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α-SMA: α-smooth muscle actin (α-λεία µυϊκή ακτίνη) 

Αd: Adenovirus (αδενοϊός) 

ADF: Actin depolymerizing factor (παράγοντας αποπολυµερισµού της ακτίνης) 

ADP: Adenosine diphosphate (∆ιφωσφορική αδενοσίνη) 

ALK: Activin Like Kinase (κινάση παρόµοια µε αυτή της ακτιβίνης) 

ΑRP: Actin related proteins ( πρωτεΐνες σχετικές µε την ακτίνη) 

ΑΤP: Adenosine triphosphate (Τριφωσφορική αδενοσίνη) 

BMP: Bone morphogenetic proteins (µορφογενετικές πρωτεΐνες των οστών) 

BMPR-I: BMP receptor type I (τύπου Ι υποδοχέας του BMP) 

BMPR-II: BMP receptor type II (τύπου ΙI υποδοχέας του BMP) 

BSA: Bovine Serum Albumin (Αλβουµίνη εµβρύου βοός) 

caALK-5: constitutively activated ALK-5 (µονίµως ενεργός ALK-5) 

caALK-5mL45: caALK-5 mutated at the L45 loop (caALK-5 µεταλλαγµένος στη 
θηλιά L45) 

co-Smad: co-mediator Smad (βοηθητική Smad) 

DMEM: Dulbecco’s modified eagle medium 

DMSO: Dimethylsulfoxide (∆ιµέθυλοσουλφοξείδιο) 

ECL: Enhanced Chemmiluminescence (Ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια) 

ECM: Extracellular Matrix (Εξωκυττάρια ουσία) 

ΕΜΤ:  epithelial to mesenchymal transition (επιθηλιακή - µεσενχυµατική 
διαφοροποίηση) 

F-actin: Filamentous actin (Ινιδιακή ή πολυµερής ακτίνη) 

FAK: Focal adhesion kinase (κινάση των εστιών πρόσφυσης) 

FBS: Fetal bovine serum (ορός εµβρύου βοός) 

FITC: fluorescein Isothiocyanate (ισοθειοκυανική φλουορεσκίνη) 

G-actin: Globular actin (σφαιρική ή µονοµερής ακτίνη) 

GAP: GTPase activating protein (πρωτεΐνη ενεργοποίησης της δράσης GTPσης) 

GDI: Guanine nucleotide dissociation inhibitor (αναστολέας αποδέσµευσης της 
γουανίνης) 

GDP: Guanosine diphosphate (διφωσφορική γουανοσίνη) 

GEF: Guanine exchange factor (παράγοντας ανταλλαγής της γουανοσίνης) 

GFP: Green fluorescent protein (πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη) 

GS region : Glycine-serine rich region (περιοχή πλούσια σε γλυκίνες και σερίνες) 

GST: Glutathione-S-Transferase (τρανσφεράση της γλουταθειόνης) 

GTP: Guanosine triphosphate (τριφωσφορική γουανοσίνη) 

HRP: Horseradish peroxidase (ραφανιδική υπεροξειδάση) 
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Ι-Smads: Inhibitory Smads (ανασταλτικές Smad) 

MEF’s: mouse embryonic fibroblasts (εµβρυονικοί ινοβλάστες ποντικού) 

ΜH domain: Mad homology (περιοχή οµολογίας των mad 

MLC: Myosin light chain (ελαφριά αλυσίδα της µυοσίνης) 

ΜΟI: Multiplicity of infection (πολλαπλότητα µόλυνσης) 

ΝΕS: Nuclear Export Signal (σήµα εξόδου από τον πυρήνα) 

NLS: Nuclear localization signal (σήµα πυρηνικού εντοπισµού) 

PBS: Phosphate buffer saline (διάλυµα φωσφορικών-φυσιολογικού ορού) 

PMSF: Phenylmethylsulphonyl fluoride (φαίνυλο-µεθυλ-σουλφόνυλο φθορίδιο) 

PSA: Prostate specific antigen (εξειδικευµένο αντίσωµα του προστάτη) 

RBD: Rho binding domain (περιοχή σύνδεσης µε τη Rho) 

ROCK: Rho associated coiled-coil kinase 

R-Smads: Receptor activated Smads (Smads που ενεργοποιούνται από τον υποδοχέα) 

RTK: Receptor tyrosine kinases (υποδοχείς κινασών τυροσίνης) 

SARA: Smad Anchor for Receptor Activation 

SBE: Smad binding element (στοιχείο πρόσδεσης των Smad) 

SDS: Sodium dodecyl sulfate (Mετά νατρίου άλας του θειϊκού δωδεκυλίου) 

siRNA: small interfering RNA (µικρά κατασταλτικά RNA) 

SRF: Serum response element (στοιχείο απόκρισης στον ορό) 

TβR-I: TGF-β type I receptor (τύπου Ι υποδοχέας του TGF-β) 

TβR-II : TGF-β type II receptor (τύπου ΙΙ υποδοχέας του TGF-β) 

TGF-β: Transforming growth factor – β (Μετασχηµατίζων αυξητικός παράγοντας- β) 
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Ο κυτταροσκελετός της ακτίνης αποτελεί έναν κεντρικό κρίκο στην αλυσίδα 

ανίχνευσης και µετάδοσης κυτταρικών µηνυµάτων. Η ταχεία µεταβολή της 

κατάστασης πολυµερισµού του κυτταροσκελετού της ακτίνης κατά αυστηρά 

ρυθµιζόµενο και ελεγχόµενο τρόπο, τον καθιστά ένα γρήγορο και ευαίσθητο 

ανταποκρινόµενο αισθητήριο όργανο, το οποίο ελέγχει πλήθος κυτταρικών 

λειτουργιών όπως είναι η κίνηση του κυττάρου, η διατήρηση του όγκου, του 

σχήµατος και της πολικότητας του, η πρόσφυση στην εξωκυττάρια ουσία και η 

ανάπτυξη δύναµης σύσπασης ή κινητήριας δύναµης.   

Ο παράγοντας TGF-β1 ανήκει σε µια υπερ-οικογένεια εκκρινόµενων κυτοκινών, οι 

οποίες επηρεάζουν πλήθος κυτταρικών διεργασιών και αποκρίσεων όπως ο 

πολλαπλασιασµός των κυττάρων, η διαφοροποίηση, η µετανάστευση και η 

απόπτωση.  Η βασική µηχανή µεταγωγής µηνύµατος του TGF-β1 ενεργοποιείται όταν 

ο παράγοντας συνδέεται µε δύο µεµβρανικούς υποδοχείς τύπου Ι και ΙΙ µε δράση 

κινάσης σερίνης- θρεονίνης.  Τότε το σύµπλοκο των υποδοχέων ενεργοποιείται και 

µέσω των Smad πρωτεϊνών επάγεται η έκφραση πλήθους γονιδίων.  Εκτός όµως από 

τη βασική σηµατοδοτική µηχανή του TGF-β, πλήθος άλλων πρωτεϊνών έχουν 

ταυτοποιηθεί να δρουν καθοδικά από τους υποδοχείς του,  η ύπαρξη των οποίων 

εγείρει πλήθος σηµαντικών ερωτηµάτων µε κυριότερο το αν είναι πράγµατι 

ανεξάρτητα του µονοπατιού των Smad πρωτεϊνών.  

H αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης σε απόκριση αυξητικών 

παραγόντων, όπως είναι ο παράγοντας TGF-β, ελέγχει την πρόσφυση των κυττάρων, 

την κίνηση και την ανάπτυξη σε διάφορους κυτταρικούς τύπους. Στην παρούσα 

διδακτορική διατριβή µελετήθηκε η κυτταροσκελετική απόκριση ινοβλαστών στον 

TGF-β.  Ακολούθησε διερεύνηση και ταυτοποίηση των πρωτεϊνικών µορίων µου 

µεσολαβούν για την µετάδοση του µηνύµατος από τον παράγοντα προς τον 

κυτταροσκελετό της ακτίνης. 

Ο παράγοντας TGF-β1 επάγει άµεσα έντονη αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού 

της ακτίνης σε Swiss3T3 και εµβρυονικούς ινοβλάστες ποντικού (MEF’s), η οποία 

είναι εµφανής πολύ νωρίς. Στους Swiss3T3 ινοβλάστες, ο παράγοντας TGF-β1 

ενεργοποιεί δύο µέλη των Rho GTPασών, τη RhoA και τη RhoB.  Η ενεργοποίηση 

και των δύο πρωτεϊνών αποδείχθηκε απαραίτητη για την επαγώµενη από τον TGF-β1 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης, αφού υπερέκφραση της µονίµου 

ανενεργής µορφής είτε της RhoA είτε της RhoB παρεµποδίζει τον πολυµερισµό της 

ακτίνης.  
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Οι LIM κινάσες είναι γνωστό ότι ενεργοποιούνται καθοδικά των Rho GTPασών, ως 

εκ τούτου ελέγχθηκε η συµµετοχή τους στο µονοπάτι.  Ο TGF-β1 επάγει άµεσα την 

ενεργοποίηση της LIMK2, η οποία συνοδεύεται από αυξηµένη φωσφορυλίωση της 

ενδογενούς κοφιλίνης που συγκατακρηµνίζεται µαζί της. Παράλληλα, η 

ενεργοποίηση των κυττάρων από τον TGF-β1 έχει σαν αποτέλεσµα την αύξηση του 

συνεντοπισµού της LIMK2 µε ινιδιακές δοµές.  Επιπλέον, η γονιδιακή αποσιώπηση 

της LIMK2 µε τη χρήση µικρών κατασταλτικών RNA (siRNA), ανέστειλε δραµατικά 

τον επαγώµενο από τον TGF-β1 πολυµερισµό της ακτίνης.  Η LIMK1 δεν συµµετέχει 

στο σηµατοδοτικό µονοπάτι αναδιοργάνωσης του κυτταροσκελετού της ακτίνης από 

τον TGF-β1, αφού δεν παρατηρήθηκε αύξηση της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης 

ούτε και µεταβολή του κυτταροπλασµατικού της εντοπισµού µετά από ενεργοποίηση 

των κυττάρων µε τον παράγοντα. 

Η πρωτεΐνη που συνδέει λειτουργικά τις Rho GTPάσες µε τη LIMK2 είναι η 

πρωτεϊνική κινάση ROCK1, αφού επώαση των κυττάρων µε έναν εξειδικευµένο 

αναστολέα της παρεµποδίζει τόσο την επαγώµενη από τον TGF-β1 αναδιοργάνωση 

του κυτταροσκελετού της ακτίνης, όσο και την ενεργοποίηση της LIMK2 και την 

φωσφορυλίωση της κοφιλίνης. 

Παράλληλα πειράµατα δοκιµής επούλωσης πληγής έδειξαν ότι η αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης από τον TGF-β1 στους Swiss3T3 ινοβλάστες 

συνοδεύεται και από αυξηµένη κινητικότητα των κυττάρων. Αναστολή του 

µονοπατιού µε τον αναστολέα της ROCK1 (Y27632) παρεµβαίνει στην επαγώµενη 

αυξηµένη κινητικότητα των Swiss3T3 ινοβλαστών από τον TGF-β. 

O ρόλος του τύπου Ι υποδοχέα του TGF-β (ΤβRI) αποδείχθηκε όταν υπερεκφράστηκε 

στους Swiss3T3 ινοβλάστες µια µεταλλαγµένη µορφή του ΤβRI (caALK-5), που τον 

καθιστά µονίµως ενεργό ως προς τη δράση κινάσης.  Tα κύτταρα στα οποία 

εκφράστηκε ο caALK-5 εµφάνησαν έντονη αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού 

της ακτίνης και ενεργοποίηση της RhoA, απουσία ενεργοποίησης των κυττάρων µε 

τον παράγοντα TGF-β1.  Αντίθετα, υπερέκφραση του caALK-5mL45, ο οποίος εκτός 

από τη µετάλλαξη που τον καθιστά µονίµως ενεργό έχει µια επιπλέον µετάλλαξη που 

καθιστά αδύνατη την πρόσδεση και ενεργοποίηση των Smad πρωτεϊνών, ήταν 

αναποτελεσµατική ώς προς την ενεργοποίηση τόσο της κυτταροσκελετικής 

απόκρισης των κυττάρων, όσο και της ενεργοποίησης της RhoA.  Σε συµφωνία µε 

αυτά τα αποτελέσµατα, υπερέκφαση της Smad7 σε Swiss3T3 ινοβλάστες 

παρεµποδίζει την ικανότητα του TGF-β1 να επάγει πολυµερισµό της ακτίνης, ενώ 
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παράλληλα παρεµποδίζει την ενεργοποίηση της RhoA.  Επιπλέον, η υπερέκφραση 

είτε της Smad2 είτε της Smad3 οδηγεί σε έντονο πολυµερισµό της ακτίνης και 

ενεργοποίηση της RhoA απουσία  του παράγοντα. 

Ενεργοποίηση των κυττάρων µε TGF-β1 οδηγεί σε αυξηµένα επίπεδα α-SMA στα 

κύτταρα, η οποία εντοπίζεται κυρίως στο αδιάλυτο κυτταροσκελετικό κλάσµα.  

Αναστολή της πρωτεΐνης ROCK1, µε τον εξειδικευµένο αναστολέα της Υ27632, δεν 

παρεµποδίζει την αυξηµένη έκφραση της α-SMA.  Υπερέκφραση της Smad3 (και σε 

µικρότερο βαθµό της Smad2) οδήγηγησε σε αύξηση της έκφρασης της α-SMA 

απουσία ενεργοποίησης µε TGF-β1. 

Συµπερασµατικά, στην παρούσα διατριβή ταυτοποιήθηκε για πρώτη φορά, ένα νέο 

µη-γενωµικό µονοπάτι που σηµατοδοτεί την άµεση απόκριση των κυττάρων στον 

TGF-β.  Το µονοπάτι αυτό ξεκινά από τον τύπου Ι υποδοχέα του TGF-β και µέσω των 

Rho GTPασών RhoA και RhoB, ROCK1, LIMK2 και κοφιλίνης καταλήγει στον 

πολυµερισµό της ακτίνης.  Καταδεικνύεται για πρώτη φορά η ύπαρξη δοµικών 

στοιχείων στον τύπου Ι υποδοχέα τα οποία είναι υπεύθυνα για την κυτταροσκελετική 

απόκριση, καθώς και η συµµετοχή της α-λείας µυϊκής ακτίνης στην µακροπρόθεσµη 

απόκριση του κυτταροσκελετού της ακτίνης στον TGF-β.  Τέλος, παρουσιάζονται 

πειραµατικά δεδοµένα που δείχνουν την πιθανή ύπαρξη επικοινωνίας του µονοπατιού 

των Rho GTPασών µε τις Smad πρωτεΐνες µια και η έκφραση των Smad2 και Smad3 

επηρεάζει την ενεργοποίηση του.   
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Regulation of actin reorganization and contractility allows cells to control their shape, 

movement, division and secretion, vital processes known to be coordinated by the 

action of several signal transduction pathways. Rapid reorganization of the actin 

cytoskeleton is one of the earliest cellular responses to many extracellular signals. 

