληνάριο (OΚ cells: opposum kidney cells), υπό την επίδραση των οπιοειδών 
αγωνιστών αS1 καζοµορφίνη και αιθυλκετοκυκλαζοσίνη. Με αφορµή το γεγονός ότι 
στο συγκεκριµένο εργαστήριο είχαν παρασκευαστεί σταθεροί κυτταρικοί κλώνοι των 
µεταλλαγµένων ΟΚ και ότι αλλαγές στη δυναµική πολυµερισµού των µικροϊνιδίων της 
ακτίνης εµφανίζονται και σε νεοπλασµατικά κύτταρα (Stournaras et al., 1996), µε 
παρατηρούµενη ανασταλτική επίδραση των οπιοειδών στον πολλαπλασιασµό 
διαφόρων τύπων κυττάρων (Kampa et.al., 1996), δηµιουργήθηκε το έναυσµα για τη 
µελέτη της δράσης τους σε δύο ακόµα συστήµατα: 

1. Στους κυτταρικούς κλώνους των OK, που εκφράζουν τη µεταλλαγµένη 
ακτίνη και θα µπορούσαν ενδεχοµένως να αποτελέσουν εργαλείο για τη 
διερεύνηση του ρόλου της δυναµικής ισορροπίας του πολυµερισµού του 
κυτταροσκελετού της ακτίνης στη µεταγωγή κυτταρικών µηνυµάτων και 

2. Στα καρκινικά, µη µεταστατικά κύτταρα από εγγύς νεφροσωληναριακό 
ανθρώπινο επιθήλιο, Caki-2.  

Με αφορµή τους παραπάνω διαθέσιµους µόνιµους κυτταρικούς κλώνους, έγινε 
η διερεύνηση της συµµετοχής του κυτταροσκελετού της ακτίνης στους 
µεταλλαγµένους σταθερούς κυτταρικούς κλώνους των ΟΚ καθώς και των 
συνδεόµενων µε αυτήν πρωτεϊνών. Αρχικά θελήσαµε να ερευνήσουµε την πιθανή 
συµµετοχή των actin-binding πρωτεϊνών, των πρωτεϊνών των focal adhesions, αλλά 
και των µικρών GTPασών, πριν επιχειρήσουµε την επίδραση των οπιοειδών στο 
σύστηµα αυτό. Οι προσεγγίσεις ήταν οι εξής: 
 Μελέτη της µεταβολής των επιπέδων έκφρασης των πρωτεϊνών, 
 Μελέτη των µεταβολών στην ενεργοποίηση των πρωτεϊνών που συµµετέχουν στην 
αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού (FAK, PI3 kinase, talin, vinculin και 
paxillin). 
 

 
Στη συνέχεια η µη προϋπάρχουσα γνώση για τη δυναµική του πολυµερισµού της 

ακτίνης στα Caki-2, σε συνδυασµό µε την εξάπλωση του καρκίνου µας έδωσε το 
έναυσµα για τη µελέτη  του συστήµατος των καρκινικών κυττάρων µε στόχο: 

 
 Την ανάπτυξη κυτταροκαλλιέργειας της καθιερωµένης σειράς ανθρώπινων 

καρκινικών εγγύς νεφροσωληναριακών κυττάρων (Caki-2) 

 Τη µελέτη της επίδρασης των οπιοειδών στη δυναµική πολυµερισµού της ακτίνης. 

 Τη διερεύνηση της κατάστασης φωσφορυλίωσης της κινάσης των εστιών 

πρόσφυσης FAK (Focal Adhesion Kinase) και της ενδεχόµενης αλληλεπίδρασής 

της µε την κινάση-3 των φωσφοϊνοσιτιδίων (PI-3 κινάση). 
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 Τη µελέτη της πιθανής αντικαρκινικής δράσης των οπιοειδών στα εν λόγω 

καρκινικά κύτταρα, υπόθεση που πηγάζει από τα ευρήµατα του µηχανισµού 

δράσης τους στα φυσιολογικά νεφροσωληναριακά κύτταρα. 

  Συγκεκριµένα µελετήθηκε η ικανότητα των κυτταρικών κλώνων  και των 
καρκινικών κυττάρων να αποκρίνονται σε ερεθίσµατα που είναι γνωστά ότι 
µεταβάλλουν τον κυτταροσκελετό της µητρικής σειράς ΟΚ (Papakonstanti et.al 1996, 
1999). Έτσι έγινε: 
 επώαση των κυτταρικών κλώνων µε τους οπιοειδείς αγωνιστές as1-
καζοµορφίνη(as1-casomorphin) και αιθυλκετοκυκλαζοσίνη 
(EKC:ethylketocyclazocine) στο µέγιστο δράσης τους 30 λεπτά, καθώς και  του 
TNF-α για 15 λεπτά, σύµφωνα µε τα αντίστοιχα αποτελέσµατα στα φυσιολογικά 
κύτταρα OK, (Papakonstanti et. al., 1998) και  
 επώαση των καρκινικών κυττάρων µε τους παραπάνω οπιοειδείς αγωνιστές στα 
χρονικά διαστήµατα των 15, 30, 60 και 120 λεπτών.  
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2. Υλικά και µέθοδοι 
 
 
2.1 ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΥΛΙΚΟ  
Για την εκπόνηση της παρούσας µεταπτυχιακής εργασίας χρησιµοποιήθηκαν 

ως κύτταρα µάρτυρες, η κυτταρική σειρά OK (Οppossum Kidney), η καρκινική Caki-2 
και οι µόνιµα µεταλλαγµένοι στην Cys 374 κλώνοι των OK (wt, Ala, Asp και Glu). 

Η κυτταρική σειρά OK (Οppossum Kidney), προέρχεται από νεφρικό ιστό και 
ειδικότερα από το νεφροσωληναριακό επιθήλιο αµερικάνικου ασβού, Didelphys 
virgiana. Τα κύτταρα αυτά καθιερώθηκαν ως µόνιµη κυτταρική σειρά από το 1978 
από τους Koyama et. al. Οι κλώνοι που χρησιµοποιήθηκαν από την 43η έως την 48η 

γενεά προέρχονταν από την ATCC (American Type Culture Collection). Τα κύτταρα  
ΟΚ διαθέτουν µορφολογικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά τα οποία προσοµοιάζουν 
µε αυτά των φυσιολογικών κυττάρων του εγγύς εσπειραµένου σωληναρίου και 
επιτελούν κατεξοχήν εγγύς σωληναριακή λειτουργία της επαναρρόφησης ιόντων Pi, 
µέσω των συµµεταφορέων Na+/Pi οι οποίοι εντοπίζονται στην περιαυλική τους 
µεµβράνη (Murer and Bider 1992). Επίσης διαθέτουν υποδοχείς ινσουλίνης και 
παραθυροειδούς ορµόνης (Caverzasio et al. 1986, Abraham et al. 1990), καθώς επίσης 
και θέσεις σύνδεσης κ οπιοειδών και σωµατοστατίνης (Hatzoglou et al. 1996).  

Η καρκινική Caki-2 προέρχεται από νεφρικό ιστό και ειδικότερα από εγγύς 
νεφροσωληναριακό ανθρώπινο επιθήλιο (Avishar et al., 1994). Τα κύτταρα αυτά 
καθιερώθηκαν ως µόνιµη κυτταρική σειρά  το 1978 από τον Fogh και αγοράστηκαν 
από την ΑTCC (American Type Culture Collection). Πρόκειται για καρκινικά κύτταρα 
τα οποία έχουν τη δυνατότητα δηµιουργίας όγκων όταν ενεθούν σε άλλους ιστούς, 
χωρίς όµως να είναι µεταστατικά (Jenq et al., 1996). Τα κύτταρα χρησιµοποιήθηκαν 
από την 22η έως την 34η γενεά  

Οι µόνιµα µεταλλαγµένοι στην Cys 374 κλώνοι των OK (wt, Ala, Asp και Glu) 
προέρχονταν από την ∆ρ. Α.Ν.Τσαπάρα, η οποία τους κατασκεύασε και παρατήρησε 
τα µορφολογικά τους χαρακτηριστικά κατά τη διάρκεια της διδακτορικής της 
διατριβής (Tsapara et al. 1999). Συγκεκριµένα χρησιµοποιήθηκαν οι εξής σταθεροί 
κυτταρικοί κλώνοι : 
• ένας για τη φυσιολογική ακτίνη που φέρει τον επίτοπο flag (wt), 
• τρεις για τη µετάλλαξη Ala374 (Ala1, Ala5 και Ala6), 
• δύο για τη µετάλλαξη Αsp374 (Asp3 και Asp5) και 
• τρεις για τη µετάλλαξη Glu374 (Glu3,Glu6 και Glu9). 

 
2.2 ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
2.2.1. Καλλιέργεια κυττάρων 
 

 Υλικά 
DMEM/Ham's F12: Dulbeccos Modified Eagle Medium/ Ham's F12 
(Biochrom KG, Berlin, Germany) 

 Ορός εµβρύου βοός : FBS (GIBCO-BRL Co, MD, USA) 
 Πενικιλλίνη/Στρεπτοµικίνη: Penicilline/Streptomycin (GIBCO- BRL Co, 

MD, USA) 
 L-γλουταµίνη: L-glutamine (GIBCO- BRL Co, MD, USA) 
 Hepes: N-2-υδρόξυεθυλπιπεραζίνη Ν-2 αιθανοσουλφονικό οξύ (GIBCO- 

BRL Co, MD, USA) 
 Όξινο ανθρακικό νάτριο: NaHCO3 (GIBCO- BRL Co, MD, USA) 
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Τρυψίνη : Trypsin (Biochrom KG, Berlin, Germany) 
EDTA (Biochrom KG, Berlin, Germany) 

 Κολλαγόνο τύπου ΙV: Collagen type IV (GIBCO- BRL Co, MD, USA) 
Αλβουµίνη ορού βοός : BSA (Sigma, USA) 
DMSO (Sigma USA) 
Μικροσκόπιο ορατόυ φωτός (Olympus, Japan) 
Τα πολυκλωνικά αντισώµατα για τα PAK1 (rabbit), Rac1 (rabbit) και για 
τα µονοκλωνικά (mouse) RhoA και p110β και τη συνδεδεµένη µε αγαρόζη 
G πρωτεΐνη ήταν από τηSanta Cruz Biotechology Inc.   
Τα πολυκλωνικά αντισώµατα κατά της PI3 κινάσης, (p85), (rabbit) και το 
κιτ των ενεργού τµήµατος PBD Rac και Cdc42, ήταν από την Upstate 
Biotechnology Inc.  
Τα αντισώµατα κατά του φωσφορυλιωµένου Akt  (Thr 308) και του Akt 
ήταν από τη New England Biolabs και το anti-Gβγ  από τη Calbiochem. 
Το κιτ ECL για την τεχνική της ανοσοαποτύπωσης και το µονοκλωνικό 
αντίσωµα ήταν από την Amersham Corp. 
Οι οπιοειδείς αγωνιστές EKC και as1-καζοµορφίνης ήταν ευγενική 
προσφορά από το εργαστήριο της Κλινικής Χηµείας του Πανεπιστηµίου 
Ιατρικής  Κρήτης.  
Τα αντισώµατα για τη µελέτη του µηχανισµού της απόπτωσης ήταν 
προφορά από το εργαστήριο Φαρµακολογίας του Πανεπιστηµίου Ιατρικής  
Κρήτης.  

 
 Μέθοδος 
Οι παραπάνω κυτταρικές σειρές των κυττάρων ΟΚκαλλιεργήθηκαν σε 

επωαστικό κλίβανο ρυθµισµένο σε θερµοκρασία 370 C και υγρή ατµόσφαιρα 95% 
αέρος και 5% CO2. To θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας περιείχε 1:1 (v/v) 
DMEM/Ham's F12, 10 % v/v  αδρανοποιηµένο ορό εµβρύου βοός (FBS), 2mM L-
γλουταµίνη, 20mM NaHCO3, 22 mM Hepes, 50 IU/ml πενικιλλίνη και 50 mg/ml 
στρεπτοµυκίνη, ενώ το θρεπτικό µέσο των µεταλλαγµένων κλώνων περιείχε 
επιπρόσθετα το αντιβιοτικό επιλογής Θειϊκή Γενετισίνη (Geneticin Sulphate : G418 
400µg/ml). Oι κυτταρικές σειρές καλλιεργήθηκαν µε το γνωστό τρόπο (Papakonstanti 
et al 1996, Tsapara et al. 1999), και τα πειράµατα διεξήχθησαν, ενώ τα κύτταρα 
βρίσκονταν ακόµη στη λογαριθµική φάση ανάπτυξης.  Για τα πειράµατα του 
ανοσοφθορισµού και της ανοσοαποτύπωσης (Western Analysis), τα κύτταρα 
τοποθετούνταν σε τρυβλία διαµέτρου 35mm και σε µεγαλύτερα διαµέτου 60mm 
αντίστοιχα. Συγκεκριµένα όταν επρόκειτο να γίνουν µορφολογικές παρατηρήσεις τα 
κύτταρα καλλιεργούνταν πάνω σε καλυπτρίδες διαστάσεων 22 x 22 mm. 