Transforming growth factor β (TGF-β) regulates cell growth and differentiation and 

induces motility of various cell types.  The basic TGF-β signaling apparatus consists 

of a plasma membrane complex of type I and type II receptors and downstream Smad 

signaling effectors that regulate expression of target genes.  Other signaling pathways 

are also activated by TGF-β.  The existence of such pathways raises several important 

questions, such as if they are tryly independent of Smads. 

Reorganization of the actin cytoskeleton in response to growth factor signaling, such 

as transforming growth factor β (TGF-β), controls cell adhesion, motility and growth 

of diverse cell types. In Swiss3T3 and mouse embryonic fibroblasts (MEF’s), 

treatment with TGF-β1 resulted in cell flattening, which was supported by changes in 

the organization of the actin cytoskeleton.  Newly formed stress fibers were prominent 

in the treated cells and their abundance and length clearly increased with prolonged 

TGF-β1 treatment.  Concomitantly, TGF-β1 induced activation of RhoA and RhoB 

small GTPases. Cells expressing dominant-negative RhoA o dominant-negative RhoB 

could not form new actin stress fibers in response to TGF-β1 whereas the surrounding 

non-transfected cells showed robust actin reorganization. 

As Rho GTPases are known to regulate the activity of LIM-kinases (LIMK), we 

found that TGF-β1 induced LIMK2 phosphorylation with similar kinetics to Rho 

activation. Cofilin and LIMK2 co-precipitated and cofilin became phosphorylated in 

response to TGF-β1, while RNA interference against LIMK2 blocked formation of 

new stress fibers by TGF-β1.  No significant phosphorylation of LIMK1 was detected 

after short or long term incubation of Swiss3T3 cells with TGF-β1. 

Since the kinase ROCK1 links Rho GTPases to LIMK2, we found that inhibiting 

ROCK1 activity blocked completely TGF-β1-induced LIMK2/cofilin phosphorylation 

and downstream stress fiber formation.  

A wounding assay revealed that TGF-β1 induces increased cell motility of Swiss3T3 

fibroblasts, which is blocked by the ROCK1 specific inhibitor Y27632. 

We then tested whether the canonical TGF-β receptor/Smad pathway mediates 

regulation of the above effectors and actin reorganization. Adenoviruses expressing 
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constitutively activated TGF-β type I receptor, led to robust actin reorganization and 

RhoA activation, while the constitutively activated TGF-β type I receptor with 

mutated Smad docking sites (L45 loop) did not affect neither actin organization nor 

Rho activity.  In line with this, ectopic expression of the inhibitory Smad7 inhibited 

TGF-β1-induced Rho activation and cytoskeletal reorganization. Adenoviral 

expression of the cytoplasmic Smads, Smad2 and Smad3 induced actin reorganization 

and RhoA activation in the absence of TGF-β1. 

Finally, TGF-β1 induces α-smooth muscle actin expression, which is not blocked by 

the ROCK1 inhibitor Y27632.  Ectopic expression of Smad3 (and to a lesser degree of 

Smad2), induced α-SMA expression in the absence of TGF-β1. 

In conclusion, our study reveals a new non-genomic signaling cascade downstream of 

the TGF-β type I receptor that involves well-known effectors such as Rho GTPases 

and downstream kinases ROCK1 and LIMK2, transmitting a signal to cofilin and 

modulating its ability to shift the actin polymerization equilibrium in a positive 

manner. Furthermore, we have identified novel structural determinants of the type I 

receptor that may link to the activators of the Rho GTPases and a possible point of 

convergence of the non-genomic Rho pathway with the cytoplasmic Smads. Thus, our 

study offers a deeper insight into the alternative signaling pathways initiated by the 

multifunctional polypeptide factor TGF-β aiming at the regulation of critical 

physiological responses such as actin cytoskeleton polymerization. 
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1.2 Γενικά για τον κυτταροσκελετό. 
 
Τα ευκαρυωτικά κύτταρα διακρίνονται για το σχήµα τους, την εσωτερική οργάνωση 

του κυτταροπλάσµατος και την κίνηση τους.   Οι ιδιότητες αυτές εξαρτώνται από ένα 

πολύπλοκο και καλά οργανωµένο δίκτυο πρωτεϊνικών µορίων το οποίο σχηµατίζει 

ένα τρισδιάστατο πλέγµα και το οποίο από το 1936 ονοµάστηκε κυτταροσκελετός 

(Needham, 1936).  Tα κύρια δοµικά συστατικά του κυτταροσκελετού είναι οι 

µικροσωληνίσκοι, τα ενδιάµεσα ινίδια και τα µικροϊνίδια.  Όλες αυτές οι δοµές 

δηµιουργούνται όταν τα µονοµερή πρωτεϊνικά µόρια που αποτελούν τα συστατικά 

τους πολυµερίζονται ταχύτατα σε ινιδιακές δοµές µέσα στο κύτταρο.  Πολύπλοκοι 

και ιδιαίτερα εκλεπτυσµένοι µηχανισµοί ελέγχουν τον πολυµερισµό ή 

αποπολυµερισµό αυτών των ινιδίων καθώς και τη διαθεσιµότητα των ελεύθερων 

µονοµερών υποµονάδων στο κυτταρόπλασµα.   

Οι µικροσωληνίσκοι είναι το ινιδιακό σύστηµα του κυτταροσκελετού µε τη 

µεγαλύτερη διάµετρο (24 nm).  Έχουν δοµή κενού κυλίνδρου και σχηµατίζονται από 

διµερή α- και β- τουµπουλίνης.  Τα ενδιάµεσα ινίδια αποτελούν µια οµάδα ινιδίων µε 

διάµετρο 7-11 nm και βρίσκονται στα σηµεία του κυττάρου που ασκείται έντονη 

µηχανική πίεση µια και αποτελούν τα πιο σταθερά στοιχεία του κυτταροσκελετού.  

Tα ενδιάµεσα ινίδια αποτελούνται από διαφορετικές, αλλά δοµικά συγγενείς 

πρωτεΐνες µε αξιοσηµείωτη κυτταρική εξειδίκευση, µε χαρακτηριστικές 

εκπροσώπους τους τις κυττοκερατίνες, τη βιµεντίνη και τη δεσµίνη.  Τέλος τα 

µικροϊνίδια, τα οποία θα περιγραφούν αναλυτικότερα στις παραγράφους που 

ακολουθούν, έχουν διάµετρο περίπου 6 nm και σχηµατίζονται από µόρια µονοµερούς 

G-ακτίνης (G: Globular) τα οποία κάτω από ειδικές συνθήκες πολυµερίζονται σε 

ινίδια F-ακτίνης (F: Filamentous). 

 

1.2  O κυτταροσκελετός της ακτίνης. 

 

Η ακτίνη µαζί µε τη µυοσίνη αποτελούν τα κύρια δοµικά συστατικά του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης και βρίσκονται ανάµεσα στις πέντε πιο διαδεδοµένες 

πρωτεΐνες στα ευκαρυωτικά κύτταρα.  Η ακτίνη ανακαλύφθηκε στα µυϊκά κύτταρα 

µόλις την δεκαετία του 1940 και στα µη µυϊκά κύτταρα στα µέσα της δεκαετίας του 

1960.  Από το 1970 και µετά, κάθε χρόνο ανακαλύπτονται δύο ή περισσότερες 
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κατηγορίες πρωτεϊνών συνδεόµενων µε την ακτίνη  (Actin Binding Proteins).  

Παρ’όλα αυτά ο κατάλογος ακόµα δεν πρέπει να θεωρηθεί ολοκληρωµένος.   

Στα µυϊκά κύτταρα, η ακτίνη και η µυοσίνη αποτελούν το 60% της συνολικής 

πρωτεΐνης, ενώ ακόµα και στα µη µυϊκά κύτταρα η ακτίνη είναι µία από τις πιο 

διαδεδοµένες πρωτεΐνες µε ποσοστό που µπορεί να ανέρχεται στο 15% της συνολικής 

πρωτεΐνης στο κύτταρο. 

 

1.2.1. Το µόριο της ακτίνης. 

Η ακτίνη είναι µια πρωτεΐνη µικρού σχετικά µοριακού βάρους (42 kDa) και ο 

προσδιορισµός της τριτοταγούς της δοµής επιτεύχθηκε µόλις την περασµένη δεκαετία 

(Kabsch et al., 1990; Mc Laughlin et al., 1993; Robinson et al., 1999).  Το µόριο της 

ακτίνης έχει δισκοειδές σχήµα και αποτελείται από δύο τοµείς (domains) που για 

ιστορικούς λόγους ονοµάζονται «µικρός» και «µεγάλος», αν και ουσιαστικά έχουν 

περίπου το ίδιο µέγεθος.  Οι δύο τοµείς διασταρώνονται δύο φορές µε αποτέλεσµα το 

Ν- και το C- τελικό τους άκρο να βρίσκονται κοντά (εικόνα 1.1). 

 

 
Εικόνα 1.1.: Τριτοταγής δοµή του µορίου της ακτίνης.  (Α) Μοντέλο της τριτοταγούς 

αναδίπλωσης της πολυπεπτιδικής αλυσίδας του µορίου της ακτίνης.  Φαίνεται ακόµα η 

θέση του Mg-ATP.  (B) Το ATP είναι σχεδόν κρυµµένο στη σχισµή που σχηµατίζουν οι 

δύο λοβοί της πρωτεΐνης.  Το ταχέως αναπτυσσόµενο άκρο του µορίου βρίσκεται στη 

βάση αυτού του προσανατολισµού. (Kabsch et al., 1990) 
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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).  Ενώ η 

συγγένεια για ασβέστιο είναι πολύ µεγαλύτερη από ότι για µαγνήσιο, η θέση υψηλής 

συγγένειας in vivo είναι σχεδόν αποκλειστικά κατειληµµένη από Mg2+  λόγω της πολύ 

µεγαλύτερης συγκέντρωσης του µαγνησίου στο κυτταρόπλασµα (Estes et al., 1992).  

Επιπλέον, κάθε µόριο ακτίνης συνδέει µε µεγάλη συγγένεια ένα µόριο νουκλεοτιδίου 

(ATP ή ADP) (Frieden and Patane, 1988), το οποίο κάτω από φυσιολογικές συνθήκες 

στο κύτταρο είναι σχεδόν αποκλειστικά ATP.  Οι δύο αυτοί συµπαράγοντες είναι 

απαραίτητοι για τη σταθερότητα του µορίου καθώς η in vitro αποµάκρυνση τους 

οδηγεί σε πλήρη µετουσίωση της ακτίνης (Korn, 1982) 

Στα θηλαστικά υπάρχουν τουλάχιστον έξι διαφορετικές ισοµορφές της ακτίνης 

(Vandekerchove and Weber, 1978 ; Herman I, 1993) οι οποίες αποτελούν προϊόντα 

έξι διαφορετικών γονιδίων και εκφράζονται µε πολύπλοκο αναπτυξιακό και 

ιστοειδικό τρόπο (Ponte et al., 1983).  Tα γονίδια αυτά προέκυψαν πιθανόν κατά την 

εξέλιξη, από ένα κοινό αρχέγονο γονίδιο (Hightower et al., 1986) και διαφέρουν 

µεταξύ τους σε πολύ λίγα αµινοξέα, τα οποία µάλιστα εντοπίζονται στο Ν-τελικό 

τους άκρο. (Vandekerchove and Weber, 1978 ; Vandekerchore and Weber, 1979).  

Με βάση το ισοηλεκτρικό τους σηµείο διακρίνονται σε τρείς µορφές: α-, β- και γ- 

ακτίνη και µε βάση την ιστοειδικότητα τους κατατάσσονται σε µυϊκές και 

κυτταροπλασµατικές.  Οι µυϊκές περιλαµβάνουν (α) δύο ισοµορφές των λείων µυών, 

α-λεία µυϊκή (α-smooth muscle) ή α-αγγειακή (α-vascular), που εκφράζεται στα 

τοιχώµατα των αγγείων και γ-λεία µυϊκή ή γ-εντερική που εκφράζεται στα τοιχώµατα 

του παρεγχυµατικού και κυρίως του γαστρεντερολογικού και (β) δύο ισοµορφές που 

εκφράζονται στους γραµµωτούς µύες της καρδιάς και του µυοσκελετικού, α-

καρδιακή και α-σκελετική αντίστοιχα.  Οι κυτταροπλασµατικές περιλαµβάνουν δύο 

ισοµορφές, β- και γ-κυτταροπλασµατική και εκφράζονται σε όλα τα κύτταρα σε 

διαφορετικά όµως επίπεδα ανάλογα µε τον τύπο του κυττάρου.  Οι ισοµορφές ακτίνης 

παρουσιάζουν µεγάλη οµολογία (93-99%) σε επίπεδο αµινοξικής αλληλουχίας, µε τις 

µυϊκές ισοµορφές να εµφανίζουν µεγαλύτερη οµοιότητα µεταξύ τους (Vandekerchove 

and Weber, 1978 ; Herman I, 1993).  Τέλος η ακτίνη παρουσιάζει µεγάλη 

φυλογενετική συντήρηση, µε πρωτεΐνες από είδη που απέχουν πολύ εξελικτικά να 

παρουσιάζουν την ίδια ή ορισµένες φορές και µεγαλύτερη οµολογία µε αυτή που 

εµφανίζουν µεταξύ τους διαφορετικές ισοµορφές από το ίδιο είδος (Hennessey et al., 

1993). 
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Εκτός από τις παραπάνω κατηγορίες των ισοµορφών της ακτίνης, έχει περιγραφεί και 

µια κατηγορία η οποία περιλαµβάνει τις πρωτεΐνες που σχετίζονται µε την ακτίνη 

(Actin-related proteins, Arps) (Schwob and Martin 1992 ; Lees-Miller et al., 1992), 

ορισµένες από τις οποίες απαντούν σε κύτταρα σπονδυλωτών.  Οι Arps αποτελούν 

µέλη της οικογένειας των ATPασών της ακτίνης.  Η υδρόλυση του  ATP έχει σαν 

αποτέλεσµα την αλλαγή της διαµόρφωσης των πρωτεϊνών αυτών και τη ρύθµιση της 

λειτουργίας τους.  Οι πλέον χαρακτηριστικές εκπρόσωποι τους είναι οι πρωτεΐνες 

Arp1, Arp2 και Arp3 οι οποίες είναι κυτταροπλασµατικές και συµµετέχουν σε 

κυτταροσκελετικές λειτουργίες.  Η Arp1 εµφανίζει την µεγαλύτερη οµοιότητα µε την 

ακτίνη (45%), έχει διατηρήσει την ικανότητα πολυµερισµού σε ινίδια, αν και 

µικρότερου µήκους, και αποτελεί µέρος του συµπλόκου της δυνακτίνης.  Το 

σύµπλοκο Arp2-Arp3 φαίνεται να παίζει πολύ σηµαντικό ρόλο στον έλεγχο του 

πολυµερισµού της ακτίνης σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα, µέσω της ικανότητας του 

να επάγει συγκρότηση των ινιδίων  ακτίνης, να καλύπτει τα βραδέως αναπτυσσόµενα 

άκρα των ινιδίων και να διασυνδέει τα ινίδια σε µορφή δικτύου.  