Αντίστοιχα τα κύτταρα Caki-2 καλλιεργήθηκαν σε επωαστικό κλίβανο 
ρυθµισµένο σε θερµοκρασία 370 C και υγρή ατµόσφαιρα 95% αέρος και 5% CO2. To 
θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας περιείχε 1:1 (v/v) MCCOY'S 5A MEDIUM,, 10 % 
v/v  αδρανοποιηµένο ορό εµβρύου βοός (FBS) και 25 mM Hepes.  

Όλα τα πειράµατα διεξήχθησαν, ενώ τα κύτταρα βρίσκονταν ακόµη στη 
λογαριθµική φάση ανάπτυξής τους. 

Oι συνθήκες παγώµατος ήταν οι εξής: 
 Τα OK µετά από αποκόλληση µε τρυψίνη, φυλάσσονταν στους -80 0C, µε 
αραίωση σε θρεπτικό µέσο µε περιεκτικότητα 20% FBS και 10 % DMSO 
 Tα  Caki-2 µετά από αποκόλληση µε τρυψίνη µε 0.38g EDTA, 
φυλάσσονταν στους -80 0C,  σε υλικό µε 95%  θρεπτικό µέσο µε (10% 
FBS) και 5 % DMSO. 
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2.2.2 Άµεσος Ανοσοφθορισµός 
 
Υλικά  
Τρυβλία καλλιέργειες 6 οπών (Costar Europe LTD, The Netherlands) 
Καλυπτρίδες 22x22 mm 
Ροδαµίνη φαλλοϊδίνη : Rhodamine-phalloidin (Molecular Probes Inc., USA) 
Φορµαλδεϋδη 37% (Merk, Germany) 
PBS: ∆ιάλυµα φωσφορικών-φυσιολογικού ορού 
Ορός εµβρύου βοός : FBS (GIBCO-BRL Co, MD, USA) 
Ακετόνη (Riedel de Haen, Germany) 
Γλυκερόλη (Merk, Germany) 
 
 
∆ιάλυµα φωσφορικών-φυσιολογικού ορού (PBS) 
Na2HPO4                                                              80mM 
NaH2PO4                                                              20mM 
NaCl                                                                    100mM 
Φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου. 
 
∆ιάλυµα ροδαµίνης-φαλλοϊδίνης  
Η ροδαµίνη-φαλλοϊδίνη διαλύεται αρχικά σε µεθανόλη, ώστε να προκύψει ένα 

συγκενρωµένο διάλυµα να αντιστοιχεί σε συγκεντρωµένο διάλυµα το οποίο 
φυλάσσεται στους -20 0C. 

 
Μέθοδος 
Για τις µορφολογικές παρατηρήσεις µε µικροσκοπία φθορισµού οι παραπάνω 

κυτταρικές σειρές καλλιεργήθηκαν για τουλάχιστον 24 ώρες πάνω σε καλυπτρίδες, 
ενώ τα κύτταρα βρίσκονταν ακόµη στη λογαριθµική φάση ανάπτυξης και για 15-20 
ώρες πριν τη διεξαγωγή του πειράµατος σε θρεπτικό χωρίς ορό. Ως κύτταρα µάρτυρες 
χρησιµοποιούνταν κάθε φορά τα φυσιολγικά OK σε όµοιες συνθήκες. Τα κύτταρα 
µονιµοποιήθηκαν µε προσθήκη διαλύµατος φορµαλδεϋδης 3.7% v/v σε διάλυµα 
φωσφορικών-φυσιολογικού ορού (PBS: Phoshate Buffer Saline) και µετά απο τις 
εκπλύσεις τα κύτταρα επωάστηκαν σε παγωµένη ακετόνη, ώστε οι µεµβράνες τους να 
γίνουν διαπερατές. Έπειτα τα δείγµατα επωάστηκαν µε 160ng/50µl ανά καλυπτρίδα, 
από το µονοκλωνικό αντισώµα anti-flag M2 (µε αραίωση 1:100 σε διάλυµα PBS που 
περιείχε 1.5% ορό FBS), ή µε αντίσωµα κατά της  παξιλλίνης,  βινκουλίνης ή ταλίνης 
(σε αραίωση1:50), σε θερµοκρασία περιβάλλοντος, για 1ώρα (έµµεσος 
ανοσοφθορισµός) και ακολούθησε  επώαση µε το δεύτερο αντίσωµα IgG κατά 
αντιορού επίµυος σηµασµένο µε φλουορεσκίνη σε αραίωση 1:50 σε θερµοκρασία 
περιβάλλοντος, για 1 ώρα στο σκοτάδι. Τελικά οι καλυπτρίδες τοποθετήθηκαν σε 
αντικειµενοφόρους πλάκες εφοδιασµένες µε slow fade antifade reagent, για να 
αποφθευχθεί η ταχεία απώλεια του φθορισµού κατά την παρατήρηση των δειγµάτων 
στο µικροσκόπιο. 

Για τη διπλή χρώση των κυττάρων, την παραπάνω διαδικασία του έµµεσου 
ανοσοφθορισµού ακολούθησε άµεση χρώση της πολυµερούς ακτίνης µε ροδαµίνη-
φαλλοϊδίνη. Συγκεκριµένα τα κύτταρα επωάστηκαν µε 0.6 units ή 0.25 µΜ ροδαµίνης-
φαλλοϊδίνης ανά καλυπτρίδα, σε θερµό, υγρό και σκοτεινό περιβάλλον για 40 λεπτά 
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(άµεσος ανοσοφθορισµός), εκπλύθηκαν και τοποθετήθηκαν στις αντικειµενοφόρους 
πλάκες, όπως περιγράφτηκε παραπάνω. 

 
 
 
 Παρατήρηση παρασκευασµάτων 

Τα  παρασκευάσµατα παρατηρήθηκαν σε µικροσκόπιο Olympus BH-2 
εφοδιασµένο µε συσκευή παραγωγής υπεριώδους ακτινοβολίας του κατάλληλου 
µήκους κύµατος και φωτογραφήθηκαν µε ελαιοκαταδυτικό φακό 40 και 100 και 
φωτογραφική µηχανή 35 mm Olympus (C-35AD-4) σε ασπρόµαυρο φιλµ Kodak 3200. 
Εναλλακτικά,  τα  δείγµατα παρατηρήθηκαν σε ανάστροφο µικροσκόπιο Zeiss IM35 
(Zeiss, Oberkochen, Germany), εφοδιασµένο µε confocal laser scanning module (Leica 
Lasertechnik, Heidelberg, Germany). Για την απόκτηση των εικόνων συνεστίασης 
χρησιµοποιήθηκε ελαιοκαταδυτικός φακός 63/1.25 και το λογισµικό CLSM (Leica 
Lasertechnik,  Heidelberg, Germany).  
 

2.2.3 Western Blot των ανάλυση των κυτταροσκελετικών πρωτεϊνών.  
 
Α) Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαµίδης, σε συνθήκες 
SDS αποδιάταξης (SDS-PAGE) 
 
Υλικά και συσκευές 
Ακρυλαµίδιο (GIBCO- BRL Co, MD, USA) 
Ν-Ν'-µέθυλεν-δις-ακρυλαµίδιο : Bis-Ακρυλαµίδιο (GIBCO-BRL Co, MD, 

USA) 
SDS (Bio-Rad Labs., USA) 
Tris-HCl (Bio-Rad Labs., USA) 
Υπερθειϊκό αµµώνιο (Ammonium Per Sulfate): (NH4)S2O8 GIBCO-BRL Co, 
MD, USA) 
ΤΕΜΕD (Sigma. USA) 
Β-µερκαπτοαιθανόλη (Sigma USA) 
DTT (Sigma. USA) 
Γλυκερόλη (Merk, Germany)  
Κυανούν της βρωµοφαινόλης (Sigma USA) 
Γλυκίνη (Bio-Rad Labs., USA) 
Συσκευή ηλεκτροφόρησης (LKB, Bromma, Sweden) 
 
∆ιαλύµατα 
 
Συγκεντρωµένο διάλυµα ακρυλαµιδίου  35 %    
Ακρυλαµίδιο                     29.2  % (w/v) 
Bis - Ακριλαµίδιο               0,8  %( w/v) 
Το διάλυµα φιλτράρεται σε φίλτρο µε διάµετρο πόρων 0. 45 ή 0. 20 µm  και  
φυλάσσεται σε σκοτεινό µέρος στους 40C.  

   
Ρυθµιστικό διάλυµα διαχωρισµού (Seperating Gel Buffer) 
Tris-HCl                   1.5 M 
SDS                          0.4% (w/v)  
Το pH ρυθµίζεται σε 8.8 και το διάλυµα αφήνεται να ναδευτεί για 1 ώρα 

επιπλέον.  
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Επαναλαµβάνεται η µέτρηση του pH και αν είναι διαφορετική διορθώνεται  
µε HCl (ποτέ µε ΝαΟΗ). Το διάλυµα  στη συνέχεια φιλτράρεται σε φίλτρο µε 
διάµετρο πόρων 0. 45 ή 0. 20 µm  και  φυλάσσεται στους 40C.  

 
Ρυθµιστικό διάλυµα επιστοίβαξης  (Stacking  Gel Buffer) 
Tris-HCl                   0,5 M   
SDS                          0.4% (w/v)  
Το pH ρυθµίζεται σε 6.8 και το διάλυµα αφήνεται να ναδευτεί για 1 ώρα 

επιπλέον.  
Επαναλαµβάνεται η µέτρηση του pH και αν είναι διαφορετική διορθώνεται  
µε HCl (ποτέ µε ΝαΟΗ). Το διάλυµα  στη συνέχεια φιλτράρεται σε φίλτρο µε 
διάµετρο πόρων 0. 45 ή 0. 20 µm  και  φυλάσσεται στους 40C.  

 
Συγκεντρωµένο διάλυµα υπερθειϊκού αµµωνίου  10% (APS) 
APS : (NH4)S2O8          10 % 
Παρασκευάζονται 10 ml διαλύµατος APS και το παρασκεύασµα διατηρείται 

για  
µία εβδοµάδα στους 40C.  

 
Ρυθµιστικό διάλυµα µετουσίωσης 2x (Sample buffer 2x) 
Tris- HCl                                           0.125 M 
Β- µερκαπτοαιθανόλη                       4 %  
Γλυκερόλη                                        10%  
SDS                                                    4% 
Κυανούν της βρωµοφαινόλης         0.02% 
Εναλλακτικά µπορεί να αντικατασταθεί η β-µερκαπτοαιθανόλη από DTT 

τελικής  
συγκέντρωσης  100mM, το οποίο προστίθεται λίγο µετά πριν τη χρήση του 
 διαλύµατος. Ανάλογα µε τις ανάγκες του πειράµατος παρασκευάζονται 
διαλύµατα 1x, 2x, ή 4x. Το pH ρυθµίζεται σε 6.8 πριν από την προσθήκη του  
κυανού της βρωµοφαινόλης και το διάλυµα φυλάσσεται στους 40C.  

 
∆ιάλυµα ηλεκτροφόρησης 10 x  (Reservoir Buffer), 1lt. 
Τris -HCl                          30.3 gr 
Γλυκίνη                          144.2 gr   
SDS                                   10 gr      
Το pH του διαλύµατος πρέπει να είναι χωρίς διόρθωση περίπου 8.3. 

Φυλάσσεται  
Σε θερµοκρασία δωµατίου. 

 
      Η σύσταση των διαλυµάτων για το πήκτωµα διαχωρισµού και επιστοίβαξης  
αναφέρεται παρακάτω :     
                     

∆ιάλυµα για το πήκτωµα διαχωρισµού (30 ml) 
 
Υλικά Ποσότητες  για                  Ποσότητες για           

   10 %                                   12.5%  
Sep. Buffer 
H2O 
Ακρυλαµίδιο 30% 

 7.5 ml 
 12ml 
 10 ml 

 7,5 ml 
 9.5 ml 
12.5ml 
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APS 
TEMED 

 300µl   
 10µl 

 300µl 
  10µl 

 
Παρατηρήσεις: 
• *Tο διάλυµα µε τα παραπάνω αντιδραστήρια πρέπει να ανακινείται  πριν την 

προσθήκη του απορρυπαντικού SDS, ώστε να µη δηµιουργείται  αφρός. Τα ΑΡS 
και ΤΕΜΕD προστίθονται µετα την τοποθετηση των παραπάνω διαλυµάτων στη 
συσκευή gradient.  

 
∆ιάλυµα για το πήκτωµα επιστοίβαξης  (10 ml) 
 
Υλικά                                        10ml 
Stack. Buffer                                2,5ml 
H2O                                                  6ml 
Ακρυλαµίδιο 30%                       1.5ml 
APS                                               100µl           
TEMED                                            5µl 

 
∆ιάλυµα χρώσης του πηκτώµατος (staining solution), 1lt.  
Coomassie (Coomassie Blue Brilliant R 250)      2,5 gr 
Μεθανόλη                                                            450 ml   
Οξικό οξύ                                                             100ml 
Απιονισµένο νερό                                                450 ml 
 
 
 
∆ιάλυµα  αποχρωµατισµού πηκτώµατος (Destaining solution).    
Μεθανόλη                                                            40% 
Οξικό οξύ                                                             10%             
Απιονισµένο νερό                                                 50 %   

 
Μέθοδος 
H πρωτεϊνική σύσταση των δειγµάτων εξετάστηκε µε ηλεκτροφόρηση πλάκας 

πολυακριλαµιδίου, όπου ως αποδιατακτικός παράγοµτας χρησιµοποιήθηκε το ανιονικό 
απορρυπαντικό, το δωδεκυλοθειϊκό νάτριο (SDS: n-Dodecylsulfate sodium salt, 
C12H25NaO4S), το οποίο καταστρέφει σχεδόν όλες τις µη οµοιοπολικές 
αλληλεπιδράσεις µιας φυσικής πρωτεΐνης. Οι πρωτεΐνες δεσµεύονται ανεξάρτητα από 
το µοριακό τους βάρος, µε το SDS σε καθορισµένα ποσά κατά βάρος (14g SDS/g) 
πρωτεΐνης, σχηµατίζοντας επιµήκη σύµπλοκα µε καθορισµένη δευτεροταγή δοµή. Η 
δέσµευση είναι υδρόφοβη, ανεξάρτητη από την κοινή ιονική ισχύ και προσδίδει στα 
µόρια αρνητικό φορτίο. Επειδή το φορτίο ανά µονάδα µάζας είναι περίπου σταθερό 
και οι υδροδυναµικές ιδιότητες είναι συνάρτηση µόνο του µοριακού µήκους, η 
ηλεκτροφορετική κινητικότητα των πολυπεπιδικών αλυσίδων είναι συνάρτηση µόνο 
του µοριακού τους βάρους. 

 
Προετοιµασία της πηκτής πολυακρυλαµίδης 
Το σύστηµα ηλεκτροφόρεσης που χρησιµοποιήθηκε στηρίζεται στη µέθοδο του 

Laemmli (1970), µε διαφορά στη χρήση επίπεδου (16cmx18cmx1.5mm) αντί 
κυλινδρικού 
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Πηκτώµατος. Μετά τη συναρµολόγηση της συσκευής ηλεκτροφόρησης, προστίθεται 
πρώτα το διάλυµα διαχωρισµού σε ύψος 11 cm περίπου από τη βάση της συσκευής. 
Όταν έχει ολοκληρωθεί ο πολυµερισµός της ακρυλαµίδης, προστίθεται το διάλυµα 
επιστοίβαξης µέσα στο οποίο τοποθετείται το ''κτένι'' για το σχηµατισµό των θέσεων 
(πηγάδια) όπου θα τοποθετηθούν τα δείγµατα των πρωτεϊνών. 
 Ο πολυµερισµός της ακρυλαµίδης γίνεται µε µηχανισµό ελευθέρων ριζών και 
σαν καταλύτες χρησιµοποιούνται το (ΝΗ4)S2O8 για την έναρξη του πολυµερισµού και 
το ΤΕMED για τη συντήρηση του πολυµερισµού µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία ενός 
τρισδιάστατου πολυµερούς δικτύου πολυακριλαµίδης. Το ρόλο του συνδέσµου των 
αλυσίδων της πολυακριλαµίδης για τη δηµιουργία του δικτύου παίζει το Ν, Ν'-
µεθυλεν-δις-ακρυλαµίδιο.  
  
 Προετοιµασία των δειγµάτων για την ηλεκτροφόρεση 

Τα δείγµατα τα οποία πρόκειται να τοποθετηθούν στην πηκτή 
πολυακριλαµίδης αποµονώνονται από τα κύτταρα σύµφωνα µε τις µεθόδους που 
περιγράφονται παρακάτω. Στη συνέχεια προστίθεται σε αυτά ίσος όγκος διαλύµατος 
µετουσίωσης 2x (ή 1/4 του όγκου από το 4x) και θερµαίνονται στους 950C για 5 
λεπτά. Κάτω από τις συνθήκες αυτές οι πρωτεΐνες αυτές αποδιατάσσονται 
διατηρώντας µόνο την πρωτοταγή τους δοµή. 

Μετά την τοποθέτηση των δειγµάτων στην πηκτή και του διαλύµατος 
ηλεκτροφόρησης στη συσκευή (περίπου 2.5 λίτρα), εφαρµόζεται σταθερή τάση 150 V 
έως ότου τα δείγµατα να εισχωρίσουµ στο πήκτωµα διαχωρισµού, οπότε και 
εφαρµόζεται τάση 280 V. H διαδικασία ολοκληρώνεται σε 3 ώρες περίπου. 

 
Β) Μεταφορά των πρωτεϊνών από την πηκτή πολυακριλαµίδης σε 

µεµβράνες νιτροκυτταρίνης 
 
 Υλικά και συσκευές 
 Μεµβράνη νιτροκυτταρίνης (Amersham, USA)  
 Χαρτί  Whatman 3MM (Amersham, USA) 
 Mεθανόλη 
 Συσκευή µεταφοράς πρωτεϊνών (LKB, Bromma, Sweden) 
 

∆ιαλύµατα 
Ρυθµιστικό διάλυµα µεταφοράς των πρωτεϊνών  (Τransfer Buffer) 
∆ιάλυµα ηλεκτροφόρησης 10x                       500ml 
Μεθανόλη (Riedel de Haen, Germany)        1000 ml 
Προστίθεται νερό µέχρι 5 λίτρα. 

 
 Μέθοδος 
 Η µεταφορά των αρνητικά φορτισµένων πρωτεϊνών από την πηκτή 
πολυακριλαµίδης στη µεµεβράνη της νιτροκυτταρίνης επιτελείται µέσα σε ηλεκτρικό 
πεδίο και µε τη βοήθεια κατασκευής που έχει τη µορφή "σάντουιτς". Συγκεκριµένα 
πάνω στο σφουγγάρι της συσκευής τοποθετείται το ένα χαρτί Whatman 3ΜΜ, επάνω 
στο οποίο η πηκτή και στη συνέχεια η µεµβράνη της νιτροκυτταρίνης (ιδίων 
διαστάσεων µε την πηκτή). Ακολουθεί τοποθέτηση ενός επιπλέον φύλλου Whatman 
3ΜΜ και του δεύτερου σφουγγαριού. Πριν τη δηµιουργία της συσκευής όλα τα υλικά 
έχουν διαβραχεί µε το διάλυµα µεταφοράς των πρωτεϊνών το οποίο είναι 
τοποθετηµένο µέσα στη συσκευή. Το "σάντουιτς" στη συνέχεια τοποθετείται στη 
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συσκευή µε το πήκτωµα προς την κάθοδο και η µεταφορά επιτελείται στους 40 C για 
1.5 ώρες. 
 
 Γ) Yβριδοποίηση των πρωτεϊνών της νιτροκυτταρίνης και ανίχνευσή τους 
µε το σύστηµα χηµειοφωταύγειας ECL 
 
 Υλικά και συσκευές 

Tris-HCl   (Βio-Rad Labs., USA) 
 NaCl        (Merk, Germany)  
Tween-20 (Merk, Germany)      
Ξηρό γάλα µε χαµηλά λιπαρά 
Αντίσωµα κατά της πρωτεΐνης που µελετάται κάθε φορά      
∆εύτερο αντίσωµα κατά ανοσοσφαιρινών (IgG) επιίµυος ή κουνελιού 
(ανάλογα µε το πρώτο αντίσωµα) προσηµασµένο µε το ένζυµο  υπεροξειδάση  
(Immunotech, USA) 
Φιλµ εµφάνισης υψηλής ευαισθησίας ECL (Amersham Corp., USA) 
Κασσέτα εµφάνισης φιλµ (Amersham Corp., USA) 
Αντιδραστήρια ανίχνευσης ECL (Amersham Corp., USA) 
PC-based Image Analysis (Image Analysis Inc., Canada) 
          

 ∆ιαλύµατα 
Ρυθµιστικό διάλυµα Τris-φυσιολογικού ορού µε Tween-20 (TBS-T)   
Tris-HCl               20mM  
 NaCl                   137mM       
Tween-20            0.1 % v/v 
Ρυθµίζεται το pΗ σε 7.6 και το διάλυµα φυλάσσεται σε θερµοκρασία 

δωµατίου. 
 
''∆ιάλυµα αφαίρεσης''  (sripping) 
β-µερκαπτοαιθανόλη                100  mM 
Tris-HCl                                    62.5 mM 
SDS                                                   2% 
Ρυθµίζεται το pΗ σε 6.7 και το διάλυµα φυλάσσεται στους 40 C.  

  
Mέθοδος 
Η διαδικασία αποτεκλείται από τα εξής στάδια : 
1. Επώαση της µεµβράνης µε TBS-T στο οποίο έχει προστεθεί 5% ξηρό γάλα 

µε χαµηλά λιπαρά µε σκοπό την κάλυψη των µη ειδικών θέσεων. Η 
επώαση διαρκεί 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου ή όλη τη νύχτα στους 40 
C, υπό ανάδευση. 

2. Έκπλυση της µεµβράνης µε  TBS-T, 1 φορά για 15 λεπτά και 2 φορές για 5 
λεπτά. 

3. Επώαση της µεµβράνης µε το αντίσωµα κατά της πρωτεΐνης στόχου, το 
οποίο έχει διαλυθεί σε ΤΒS-T µε ή χωρίς 5% ξηρό γάλα µε χαµηλά λιπαρά. 
Ο χρόνος επώασης καθορίζεται από την εταιρεία προέλευσής του ή από 
βιβλιογραφικά δεδοµένα ή ακόµα και µετά από δοκιµαστικά πειράµατα. 

4.  Έκπλυση της µεµβράνης µε  TBS-T, 1 φορά για 15 λεπτά και 2 φορές για 
5 λεπτά. 

5. Επώαση της µεµβράνης µε το δεύτερο αντίσωµα (που θα πρέπει να είναι 
συµβατό µε το πρώτο), το οποίο έχει διαλυθεί σε ΤΒS-T µε ή χωρίς 5% 
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ξηρό γάλα µε χαµηλά λιπαρά. Ο χρόνος επώασης καθορίζεται από την 
εταιρεία προέλευσής του ή από βιβλιογραφικά δεδοµένα ή ακόµα και µετά 
από δοκιµαστικά πειράµατα 

6. Έκπλυση της µεµβράνης µε  TBS-T, 1 φορά για 15 λεπτά και 4 φορές για 5 
λεπτά. 