 

1.2.2. Πολυµερισµός της ακτίνης: µηχανισµός και αρχιτεκτονική. 

Η µονοµερής ακτίνη in vitro και σε συγκεκριµένες συνθήκες ιονικής ισχύος 

πολυµερίζεται µέσω µη οµοιοπολικών δεσµών σε συνθετικά ινίδια διαµέτρου 5-7 nm 

και µήκους αρκετών µm (F-ακτίνη).  Το ινίδιο της ακτίνης µπορεί να περιγραφεί είτε 

ως δύο δεξιόστροφες έλικες µεγάλου βήµατος είτε ως µία αριστερόστροφη έλικα 

µικρού βήµατος.  (Εgelman, 1985 ; Carlier, 1991).  Tα µονοµερή της G-ακτίνης 

τοποθετούνται στα µικροινίδια καταλαµβάνοντας συγκεκριµένη θέση, µε αποτέλεσµα 

να δηµιουργείται πολικότητα στα ινίδια της ακτίνης.   

Το κλασσικό µοντέλο πολυµερισµού της ακτίνης περιλαµβάνει τρεις φάσεις: (α) την 

ενεργοποίηση (activation) του µονοµερούς και το σχηµατισµό πυρήνων (nucleation), 

(β) την επιµήκυνση (elongation) του ινιδίου και (γ) την επίτευξη της σταθερής 

δυναµικής κατάστασης (steady state).  Αύξηση της ιονικής ισχύος και σύνδεση της G-

ακτίνης µε δισθενή ιόντα όπως Mg2+, Ca2+, ή K+ οδηγεί σε αλλαγή της διαµόρφωσης 

του µονοµερούς και µετατροπή του µορίου σε ικανό να πολυµεριστεί (Carlier et al., 

1986 ; Zimmerle and Frieden 1986).  O σχηµατισµός των πυρήνων δεν ευνοείται 

θερµοδυναµικά και είναι το πιο αργό στάδιο του πολυµερισµού.  Οι πιθανότεροι 

πυρήνες είναι τριµερή µε δοµή όµοια µε τη διαµόρφωση τριών υποµονάδων του 

ινιδίου, δύο διαδοχικών στην ίδια έλικα και ενός στην απέναντι (Korn, 1982 ; Pollard 
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and Cooper, 1986).  Μετά τον σχηµατισµό ικανού αριθµού πυρήνων ακολουθεί η 

ταχεία προσθήκη µονοµερών και η επιµήκυνση των σχηµατιζόµενων ινιδίων.  

Συγκεκριµένα, πραγµατοποιείται προσθήκη ATP-ακτίνης που µετά την ενσωµάτωση 

της µετατρέπεται σε ADP-Pi-ακτίνη και τελικά σε ADP-ακτίνη (Κοrn et al., 1987).  H 

µη άµεση αποδέσµευση του Pi από το σύµπλοκο ADP-Pi-ακτίνη έχει 

σταθεροποιητική σηµασία επειδή η κρίσιµη συγκέντρωση της ADP-Pi-ακτίνης είναι 

πολύ µικρότερη από αυτήν της ADP-ακτίνης.  Η λειτουργική σηµασία της υδρόλυσης 

του ATP µετά την ενσωµάτωση µορίων στο ολιγοµερές είναι ότι διευκολύνεται 

αργότερα ο αποπολυµερισµός τους αφού τα ινίδια ADP-ακτίνης αποπολυµερίζονται 

ευκολότερα από της ATP-ακτίνης λόγω διαφορετικής κρίσιµης συγκέντρωσης 

(Carlier, 1989).  H πολωµένη κατεύθυνση που παρουσιάζουν τα ινίδια της ακτίνης 

σχετίζεται µε την κινητική πολυµερισµού / αποπολυµερισµού σε κάθε άκρο τους.  Το 

"ταχέως αναπτυσσόµενο άκρο" (barbed end ή αµβλύ άκρο) του ινιδίου παρουσιάζει 

µεγαλύτερη συγγένεια για την ATP-ακτίνη από το "βραδέως αναπτυσσόµενο άκρο" 

(pointed end ή αιχµηρό άκρο), ενώ στην κατάσταση όπου το µήκος του ινιδίου 

παραµένει σταθερό (treadmill) για κάθε µόριο ακτίνης που προστίθεται στο αµβλύ 

άκρο, ένα µόριο ακτίνης αποµακρύνεται από το αιχµηρό άκρο (Bonder et al., 1983).  

O µηχανισµός πολυµερισµού της ακτίνης δεν είναι ενεργειακά εξαρτώµενος από την 

υδρόλυση του ATP, δεδοµένου ότι η G-ακτίνη µπορεί να πολυµερίζεται ακόµα και 

όταν είναι συνδεδεµένη µόνο µε µόρια ADP ή µε µη υδρολυόµενα ανάλογα του ATP 

(Stournaras et al., 1988).  Aντίθετα, η υδρόλυση του ATP λειτουργεί σαν ένα 

εσωτερικό ρολόι που υποδεικνύει την ηλικία του ινιδίου και σηµατοδοτεί διαδικασίες 

για την αποδόµηση του ινιδίου της ακτίνης (Pollard and Borisy, 2003).    

To κλάσµα της µονοµερούς ακτίνης στο κύτταρο αποτελεί το 30-50% της συνολικής 

ακτίνης.  Η ισορροπία µεταξύ G- και F-ακτίνης επιτυγχάνεται διότι η συγκέντρωση 

της διαθέσιµης για πολυµερισµό µονοµερούς ακτίνης είναι πολύ µικρότερη από την 

συγκέντρωση της ολικής µονοµερούς ακτίνης, καθώς τα περισσότερα µόρια δεν 

υφίστανται σαν ελεύθερα µονοµερή αλλά σχηµατίζουν σύµπλοκα µε τις συνδεόµενες 

µε τη µονοµερή ακτίνη πρωτεΐνες (monomer actin-binding proteins).  H συγκέντρωση 

της µονοµερούς ακτίνης στο κύτταρο είναι κοντά στην κρίσιµη συγκέντρωση και 

εποµένως τα ινίδια βρίσκονται συνεχώς σε δυναµική ισορροπία ή κοντά σε αυτήν.  

Οποιαδήποτε µεταβολή είτε στη συγκέντρωση των διαθέσιµων µονοµερών είτε των 

διαθέσιµων για πολυµερισµό άκρων οδηγεί σε µετατόπιση του συστήµατος προς µια 

νέα σταθερή κατάσταση µέσω πολυµερισµού ή αποπολυµερισµού.   Η σύσταση και 
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εποµένως η κρίσιµη συγκέντρωση των δύο άκρων των ινιδίων διαφέρει, µε συνέπεια 

τα ινίδια να παρουσιάζουν δυναµική συµπεριφορά µε συνεχή ροή υποµονάδων από 

το "ταχέως αναπτυσσόµενο άκρο" προς το "βραδέως αναπτυσσόµενο άκρο".  Η 

κατάσταση αυτή, λόγω της συνεχούς κατανάλωσης ATP, είναι ενεργειακά πολύ 

δαπανηρή για το κύτταρο και όταν δεν είναι απαραίτητη, τα άκρα χαµηλής κρίσιµης 

συγκέντρωσης είναι προστατευµένα από πρωτεΐνες κάλυψης (capping proteins).  

Eπιπλέον, η διαφορά στην κρίσιµη συγκέντρωση των δύο άκρων σε συνδυασµό µε 

την ύπαρξη πληθώρας πρωτεϊνών που συνδέονται µε την ακτίνη (actin binding 

proteins) επιτρέπει στο κύτταρο να δηµιουργήσει έναν ευέλικτο και γρήγορο 

µηχανισµό ρύθµισης της συγκέντρωσης των µικροινιδίων.  Έτσι η µεταβολή είτε (α) 

της κρίσιµης συγκέντρωσης µέσω της αποκάλυψης / απόκρυψης των άκρων χαµηλής 

κρίσιµης συγκέντρωσης, (β) της συγκέντρωσης των µονοµερών µέσω της 

απελευθέρωσης / δέσµευσης τους από πρωτεΐνες συνδεόµενες µε τη µονοµερή ακτίνη 

και (γ) του αριθµού των άκρων µέσω κατάτµησης ινιδίων, οδηγεί σε µεταβολή της 

υπάρχουσας σταθερής κατάστασης και αποκατάσταση µιας νέας δυναµικής 

ισορροπίας ενώ ταυτόχρονα διατηρείται η συνολική συγκέντρωση της ακτίνης.  Ο 

µηχανισµός αυτός ρύθµισης του πολυµερισµού της ακτίνης εξασφαλίζει την άµεση 

απόκριση του κυττάρου σε καταστάσεις που απαιτούν την ταχεία αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης.   

Η πολυµερής ακτίνη αποτελείται από ινίδια που οργανώνονται σε χαρακτηριστικές 

δοµές σε διάφορες περιοχές του κυττάρου και εξυπηρετούν διαφορετικές ανάγκες του 

(Small et al.,1998).  Τα ινίδια κάτω από την πλασµατική µεµβράνη εµφανίζουν 

ταυτόσηµο προσανατολισµό µε το αµβλύ (ταχέως αναπτυσσόµενο) άκρο τους να 

βρίσκεται προς την πλευρά της µεµβράνης (Small et al., 1978). Στην λάµελλα 

(lamella) την περιοχή δηλαδή του κυτταροπλάσµατος ακριβώς κάτω από την 

πλασµατική µεµβράνη, υπάρχει ένα πυκνό πλέγµα περιφεριακής ακτίνης (cortical 

actin).  To πλέγµα αυτό προσδίδει πλαστικότητα στη µεµβράνη και ταυτόχρονα 

αποτελεί φραγµό για διάφορα οργανίδια, όπως είναι για παράδειγµα τα εκκριτικά 

κοκκία, παρεµποδίζοντας την προσέγγιση τους στην πλασµατική µεµβράνη.  Στο 

προπορευόµενο άκρο (leading edge) των κυτάρων που µετακινούνται, είναι 

χαρακτηριστικός ο σχηµατισµός  διαφόρων προεξοχών (protrusions) µε διαφορετικό 

σχήµα και µέγεθος, που αποτελούνται από δέσµες ινιδίων ακτίνης.  Οι δέσµες αυτές 

σχηµατίζονται µε τη βοήθεια πρωτεϊνών διασύνδεσης και δεσµατοποίησης.  Τα 

λαµµελλιπόδια είναι χαρακτηριστικές δοµές που µοιάζουν µε πέπλα και περιέχουν 
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ένα πυκνό πλέγµα ινιδίων.  Οι µεµβρανικές αναδιπλώσεις (membrane ruffles) 

δηµιουργούνται όταν τα λαµελλιπόδια ανασηκώνονται από το υπόστρωµα και 

διπλώνουν προς τα πίσω και πάνω από το σώµα του κυττάρου.  Τα φιλοπόδια 

(filopodia) είναι δοµές που προκύπτουν από τη συνένωση ινιδίων του πλέγµατος σε 

δέσµες από παράλληλα ινίδια µε τη συνδροµή πρωτεϊνών δεσµατοποίησης.  

Έµφανίζονται σαν επιφανειακές µεµβρανικές προεξοχές µεγάλου µήκους και 

κυλινδρικού σχήµατος.  Τα ινίδια του στρες (stress fibers) διατρέχουν το σώµα του 

κυττάρου, κυρίως στην κάτω πλευρά (ventral) που εφάπτεται µε το υπόστρωµα.  Οι 

δέσµες αυτές είναι παράλληλες και αποτελούνται από ινίδια διαφορετικού µήκους και 

τυχαίου προσανατολισµού (Sanger et al., 1983).  Tα άκρα των ινιδίων του στρες που 

διατρέχουν την κάτω πλευρά του κυττάρου, καταλήγουν και “αγκυροβολούν” στις 

εστίες πρόσφυσης (focal adhesions) και στο σηµείο αυτό όλα τα ινίδια έχουν τον ίδιο 

προσανατολισµό µε το αµβλύ άκρο τους να καταλήγει στη µεµβράνη (Sanger and 

Sanger, 1980).  Tέλος οι µικρολάχνες (microvilli) αποτελούν χαρακτηριστική δοµή 

της αυλικής (apical) µεµβράνης των επιθηλιακών κυττάρων µε καλά διαµορφωµένη 

ψηκτροειδή παρυφή.   

 

1.2.3. Πρωτεΐνες συνδεόµενες µε την ακτίνη (Actin-Binding proteins) 

Ο όρος κυτταροσκελετός της ακτίνης δεν περιλαµβάνει µόνο την ακτίνη, αλλά και 

σηµανικό αριθµό άλλων πρωτεϊνών, οι οποίες δεσµευόµενες στην µονοµερή ή στην 

πολυµερή µορφή της ακτίνης, ρυθµίζουν την οργάνωση και τη δυναµική ισορροπία 

του κυτταροσκελετού.  Οι πρωτεΐνες αυτές ονοµάζονται “πρωτεΐνες συνδεόµενες µε 

την ακτίνη” (actin-binding proteins) και κατατάσσονται σε διάφορες κατηγορίες 

ανάλογα µε τη λειτουργία τους.  Οι κατηγορίες αυτές συνοπτικά είναι: 

(α) πρωτεΐνες συνδεόµενες µε τη µονοµερή ακτίνη (actin monomer-binding proteins).  

Oι πρωτεΐνες αυτές συνδέονται µε µονοµερή ακτίνης ρυθµίζοντας έτσι τη 

συγκέντρωση της διαθέσιµης για πολυµερισµό ακτίνης.   Επιπλέον ελέγχουν την 

ανταλλαγή του νουκλεοτιδίου ATP.  Στην κατηγορία αυτή ανήκουν οι: 

• β-θυµοσίνες, µικρές πρωτεΐνες που αποτελούνται από 43 αµινοξέα, 

δεσµεύονται µε την ATP ακτίνη µε µεγαλύτερη συγγένεια από ότι µε την 

ADP-ακτίνη και παρεµποδίζουν έτσι την προσθήκη υποµονάδων στα άκρα 

των ινιδίων.  Ταυτόχρονα παρεµποδίζουν και την ανταλλαγή του 

νουκλεοτιδίου (Nachmias, 1993 ; Sun et al., 1995).   
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• Μέλη της οικογένειας ADF (Actin Depolymerizing Factor) / κοφιλίνης  που 

δεσµεύονται κατά προτίµηση σε µονοµερή ADP-ακτίνης.  Παρεµποδίζουν την 

ανταλλαγή του νουκλεοτιδίου και ταυτόχρονα προσδένονται και 

αποσταθεροποιούν ινίδια ADP-ακτίνης, καθώς συνδέονται στο αιχµηρό άκρο 

και αυξάνουν την ταχύτητα αποπολυµερσµού τους (Maciver, 1988 ; Carlier, 

1999). Η δράση των πρωτεϊνών ADF/κοφιλίνη, ρυθµίζεται µέσω 

φωσφορυλιώσης της συντηρηµένης σερίνης – 3, οπότε αναστέλεται η δράση 

τους οδηγώντας έτσι σε αύξηση του πολυµερισµού της ακτίνης (Bamburg et 

al., 1999).  