7. Επώαση της µεµβράνης για 1 λεπτό µε τα αντιδραστήρια ανίχνευσης ECL 
8. Έκθεση σε φιλµ εµφάνισης υψηλής ευαισθησίας ECL για διάφορα χρονικά 

διαστήµατα. 
Στις περιπτώσεις εκείνες που επιβάλλεται η ανίχνευση, στην ίδια 
νιτροκυτταρίνη, δοιαφορετικών πρωτεϊνών η αποµάκρυνση των 
αντισωµάτων επιτελείται µε επώαση της µεµεβράνης µε το διάλυµα 
"αφαίρεσης" στους 500 C για 30λεπτά, υπό ανάδευση. Μετά από έκπλυση 
της µεµβράνης µε διάλυµα TBS-T (2 φορές για 10 λεπτά) ακολουθεί η 
διαδιακσία που περιγράφεται παραπάνω.  

  
2.2.4 Ανάλυση πρωτεϊνών στα διαλυτά και αδιάλυτα στο TritonX-100 

κυτταρικά κλάσµατα, µε τη µέθοδο της ανοσοκατακρήµνισης. 
 
Α) Προετοιµασία των κυτταρικών κλασµάτων. 
Υλικά 

            Φιάλες καλλιέργειας 75 cm2 (Costar Europe LTD, The Netherlands) 
            Tris- HCl (Bio-Rad Labs, USA) 
            NaCl (Merk, Germany) 
            CaCl2 (Merk, Germany) 
            MgCl2  (Merk, Germany) 
            NP-40 
            PMSF (SERVA, Germany) 
            Ορθοβαναδικό νάτριο: Na3VO4 
             
      
           ∆ιάλυµα εκχύλισης  (Buffer A) 
           Tris-HCl                            20 mM 
           NaCl                                137 mM     
           CaCl2                                                   1 mM                                           
           MgCl2                                                 1 mM 
           NP-40                                 1  %      
           PMSF                                 1 mM 
           Ορθοβαναδικό                 0.1 mM 
          Ρυθµίζεται το pH σε 7.4 και το διάλυµα διατηρείται στους 40 C. 

 
            Μέθοδος 

Για τον προσδιορισµό των ολικών πρωτεϊνών τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε 
πλαστικές φλάσκες επιφάνειας των 75 cm2 µέχρι τη λογαριθµική φάση ανάπτυξης. 
Έπειτα τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε παγωµένο διάλυµα PBS  και οι πρωτεΐνες που 
παρέµειναν στη φιάλη καλλιέργειας διαλύθηκαν µε µηχανική απόξεση µέσα σε 1 ml 
διαλύµατος Buffer A και τυχόν στερεά υπολείµατα (πιθανόν πυρηνικά συστατικά) 
αποµακρύνθηκαν µε φυγοκέντρηση (5 min, 12.000g). Ίση ποσότητα πρωτεϊνης 
(1000µg) χρησιµοποιήθηκε στη συνέχεια για ανοσοκατακρήµνιση, ενώ ίση ποσότητα 
ολικής πρωτεΐνης του κυτταρικού εκχυλίσµατος (50µg), χρησιµοποιήθηκε για 
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ηλεκτροφόρηση, σε πήκτωµα πολυακριλαµιδίου υπό συνθήκες αποδιάταξης εξαιτίας 
της παρουσίας SDS (SDS-PAGE) και κατόπιν για ανοσοαποτύπωση (Western Blot).  

 
Β) Ανοσοκατακρήµνιση πρωτεϊνών. 

            Υλικά 
Μονοκλωνικό αντίσωµα κατα φωσφορυλιωµένων σε τυροσίνη πρωτεϊνών (Sigma,    
USA). 
Μονοκλωνικό αντίσωµα κατά της υποµονάδας p110 της PI-3 κινάσης (του οίκου UBI) 
Αγαρόζη συνδεδεµένη µε πρωτεΐνη A (Upstate Biotechnology Inc., USA) 
 
          Μέθοδος 
          Η µέθοδος διαχωρισµού µε ανοσοκατακρήµνιση συγκεκριµένων πρωτεϊνών από 
το κυτταρικό εκχύλισµα βασίζεται στη σύνδεση του αντισώµατος στην πρωτεΐνη-
στόχο και στη συνέχεια στη σύνδεση της προσδεδεµένης µε αγαρόζη πρωτεΐνης Α µε 
το αντίσωµα, η οποία είναι εύκολο να διαχωρισθεί µε φυγοκέντρηση λόγω της 
σηµαντικής διαφοράς βάρους της αγαρόζης από τις πρωτεΐνες. Η διαδικασία είναι η 
ακόλουθη : 
1. Επώαση των παραπάνω κυτταρικών εκχυλισµάτων, ανά 1000µg κυτταρικών 

πρωτεϊνών µε το αντίστοιχο:  
αντίσωµα φωσφοτυροσίνης (5-9µg/ml) 
anti-p110 (2µg/ml) 
όλη τη νύχτα υπό ελαφρά περιστροφή στους 40 C.  
2.  Προσθήκη  70 µl διαλύµατος αγαρόζης (50%) συνδεδεµένης µε πρωτεΐνη Α, 
επώαση 
υπό ελαφρά περιστροφή στους 40C, για 2 ώρες. 
3. Συλλογή των σφαιριδίων αγαρόζης, µε φυγοκέντρηση στις 12000 g για 1 λεπτό και 
τρεις διαδοχικές µετά από κάθε φυγοκέντρηση, εκπλύσεις µε το ρυθµιστικό διάλυµα 
(RIPA). 
4. Προσθήκη  ίσου όγκου διαλύµατος µετουσίωσης 2x και θέρµανση στους 950C για 5 
λεπτά. 
5. Αποµάκρυνση των σφαιριδίων αγαρόζης µε φυγοκέντρηση σε 12000g  για 30 sec 

και συλλογή του υπερκείµενου, το οποίο θα χρησιµοποιηθεί για ηλεκτροφόρηση 
και ανοσοαποτύπωση (Western Blot).   

 
Γ) Western Blot των ανάλυση των κυτταροσκελετικών πρωτεϊνών.  

 
Υλικά 
 Πολυκλωνικό αντίσωµα κατα της υποµονάδας p85 της PI-3 κινάσης κουνελιού 
από  επίµυ (Upstate Biotechnology Inc., USA) 
 Μονοκλωνικό αντίσωµα κατα φωσφορυλιωµένων σε τυροσίνη πρωτεϊνών (Sigma,    

USA). 
 Μονοκλωνικό αντίσωµα κατά της υποµονάδας p110 της PI-3 κινάσης (του οίκου 

UBI).  
 Μονοκλωνικό αντίσωµα κατά της ακτίνης επίµυος (Amersham, USA)  
 Πολυκλωνικό αντίσωµα κατά της FAK (Transduction Labs) 
 Αντίσωµα κατά του υποδοχέα των οπιοειδών (KOR), (Transduction Labs). 
 Μονοκλωνικό αντίσωµα κατά της βιλλίνης επίµυος (Chemicon, USA)  
 Τα πολυκλωνικά αντισώµατα για τα PAK1 (rabbit), Rac1 (rabbit) και για τα 

µονοκλωνικά (mouse) RhoA και p110β και τη συνδεδεµένη µε αγαρόζη G 
πρωτεΐνη ήταν από τηSanta Cruz Biotechology Inc.   
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 Τα πολυκλωνικά αντισώµατα κατά της PI3 κινάσης, (p85), κουνελιού, από την 
Upstate Biotechnology Inc.  
 Αντισώµατα κατά του φωσφορυλιωµένου Akt  (Thr 308) και του Akt, από τη New 

England Biolabs και anti-Gβγ  από τη Calbiochem. 
 ∆εύτερο αντίσωµα κατά ανοσοσφαιρινών (IgG) επίµυος προσηµασµένο µε το 
ένζυµο υπεροξειδάση (Amersham, USA) 
 ∆εύτερο αντίσωµα κατά ανοσοσφαιρινών (IgG) κουνελιού προσηµασµένο µε το 
ένζυµο υπεροξειδάση (Immunotech, USA) 

 
Μέθοδος 
Μετά την ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών, ακολούθησε η µεταφορά τους σε 

µεµβράνες νιτροκυτταρίνης, χρησιµοποιώντας τη συσκευή µεταφοράς (LKB, 
Bromma, Sweden), όπως περιγράφτηκε στην παράγραφο . 

Aκολούθησε επώαση της νιτροκυτταρίνης µε το αντίστοιχο αντίσωµα κάθε 
φορά, υπό ήπια ανάδευση, για 1 ώρα σε θερµοκρασία περιβάλλοντος ή στους 40C  για 
όλη τη νύχτα. Έπειτα επωάστηκαν µε τα κατάλληλα δεύτερα αντισώµατα (1:10000 ή 
1: 5000 κατά αντιορού επιµυός ή κουνελιού αντίστοιχα), για 1 ώρα σε θερµοκρασία  
περιβάλλοντος και ήπια ανάδευση) και η συνδεδεµένη σε αυτό υπεροξειδάση 
αντέδρασε µε το σύστηµα χηµειοφωταύγειας ECL. Στη συνέχεια η  µεµβράνη 
εκτέθηκε σε φιλµ υψηλής ευαισθησίας ECL και εµφανίστηκε σε διάφορα χρονικά 
διαστήµατα, ενώ ο ποσοτικός προσδιορισµός της έντασης των πρωτεϊνικών κηλίδων 
έγινε µε το Molecular Analyst Software. Η διαδικασία επώασης µε τα διαφορετικά 
αντισώµατα έγινε µετά την αποµάκρυνση καθε φορά του προηγούµενου αντισώµατος 
από τη νιτροκυτταρίνη, µε το διάλυµα "αφαίρεσης" (stripping buffer). 

 
2.2.5 Κλασµατοποίηση του κυταροσκελετού σε διαλυτό και αδιάλυτο στο 

Triton X-100. 
 
Υλικά και συσκευές 
Tρυβλία καλλιέργειας 6 οπών  (Costar Europe LTD, The Netherlands) 

            Triton X-100 (Sigma, USA) 
            Tris-HCl (Bio-Rad Labs, USA) 
            EGTA (Sigma, USA) 
            Sucrose (GIBCO-BRL, Co, MD, USA) 
            Phalloidin (Sigma, USA) 
            Υπερχλωρικό οξύ : PCA : Perchloric acid (Merk, Germany) 
            NαOH (Merk, Germany) 
            PMSF (SERVA, Germany) 
            Leupeptin (Sigma, USA) 
            Ξέστρο κυττάρων (Costar Europe LTD, The Netherlands) 
            Μονοκλωνικό αντίσωµα κατά της ακτίνης επίµυος (Chemicon, USA)   
            ∆εύτερο αντίσωµα κατά ανοσοσφαιρινών (IgG) επίµυος προσηµασµένο µε το 
            ένζυµο υπεροξειδάση (Amersham, USA) 
            Φυγόκεντρο 
 
            ∆ιάλυµα εκχύλισης µε Τriton X-100 
            Triton X-100                              0,3% 
            Tris-HCl                                    5mM 
            EGTA                                        2mM 
            Sucrose                                  300mM 
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            NaF                                          50mM 
            Phalloidin                                   2µM 
            PMSF                                     400µM 
            Leupeptin                                 10µΜ 

Ρυθµίζεται το pH σε 7.4 και το διάλυµα διατηρείται στους 40 C. 
 

Mέθοδος 
Για τις µετρήσεις των επιπέδων της µονοµερούς (Triton soluble) και της 

πολυµερισµένης (Triton insoluble) ακτίνης, τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν µέχρι τη 
λογαριθµική φάση ανάπτυξης σε πλάκες των έξι οπών ή σε τρυβλία διαµέτρου 35mm. 
Σε αυτά που ακολούθησε επίδραση των οπιοειδών αγωνιστών EKC και αs1-cas και του 
παράγοντα TNF-a,  έγινε επώαση σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό για 15-20 ώρες πριν τη 
διεξαγωγή του πειράµατος.  Στα συγκεκριµένα πειράµατα έγινε επίδραση των 
οπιοειδών EKC και αs1-cas, σε συγκέντωση 10-8

 M για 30 λεπτά και του TNF-a 
10ng/ml για 15 λεπτά. Ως κύτταρα-µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν τα φυσιολογικά OK 
και Caki-2 απουσία οπιοειδών. Μετα την επίδραση µε τους παραπάνω παράγοντες 
συλλέχθηκαν τα διαλυτά και τα αδιάλυτα στο Triton X-100 (Triton Soluble fraction 
:TS και Triton Insoluble fraction:TI), πρωτεϊνικά κλάσµατα, µε τη γνωστή µέθοδο 
(Golenhofen et al. 1995). 

 Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό της κυτταρικής ακτίνης 
και των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε αυτή, όπως τη βιλλίνη, σε δύο κλάσµατα 
της µονοµερούς και της πολυµερούς ακτίνης (Golenhofen et al. 1995).  O διαχωρισµός 
αυτός επιτυγχάνεται µέσω του απορρυπαντικού Triton X-100 στο οπίο ο 
κυτταροσκελετός, όσον αφορά τις πολυµερισµένες του µορφές παραµένει αδιάλυτος.  

Συγκεκριµένα µετά από την αποµάκρυνση του θρεπτικού µέσου καλλιέργειας 
και έκπλυση των κυττάρων δύο φορές µε PBS, ακολουθεί εκχύλιση των κυττάρων 
στον πάγο µε 500 µl διαλύµατος εκχύλισης, για 5 λεπτά στον πάγο. Μετά την 
αποµάκρυνση του διαλύµατος εκχύλισης, οι διαλυτές στο Triton X-100 (TS) 
πρωτεΐνες, στις οποίες συµπεριλαµβάνεται και η µονοµερής ακτίνη, κατακρυµνίζονται 
µε ίσο όγκο διαλύµατος PCA 6%. Οι αδιάλυτες στο Triton X-100 (TI), παραµένουν 
στo τρυβλίο καλλιέργειας, αποµακρύνονται µε απόξεση και κατακρυµνίζονται µε 1ml 
διαλύµατος PCA 3%. Tα δύο κυτταρικά κλάσµατα φυγοκεντρούνται, στις 13.000 rpm 
για 5 λεπτά, και τα ιζήµατα, που προκύπτουν επαναδιαλύονται σε 100µl ΝαΟΗ 0.1 Ν. 
Έπειτα λαµβάνονται ίσοι όγκοι από κάθε κυτταρικό κλάσµα και µετά από ανάµιξή 
τους µε ίσο όγκο διαλύµατος µετουσίωσης 2x, ακολουθεί η διαδικασία της 
ηλεκτροφόρησης και της µεταφοράς των πρωτεϊνών, όπως περιγράφτηκε παραπάνω, 
σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης. Στη συνέχεια γίνεται ανίχνευση µε το µονοκλωνικό 
αντίσωµα της ακτίνης σε αραίωση 1:1000 και το µονοκλωνικό αντισώµα anti-flag M2 
σε αραίωση 1:1000 (3,2µg/ml, σε blocking buffer), µε  δεύτερο αντίσωµα (1:10000 
κατά αντιορού επιµύος), και η συνδεδεµένη µε αυτό υπεροξειδάση αντιδρά µε το 
σύστηµα χηµειφωταύγειας ECL. Στη συνέχεια η µεµβράνη εκτίθεται σε φιλµ υψηλής 
ευαισθησίας ECL και εµφανίζεται σε διάφορα χρονικά διαστήµατα. Ακολουθεί η 
µέτρηση των πρωτεϊνικών κηλίδων µε Αναλυτή Εικόνας (Image Analysis).  
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2.2.6 Ανάλυση των ενεργών πρωτεϊνών Rac και cdc 42 στα κυτταρικά 
κλάσµατα, µε τη µέθοδο της κατακρήµνισης µέσω συγγένειας 
(Affinity precipitation). 

 
Υλικά 

            HEPES                             (GIBCO- BRL Co, MD, USA)                     
            NaCl                                 (Merk, Germany)                                 

 NP-40                                         
 ∆εοξυχολικό Νάτριο       (Fluka Chemie AG, Switzerland)                  
 Γλυκερόλη                       (Merk, Germany)             
 ΝaF                                  (Sigma, USA)                    
 MgCl2                                             (Merk, Germany)  
      EDTA                              (Biochrom KG, Berlin, Germany) 
 Ορθοβαναδικό  Nάτριο                 

             Leupeptin                       (Sigma, USA)            
   Aprotinin                        (Sigma, USA) 
      Αντιδραστήριο που περιέχει το GST-fusion, PBD (p21-binding domain) της  
PAK1  (Upstate biotechnology Inc.).          
Τα αντισώµατα κατά των Rac και Cdc42, ήταν από την Upstate Biotechnology Inc.  
 
 ∆ιάλυµα λύσης των κυττάρων µε ιόντα Mg 2+ (MLB Lysis Buffer) 
HEPES                                       25 mM 
NaCl                                          150 mM 
NP-40                                        1  % 
∆εοξυχολικό Νάτριο                  0.25 % 
Γλυκερόλη                                 10   % 
ΝaF                                            25 mM 
MgCl2                                                            10 mM 
EDTA                                         1mM 
Ορθοβαναδικό  Nάτριο              1mM 
Leupeptin                                   10µg/ml 
Aprotinin                                    10 µg/ml 
 
 Μέθοδος 
  Η µέθοδος  αυτή κατακρήµνισης µέσω συγγένειας,  µε το συνδεδεµένο GST-
PBD, του ανάλογου κιτ,  βασίζεται  στη µέθοδο Bernard et al (1999). Μετά τη 
λύση των κυττάρων µε το παραπάνω διάλυµα MLB (700µλ ανά φλάσκα των 75 
cm2), προστέθηκαν 8 µg από το αντιδραστήριο GST-PBD συνδεδεµένα µε 
γλουταθειόνη-αγαρόζη σε ίσους όγκους κυτταρικών εκχυλισµάτων δειγµάτων και 
κυττάρων µαρτύρων, ενώ παράλληλα κρατήθηκαν ίσοι όγκοι ολικών πρωτεϊνών 
για western ανάλυση. Tα δείγµατα επωάστηκαν υπό ανάδευση στις 15 rpm, για 
1ώρα στους 40 C, και έπειτα φυγοκεντρήθηκαν για 5 sec στις 13000rpm. 
Ακολούθησαν τρεις διαδοχικές πλύσεις µε 0.5 ml διαλύµατος MLB την κάθε φορά 
και έπειτα στα ιζήµατα ακολούθησε η γνωστή διαδικασία προετοιµασίας των 
δειγµάτων για ηλεκτροφόρηση και western blot ανάλυση µε αντισώµατα για τις 
Rac και cdc42  GTPάσες.     
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2.2.7  Ποσοτικός προσδιορισµός ολικών κυτταρικών πρωτεϊνών µετά από 
λύση των κυττάρων παρουσία απορρυπαντικού 

 
Υλικά και συσκευές 
 Bio Rad Protein Assay Reagent (Bio-Rad Labs, USA) 
Αλβουµίνη ορού βοός : BSA (Sigma, USA) 
Φωτόµετρο 
 
Μέθοδος 
Η µέθοδος ποσοτικού προσδιορισµού µε τα αντιδραστήρια Bio-Rad DC 
βασίζεται στην τεχνική Lowry (Lowry et al. 1951). H διαδικασία περιλαµβάνει 
τα παρακάτω στάδια: 
1. Τοποθέτηση των δειγµάτων (εις διπλούν) σε σωληνάρια τύπου Eppendorf 

και συµπλήρωση του όγκου µέχρι τα 200 µl µε ενέσιµο νερό. Ως τυφλό 
δείγµα χρησιµοποιείται αυτό στο οποίο ο όγκος του κυτταρικού 
εκχυλίσµατος έχει αντικατασταθεί µε ίσο όγκο διαλύµατος λύσης. 

2. Προσθήκη 100µl αντιδραστηρίου Bio-Rad A'. 
3. Προσθήκη 800µl αντιδραστηρίου Bio-Rad C και επώαση για 15 λεπτά. 
4. Μέτρηση της οπτικής πυκνότητας σε µήκος κύµατος 750 nm. 
Ο ποσοτικός προσδιορισµός κάθε δείγµατος γίνεται µε χρήση πρότυπης 
καµπύλης, η οποία λαµβάνεται από την ταυτόχρονη µέτρηση δειγµάτων 
γνωστών ποσοτήτων BSA (5,10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80µg). 
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3. Αποτελέσµατα 
 
3.1 Επίπεδα έκφρασης των πρωτεϊνών που συµµετέχουν στη δηµιουργία 

εστιών πρόσφυσης και των µικρών GTPασών, στους µεταλλαγµένους κλώνους 
της ακτίνης. 

Στην προσπάθεια  µελέτης των επιπέδων έκφρασης των πρωτεϊνών που 
συνδέουν τα ινίδια της ακτίνης µε µεµβρανικές πρωτεΐνες και συµµετέχουν στη 
δηµιουργία εστιών πρόσφυσης, καθώς και των µικρών GTPασών, τα ολικά 
εκχυλίσµατα των κυτταρικών κλώνων υποβλήθηκαν σε πειράµατα ανοσοαποτύπωσης. 
Συγκεκριµένα οι µεµβράνες νιτροκυτταρίνης επωάστηκαν στις κατάλληλες κάθε φορά 
συνθήκες µε τα αντίστοιχα αντισώµατα κατά των πρωτεϊνών Fak, Talin, Paxillin, 
Vinculin (σχήµα 1), Rhoa, Rhob, Rac και Cdc42 (σχήµα 2).  
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Σχήµα 1. Αποτελέσµατα ανοσοαποτύπωσης στους εννέα κλώνους, µετά από επώαση µε τα 
αντισώµατα κατά των Fak, Talin, Paxillin και Vincullin. Oι τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους 
των τιµών µετά από αφαίρεση των τιµών των επιπέδων των πρωτεϊνών αυτών στα φυσιολογικά ΟΚ 
κύτταρα, ενώ όπου n = ο αριθµός των πειραµάτων. 
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Σχήµα 2. Αποτελέσµατα ανοσοαποτύπωσης στους εννέα κλώνους, µετά από επώαση µε τα 
αντισώµατα κατά των Rhoa, Rhob, Rac και Cdc42. Oι τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους, µετά 
από αφαίρεση των τιµών των επιπέδων των πρωτεϊνών αυτών στα φυσιολογικά ΟΚ κύτταρα, ενώ όπου 
n= ο αριθµός των πειραµάτων. 
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Από τα µέχρι τώρα δεδοµένα (Tsapara et. al. 1999), γνωρίζουµε ότι από τους 
κλώνους αυτούς, οι wt1, ala6, asp3 και glu6 είναι αυτοί µε τη µεγαλύτερη έκφραση 
flag-actin. Για το λόγο αυτό προτιµήσαµε να µελετήσουµε την έκφραση των 
παραπάνω πρωτεϊνών στους κλώνους αυτούς ως προς τα φυσιολογικά ΟΚ κύτταρα.  

Αξίζει να παρατηρήσει κανείς ότι από τις παραπάνω πρωτεΐνες, µόνο η Fak 
παρουσιάζει σαφή µείωση στα επίπεδα έκφρασης, στους επιλεγµένους τέσσερις 
µεταλλαγµένους κλώνους σε σύγκριση µε τον αντίστοιχο αγρίου τύπου, µετά από 
αφαίρεση των αντίστοιχων τιµών στα ΟΚ κύτταρα. Όσον αφορά τις υπόλοιπες 
πρωτεΐνες, δεν παρατηρείται σταθερή τάση, γεγονός που υποδηλώνει ότι οι παραπάνω 
τέσσερις µεταλλαγµένοι κλώνοι δεν εµφανίζουν µεταβολές, σε σχέση µε τα κύτταρα 
OK που φέρουν την αγρίου τύπου µορφή της ακτίνης σε σύντηξη µε τον επίτοπο flag 
(wt1), τουλάχιστον όσον αφορά τη µετάδοση του µηνύµατος, µέσω των παραπάνω 
πρωτεϊνών. 