• Oι προφιλίνες δεσµεύονται σε µονοµερή ακτίνης και επιταχύνουν την 

επιµήκυνση των µικροινιδίων µειώνοντας δραµατικά την κρίσιµη 

συγκέντρωση στο αµβλύ άκρο (Sun et al., 1995 ; Schluter et al., 1997).  Αυτό 

συµβαίνει γιατί το σύµπλοκο ακτίνης-προφιλίνης συνδέεται µε το αµβλύ άκρο 

µε µεγαλύτερη συγγένεια από ότι το µονοµερές της ακτίνης.  Στη συνέχεια η 

προφιλίνη αποµακρύνεται από το άκρο του ινιδίου µε αποτέλεσµα να 

εξασφαλίζεται ανεµπόδιστα η περεταίρω προσθήκη µονοµερών.  Επιπλέον η 

προφιλίνη αυξάνει την ανταλλαγή του νουκλεοτιδίου ADP στην G-ακτίνη, µε 

αποτέλεσµα στις περιπτώσεις που υπάρχει αυξηµένη παραγωγή ADP-ακτίνης, 

λόγω αυξηµένου αποπολυµερισµού των µικροϊνιδίων, να επάγει την ταχεία 

µετατροπή της σε ATP-ακτίνη.  Η δράση της προφιλίνης ρυθµίζεται και από 

τη δέσµευση της µε φωσφοϊνοσιτίδια της πλασµατικής µεµβράνης, σε θέση 

που επικαλύπτεται µε τη θέση σύνδεσης της ακτίνης. 

(β) Πρωτεΐνες κάλυψης των άκρων των µικροϊνιδίων (capping proteins) : οι πρωτεΐνες 

κάλυψης συνδέονται είτε µε το αµβλύ είτε µε το αιχµηρό άκρο των ινιδίων και 

παρεµποδίζουν την προσθήκη ή την αποµάκρυνση υποµονάδων ακτίνης.  Κάποιες 

από αυτές τις πρωτεΐνες ενεργοποιούν τη δηµιουργία νέων ινιδίων που 

αναπτύσσονται µόνο από το ένα ελεύθερο άκρο.  Τέλος κάποιες από τις πρωτεΐνες 

κάλυψης συνδέονται πλευρικά  µε τα µικροϊνίδια και εισχωρώντας ανάµεσα σε δύο 

γειτονικά µόρια ακτίνης διασπούν τα ινίδια.  Οι πρωτεΐνες αυτές ονοµάζονται 

πρωτεΐνες κατάτµησης (actin severing proteins).  Στην κατηγορία αυτή ανήκουν: 

• η γκελσολίνη η οποία δεσµεύεται στο αµβλύ άκρο των ινιδίων 

παρεµποδίζοντας την προσθήκη ή την αποµάκρυνση υποµονάδων ακτίνης, 

αλλά και κατά µήκος των ινιδίων προκαλώντας κατάτµηση.  Η γκελσολίνη 
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επίσης δεσµεύεται σε διµερή ακτίνης διευκολύνοντας τη δηµιουργία πυρήνων 

που θα µεγαλώσουν προς το αιχµηρό τους άκρο (Sun et al., 1999 ; Weeds and 

Maciver 1993).  

• Οι πρωτεΐνες φραγµίνη και σεβερίνη µε δράση τόσο κάλυψης όσο και 

κατάτµησης ινιδίων. 

• Το σύµπλοκο Arp2/3 το οποίο έχει την ιδιότητα της δηµιουργίας πυρήνων 

(nucleation), αλλά και κάλυψης των ινιδίων της ακτίνης στο αιχµηρό τους 

άκρο.  Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα την αύξηση της ταχύτητας επιµήκυνσης των 

ινιδίων, αφού ο πολυµερισµός συµβαίνει από το ταχέως αυξανόµενο άκρο.  

Επιπλέον, το σύµπλοκο Arp2/3 έχει την ικανότητα να προσδένεται στο πλάι 

των ινιδίων επάγωντας το σχηµατισµό ενός νέου ινιδίου από το σηµείο που 

προσδέθηκε, δηµιουργώντας έτσι διακλαδώσεις και συµβάλλοντας στο 

σχηµατισµό του πλέγµατος της ακτίνης.   

• Η βιλλίνη είναι µια από τις πρωτεΐνες µε δράση κατάτµησης, ευνοεί όµως και 

το σχηµατισµό δέσµης ινιδίων ακτίνης λειτουργώντας και σαν πρωτεΐνη 

δεσµατοποίησης ανάλογα µε τα επίπεδα του ενδοκυττάριου ασβεστίου 

(Bonder and Mooseker, 1983 ; Walsh et al., 1984).  

(γ) Πρωτεΐνες διασύνδεσης και δεσµατοποίησης των µικροινιδίων (cross-linking and 

bundling proteins): είναι υπεύθυνες για την οργάνωση των µεµονωµένων ινιδίων σε 

δέσµες και πλέγµατα (Otto, 1994).  Η διασύνδεση των µικροϊνιδίων επιτυγχάνεται µε 

την ταυτόχρονη σύνδεση δύο διαφορετικών ινιδίων µε ένα µόριο σε περίπτωση που η 

πρωτεΐνη έχει δύο θέσεις πρόσδεσης για την F-ακτίνη (στην κατηγορία αυτή ανήκουν 

η φιµπρίνη και η βιλλίνη ) είτε ενός οµοδιµερούς  στην περίπτωση που η πρωτεΐνη 

έχει µόνο µια θέση πρόσδεσης (α-ακτινίνη, φιλαµίνη).  Η ρύθµιση της ενεργότητας 

αυτών των πρωτεϊνών διαφέρει.  Για παράδειγµα, η φιµπρίνη ενεργοποιείται µε 

φωσφορυλίωση, η δράση της βιλλίνης εξαρτάται όπως αναφέρθηκε και παραπάνω 

από τη συγκέντρωση των ιόντων Ca2+, η α-ακτινίνη ενεργοποιείται από 

φωσφοϊνοσιτίδια και απενεργοποιείται από αύξηση της συγκέντρωσης του 

ενδοκυττάριου Ca2+ και τέλος η φιλαµίνη απενεργοποιείται από τα φωσφοϊνοσιτίδια. 

(δ) οι πρωτεΐνες σύνδεσης της ακτίνης µε την κυτταρική µεµβράνη (membrane 

attachment proteins).  Oι πρωτεΐνες αυτές παίζουν σηµαντικό ρόλο στη δηµιουργία 

των εστιών πρόσφυσης και στη σύνδεση του περιφερειακού πλέγµατος µε την 

πλασµατική µεµβράνη.  Στις εστίες πρόσφυσης, η α-ακτινίνη και η ταλίνη συνδέουν 
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τα µικροϊνίδια µε το κυτταροπλασµατικό τµήµα των ιντεγκρινών (Luna and Hitt, 

1992 ; Burridge and Chrzanowska-Wodnicka, 1996).  Στη δεύτερη περίπτωση η 

σύνδεση µε το µικροϊνίδια επιτυγχάνεται είτε µε την απευθείας σύνδεση της ταλίνης 

στο πλάι του ινιδίου, είτε µε την αλληλεπίδραση 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. 

 

1.3. O λειτουργικός ρόλος του κυτταροσκελετού της ακτίνης και η σηµασία του 

στην ενδοκυττάρια µετάδοση µηνύµατος. 

 

Η ταχεία µεταβολή της κατάστασης πολυµερισµού του κυτταροσκελετού της ακτίνης 

κατά αυστηρά ρυθµιζόµενο και ελεγχόµενο τρόπο, τον καθιστά ένα γρήγορο και 

ευαίσθητο ανταποκρινόµενο αισθητήριο όργανο, το οποίο ελέγχει πλήθος κυτταρικών 

λειτουργιών όπως είναι η κίνηση του κυττάρου, η διατήρηση του όγκου, του 

σχήµατος και της πολικότητας του, η πρόσφυση στην εξωκυττάρια ουσία (ECM, 

Extracellular Matrix), η ανάπτυξη δύναµης σύσπασης ή κινητήριας δύναµης, η 

κυττοκίνηση (cytokinesis), η ενδοκύττωση και η εξωκύττωση.   

Η κατευθυνόµενη κίνηση αποτελεί µια θεµελειώδη κυτταρική διαδικασία, ουσιώδη 

για την εµβρυϊκή ανάπτυξη και την ανάπτυξη των ιστών, την επούλωση των πληγών 

και την ανοσολογική απόκριση.  Η κίνηση των κυττάρων θα µπορούσε να περιγραφεί 

ότι συντελείται σε τέσσερα βασικά βήµατα: την επέκταση του προπορευόµενου 

άκρου, την πρόσφυση στο υπόστρωµα, την υποχώρηση του οπίσθιου µέρους του 

κυττάρου και την αποκόληση του από το υπόστρωµα (Pollard & Borisy, 2003).  Tα 

ινίδια της ακτίνης και οι πρωτεΐνες που συνδέονται µε αυτά είναι τα κύρια δοµικά 

συστατικά που ελέγχουν και τα τέσσερα αυτά βήµατα.  Στην προπορευόµενη 

λάµελλα τα ταχέως αυξανόµενα άκρα των ινιδίων έχουν προσανατολισµό προς την 

πλασµατική µεµβράνη (Small et al., 1978 ; Pollard & Borisy, 2003).  Επιπλέον, η 

συνεχής αναπροσαρµογή των συµπλόκων που συγκροτούν τις εστίες πρόσφυσης είναι 

απαραίτητη για να µπορέσει το κύτταρο να µεταναστεύσει (Wozniak et al., 2004).  

Συγκεκριµένα οι ιντεγκρίνες και η πρωτεϊνική κινάση των εστιών πρόσφυσης (FAK, 

Focal Adhesion Kinase), στρατολογούνται στις εστίες πρόσφυσης σχηµατίζοντας 

σύµπλοκα µε πλήθος άλλων πρωτεϊνών, σταθεροποιώντας έτσι την πρόσφυση του 

κυττάρου.  Μια από τις πρωτεΐνες που στρατολογούνται, η πρωτεΐνη Src,  
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φωσφορυλιώνοντας την FAK, στην τυροσίνη Υ925, προκαλεί την αποµάκρυνση της 

από τα σύµπλοκα πρόσφυσης και τελικά την αποδόµηση τους (Κatz et al., 2003 ; 

Arias-Salgado et al., 2003 ; Sakai et al., 2001). 

Σηµαντικός είναι επίσης ο ρόλος του κυτταροσκελετού της ακτίνης κατά την 

κυττοκίνηση και το σχηµατισµό του συσταλτού δακτυλίου (contraction ring) που 

δηµιουργείται κατά το διαχωρισµό της πλασµατικής µεµβράνης (Kaibuchi et al., 

1999).    Ο δακτύλιος αυτός αποτελείται κυρίως από ακτίνη και µυοσίνη, ενώ η 

σύσπαση αυτής της δοµής προσδίδει τη δύναµη που απαιτείται για τη τελική διαίρεση 

του κυττάρου στα δύο θυγατρικά, τραβώντας τη πλασµατική µεµβράνη και 

διαχωρίζοντας το κυτταρόπλασµα (Theriot & Satterwhite, 1997 ; Fishkind & Wang, 

1995).  Το µονοπάτι Rho/ROCK µέσω φωσφορυλίωσης της ελαφράς αλυσίδας της 

µυοσίνης, MLC,  επάγει τη συστολή του δακτυλίου και ελέγχει µε αυτόν τον τρόπο τη 

διαίρεση των κυττάρων (Kaibuchi et al., 1999). 

H ενδοκύττωση, ο µηχανισµός δηλαδή της εισόδου µακροµορίων στο κύτταρα και 

στη συνέχεια η απελευθέρωση τους στα λυσοσωµάτια, καθώς και η ανακύκλωση 

υποδοχέων ελέγχεται από τον κυτταροσκελετό της ακτίνης ( Durrbach et al., 1996).  

Κατά την τύπου Ι φαγοκύτωση, οι ενεργοποιηµένοι  Fc υποδοχείς στρατολογούν στο 

σηµείο τις µικρές GTPάσες Rac και Cdc42 (Caron & Hall, 1998).  H ενεργοποίηση 

της Cdc42 ευθύνεται για την προβολή της πλασµατικής µεµβράνης και την 

προέκταση των φιλοποδίων έτσι ώστε να περιβάλλουν το φορτίο, ενώ η Rac 

ευθύνεται για την ενσωµάτωση του (Massol et al., 1998).  Αντίθετα, κατά την τύπου 

ΙΙ φαγοκύτωση δεν συµβαίνει προβολή της πλασµατικής µεµβράνης, αλλά το φορτίο 

κατά µία έννοια «βυθίζεται» σε αυτή (Caron & Hall, 1998).  Σε αυτήν την περίπτωση 

το µονοπάτι Rho/ROCK ελέγχοντας το σύµπλοκο της ακτο-µυοσίνης ρυθµίζει την 

ανάπτυξη δύναµης σύσπασης (contractile force) και από µηχανικής άποψης συµβάλει 

στην εγκόλπωση του φορτίου.  

Εκτός από την ενδοκύττωση, ο κυτταροσκελετός της ακτίνης παίζει σηµαντικό ρόλο 

και στην ρυθµιζόµενη έκκριση.  Το πλέγµα της ακτίνης κάτω από την πλασµατική 

µεµβράνη δρα σαν φραγµός για τα εκκριτικά κυστίδια εµποδίζοντας την κινησή τους 

προς την πλασµατική µεµβράνη και την ενσωµάτωση τους σε αυτήν (Burgoyne & 

Cheek, 1987 ; Bretscher, 1991 ; Muallen et al., 1995).  Χαρακτηριστικό παράδειγµα 

είναι η τροποποίηση της περιφερειακής ακτίνης στην έκλυση των κατεχολαµινών από 

χρωµιόφιλα κύτταρα και συγκεκριµένα την χαρακτηριστική κυτταρική σειρά 

φαιοχρωκυττοχρώµατος PC12, µετά από επίδραση νευροστεροϊδών  
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(Charalampopoulos et al., 2005).  Eπιπλέον η ενεργοποίηση των µεµβρανικών 

ορµονικών υποδοχέων στην καρκινική κυτταρική σειρά από προστάτη LNCaP, 

προκαλεί σαν άµεση απόκριση την αύξηση έκκρισης του ειδικού αντιγόνου του 

προστάτη, PSA (Prostate Specific Antigen).  Η αυξηµένη έκκριση του PSA σχετίζεται 

άµεσα µε την επαγώµενη αναδιοργάνωση του κυτταρσοκελετού της ακτίνης (Kampa 

et al., 2002 ; Papakonstanti et al., 2003).  Συγκεκριµένα έκθεση των LNCaP σε 

τεστοστερόνη-BSA, οδηγεί σε φωσφορυλίωση της FAK, και σύνδεση της µε την PI-3 

κινάση, µε αποτέλεσµα την ενεργοποίηση της και τελική ενεργοποίηση των µικρών 

GTPασών Cdc42/Rac1 (Papakonstanti et al., 2003)   

Aπό την πρόσφατη βιβλιογραφία προκύπτει, ότι ο βαθµός πολυµερισµού της ακτίνης 

εµπλέται σε µηχανισµούς µεταγραφικής ενεργοποίησης και ελέγχου της εξέλιξης του 

κυτταρικού κύκλου.  Σε όλα τα φυσιολογικά κύτταρα για να προχωρήσουν στον 

κυτταρικό κύκλο, απαιτείται ενεργοποίηση από αυξητικούς παράγοντες, πρόσφυση 

στην εξωκυττάρια ουσία (ECM) και καλή οργάνωση του κυτταροσκελετού της 

ακτίνης (Walker et al., 2005).  Πολλές µελέτες καταδεικνύουν το σηµαντικό ρόλο της 

ορθής οργάνωσης του κυτταροσκελετού της ακτίνης και της εξάπλωσης του 

κυττάρου στην εξωκυττάρια ουσία (cell spreading) για την επαγώµενη από υποδοχείς 

µε δράση κινάσης τυροσίνης (Receptor tyrosine kinases, RTK’s) εξέλιξη της G(1) 

φάσης του κυτταρικού κύκλου (Βοhmer et al., 1996).  Επιπλέον, αναστολή είτε του 

πολυµερισµού της ακτίνης, είτε της δράσης της πρωτεϊνικής κινάσης ROCK, είτε της 

επαγωγής δύναµης σύσπασης µέσω φωσφορυλίωσης της ελαφράς αλυσίδας της 

µυοσίνης (MLC), παρεµποδίζει την επαγώµενη από αυξητικούς παράγοντες σύνθεση 

της κυκλίνης D1 (cyclin D1) σε ινοβλάστες και ηπατοκύτταρα (Roovers & Assoian, 

2003 ; Hansen & Albrecht, 2003 ; Bhadriradju & Hansen, 2002 ; Βοhmer et al., 

1996).   Παροµοίως, η απουσία οργανωµένου πλέγµατος ακτίνης και η παρεµπόδιση 

της σύσπασης του συµπλόκου ακτίνης – µυοσίνης παρεµποδίζει την επαγώµενη από 

αυξητικούς παράγοντες ενεργοποίηση του µονοπατιού Ras-Raf-MEK-ERK (Roovers 

et al., 2003).  H επαγώµενη από ιντεγκρίνες ενεργοποίηση του ERK µονοπατιού, 

απουσία αυξητικών παραγόντων, αναστέλεται από τον αποπολυµερισµό της ακτίνης 

(Chen et al., 1994; Zhu & Assoian, 1995; Morino et al., 1995). 

H µεταβολή του βαθµού πολυµερισµού της ακτίνης επηρεάζει ακόµα και τη 

µεταγραφική ενεργοποίηση.  Συγκεκριµένα, ο µεταγραφικός συν-ενεργοποιητής 

MAL, παραµένει στο κυτταρόπλασµα εξαιτίας της προσδεσής του µε µονοµερή 

ακίνης.  Μείωση των επιπέδων της G-ακτίνης εξαιτίας πολυµερισµού, έχει σαν 
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αποτέλεσµα τη συσσώρευση του παράγοντα MAL στον πυρήνα, όπου συµβάλλει πια 

στην µεταγραφή γονιδίων που περιέχουν στον υποκινητή τους στοιχεία πρόσδεσης 

του παράγοντα απόκρισης στον ορό (SRF, Serum Response Element) (Miralles et al., 

2003).  Τα γονίδια αυτά ενεργοποιούνται πρώιµα κατά την εξέλιξη της G(1) φάσης 

του κυτταρικού κύκλου και ο συν-ενεργοποιητής MAL επάγει την έκφραση αρκετών 

από αυτά, όπως για παράδειγµα του ίδιου του γονιδίου SRF, της βινκουλίνης και της 

πρωτεΐνης Cyr61 (Walker et al., 2005).  Eπιπλέον η αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης είναι απαραίτητη για τις αντι-αποπτωτικές ιδιότητες 

του TNF-α σε επιθηλιακά κύτταρα ΟΚ, καθώς και για την µετακίνηση του 

µεταγραφικού παράγοντα NF-κB στον πυρήνα (Papakonstanti & Stournaras, 2004).  

Η αντι-αποπτωτική δράση του TNF-α µέσω αναστολής της δράσης της κασπάσης – 3 

συµβαίνει µέσω του µονοπατιού PI-3 κινάση → Cdc42 → PLC-γ1 → αναδιοργάνωση 

της ακτίνης → µετακίνηση του NF-κΒ στον πυρήνα (Papakonstanti & Stournaras, 

2004).   

Τέλος από την πρόσφατη βιβλιογραφία προκύπτει ότι η µη ελεγχόµενη ανάπτυξη των 

νεοπλασµατικών κυττάρων καθώς και η διεισδυτικότητα και η ικανότητα µετάστασης 

σχετίζονται µε µεταβολές του κυτταροσκελετού τους, µε κυριότερη την έντονη 

αναδιοργάνωση των µικροϊνιδίων της ακτίνης.   Κατά τη διάρκεια της κακοήθους 

εξαλλαγής του κυττάρου η δυναµική ισορροπία του λόγου της µονοµερούς προς την 

πολυµερή ακτίνη αλλάζει δραµατικά  (Moustakas & Stournaras, 1999; Stournaras et 

al., 1996).  Η µεταβολή του λόγου µονοµερούς/πολυµερούς (G/F) ακτίνης σχετίζεται 

µε το βαθµό διαφοροποίησης των νεοπλασµατικών κυττάρων σε διάφορες µορφές 

νεοπλασιών (λευχαιµίες, καρκίνους ενδοµητρίου, µαστού, δέρµατος), καθιστώντας 

τον λόγο G/ολική ακτίνη έναν νέο δείκτη νεοπλασίας (Katsadonis et al. 1994, 

Stournaras et al. 1996, Stiakaki et al. 1997, Moustakas and Stournaras 1999). Η 

σηµασία του έχει πλέον αναγνωρισθεί από τη διεθνή επιστηµονική κοινότητα  (Jordan 

and Wilson 1998). Επιπλέον υπάρχουν σαφής πειραµατικές ενδείξεις ότι ο 

αποδιοργανωµένος κυτταροσκελετός των νεοπλασµατικών  κύτταρων εµφανίζει 

αυξηµένη ευαισθησία στη δράση αποσταθεροποιητικών παραγόντων που 

αλληλεπιδρούν µε την ακτίνη, όπως είναι οι κυττοχαλασίνες, µε αποτέλεσµα την 

µειωµένη βιωσιµότητα (λεµφοκύτταρα από χρόνιες ή οξείες λευχαιµίες) ή την 

αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού (καρκινικές σειρές από 

αδενοκαρκινώµατα ενδοµητρίου) (Stournaras et al. 1996; Stiakaki et al., 1997).  
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Τέλος πρόσφατες µελέτες υποστηρίζουν ότι διάφορα δραστικά βιοµόρια (όπως είναι 

κυττοκίνες, αυξητικοί παράγοντες, οπιοειδή) επαναφέρουν την ισορροπία G/F-

ακτίνης καθώς και την αρχιτεκτονική των µικροϊνιδίων των νεοπλασµατικών 

κυττάρων στο φυσιολογικό φαινότυπο περιορίζοντας κατά αυτόν τον τρόπο τη 

µεταστατικότητά τους (Moustakas and Stournaras 1999, Koukouritaki et al. 1999, 

Papakonstanti et al. 1998 & 2000). Η επίδραση του ΤGF-β1 σε ινοβλάστες 

µετασχηµατισµένους από το ογκογονίδιο H-ras οδηγεί σε µείωση του λόγου G/ολική 

ακτίνη στην τιµή των φυσιολογικών µη-µετασχηµατισµένων κυττάρων ενώ 

παράλληλα παρατηρείται επαναδιοργάνωση της ακτίνης σε εκτετάµενα ινίδια του 

στρές (Moustakas and Stournaras 1999).  Επιπλέον η επίδραση οπιοειδών στα MCF7, 

κύτταρική σειρά από καρκίνο µαστού, επαναφέρει το λόγο G/ολική ακτίνη και τα 

επίπεδα της πολυµερούς ακτίνης κοντά στις αντίστοιχες τιµές των MCF12A, των 

οµόλογων φυσιολογικών κυττάρων µαστού, ενώ ταυτόχρονα µειώνει το ρυθµό 

ανάπτυξης των νεοπλασµατικών κυττάρων (Panagiotou et al., 1999 ; Kallergi et al., 

2003).  Φαίνεται µάλιστα ότι η µεταγωγή του µηνύµατος δράσης των οπιοειδών στον 

κυτταροσκελετό των καρκινικών κυττάρων διαφέρει από το µονοπάτι δράσης στα 

φυσιολογικά κύτταρα και περιλαµβάνει την αυξηµένη φωσφορυλίωση πρωτεϊνών των 

εστιών πρόσφυσης, FAK  και βινκουλίνης, αλλά και την ενεργοποίηση των 

πρωτεϊνών PI-3K και  Rac-1 (Kallergi et al., 2003). 

 Τα νεοπλασµατικά κύτταρα εµφανίζουν ελαττωµένα επίπεδα έκφρασης πρωτεινών 

που συνδέονται µε τον κυτταροσκελετό (Vanderkerckhove et al., 1990; Chaponnier et 

al., 1989), ενώ σε κάποιες περιπτώσεις ο φαινότυπος αυτός αντιστρέφεται κατά την 

επιστροφή του κυττάρου στο µη µετασχηµατισµένο φαινότυπο (Mullauer et al., 

1990). Κύτταρα που εµφανίζουν εξασθενηµένο το δίκτυο της ακτίνης µε κοντά και 

πολύ λεπτά µικροινίδια έχουν έναν πιο «πλαστικό» χαρακτήρα µε µεγαλύτερη 

δυνατότητα να κινηθούν εποµένως  να δηµιουργήσουν µετάσταση (Pokorna et al., 

1994). H σχέση µεταξύ της οργάνωσης της ακτίνης και της ικανότητας του κυττάρου 

να µεταναστεύει ποικίλει στους διάφορους κυτταρικούς τύπους. Ετσι µελέτες σε 

κύτταρα BW5147 (από Τ-λέµφωµα) µε µικρή µεταστατική ικανότητα έδειξαν ότι 

αυξηµένα ποσοστά πολυµερισµού της ακτίνης είναι απαραίτητα για τη δηµιουργία 

ψευδοποδίων  και τη διείσδυση αυτών των κυττάρων στο γειτονικό ιστό (Vershueren 

et al., 1994). Αντίθετα επιµόλυνση της κυτταρικής σειράς Β16-Β16, µε cDNA που 

εκφράζει την βm-ακτίνη έδωσε κύτταρα χαµηλότερης µεταστατικής ικανότητας και 

αύξηση του ποσοστού των ινιδίων του στρές (Shimokawa-Kuroki et al., 1994). 
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1.4. Ο ρόλος των µικρών Rho GTPασών στην αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης. 

 

Μέλη της ευρύτερης οικογένειας των Rho GTPασών ρυθµίζουν σηµατοδοτικά 

µονοπάτια που συνδέουν εξωκυττάρια και ενδοκυττάρια σήµατα µε τον πολυµερισµό 

και την αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης, ελέγχοντας πλήθος 

κυτταρικών αποκρίσεων (Raftopoulou & Hall, 2004 ; Ridley, 2001 ; Hall, 1998 ; 

Mackay & Hall, 1998 ; Tapon & Hall 1997).  H οικογένεια των Rho GTPασών στον 

άνθρωπο αποτελείται τουλάχιστον από 23 διαφορετικές πρωτεΐνες, εκ των οποίων οι 

πλέον χαρακτηριστικές εκπρόσωποι και καλύτερα µελετηµένες είναι οι πρωτεΐνες 

Rho, Rac1 και Cdc42 (Bishop & Hall, 2000 ; Qualman & Mellor, 2003) (εικόνα 1.2).  

Oι Rho GTPάσες απαντώνται ακόµα και σε απλούστερους οργανισµούς, από τη ζύµη 

(yeast, Saccharomyces cerevisiae) και την αµοιβάδα (Dictyostelium) µέχρι τα φυτά 

και τη δροσόφιλλα. (Wherlok & Mellor, 2002 ; Gulli & Peter, 2001 ; Wilkins & 

Insall, 2001; Settleman, 2001 ; Valster et al., 2000). 

 

 

 

 

Εικόνα 1.2: ∆ενδρόγραµµα   για τα 

23 µέλη της οικογένειας των µικρών 

Rho GTPασών του ανθρώπου. 

 

Όπως όλες οι πρωτεΐνες µε δράση GTPάσης, οι Rho πρωτεΐνες λειτουργούν σαν 

µοριακοί διακόπτες που ανακυκλώνονται µεταξυ της Rho-GDP ανενεργής και της 

Rho-GTP ενεργής µορφής (Bishop & Hall, 2000 ; Mackay & Hall, 1998).  Η 

µετάβαση από την ενεργή  στην ανενεργή κατάσταση και αντίστροφα επηρεάζεται 

από ένα πλήθος ρυθµιστικών παραγόντων (Lamarche & Hall, 1994 ; Van Aelst & 

D’Souza-Schorey, 1997 ; Olofsson, 1999) (εικόνα 1.3).   
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Εικόνα 1.3: Οι Rho GTPάσες βρίσκονται στην ανενεργή τους Rho-GDP µορφή 

συνδεδεµένες µε κάποια Rho-GDI (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor).  Σε 

απόκριση κάποιου µηνύµατος η Rho-GDI αποδεσµεύεται επιτρέποντας στην κατάλληλη 

GEF (Guanine Exchange Factor) να καταλύσει την ανταλλαγή του GDP από GTP και 

την ενεργοποίηση της πρωτεΐνης.  Στην ενεργή τους µορφή οι Rho GTPάσες 

αλληλεπιδρούν µε πρωτεΐνες τελεστές  (effector proteins) (Ε 1-χ) προκαλώντας 

διάφορες κυτταρικές αποκρίσεις.  Ο κύκλος κλείνει όταν η κατάλληλη GAP (GTPase 

activating protein) αλληλεπιδρά µε την Rho-GTP και καταλύει την υδρόλυση του GTP.  