 
3.2 Φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών. 
Όπως είναι γνωστό, η φωσφορυλίωση σε τυροσίνη των πρωτεϊνών  πρόσδεσης 

της ακτίνης στην πλασµατική µεµβράνη σχετίζεται µε το σχηµατισµό των 
µικροϊνιδίων και την αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης, (Kim et. al., 
2001).  Επίσης είναι γνωστό ότι η Fak φωσφορυλιώνεται σε τυροσίνη µετά από 
επίδραση ορµονών, πεπτιδίων, αυξητικών παραγόντων και εξωκυττάριων µηνυµάτων 
(Koukouritaki et. al, 1999b). Η Fak, µε τη σειρά της φωσφορυλιώνει άλλες πρωτεΐνες, 
όπως βινκουλίνη και παξιλλίνη. Για τη µελέτη των επιπέδων φωσφορυλίωσης σε 
τυροσίνη των ανωτέρω πρωτεϊνών, έγιναν πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης, µε ένα 
µονοκλωνικό αντίσωµα που αναγνωρίζει φωσφοτυροσίνες και έπειτα τα ολικά 
κυτταρικά εκχυλίσµατα (1000µg ολικής πρωτεΐνης), αναλύθηκαν παραπέρα µε την 
τεχνική της ανοσοαποτύπωσης, χρησιµοποιώντας αντισώµατα κατά των πρωτεϊνών 
Fak και Paxillin. Στο σχήµα 3 παρουσιάζονται τα δεδοµένα από τα αντίστοιχα 
πειράµατα ανοσοκατακρήµνιση για τους εννέα κλώνους. Αξίζει να σηµειωθεί ότι τα 
επίπεδα των φωσφορυλιωµένων Fak και Paxillin, εµφανίζουν κοινή τάση στους 
διαφορετικούς κλώνους των OK.  Όσον αφορά τους επιλεγµένους τέσσερις κλώνους, ο 
ala6 παρουσιάζει τη µέγιστη έκφραση των Fak και Paxillin, ενώ στους αγρίου τύπου 
wt1,  asp3 και glu6 εµφανίζονται οι φωσφορυλιωµένες πρωτεΐνες µε σχεδόν παρόµοιο 

ποσοστό ή µικρότερο από αυτό των φυσιολογικών OK. 
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Σχήµα 3. Επίπεδα φωσφορυλίωσης µετά από ανοσοκατακρήµνιση µε το µονοκλωνικό αντίσωµα 
φωσφοτυροσίνης στους εννέα κλώνους, και επώαση µε τα αντισώµατα κατά των Fak και Paxillin. Oι 
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τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους µετά από αφαίρεση των τιµών των επιπέδων των πρωτεϊνών 
αυτών στα φυσιολογικά ΟΚ κύτταρα. 

3.3 Μελέτη της επίδρασης των οπιοειδών πεπτιδίων στη δυναµική 
ισορροπία µεταξύ µονοµερούς (G) προς πολυµερή ακτίνη (F) ακτίνης, µε τη 
µέθοδο του κλασµατικού διαχωρισµού στο Triton X-100 και Western ανάλυση.  
 
  3.3.1 Επίδραση των οπιοειδών (ΕKC και as1-cas) και του παράγοντα TNF-
α στο κλάσµα µονοµερούς/ολική ακτίνη στους µεταλλαγµένους κλώνους και στα 
φυσιολογικά ΟΚ. 

 
Τα φυσιολογικά OK καθώς και οι µεταλλαγµένοι κλώνοι επωάστηκαν για 30 

min  µε τα οπιοειδή πεπτίδια as1-cas και EKC  σε συγκέντρωση 10-8M και για15 min µε 
10ng/ml TNF-α. Με τη µέθοδο της κλασµατοποίησης του κυτταροσκελετού σε 
διαλυτό και αδιάλυτο στο Triton X-100 κλάσµα και την τεχνική της 
ανοσοαποτύπωσης και την ποσοτικοποίηση των αποτελεσµάτων µε το λογισµικό 
πρόγραµµα  Image analysis, έγινε φανερό ότι ο λόγος  της µονοµερούς προς την ολική 
ακτίνη (G/Total actin), αυξήθηκε στους κλώνους wt1, ala6, asp5 και glu6, µετά απο 
την επίδραση των οπιοειδών και του TNF-α, σχήµα 4, δράση κοινή µε αυτή των 
φυσιολογικών ΟΚ, (Papakonstanti et. al 1996, 1999). Αυτό σηµαίνει ότι όπως στα 
φυσιολογικά, έτσι και στους µεταλλαγµένους κλώνους των OK, η επίδραση των 
οπιοειδών και του TNF-α, οδηγούν στον αποπολυµερισµό της ενδογενούς ακτίνης. 
Παρόµοιο είναι το αποτέλεσµα και στην εξωγενή ακτίνη, που φέρει τον flag επίτοπο 
(σχήµα 5). 
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Σχήµα 4. Αποτελέσµατα ανοσοαποτύπωσης στους τέσσερις από τους εννέα κλώνους, µετά από την 
επίδραση για 30 min µε τα οπιοειδή as1 cas και EKC σε συγκέντρωση 10-8Μ και TNF-α 10ng/ml, µετά 
από κλασµατοποίηση στο Triton X-100 και επώαση µε το  αντίσωµα κατά  της ακτίνης. Oι τιµές 
αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους µε ± SE. 
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Σχήµα 5. Αποτελέσµατα ανοσοαποτύπωσης στους τέσσερις από τους εννέα κλώνους, µετά από την 
επίδραση για 30 min µε τα οπιοειδή a s1-cas και EKC σε συγκέντρωση 10-8Μ και TNF-α 10ng/ml, µετά 
από κλασµατοποίηση στο Triton X-100 και επώαση µε το  αντίσωµα κατά  του επιτόπου flag της 
ακτίνης. Oι τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους µε ± SE. 
 

3.3.2 Επίδραση των οπιοειδών (ΕKC και as1-cas) στο κλάσµα 
µονοµερούς/oλική ακτίνη στα καρκινικά  κύτταρα  Caki-2. 

Προκειµένου να διερευνηθεί εάν οι µεταβολές της δυναµικής ισορροπίας 
πολυµερούς-µονοµερούς ακτίνης είναι ένα γενικότερο φαινόµενο απόκρισης των 
καρκινικών επιθηλιακών κυττάρων νεφρού Caki-2 σε εξωτερικά ερεθίσµατα, 
µελετήθηκε αρχικά η πιθανή δράση των οπιοειδών στην κατάσταση πολυµερισµού της 
ακτίνης. Τα κύτταρα Caki-2 επωάστηκαν για 15, 30, 60 και 120 λεπτά µε τους 
οπιοειδείς αγωνιστές αιθυλκετοκυκλαζοσίνη (ethylketocyclazocine) και αS1-
καζοµορφίνη (αS1-casomorphin), σε συγκέντρωση 10-8 Μ και ο λόγος (G/F), 
µονοµερούς (G) προς πολυµερή ακτίνη (F), µετρήθηκε µε την τεχνική Western Blot 
για τον προσδιορισµό της διαλυτής (µονοµερούς-G) και αδιάλυτης (πολυµερούς-F) 

ακτίνης στο Triton X-100.   

Επίδραση αs1-καζοµορφίνης στα Caki-2.
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Σχήµα 6. Προσδιορισµός του λόγου µονοµερούς (G)/ πολυµερή ακτίνη (F)  µετά από έκθεση 
των κυττάρων Caki-2 για 15, 30, 60 και 120 min στο οπιοειδές a s1-cas σε συγκέντρωση 10-8Μ, µετά από 
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κλασµατοποίηση στο Triton X-100. Oι τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους ± το τυπικό σφάλµα 
πέντε αναξάρτητων πειραµάτων. 
 

Όπως υπολογίστηκε από τη σχετική πυκνότητα των κυλίδων των Western 
Blots, ο λόγος  TI/TS, δηλαδή το ποσοστό της πολυµερούς προς τη µονοµερή ακτίνη 
στα κύτταρα που επωάστηκαν µε αS1-καζοµορφίνη για 15 και 30 λεπτά, αυξήθηκε 
σταδιακά στο διπλάσιο και στο τριπλάσιο αντίστοιχα, ως προς τα κύτταρα µάρτυρες. 
Το γεγονός αυτό υποδηλώνει αποπολυµερισµό του δικτύου της ακτίνης. Πέραν των 30 
λεπτών τα κύτταρα επανήλθαν σχεδόν στην αρχική τους κατάσταση (σχήµα 6, εικόνα 
1). 

Αντίθετα  η επίδραση της αιθυλκετοκυκλαζοσίνης στα κύτταρα  Caki-2, είχε 
ως αποτέλεσµα τη συνεχή µείωση κατά 20%, 22%, 23% και 25% του λόγου 
µονοµερούς προς πολυµερή ακτίνη (G/F), για τα αντίστοιχα χρονικά διαστήµατα των 
15, 30, 60 και 120 λεπτών, γεγονός που ερµηνεύεται ως αύξηση της πολυµερούς 
ακτίνης (σχήµα 7, εικόνα 2). 
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Σχήµα 7. Προσδιορισµός του λόγου µονοµερούς (G)/ πολυµερή ακτίνη (F)µετά από έκθεση των 
κυττάρων Caki-2 για 15, 30, 60 και 120 min στοπιοειδές EKC σε συγκέντρωση 10-8Μ, µετά από 
κλασµατοποίηση στο Triton X-100. Oι τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους πέντε αναξάρτητων 
πειραµάτων. 
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                             Triton-Soluble                    Triton- Insoluble  

αs1- Cas 10-8  M         -        -      15     30      60     120     -        -        15       30     60    120                       

 
← 42 KDa (actin) 

Χρόνος επώασης   
σε λεπτά (min) 

Εικόνα 1. Ποσοτικός προσδιορισµός  της πολυµερούς και µονοµερούς ακτίνης 
παρουσία  αs1-καζοµορφίνης. 

 
 
                              Triton-Soluble                    Triton- Insoluble 

 
← 42 KDa (actin)

      
   Ekc 10-8  M      -        -       15     30    60     120      -       -        15      30       60     120                       
Χρόνος επώασης   
σε λεπτά (min) 
                         Εικόνα 2. Ποσοτικός προσδιορισµός  της πολυµερούς και µονοµερούς  

ακτίνης παρουσία ΕΚC. 
 
 

 
3.4 Η φωσφορυλίωση σε τυροσίνη είναι το αποτέλέσµα της επίδρασης του 

οπιοειδούς EKC στα καρκινικά κύτταρα Caki-2.  
Είναι ευρέως γνωστό ότι η φωσφορυλίωση της FAK σε τυροσίνη συµβαίνει σε 

απόκριση σε εξωκυττάρια µηνύµατα, όπως ορµόνες, πεπίδια, αυξητικούς παράγοντες 
(Koukouritaki et. al. (1999b). H FAK µε τη σειρά της φωσφορυλιώνει άλλες 
πρωτεΐνες, όπως την παξιλλίνη, και τη βινκουλίνη. Είναι επίσης γνωστό ότι τα 
οπιοειδή επάγουν τη φωσφορυλίωση της FAK και της βινκουλίνης σε εµβρυικούς 
νευρώνες (Mangoura et.al.,1997).  

Για να διερευνήσουµε αν η φωσφορυλίωση της FAK σε τυροσίνη, είναι 
αποτέλεσµα της δράσης των οπιοειδών χρησιµοποιήσαµε τη µέθοδο της 
ανοσοκατακρήµνισης. Τα κύτταρα Caki-2 επωάστηκαν µε τους οπιοειδείς αγωνιστές 
αιθυλκετοκυκλαζοσίνη και α-s1 καζοµορφίνη για 15, 30, 60 και 120 λεπτά. Τα 
κυτταρικά εκχυλίσµατα (1000µg ολικών πρωτεϊνών) ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε το 
µονοκλωνικό αντίσωµα κατά της φωσφοτυροσίνης και αναλύθηκαν περαιτέρω µε την 
τεχνική της ανοσοαποτύπωσης, µαζί µε ίσες ποσότητες (100µg) ολικών εκχυλισµάτων 
(εικόνα 3). 
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Επώαση της νιτροκυτταρίνης µε τα µονοκλωνικά αντισώµατα των πρωτεϊνών 
FAK, βινκουλίνη, παξιλλίνη και p85 έδειξε ότι το ποσοστό φωσφορυλίωσης της  FAK 
και της παξιλλίνης σε τυροσίνη ήταν υψηλό σε κύτταρα που επωάστηκαν για 15 και 30 
λεπτά µε αιθυλκετοκυκλαζοσίνη ως προς τα κύτταρα µάρτυρες, (σχήµα 8, εικόνα 3Α), 
ενώ η p85 φωσφορυλιωνόταν ελάχιστα παρουσία οπιοειδών. Για την εξαγωγή των 
παρακάτω αποτελεσµάτων ελήφθηκαν υπόψιν οι λόγοι των επιπέδων των 
φωσφορυλιωµένων προς των επιπέδων των ολικών πρωτεϊνών.  