H Rho-GDP αποµακρύνεται από την περιοχή της πλασµατικής µεµβράνης αφού 

προσδεθεί σε ένα µόριο Rho-GDI και ο κύκλος ξαναρχίζει (Mackay & Hall, 1998) 
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Για την πρόσδεση των Rho πρωτεϊνών στην πλασµατική µεµβράνη ευθύνεται µια 

µετα-µεταγραφική τροποποίηση του µορίου τους.  Συγκεκριµένα, ένα λιπίδιο 

γεράνυλο-γερανύλιο προσδένεται οµοιοπολικά µε την κυστεΐνη του συντηρηµένου 

µοτίβου CAAX του C-τελικού άκρου τους, αυξάνοντας έτσι την ικανότητα 

πρόσδεσης της πρωτεΐνης στην πλασµατική µεµβράνη (Desrosiers et al., 2000 ; 

Seabra, 1998 ; Zhang & Casey, 1996). 

Οι Rho πρωτεΐνες ελέγχουν την οργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης σε όλα 

τα ευκαρυωτικά κύτταρα.  Ενεργοποίηση των Rho σε ινοβλάστες είναι υπεύθυνη για 

τη δεσµατοποίηση ινιδίων ακτίνης σε ινίδια του στρες αλλά και για τη στρατολόγηση 

των ιντεγκρινών στα σύµπλοκα των εστιών πρόσφυσης.  Η ενεργοποίηση της Rac 

προκαλεί τον εκ νέου (de novo) πολυµερισµό της ακτίνης στην περιφέρεια του 

κυττάρου και τη δηµιουργία λαµελλιποδίων και µεµβρανικών αναδιπλώσεων, ενώ 

ενεργοποίηση της Cdc42 ενεργοποιεί τη δηµιουργία φιλοποδίων και µικρολαχνών 

(Mackay & Hall, 1998 ; Hall, 1998 ; Mackesky & Hall, 1997 ; Nobes & Hall, 1995 ; 

Ridle & Hall, 1992 ; Ridley et al., 1992) (εικόνα 1.4). 

 

 
 

Εικόνα 1.4:  Επίδραση των Rho GTPασών στις δοµές οργάνωσης του κυτταροσκελετού 

της ακτίνης. 
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Μέχρι σήµερα στα θηλαστικά έχουν ταυτοποιηθεί πάνω από 80 GEF’s (Guanine 

nucleotide Exchange Factors).  Όλες χαρακτηρίζονται δοµικά από µια περιοχή 

υψηλής οµολογίας µε την πρωτεΐνη Dbl (Dbl homology domain, DH).  H περιοχή DH 

είναι υπεύθυνη για την κατάλυση της ανταλλαγής του νουκλεοτιδίου της γουανίνης.  

Η πρωτεΐνη Dbl χαρακτηρίστηκε αρχικά σαν πρώτο-ογκογονίδιο και το 1991 

δείχθηκε ότι επάγει την ανταλλαγή GDP σε GTP για την πρωτεΐνη Cdc42 (Hart et al., 

1991).  Μέχρι σήµερα, έχουν χαρακτηριστεί πολλές ακόµα GEF’s, από τις οποίες 

άλλες φαίνονται να παρουσιάζουν εξειδίκευση για µία µόνο GTPάση, όπως η 

p115Rho GEF για την Rho (Hart et al., 1996), oι Tiam και Pix  για την Rac (Haberts 

et al., 1994 ; Manser et al., 1998), η Fgd1  για την Cdc42 (Zheng et al., 1996), ενώ 

άλλες ενεργοποιούν περισσότερες από µία όπως η Vav για τις Cdc42, Rac και Rho 

(Ηart et al., 1994), η Dbl για τις Rho και Cdc42 (Ηart et al., 1994 ; Olson et al., 1996) 

και η Trio για τις Rac και Rho (Depant et al., 1996).  Tην περιοχή DH των GEF 

ακολουθεί µια περιοχή µε οµολογία στην πλεκστρίνη (pleckstrin homology domain, 

PH).  Και οι δύο περιοχές DH και PH είναι απαραίτητες για την δράση των GEF 

(Cerione & Zheng, 1996 ; Kaibuchi et al., 1991). 

Οι πρωτεΐνες GAP’s (GTPase activating proteins) είναι µόρια που ενεργοποιούν την 

ενδογενή δράση υδρόλυσης του νουκλεοτιδίου GTP των GTPασών, οδηγώντας έτσι 

στην απενεργοποίηση των µορίων.  Μεταξύ αυτών είναι η πρωτεΐνη p122Rho GAP 

και p190Rho GAP για τη Rho  (Homma & Emori, 1995 ; Settleman et al., 1992), oι 

Bcr και η β-chimerin για την Rac (Diekmann et al., 1991 ; Leung et al., 1993) και η 

p50Rho GAP κυρίως για την Cdc42 (Lancaster et al., 1994). 

Τέλος οι πρωτεΐνες GDI’s (Guanine nucleotide dissociation inhibitors) συγκρατούν 

τις Rho πρωτεΐνες µακριά από την  πλασµατική µεµβράνη δεσµευόµενες στην 

πρενυλο-οµάδα του C-τελικού άκρου των GTPασών εµποδίζοντας έτσι την 

αλληλεπίδραση τους µε την µεµβράνη. Παράλληλα παρεµποδίζουν την ανταλλαγή 

του GDΡ από GTP (Wheeler & Ridley, 2004).  Έχουν ταυτοποιηθεί τρεις GDI’s, η 

Rho-GDI και τουλάχιστον δύο ισοµορφές της: η D4-GDI και η Rho-GDI3 (Lelias et 

al., 1993 ; Zalcman et al., 1996). 

1.4.1. Rho GTPάσες. 

Στους ανώτερους σπονδυλωτούς οργανισµούς εκφράζονται τρεις Rho GTPάσες, η 

RhoA, η RhoB και η RhoC, oι οποίες εµφανίζουν µεταξύ τους περίπου 85% 

αµινοξική αλληλουχία (Wheeler & Ridley, 2004).  Στον άνθρωπο, τον ποντικό και 

τον αρουραίο τα τρία γονίδια των Rho πρωτεϊνών βρίσκονται σε διαφορετικά 
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χρωµοσώµατα (Cannizzaro et al., 1990).  Και οι τρεις πρωτεΐνες εκφράζονται σε 

όλους τους ιστούς αν και όχι στον ίδιο βαθµό (Wheeler & Ridley, 2004).  Σε κύτταρα 

που βρίσκονται σε καλλιέργεια η έκφραση του γονιδίου της RhoB, αλλά όχι της 

RhoA ή της RhoC, επάγεται από πλήθος παραγόντων όπως ακτινοβολία UV, 

κυτοκίνες ή αυξητικοί παράγοντες, εξαιτίας ενεργοποίησης του υποκινητή του 

γονιδίου (Pendergast, 2001).  Eπιπλέον το µεταγράφηµα του rhoB γονιδίου έχει 

ηµιπερίοδο ζωής τα 30 λεπτά, χρόνος πολύ µικρότερος από αυτόν της  RhoA ή της 

RhoC.  Καταδεικνύεται έτσι ότι η λειτουργία της RhoB απαιτεί υψηλό βαθµό ελέγχου 

της έκφρασης της πρωτεΐνης (Ζalcman et al., 1995). 

H πρενυλίωση των Rho πρωτεϊνών είναι πολύ σηµαντική για τη σταθερότητα του 

µορίου τους.  Οι πρωτεΐνες RhoA και RhoC γερανυλο-γερανυλιώνονται και 

εντοπίζονται στην πλασµατική µεµβράνη.  Αντίθετα, η RhoB είτε φαρνεσυλιώνεται 

οπότε οδηγείται στην πλασµατική µεµβράνη, είτε γερανυλο-γερανυλιώνεται 

οδηγούµενη στα ώριµα ενδοσωµάτια και τα λυσοσωµάτια.  Αναστολή της 

φαρνεσυλίωσης, οδηγεί σε αύξηση της  γερανυλο-γερανυλίωσης της RhoB, οπότε 

αυξάνεται ο εντοπισµός της στα ενδοσωµάτια (Wherlock et al., 2004). 

Οι Rho GTPάσες διαµέσω της δράσης τους στην οργάνωση του κυτταροσκελετού της 

ακτίνης κατέχουν κεντρικό ρόλο στη ρύθµιση κυτταρικών λειτουργιών και ιδιοτήτων 

όπως είναι η κίνηση, ο όγκος και η πολικότητα των κυττάρων, η πρόσφυση στην 

εξωκυττάρια µάζα, η συσταλτότητα του συµπλόκου της ακτο-µυοσίνης, η 

κυτοκίνηση (cytokinesis) και η µεταγραφική ενεργοποίηση (Wheeler & Ridley, 

2004).  Μετά την ενεργοποίηση τους οι Rho GTPάσες αλληλεπιδρούν µε πρωτεΐνες 

τελεστές (effector proteins) και µεταδίδουν το µήνυµα τους.  Μέχρι σήµερα έχουν 

ταυτοποιηθεί 11 πρωτεΐνες τελεστές για τις Rho GTPάσες.  Παρουσιάζονται 

αναλυτικά στον πίνακα 1 καθώς και ο βαθµός αλληλεπίδρασης µε κάθε µια από τις 

τρεις ισοµορφές.  

H πρωτεϊνική κινάση ROCK (Rho-associated coiled-coil kinase) αποτελεί µια από τις 

κύριες εκπροσώπους των πρωτεϊνικών στόχων των Rho GTPασών, µεσολαβώντας 

στη µετάδοση πλήθους µηνυµάτων που µε αφετηρία τις Rho ρυθµίζουν δυναµικά την 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης ελέγχοντας τη δηµιουργία των 

ινιδίων του στρες και των εστιών πρόσφυσης στο υπόστρωµα (Αmano et al., 2000 ; 

Bishop & Hall, 2000 ; Aspenstrom, 1999).  H ROCK είναι µια κινάση 

σερίνης/θρεονίνης, η οποία ταυτοποιήθηκε αρχικά σαν πρωτεΐνη δεσµευόµενη στη  
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Πίνακας 1. 

Πρωτεΐνες τελεστές  (effector proteins) των Rho GTPασών. 

Πρωτεΐνες τελεστές RhoA RhoB RhoC 

ROCK 1 + 2 ++ + +++ 

mDia ++ + ++ 

PRK ½ PKN ++ ++ ++ 

Rhotekin +++ + +++ 

Rhophillin  +++ + ++ 

Kinectin +++ ? ? 

Citron kinase  ++ + +++ 

MBS +++ ? ? 

P76RBE + ++ ? 

PKC epsilon ++ ++ +++ 

DBI transcription factor + ++ ? 

 

+ = ασθενής αλληλεπίδραση 

++ = µέση αλληλεπίδραση 

+++ = ισχυρή αλληλεπίδραση 

? = άγνωστο   
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Rho-GTP (Μatsui et al., 1996).  Συναντάται σε δύο ισοµορφές :   την  ROKα  ή  

ROCK2   και  την  ROKβ  ή  ROCK1  µε  64%  οµολογία  στην πρωτοταγή αµινοξική  

αλληλουχία (Ιshizaki et al., 1996 ; Nakagawa et al., 1996).  H περιοχή µε δράση 

κινάσης είναι υψηλά διατηρηµένη εµφανίζοντας οµολογία µεταξύ των δύο 

ισοµορφών που φτάνει το 90% και βρίσκεται στο Ν-τελικό της άκρο.  Στο µέσο της 

πρωτεϊνικής αλυσίδας βρίσκεται µια περιοχή σπειραµένου σπειράµατος (coiled-coil 

domain) ενώ στο C-τελικό άκρο µια περιoχή οµολογίας µε την πλεκστρίνη (PH, 

Pleckstrin homology domain).  H Rho-GTP αλληλεπιδρά µε το C-τελικό άκρο της 

ROCK και συγκεκριµένα µε την περιοχή του σπειραµένου σπειράµατος 

ενεργοποιώντας έτσι τη δράση κινάσης της πρωτεΐνης (Matsui et al., 1996).  Απώλεια 

του C-τελικού άκρου της ROCK καθιστά την πρωτεΐνη µονίµως ενεργή, 

καταδεικνύοντας το ρυθµιστικό ρόλο αυτής της περιοχής.  Συγκεκριµένα, η περιοχή 

αυτή, στην οποία βρίσκεται και η περιοχή αλληλεπίδρασης µε την Rho, αλληλεπιδρά 

µε την καταλυτική περιοχή της ROCK καταστέλοντας έτσι την καταλυτική της 

δράση.  Η δέσµευση της Rho προκαλεί αλλαγή στη διαµόρφωση της ROCK 

απελευθερώνοντας την καταλυτική της περιοχή και ενεργοποιώντας έτσι τη δράση 

της (Μutsuki et al., 2000).   Έχουν βρεθεί διάφορες χηµικές ενώσεις, όπως οι Υ-

27632, Υ-32885 και ΗΑ1077 που αναστέλουν εξειδικευµένα τη δράση της πρωτεΐνης 

ROCK.  Οι χηµικές αυτές ενώσεις περιέχουν στη δοµή τους µια περιοχή πυριδίνης 

µέσω της οποίας δεσµεύονται µε την καταλυτική περιοχή της ROCK και 

συγκεκριµένα την περιοχή πρόσδεσης του ΑΤΡ.   

Μέχρι σήµερα έχουν ταυτοποιηθεί διάφορα πρωτεϊνικά υποστρώµατα για τη δράση 

κινάσης της ROCK.  Η υποµονάδα δέσµευσης της µυοσίνης (MBS, myosin binding 

subunit) της φωσφατάσης της MLC (myosin light chain) (Kawano et al., 1999) και η 

ελαφρά αλυσίδα της µυοσίνης (MLC) (Amano et al., 1996) φωσφορυλιώνονται 

άµεσα από την ROCK .  Mε αυτόν τον τρόπο η δράση της φωσφατάσης της MLC 

αναστέλεται οδηγώντας έτσι έµµεσα σε αύξηση της φωσφορυλίωσης της MLC.  

Επιπλέον, η MLC φωσφορυλιώνεται άµεσα στην σερίνη-19.  Έτσι είτε έµµεσα είτε 

άµεσα, η αύξηση της φωσφωρυλίωσης της ελαφράς αλυσίδας της µυοσίνης (MLC), 

οδηγεί σε αύξηση της δράσης της ΑΤΡάσης της µυοσίνης και επαγωγή δηµιουργίας 

ινιδίων ακτο-µυοσίνης (Βresnick, 1999).  H ROCK έχει δειχθεί ακόµα ότι 

φωσφορυλιώνει µέλη της οικογένειας των πρωτεϊνών ERM (Ezrin/Radixin/Moesin) 

in vitro (Matsui et al., 1998), ή πρωτεΐνες των ενδιάµεσων ινιδίων όπως είναι η 

βιµεντίνη επάγωντας τον αποπολυµερισµό τους (Goto et al., 1998).  Η 
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φωσφορυλιώση της βιµεντίνης λαµβάνει χώρα συγκεκριµένα κατά τη διάρκεια της 

κυτοκίνησης. 

∆ύο ακόµα πρωτεϊνικές κινάσες που αποτελούν υπόστρωµα της ROCK είναι οι 

πρωτεΐνες LIMK1 και LIMK2, οι οποίες εντοπίζονται στα χρωµοσώµατα 7q11.23 και 

22q12 αντίστοιχα (Bishop & Hall, 2000 ; Amano et al., 2000 ; Schmitz et al., 2000 ; 

Οkano et al., 1995).   Oι δύο αυτές πρωτεΐνες εµφανίζουν οµολογία 50% στην 

αµινοξική τους αλληλουχία, ενώ η περιοχή µε δράση κινάσης βρίσκεται στο C-τελικό 

τους άκρο και εµπεριέχει µια µοναδική και ασυνήθιστη αλληλουχία Asp-Leu-Asn-

Ser-His-Asn.  Εµφανίζει πολύ µικρή οµολογία, µόλις 32%, µε τις καταλυτικές 

περιοχές άλλων κινασών, κάνοντας έτσι αδύνατη την κατηγοριοποίηση τους σε 

κάποια ήδη γνωστή οικογένεια κινασών (Οkano et al., 1995).  Το Ν-τελικό άκρο 

πρωτεϊνών, χαρακτηρίζεται από την παρουσία δύο Lim µοτίβων (Mizuno et al., 1994; 

Okano et al., 1995 ; Bach, 2000) (εικόνα 1.5).  Τα µοτίβα αυτά έχουν δοµή διπλού 

δακτύλου ψευδαργύρου, αποτελούνται από 50-60 αµινοξέα, είναι πλούσια σε 

κυστείνη και ιστιδίνη και εµφανίζουν το απαναλαµβανόµενο µοτίβο                             

(CX2CX16-19HX2C)X2(CX2CX16-20CX2(C/H/D)) (Dawid et al., 1998 ; Freyd et al., 

1990).  LIM µοτίβα έχουν ταυτοποιηθεί σε πλήθος πρωτεϊνών µε διαφορετικές 

λειτουργικές ιδιότητες.  Αν και τα δάκτυλα ψευδαργύρου λειτουργούν σαν σηµεία 

πρόσδεσης στο DNA, φαίνεται ότι εµπλέκονται και σε αλληλεπιδράσεις µεταξύ 

πρωτεϊνών.  H LIMK1 εντοπίζεται κυρίως στον αναπτυσσόµενο νευρικό ιστό ενώ η 

LIMK2 εκφράζεται ευρέως σε αναπτυσσόµενους ιστούς και ιστούς ενηλίκων 

(Mizuno et al., 1994; Okano et al., 1995). 

 
25                           147 165       258   267    337  346                      

 
 

Εικόνα 1.5.: Σχηµατική παράσταση της δοµής των πρωτεϊνών LIMK1 και LIMK2.  

LIM1/LIM2: τα µοτίβα LIM, DHR: περιοχή οµολογίας Dlg (Dlg homology region), 

S/P: περιοχή πλούσια σε σερίνη και προλίνη, ΡΚ: περιοχή µε δράση κινάσης. 

 

 

647 

638 

1 hLIMK1 PKDHR S/PLIM1 LIM2

50%    46% 37%       70% 

 hLIMK2 1 
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Οι LIMK1 και LIMK2 είναι κινάσες σερίνης / θρεονίνης και φυσιολογικό τους 

υπόστρωµα αποτελεί η κοφιλίνη, την οποία και φωσφορυλιώνουν στην σερίνη-3 

αναστέλοντας την δράση της και επάγοντας έτσι πολυµερισµό της ακτίνης (Amano et 

al., 2001 ; Arber et al., 1998 ; Yang et al., 1998). 

Οι LIMK1 και LIMK2 ενεργοποιούνται όταν φωσφορυλιώνονται στη θρεονίνη-508 ή 

τη θρεονίνη-505 αντίστοιχα (Ohashi et al., 2000 ; Amano et al., 2001 ; Sumi et al., 

2001).  Μετά από πειράµατα ταυτόχρονης έκφρασης των δύο πρωτεϊνών σε κύτταρα 

Hela, αναφέρεται ότι η LIMK1 ενεργοποιείται από τη Rac αλλά όχι από τις Rho και 

Cdc42, ενώ η LIMK2 ενεργοποιείται από τις Rho και Cdc42 και όχι από την Rac.  

Επιπλέον η επαγώµενη από την Rac δηµιουργία λαµελλιποδίων αναστέλεται από µια 

ανενεργή µορφή της LIMK1 και όχι της LIMK2, ενώ αντίθετα η επαγώµενη από την 

Rho δηµιουργία ινιδίων του στρες αναστέλεται από µια ανενεργή µορφή της LIMK2 

και όχι της LIMK1 (Sumi et al., 1999).   Στην εικόνα 1.6 εµφανίζεται σχµατικά η 

ενεργοποίηση των πρωτεϊνών τελεστών ROCK και LIMK καθοδικά των Rho 

GTPασών. 

 

 
 

Εικόνα 1.6.: Ενεργοποίηση των πρωτεϊνικών κινασών σερίνης-θρεονίνης ROCK και 
LIMK καθοδικά των Rho GTPασών. 
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O βιολογικός ρόλος των LIM κινασών είναι πολύ σηµαντικός µια και µέσω της 

δράσης του, ελέγχουν την οργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης.  Εκτός από 

την άµεση επίδραση τους στον βαθµό πολυµερισµού της ακτίνης, η ενεργοποίηση του 

παράγοντα SRF (Serum Response Element) από την RhoA σε κύτταρα PC12 

µεσολαβείται από την LIMK1 (Geneste et al., 2002).   Επιπλέον, φωσφορυλίωση της 

LIMK1 σε εµβρυονικούς ινοβλάστες ποντικού (MEFs) έχει σαν αποτέλεσµα την 

αναστολή της επαγώµενης από τις Rac/Cdc42 έκφρασης της κυκλίνης D1.  Η δράση 

αυτή της LIMK1 δεν εξαρτάται από την ικανότητα της να φωσφορυλιώνει την 

κοφιλίνη ή να επάγει πολυµερισµό της ακτίνης, αλλά από την ικανότητα της 

πρωτεΐνης να µετατίθεται στον πυρήνα (Roovers et al., 2003). Aντίθετα, η δράση της 

είναι απαραίτητη για την, επαγώµενη από το µονοπάτι ERK, έκφραση της κυκλίνης 

D1 και εξαρτάται από την ικανότητα της να φωσφορυλίωνει την κοφιλίνη και να 

επάγει αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης (Roovers et al., 2003).  

Η LIMK1 λειτουργεί σαν αρνητικός ρυθµιστής του πολλαπλασιασµού σε ΝΙΗ3Τ3 

και Η-ras µετασχηµατισµένους FYJ10 ινοβλάστες (Higuchi et al., 1996), και επιπλέον 

αναστέλει τον Ras-επαγώµενο µετασχηµατισµό κυττάρων PC12 (Higuchi et al., 

1997).  Υπερέκφραση της LIMK2 σε αυτές τις περιπτώσεις, οδηγεί σε αύξηση του 

πολυµερισµού ινιδίων του στρες και αναστέλει την κινητικότητα Ras-

µετασχηµατισµένων ινοβλαστών.  Αντίθετα, γονιδιακή αποσιώπηση της LIMK2 στην 

ανθρώπινη κυτταρική σειρά ινοσαρκώµατος (fibrosarcoma) HT1080 είχε σαν 

αποτέλεσµα τον περιορισµό της µεταναστευτικής ικανότητας των κυττάρων και της 

ιδιότητας τους να δηµιουργούν αποικίες (Suyama et al., 2004).  Επιπλέον, 

υπερέκφραση της LIMK1 σε κύτταρα MCF7 και MDA-MB-231 οδηγεί σε κύτταρα 

µε αυξηµένη κινητικότητα, ενώ υπερέκφραση µιας µονίµως ανενεργής µορφής της 

πρωτεΐνης µειώνει την ικανότητα των MDA-MB-231 κυττάρων να διηθούνται στα 

κόκκαλα (Υoshioka et al., 2003). 
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1.5. O Μετασχηµατίζων Αυξητικός Παράγοντας-β (Τransforming Growth 

Factor-β, TGF-β). 

 
1.5.1. Η υπεροικογένεια του TGF-β. 

Ο παράγοντας TGF-β1 ανήκει σε µια υπερ-οικογένεια εκκρινόµενων κυτοκινών, οι 

οποίες επηρεάζουν πλήθος κυτταρικών διεργασιών και αποκρίσεων όπως ο 

πολλαπλασιασµός των κυττάρων, η διαφοροποίηση, η µετανάστευση και η απόπτωση 

(Lutz & Knaus, 2002).  Η υπεροικογένεια του TGF-β αριθµεί περισσότερα από 30 

µέλη και διακρίνεται σε δύο υπο-οικογένειες: την υπο-οικογένεια του TGF-β / 

ακτιβίνης / Nodal και την υπο-οικογένεια του BMP (Bone Morphogenetic Protein) / 

GDF (Growth and Differentiation Factor) / MIS (Muellerian Inhibiting Substance), oι 

οποίες καθορίζονται βάση οµοιοτήτων στη δοµή και την αµινοξική τους αλληλουχία, 

αλλά και της εξειδίκευσης που παρουσιάζουν ως προς τα σηµατοδοτικά µονοπάτια 

που ενεργοποιούν (Shi & Massagué, 2003).  Στον πίνακα 2. παρουσιάζονται οι τρεις 

κύριοι εκπρόσωποι της υπεροικογένειας του TGF-β και τα µόρια της βασικής 

σηµατοδοτικής τους µηχανής.  

 

Πίνακας 2. : οι τρεις χαρακτηριστικοί εκπρόσωποι της υπερ-οικογένειας του TGF-β, 
και οι αντίστοιχες πρωτεΐνες τελεστές που µεσολαβούν στην κυτταρική απόκριση 
(Ηeldin et al., 1997). 
 
υπο-οικογένεια TGF-β ακτιβίνη ΒΜΡ 

ισοµορφές  
TGF-β1 
TGF-β2 
TGF-β3 

Ακτιβίνη Α ΒΜΡ-2, ΒΜΡ-4 
ΒΜΡ-7/ΟΡ-1 

τύπου ΙΙ υποδοχείς  ΤβRΙΙ ΑctR-II, ActR-IIB BMPR-II,  
ActR-II, ActR-IIB 

τύπου Ι υποδοχείς TβR-I ActR-I, ActR-IB 
BMPR-IA, BMPR-

IB, 
ActR-I 

διαµεσολαβητές Smad2 
 Smad3 

Smad2 
Smad3 

Smad1, 
 Smad5, Smad8 

βοηθητικές Smad Smad4 Smad4 Smad4 
ανασταλτικές Smad  Smad7  Smad7 Smad6, Smad7 

 

O παράγοντας TGF-β οφείλει την ονοµασία του στην ικανότητα του να επάγει την 

ανάπτυξη φυσιολογικών κυττάρων από νεφρό αρουραίου (De Lacro & Todaro, 1978).  

H εργαστηριακή έρευνα κατέδειξε τελικά ότι αποτελεί µία πολυ-λειτουργική 

πρωτεΐνη, που µπορεί να αναστέλει την κυτταρική ανάπτυξη ή να επάγει απόπτωση, 

να ενεργοποιεί την παραγωγή εξωκυττάριας ουσίας, να ρυθµίζει τον πολλαπλασιασµό 
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και την µετανάστευση ενδοθηλιακών η αγγειακών λείων µυϊκών κυττάρων και τέλος 

να ρυθµίζει τον πολλαπλασιασµό, τη διαφοροποίηση ή την ενεργοποίηση κυττάρων 

του ανοσοποιητικού συστήµατος.  Η απορύθµιση του σηµατοδοτικού του µονοπατιού 

εµπλέκεται σε διάφορες ασθένειες όπως είναι ο καρκίνος, η ινωµάτοση (fibrosis), 

αγγειακές ανωµαλίες και αυτoάνοσες ασθένειες (Dennier et al., 2002).  O παράγοντας 

TGF-β παράγεται και/ή ευαισθητοποιεί πλήθος κυττάρων όπως ανώριµα κύτταρα του 

αιµατοποιητικού, ενεργοποιηµένα Τ και Β λεµφοκύτταρα, µακροφάγα, ουδετερόφιλα 

και δενδρίτες (Letterio & Roberts, 1998; Cerwenka & Swain, 1999; Lebman & 

Edmiston, 1999).   

H ακτιβίνη χαρακτηρίστηκε αρχικά για την ικανότητα της να ενεργοποιεί την έκκριση 

της θυλακιοτρόπου ορµόνης (follicle-stimulating hormone, FSH) (Mason et al., 

1985), ενώ ο παράγοντας BMP για την ικανότητα του να επάγει τη δηµιουργία των 

οστών κατά την εµβρυογένεση (Wozney et al., 1988).  Μέχρι σήµερα πλήθος 

εργαστηριακών ερευνών δείχνουν ότι και η ακτιβίνη και ο παράγοντας BMP 

ρυθµίζουν µεγάλο εύρος κυτταρικών λειτουργιών τόσο κατά την εµβρυογένεση όσο 

και στον ενήλικα οργανισµό (Dennier et al., 2002).   

 

1.5.2. ∆οµικά χαρακτηριστικά του TGF-β. 

Οι πολλές και διαφορετικές δράσεις του TGF-β στα κύτταρα προϋποθέτουν την 

ύπαρξη περίτεχνων ρυθµιστικών µηχανισµών που ελέγχουν τον πολυ-λειτουργικό του 

ρόλο.  O έλεγχος της δράσης του αρχίζει πρίν ακόµα αλληλεπιδράσει µε τους 

µεµβρανικούς υποδοχείς του κυττάρου στόχου, αφού και οι τρεις ισοµορφές του 

TGF-β (TGF-β1, TGF-β2, και TGF-β3) συνθέτονται και εκκρίνονται σαν µεγάλες 

πρόδροµες αδρανείς προ-πρωτεΐνες, οι οποίες στη συνέχεια µε πρωτεόλυση του Ν-

τελικού τους άκρου απελευθερώνουν το ώριµο µόριο του TGF-β, το οποίο είναι ικανό 

να προσδεθεί µε τους µεµβρανικούς υποδοχείς και να ενεργοποιήσει το σηµατοδοτικό 

του µονοπάτι.  To ώριµο µόριο του TGF-β απελευθερώνεται µε τη δράση πρωτεασών 

όπως είναι η πλασµίνη (plasmin), ή πρωτεϊνών που συνδέονται µε την πρόδροµη 

πρωτεΐνη όπως η θροµβοσπονδίνη (thrombospondin) (Pircher et al., 1986; Lawerence, 

2001).   Στην ενεργή του µορφή, ο TGF-β αποτελεί ένα διµερές το οποίο 

σταθεροποιείται από υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις, ενώ ισχυροποιείται από ένα 

δισουλφιδικό δεσµό µεταξύ της ίδιας συντηρηµένης κυστεΐνης δύο υποµονάδων.  Το 

κάθε µονοµερές αποτελείται από διαδοχικά β-ελάσµατα τα οποία συγκρατούνται από  

6 δισουλφιδικούς δεσµούς (Caestecker, 2004; Shi & Massagué, 2003; Sun & Davis, 
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1995), σχηµατίζοντας µια δοµή αναδίπλωσης που ονοµάζεται «κόµβος κυστεΐνης» 

(cysteine knot).  