Επίπεδα  φωσφορυλίωσης των 
πρωτεϊνών µε επίδραση EKC.
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Σχήµα 8. Επίπεδα φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών FAK, Paxillin και της υποµονάδας p85 της PI-3 
κινάσης, µετά από επώαση µε 10 -8 Μ αιθυλκετοκυκλαζοσίνη για 15, 30, 60 και 120 λεπτά. 
 
 
  

Aντίθετα µε τα αποτελέσµατα της EKC, η φωσφορυλίωση της  FAK στα 
κύτταρα Caki-2, µε επίδραση µε αs1 καζοµορφίνης δε φαίνεται να είναι σηµαντική, 
όπως και η φωσφορυλίωση της υποµονάδας  p85 της PI-3 κινάσης (σχήµα 9, εικόνα 
3Β). Επίσης µε τη χρήση του ειδικού αντισώµατος ενάντια στον υποδοχέα των κ-
οπιοειδών, παρατηρήθηκε η έκφρασή του στα ολικά εκχυλίσµατα µετά από την 
επώαση µε τα οπιοειδή, ενώ δεν παρατηρήθηκε ισχυρή φωσφορυλίωση του σε 
τυροσίνη (εικόνα 3Α).      
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Επίπεδα φωσφορυλίωσης µε 
επίδραση αs1-καζοµορφίνης
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Σχήµα 9. Επίπεδα φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών FAK και της υποµονάδας p85 της PI-3 κινάσης, 
µετά από επώαση µε 10 -8 Μ α s1-καζοµορφίνη για 15, 30, 60 και 120 λεπτά. 
 
 
Α) Εκχυλίσµατα :               Ip-PTyr                    ολικά 
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IB : Fak 
 
IB: p85 
 
IB: Paxil. 
 
 
IB: ΚΟR
     Ekc 10-8
 M               -      15     30    60   120       -     15    30    60    120(min) 

κχυλίσµατα :               Ip-PTyr                    ολικά 

-8

 

IB : Fak 
 
IB: p85 
  αs1- cas 10  M    -        15     30    60   120       -       15    30     60   120(min) 

α 3. Eπίπεδα φωσφορυλίωσης  των πρωτεϊνών Fak, Paxillin και p85 και του υποδοχέα των 
δών (KOR) και επίπεδα των  ολικών πρωτεϊνών µετά από επώαση Α) µε 10 -8 Μ 
ετοκυκλαζοσίνη και Β) µε 10 -8 Μ α s1-καζοµορφίνη για 15, 30, 60 και 120 λεπτά.  

Το γεγονός ότι η  υποµονάδα p85 της PI-3 δεν φωσφορυλιώνεται παρουσία 
ιδών δεν αποκλείει το γεγονός ενεργοποίησής της, όπως έδειξαν πειράµατα που 
ατοποιήθηκαν παράλληλα στο εργαστήριό µας. Επίσης προηγούµενες εργασίες 
αν οτι παρόλο που οι πρωτεΐνες Fak, Paxillin και p85 δεν φωσφορυλιώνονται 
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παρουσία οπιοειδών (Papakonstanti et. al. 1998), παρατηρείται ενεργοποίηση της PI-3 
κινάσης, στα φυσιολογικά ΟΚ, µέσω της οικογένειας των p21 ενεργοποιηµένων 
κινασών (Papakonstanti et. al. 2002). 

Προκειµένου να διερευνήσουµε την πιθανή σχέση ενεργοποίησης της PI-3 
κινάσης µε τη φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών Fak και Παξιλλίνη παρουσία του 
οπιοειδούς EKC, επαναλάβαµε το πείραµα παρουσία του εξειδικευµένου αναστολέα 
(Sano et. al., 2000) της PI-3 κινάσης, τη Βορτµανίνη (Wortmannin). Επώαση των 
καρκινικών κυττάρων Caki-2 µε  το οπιοειδές EKC παρουσία του αναστολέα, µείωσε 
σηµαντικά  τα επίπεδα  φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών Fak και Παξιλλίνη, σε 
σύγκριση µε τα κύτταρα µάρτυρες, απουσία του οπιοειδούς EKC (εικόνα 4), γεγονός 
που υποδεικνύει τη συµµετοχή της PI-3 στο σηµατοδοτικό µονοπάτι ενεργοποίησης 
των πρωτεϊνών που εµπλέκονται στη δηµιουργία εστιών πρόσφυσης.     

  
 
 

 

 
                                    
 
 
Εικόνα 4. Aνοσοκατακρήµνιση µε φωσφοτυροσίνη παρουσία του αναστολέα, Βορτµανίνη µε 
συγκέντρωση 2µΜ . Επώαση µε Βορτµανίνη µειώνει τα επίπεδα φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών Fak 
και Παξιλλίνη από τη δράση της EKC 10-8 Μ. 

IP: P-Tyr 
IΒ: Fak 
 
IP: P-Tyr 
IB: Paxil. 

Ekc 10-8 M      -        -        15      15    30     30      60     60    120   120 (min) 
                            
Worm. 2µM     -        +        -        +      -       +      -       +        -        + 

 

 
3.5 Aλληλεπίδραση των υποµονάδων της PI-3 κινάσης παρουσία 

οπιοειδών µε τις υποµονάδες Gβγ στα καρκινικά κύτταρα Caki-2.  
 
  Γνωρίζουµε ότι οι υποδοχείς των οπιοειδών συζεύγυνται µε τις τριµερείς G 
πρωτεΐνες που εµπλέκονται στην ενεργοποίηση των PI-3 και PAK-1. Αυτή η τάξη των 
υποδοχέων συνδέεται  µε την ενεργοποίηση της PI-3 κινάσης κατά την απελευθέρωση 
των Gβγ υποµονάδων από την α-υποµονάδα, όταν η τελευταία ενεργοποιείται µε 
σύνδεση µε το GTP. Επειδή έχει δειχτεί πρόσφατα ότι η απελευθέρωση των Gβγ από 
τους υποδοχείς που είναι συζευγµένοι µε τις πρωτεΐνες G (GPCRs) ενεργοποιεί την PI-
3 κινάση β (Murga et. al., 2000), εξετάσαµε εάν ισχύει αυτός ο µηχανισµός στο 
σύστηµά µας. Για το λόγο αυτό, µετά την επίδραση µε τα οπιοειδή ακολούθησε 
ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα κατά της υποµονάδας p110β και ανοσοαποτύπωση 
µε το αντίσωµα κατά των Gβγ υποµονάδων. Η ανοσοαποτύπωση µε το ειδικό 
αντίσωµα των Gβγ έδειξε οτι συγκατακρηµνίζονται µε την υποµονάδα p110β, ενώ µε 
αφαίρεση των πρωτεϊνικών κηλίδων της νιτροκυτταρίνης και επώαση µε το αντίσωµα 
κατά της ρυθµιστικής υποµονάδας (p85), εγινε ορατή η συγκατακρήµνιση της 
ρυθµιστικής και της καταλυτικής υποµονάδας της PI-3 κινάσης (εικόνα 5). 
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        Εκχυλίσµατα:                       Ip-P110β              ολικά         

  

                      

                    
                             α
 
Εικόνα 5. Μετά
αναοσοκατακρηµν
και p85 να συγκατ
 

3.6 Τα ο
 Επειδή 
ενεργοποίηση 
µορφολογικές α
από την επίδρα
µε την GST-fu
PAK1 (GST-PB
GTP, σε ολικά
αντίστοιχων αν
Rac1-GTP (εικ
ενεργοποιούντα
 
Εκχυλίσµατα

                 
                  αs1- cas

ΑP: GST-P
IB: Rac1 

 
Εικόνα 6. Ανίχνε
συνδεδεµένη γλου
από επώαση µε α s
 

ΙΒ: p85 
 
IB: Gβγ 
s1- cas 10-8 M       -     15    30    60   120      -   15    30     60   120(min) 

 από επώαση µε αs1- cas 10-8 M ίσοι όγκοι κυτταρικών εκχυλισµάτων 
ίστηκαν µε το αντίσωµα της p-110β , ενώ µε ανοσοαποτύπωση ανιχνεύθηκαν  οι Gβγ 
ακρηµνίζονται µε την καταλυτική υποµονάδα p110.  

πιοειδή δεν ενεργοποιούν τις µικρές GTPασες, Rac1 και Cdc 42. 
ένα επόµενο βήµα από την ενεργοποίηση της PI-3 κινάσης είναι η 
των µικρών GTPασών Cdc42 και Rac1, που εµπλέκονται σε 
λλαγές (Hall 1998), εξετάσαµε αν οι µικρές GTPασες ενεργοποιούνται 
ση των οπιοειδών. Έγιναν πειράµατα κατακρήµνισης λόγω συγγένειας  
sion πρωτεΐνη που ανταποκρίνεται στο p21 κοµµάτι σύνδεσης της 
D), το οποίο συνδέεται ειδικά µε τις ενεργές Cdc42-GTP και Rac-
 κυτταρικά εκχυλίσµατα (Benard et. al., 1999). Mε χρήση των 
τισωµάτων έγινε η ανίχνευση των αντίστοιχων ενεργών πρωτεϊνών 
όνα 6) και Cdc42-GTP, που όπως έδειξε, οι µικρές GTPασες δεν 
ι από την επίδραση των δύο οπιοειδών.  

 :                    Ip-P110β                    ολικά 

 10-8 M       -   15    30    60  120         -       15     30     60  120(min) 

BD  

υση της πρωτεϊνης Rac1 µετά από κατακρήµνιση συγγένειας µ
ταθειόνη σε σφαιρίδια αγαρόζης και σε ολικά εκχυλίσµατα κυττάρ
1 -cas για 15, 30, 60 και 120 λεπτά.  
← Rac1
ε τη GTP-PBD 
ων Caki-2 µετά 
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4.  Συζήτηση αποτελεσµάτων και προοπτικές. 
 
 Είναι γνωστό οτι ο κυτταροσκελετός συµµετέχει σε µια πληθώρα κυτταρικών 
διεργασιών, όπως την κυτταρική διαίρεση, την ανάπτυξη των κυττάρων και σε 
διάφορα σηµατοδοτικά µονοπάτια. Επίσης έχει παρατηρηθεί ότι σε νεοπλασµατικά 
κύτταρα  οι αλλαγές του κυτταροσκελετού συνοδεύονται από αύξηση του λόγου 
µονοµερούς/ολική ακτίνη (G/Total) (Stournaras 1996). Αυτό σηµαίνει ότι αυξάνεται η 
µονοµερής ακτίνη στα καρκινικά κύτταρα σε σύγκριση µε τα φυσιολογικά, γεγονός 
που συνοδεύεται από αποδιοργάνωση των µικροϊνιδίων. 

Τα οπιοειδή όπως είναι γνωστό αναστέλλουν τον πολλαπλασιασµό διαφόρων 
τύπων νεοπλασµατικών κυττάρων, συµπεριλαµβανοµένων και των κυττάρων του 
µαστού (Kampa et. al., 1996). ∆ρουν µέσω των κ1 θέσεων σύνδεσης και προκαλούν 
αλλαγές στη δυναµική του πολυµερισµού της ακτίνης και την οργάνωση των 
µικροϊνιδίων της στα φυσιολογικά εγγύς νεφροσωληναριακά επιθηλιακά κύτταρα 
(OK: Opossum Kidney cells), γεγονός που σχετίζεται µε την αναστολή του κυτταρικού 
πολλαπλασιασµού (Papakonstanti et. al., 1998).  

Μία ακόµα πιο πρόσφατη εργασία, στο εργαστήριο όπου εκπονήθηκε η 
παρούσα µεταπτυχιακή διατριβή, στα κύτταρα OK, έδειξε ότι η επίδραση των 
οπιοειδών στις παραπάνω συνθήκες, επάγει το σηµατοδοτικό µονοπάτι ενεργοποίησης 
της PAK1, µέσω της PI-3, χωρίς να ενεργοποιούνται τα  ενδιάµεσα, Cdc42/Rac ή Αkt. 
Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι οι µικρές GTPάσες δεν περιλαµβάνονται στην 
αλληλεπίδραση PI-3-PAK1 (Papakonstanti et. al., 2002). 

Βασιζόµενοι λοιπόν στο καλά µελετηµένο µονοπάτι µεταφοράς σήµατος στα 
επιθηλιακά κύτταρα από εγγύς εσπειραµένο σωληνάριο (OΚ), υπό την επίδραση των 
οπιοειδών αγωνιστών αS1 καζοµορφίνη και αιθυλκετοκυκλαζοσίνη, θελήσαµε να 
µελετήσουµε την επίδραση τους στη µεταγωγή σήµατος στους κυτταρικούς κλώνους 
των OK, που εκφράζουν τη µεταλλαγµένη ακτίνη µε καλά χαρακτηρισµένο φαινότυπο 
(Tsapara et. al., 1999) και στα καρκινικά, µη µεταστατικά κύτταρα από εγγύς 
νεφροσωληναριακό ανθρώπινο επιθήλιο, Caki-2. 

∆ιερευνήσαµε την πιθανή συµµετοχή των πρωτεϊνών που συνδέονται µε την 
ακτίνη, των πρωτεϊνών των εστιών πρόσφυσης και των µικρών GTPασών, καθώς και 
τις µεταβολές στην ενεργοποίηση των πρωτεϊνών που συµµετέχουν στην 
αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού (FAK, PI3 κινάση, ταλίνη, βινκουλίνη και 
παξιλλίνη) πριν την επίδραση των οπιοειδών στο σύστηµα αυτό.  
 Από τη µελέτη αυτή δεν παρατηρήθηκε αξιοσηµείωτη µεταβολή στα επίπεδα 
έκφρασης των πρωτεϊνών που συµµετέχουν στη δηµιουργία των εστιών πρόσφυσης 
και των µικρών GTPασών, στους µόνιµους κυτταρικούς κλώνους των ΟΚ, ως προς τα 
φυσιολογικά OK κύτταρα. Επίσης τα  επίπεδα φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών FAK 
και παξιλλίνη µεταβάλλονται µε ανάλογο τρόπο, γεγονός που υποδεικνύει ότι 
συµµετέχουν από κοινού στη µετάδοση του µηνύµατος στους συγκεκριµένους 
κλώνους. 

Εν συνεχεία ακολούθησε η  επιδραση  των οπιοειδών as1-cas και EKC, καθώς 
και του παράγοντα TNF-α  που οδήγησαν σε αποδιοργάνωση του κυτταροσκελετού 
της ακτίνης στους µεταλλαγµένους κυτταρικούς κλώνους των ΟΚ µε παρατηρούµενη  
αύξηση του λόγου µονοµερούς/ολική ακτίνη, αποτέλεσµα που επιβεβαιώνει την κοινή 
δράση των παραπάνω παραγόντων στα φυσιoλογικά και στα µεταλλαγµένα OK 
(Papakonstanti et al., 1998).  
 Γνωρίζοντας λοιπόν τη δράση των οπιοειδών σε φυσιολογικά και 
µεταλλαγµένα OK κύτταρα, θελήσαµε να διερευνήσουµε την  επίδραση τους στη 
δυναµική ισορροπία του πολυµερισµού της ακτίνης στα αντίστοιχα ανθρώπινα 
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καρκινικά επιθηλιακά κύτταρα του νεφρού Caki-2. H επίδραση δύο διαφορετικών 
οπιοειδών αγωνιστών, της αιθυλκετοκυκλαζοσίνης και της αs1- καζοµορφίνης, ήταν 
διαφορετική στη δυναµική πολυµερισµού της ακτίνης. Η καζοµορφίνη επέφερε 
παροδική αύξηση του λόγου µονοµερούς/πολυµερή ακτίνη (G/F) στο µέγιστο δράσης 
30 λεπτά, αποτέλεσµα κοινό µε τα φυσιολογικά ΟΚ, αλλά η καζοµορφίνη επέφερε 
συνεχιζόµενη µείωση του λόγου G/F, γεγονός που ερµηνεύεται ως επαγώµενη µε το 
χρόνο αύξηση του πολυµερισµού της ακτίνης. 

 Σύµφωνα µε τα µέχρι τώρα δεδοµένα η φωσφορυλίωση των εστιών πρόσφυσης  
ρυθµίζει τα σηµατοδοτικά µονοπάτια σε διαφορετικούς τύπους κυττάρων και όπως 
είναι πολύ γνωστό και από προηγούµενες µελέτες στο εργαστήριό µας, ο 
πολυµερισµός της ακτίνης σχετίζεται µε τη φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών των εστιών 
πρόσφυσης, όπως των Fak, paxillin και vinculin, µε επίδραση του παράγοντα TNF-α 
και της δεξαµεθαζόνης (Koukouritaki et. al., 1999b). 

Για να διερευνήσουµε παραπέρα τις πρωτεΐνες που εµπλέκονται στον πιθανό  
µηχανισµό πολυµερισµού/αποπολυµερισµού της ακτίνης, µελετήσαµε τα επίπεδα 
φωσφορυλίωσης της κινάσης των εστιών πρόσφυσης FAK (Focal Adhesion Kinase) 
και την ενδεχόµενη αλληλεπίδρασή της µε την κινάση-3 των φωσφοϊνοσιτιδίων (PI-3 
κινάση). Πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης µε το µονοκλωνικό αντίσωµα της 
φωσφοτυροσίνης, έδειξαν  ισχυρή φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών που συµµετέχουν 
στο σχηµατισµό των εστιών πρόσφυσης, Fak και Paxillin, υπό την επίδραση 15 και 30 
λεπτών EKC, γεγονός που επιβεβαιώνει τα µέχρι τώρα δεδοµένα. Η υποµονάδα p85 
της PI-3 κινάσης φωσφορυλιώνεται ελάχιστα παρουσία των δύο οπιοειδών αγωνιστών, 
ενώ η βινκουλίνη καθόλου. Επίσης η επίδραση των οπιοειδών δεν επηρεάζει 
σηµαντικά τα επίπεδα των ολικών πρωτεϊνών. 

 Όσον αφορά το µονοπάτι φωσφορυλίωσης σε τυροσίνη µε επίδραση 
καζοµορφίνης, αυτό δε φαίνεται να είναι ενεργό στα καρκινικά κύτταρα ΟΚ, γεγονός 
που συµφωνεί µε την παραπάνω δυναµική αποπολυµερισµού της ακτίνης. Επειδή 
γνωρίζουµε ότι οι παραπάνω πρωτεΐνες εµπλέκονται στο σχηµατισµό συνδέσµων 
επαφής των κυττάρων, µπορούµε να υποθέσουµε ότι το οπιοειδές EKC µε τη 
συµπεριφορά που έχει φαίνεται να αυξάνει τη συνοχή των κυττάρων, ενώ  η 
καζοµορφίνη οδηγεί στη µετανάστευσή τους.  

Το γεγονός ότι η  υποµονάδα p85 της PI-3 δεν φωσφορυλιώνεται παρουσία 
οπιοειδών δεν αποκλείει το γεγονός ενεργοποίησής της, όπως έδειξαν πειράµατα που 
πραγµατοποιήθηκαν παράλληλα στο εργαστήριό µας. Επίσης προηγούµενες εργασίες 
έδειξαν οτι παρόλο που δεν φωσφορυλιώνονται παρουσία οπιοειδών οι πρωτεΐνες Fak, 
Paxillin και p85 (Papakonstanti et. al. 1998) παρατηρείται ενεργοποίηση της PI-3 
κινάσης, στα φυσιολογικά ΟΚ, µέσω της οικογένειας των p21 ενεργοποιηµένων 
κινασών, παρουσία οπιοειδών (Papakonstanti et. al. 2002). 

Για να εξακριβώσουµε την πιθανή συµµετοχή της PI-3 κινάσης στη 
φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών παρουσία του οπιοειδούς EKC, χρησιµοποιήσαµε τον 
αναστολέα της PI-3 κινάσης, τη βορτµανίνη (wortmannin). Επώαση των καρκινικών 
κυττάρων Caki-2 µε  το οπιοειδές EKC παρουσία του αναστολέα, µείωσε σηµαντικά  
τα επίπεδα  φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών Fak και παξιλλίνη, σε σύγκριση µε τα 
κύτταρα µάρτυρες, απουσία του οπιοειδούς EKC, γεγονός που υποδεικνύει τη 
συµµετοχή της PI-3 στο σηµατοδοτικό µονοπάτι ενεργοποίησης των πρωτεϊνών που 
εµπλέκονται στη δηµιουργία εστιών πρόσφυσης.     

Επειδή στην ενεργοποίηση της PI-3 κινάσης εµπλέκονται και οι µικρές 
GTPάσες Cdc42 και Rac1, που είναι υπεύθυνες για µορφολογικές αλλαγές (Hall 
1998), εξετάσαµε αν οι µικρές GTPασες ενεργοποιούνται από την επίδραση των 
οπιοειδών. Πειράµατα κατακρήµνισης λόγω συγγένειας  µε τη GST-fusion πρωτεΐνη 
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που ανταποκρίνεται στο p21 κοµµάτι σύνδεσης της PAK1 (GST-PBD), το οποίο 
συνδέεται ειδικά µε τις ενεργές Cdc42-GTP και Rac-GTP, και ανοσοαποτύπωση µε τη 
χρήση των αντίστοιχων αντισωµάτων για την ανίχνευση των αντίστοιχων ενεργών 
πρωτεϊνών Rac1-GTP και Cdc42-GTP, έδειξε ότι οι µικρές GTPασες δεν 
ενεργοποιούνται από την επίδραση των δύο οπιοειδών, αποτέλεσµα που υποδεικνύει 
µια κοινή συµπεριφορά των καρκινικών µε τα φυσιολογικά ΟΚ κύτταρα στη µετάδοση 
του µηνύµατος (Papakonstanti et. al., 2002).  

Τέλος η διερεύνηση της πιθανής αντικαρκινικής δράσης των οπιοειδών στα εν 
λόγω καρκινικά κύτταρα, υπόθεση που πηγάζει από τα ευρήµατα του µηχανισµού 
δράσης τους στα φυσιολογικά νεφροσωληναριακά κύτταρα, αποτελεί µελλοντικό 
στόχο µελέτης. Η συνέχιση της µελέτης αυτής, σχετικά µε την αντικαρκινική δράση 
των οπιοειδών, τα οποία µέχρι τώρα χρησιµοποιούνται ως ισχυρά αναλγητικά, µέσω 
των µεταβολών του κυτταροσκελετού της ακτίνης που θα οδηγεί στο φαινόµενο της 
απόπτωσης, είναι ιδιαίτερης σηµασίας. Τα προσδοκώµενα αποτελέσµατα θα 
επιτρέψουν τη συσχέτιση µεταξύ λειτουργικών αποκρίσεων, µετά από δράση 
οπιοειδών, καρκινικών εγγύς σωληναριακών κυττάρων µε ενδεχόµενες µεταβολές στη 
δοµή, αρχιτεκτονική οργάνωση, πολυµερισµό ή διασύνδεση των µακροµορίων και 
επιµέρους τµηµάτων του κυτταροσκελετού τους.  Η κατανόηση του µηχανισµού 
δράσης των οπιοειδών στα καρκινικά κύτταρα, δεδοµένου ότι έχουµε ήδη αναλύσει το 
µηχανισµό δράσης τους σε αντίστοιχα φυσιολογικά κύτταρα, θα βοηθήσει τόσο στην 
πλήρη κατανόηση της φυσιολογίας του εγγύς εσπειραµένου σωληναρίου του νεφρώνα, 
όσο και στη βελτίωση θεραπευτικών µεθόδων του νεφρικού καρκίνου.  

Η σηµασία των προσδοκώµενων αποτελεσµάτων, δηλαδή της πλήρους γνώσης 
του µοριακού µηχανισµού που οδηγεί σε απόπτωση τα καρκινικά κύτταρα και είναι 
διαφορετικός από αυτό των φυσιολογικών, θα είναι ορατή µε την ανίχνευση µορίων 
που θα ενεργοποιούν το µηχανισµό του κυτταρικού θανάτου εξειδικευµένα στα 
καρκινικά κύτταρα. 
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