 

1.6. Μεταγωγή του µηνύµατος του TGF-β. 

 

 Η βασική µηχανή µεταγωγής µηνύµατος του TGF-β1 ενεργοποιείται όταν ο 

παράγοντας συνδέεται µε δύο µεµβρανικούς υποδοχείς τύπου Ι και ΙΙ µε δράση 

κινάσης σερίνης- θρεονίνης. Κατά την πρόσδεση του παράγοντα στον υποδοχέα, 

αυτός ενεργοποιείται και το σήµα µεταδίδεται από τη µεµβράνη στον πυρήνα µέσω 

ειδικών κυτταροπλασµατικών πρωτεινών που ονοµάζονται Smad. Οι  Smad 

πρωτείνες που βρίσκονται στην εσω-πλευρά της πλασµατικής µεµβράνης (Smad2 και  

Smad3 ) ενεργοποιούνται µε φωσφορυλίωση και συνδεόµενες µε την πρωτείνη 

Smad4 µεταφέρονται στον πυρήνα και ενεργοποιούν τη µεταγραφή πλήθους γονιδίων 

(Shi & Massagué, 2003; Lutz & Knaus, 2002; Moustakas et al., 2001; Wrana et al., 

2000).  Το µονοπάτι περιγράφεται συνοπτικά στην εικόνα 1.7. 

 

1.6.1. Οι µεµβρανικοί υποδοχείς. 

Στο ανθρώπινο γένωµα, η οικογένεια των υποδοχέων µε δράση κινάσης σερίνης / 

θρεονίνης αριθµεί 12 µέλη – 7 για τους τύπου Ι υποδοχείς και 5 για τους τύπου ΙΙ 

υποδοχείς – και όλοι µετέχουν στην µετάδοση µηνύµατος της υπεροικογένειας του 

TGF-β (Manning et al., 2002).  Kαι οι δύο τύποι υποδοχέων αποτελούνται από µία 

πολυπεπτιδική αλυσίδα, περίπου 500 αµινοξέων, που οργανώνεται στην Ν-τελική 

εξωκυττάρια περιοχή, η οποία είναι πλούσια σε κυστεΐνες και γλυκοσυλιωµένη 

(Dennier et al., 2002), µία διαµεµβρανική περιοχή, και το C-τελικό άκρο µε τη δράση 

κινάσης σερίνης/θρεονίνης (Shi & Massagué, 2003).  Eξαίρεση αποτελεί ο τύπου ΙΙ 

υποδοχέας του παράγοντα ΒΜΡ, ΒΜΡR-ΙΙ, ο οποίος έχει µια µεγάλη 

κυτταροπλασµατική ουρά 600 περίπου αµινοξέων, η οποία δεν απαιτείται για τη 

σηµατοδότηση µέσω του Smad µονοπατιού.  Μεταλλάξεις όµως σε αυτήν την 

περιοχή εµπλέκονται σε αυτοάνοσες ασθένειες στον άνθρωπο όπως η πρωτοπαθής  
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Eικόνα 1.7: Συνοπτική 
αποικόνηση του σηµατοδοτικού 
µονοπατιού του παράγοντα    
TGF-β µέσω των µεµβρανικών 
υποδοχέων του. 
(Lutz & Knaus, 2002) 
 
 

 
 
πνευµονική υπέρταση (primary pulmonary hypertension, PPH) (Foletta et al., 2003).  

Οι χαρακτηριστικοί υποδοχείς για τον παράγοντα TGF-β είναι ο τύπου ΙΙ υποδοχέας, 

ΤβR-ΙΙ (TGF-β type II receptor), και ο τύπου Ι υποδοχέας TβR-Ι ή ALK-5 (Αctivin-

Like kinase).  Για τα υπόλοιπα µέλη της υπεροικογένειας οι χαρακτηριστικοί τύπου Ι 

υποδοχείς είναι ο ALK-4 ή ActR-IB για την Ακτιβίνη και οι ALK-3 ή BMPR-I  και 

ALK-6 ή BMPR-IB για τους ΒΜPs.  Οι χαρακτηριστικοί τύπου ΙΙ υποδοχείς είναι ο 

ActR-II για την Ακτιβίνη και ο BMPR-II για τους ΒΜΡs. 

Ο ΤβR-ΙΙ υποδοχέας είναι µονίµως ενεργός ενώ ο ΤβR-Ι πρέπει να φωσφορυλιωθεί 

για να ενεγοποιηθεί.  Η δέσµευση του TGF-β στην εξωκυττάρια πριοχή του τύπου ΙΙ 

υποδοχέα σηµατοδοτεί τη στρατολόγηση του τύπου Ι υποδοχέα και το σχηµατισµό 

ενός ετερο-τετραµερούς συµπλόκου.  Τότε ο TβR-ΙΙ φωσφορυλιώνει τον ΤβR-I σε 

µια περιοχή πλούσια σε γλυκίνη / σερίνη και τον ενεργοποιεί.  Η περιοχή αυτή 

περιέχει το χαρακτηριστικό µοτίβο SGSGSG και εντοπίζεται µεταξύ της 

διαµεµβρανικής περιοχής και της περιοχής µε δράση κινάσης του τύπου Ι υποδοχέα 

(Wrana et al., 1994).   H φωσφορυλίωση του τύπου Ι υποδοχέα δεν οδηγεί σε αύξηση 
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της δράσης κινάσης του, αλλά αλλάζει την τριτοταγή του διαµόρφωση µε τέτοιο 

τρόπο, ώστε να είναι προσβάσιµη η περιοχή πρόσδεσης των Smad πρωτεϊνών 

(Dennier et al.,2002; Huse et al., 2001).  Για την πρόσδεση και ενεργοποίηση των 

Smad, είναι αποφασιστικής σηµασίας µια αλληλουχία µέσα στην περιοχή µε δράση 

κινάσης του ΤβR-Ι, η θηλιά-L45 (L45 loop).  Στην θηλιά L45, τέσσερα αµινοξέα που 

διαφέρουν ανάµεσα στους τύπου Ι υποδοχείς του TGF-β και των ΒΜΡs προσδίδουν 

την εξειδίκευση ως προς το ποιές Smad θα προσδεθούν και θα ενεργοποιηθούν από 

τον υποδοχέα, διαχωρίζοντας έτσι τα σηµατοδοτικά µονοπάτια ανάµεσα στα µέλη της 

υπεροικογένειας των TGF-β κυτοκινών (Feng & Derynck, 1997 ; Chen et al., 1998 ; 

Persson et al., 1998). 

Σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της ενεργοποίησης της κυτταρικής απόκρισης µέσω 

των υποδοχέων του TGF-β, παίζει η επικοινωνία του µε το ενδοκυττικό µοναπάτι.  Η 

πρωτεΐνη SARA επάγει την ενσωµάτωση του συµπλόκου SARA/Smad2/ 

ενεργοποιηµένος υποδοχέας, στα πρώιµα ενδοσωµάτια, επάγωντας την εξαρτώµενη 

από την κλαθρίνη ενδοκύττωση (Di Guglielmo et al., 2003 ; Panopoulou et al., 2002; 

Penheiter et al., 2002).  H αναστολή της ενδοκύττωσης δεν επηρεάζει το βαθµό 

φωσφορυλίωσης των Smad ή την σύνδεση τους µε την Smad4, αλλά φαίνεται να 

παρεµποδίζει την αποσύνδεση του συµπλόκου SARA / Smad µε αποτέλεσµα την 

αναστολής εισόδου των Smad στον πυρήνα και την περαιτέρω µεταγραφική 

ενεργοποίηση (Runyan et al., 2004).  Aντίθετα, µέσω της εξαρτώµενης από την 

καβεολίνη ενδοκύττωσης, ο ενεργοποιηµένος υποδοχέας εισέρχεται στο κύτταρο και 

οδηγείται για αποικοδόµηση στο πρωτεόσωµα.  Συγκεκριµένα, η λιγάση Smurf-2 ή  

Smurf-1 στρατολογείται από την Smad7 στο ενεργοποιηµένο σύµπλοκο του 

υποδοχέα, και το σύνολο Smurf/Smad7/υποδοχέας ενσωµατώνονται σε ενδοσωµάτια 

καβεολίνης.  Η Smurf επάγει την ουβικιτυνυλίωση του υποδοχέα και την 

αποικοδόµηση του από το πρωτεόσωµα (Di Guglielmo et al.,2003 ; Razani et al., 

2001 ; Kavsak et al., 2000). 

Εκτός από τις πρωτεΐνες Smad, έχουν ταυτοποιηθεί και πλήθος άλλων πρωτεϊνών που 

αλληλεπιδρούν µε τους µεµβρανικούς υποδοχείς και ρυθµίζουν τη δράση του TGF-β 

µε διαφορετικούς µηχανισµούς η κάθε µια.  

Η πρωτεΐνη FKBP12 ελέγχει την ενεργοποίηση του συµπλόκου των υποδοχέων 

απουσία εξωτερικού ερεθίσµατος.  Οι υποδοχείς TβRI και TβRII έχουν την τάση να 

σχηµατίζουν σύµπλοκο  ακόµα και απουσία προσδέµατος.  Πρόσδεση της FKBP12 

στην µη φωσφορυλιωµένη αλληλουχία γλυκίνης / σερίνης (GS box) (Huse et al., 
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1999; Οkadome et al., 1996), σταθεροποιεί τη διαµόρφωση του ΤβRΙ ώστε να µην 

είναι δυνατή η αλληλεπίδραση του µε τον τύπου ΙΙ υποδοχέα (Chen et al., 1997; 

Wang et al., 1996).   Επιπλέον, η δέσµευση του τύπου Ι υποδοχέα από την πρωτεΐνη 

FKBP12 προστατεύει τον υποδοχέα από την αναγνώριση του από το ενδοκυττικό 

µονοπάτι και την εσωτερίκευση του στο κυτταρόπλασµα (Yao et al., 2000).  

Άλλες πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τους υποδοχείς, είναι αυτές που παίζουν 

βοηθητικό ρόλο στον υποκυτταρικό εντοπισµό των Smad και στη συγκρότηση των 

συµπλόκων στην εσωτερική πλευρά της πλασµατικής µεµβράνης.  Τέτοιες πρωτεΐνες 

είναι η SARA (Smad anchor for receptor activation) (Tsukazaki et al., 1998), η 

disabled-2 (Dab2) (Hocevar et al., 2001) και η  TRAP-1 (TβRI-associated protein-1) 

(Charng et al., 1998).   

Η δράση του συµπλόκου των υποδοχέων ρυθµίζεται αρνητικά από τις πρωτεΐνες 

Smad7 και STRAP (serine/threonine kinase receptor-associated protein).  H Smad7 

αλληλεπιδρά σταθερά µε τον τύπου Ι υποδοχέα και ανταγωνίζεται την σύνδεση των 

R-Smad, παρεµποδίζοντας έτσι την φωσφορυλίωση τους.   Η έκφραση του γονιδίου 

της Smad7 επάγεται από τον TGF-β, προσφέροντας έτσι έναν αρνητικό µηχανισµό 

ελέγχου του µονοπατιού (Afrakhte et al., 1998; Nagarajan et al., 1999). Επιπλέον 

όπως έχει ήδη αναφερθεί, η Smad7 στρατολογεί τις Ε3 λιγάσες ουβικιτίνης, Smurfs, 

κοντά στο σύµπλοκο των υποδοχέων ενεργοποιώντας την αποικοδόµηση του.  Τέλος, 

η πρωτεΐνη STRAP αλληλεπιδρά και µε τον ΤβRI και τον TβRII και συµβάλλει σαν 

βοηθητική πρωτεΐνη στη στρατολόγηση της Smad7  από το σύµπλοκο των υποδοχέων 

(Datta & Moses, 2000).  Mε το σύµπλοκο των υποδοχέων του TGF-β συνδέονται 

πρωτεΐνες, οι οποίες αποτελούν σηµεία επικοινωνίας µεταξύ των Smad και άλλων 

σηµατοδοτικών µονοπατιών.  Οι πρωτεΐνες ΤΑΚ1 (TGF-β-activated kinase-1) και 

ΤΑΒ1 (TGF-β-activated kinase-binding protein 1) ενεργοποιούν διάφορα µονοπάτια 

όπως αυτά των JNK και ΜΑΡ κινασών (Hanafusa et al., 1999; Sakurai et al., 2000).  

O παράγοντας που µεσολαβεί την σύνδεση της ΤΑΒ1 µε το σύµπλοκο των 

υποδοχέων είναι ο αναστολέας της απόπτωσης XIAP (X-linked inhibitor of 

apoptosis), ο οποίος µέσω του Ν-τελικού του άκρου συνδέεται µε τον ΤβRI 

(Yamaguchi et al., 1999). Η πρωτεΐνη TRIP-1 (TGF-β receptor-interacting protein) 

αλληλεπιδρά και φωσφορυλιώνεται από τον ΤβRII, αναστέλλοντας έτσι την έκφραση 

διαφόρων γονιδίων, χωρίς όµως να καταστέλει την επαγώµενη από τον TGF-β 

κυτταρική ανάπτυξη (Choy & Derynck 1998).   
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Πρόσφατα έχουν ταυτοποιηθεί και άλλες πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τους 

υποδοχείς του TGF-β, ενεργοποιώντας διάφορα σηµατοδοτικά µονοπάτια.  Αναφορά 

σε αυτές τις πρωτεΐνες γίνεται σε επόµενο κεφάλαιο. 

 

1.6.2. Mετάδοση του µηνύµατος µέσω των Smad πρωτεϊνών: από την µεµβράνη 

στον πυρήνα. 

Οι πρωτεΐνες Smad είναι τα µόνα γνωστά υποστρώµατα της δράσης κινάσης των 

τύπου Ι υποδοχέων της οικογένειας του TGF-β.  Ταυτοποιήθηκαν αρχικά στη 

∆ροσόφιλα, σαν προϊόντα των γονιδίων Mad, και στο C. elegans σαν προϊόντα των 

γονιδίων sma (Moustakas et al., 2001).  Στo ανθρώπινο γονιδίωµα υπάρχουν 8 µέλη 

της οικογένειας των Smad.  Oι πρωτεΐνες αυτές διακρίνονται σε τρεις υπο-

οικογένειες: (α) τις Smad που ενεργοποιούνται από τον υποδοχέα (receptor-activated 

Smads, R-Smads), oι οποίες είναι οι Smad2 και Smad3 για τα σηµατοδοτικά 

µονοπάτια που ενεργοποιούνται από τον TGF-β και την Ακτιβίνη και οι Smad1, 

Smad5, και Smad8 για τα σηµατοδοτικά µονοπάτια που ενεργοποιούνται από τον 

παράγοντα BMP. Oι R-Smads φωσφορυλιώνονται από τον τύπου Ι υποδοχέα και 

ενεργοποιούνται. (β) η βοηθητική Smad4 (co-mediator Smad4, co-Smad4) η οποία 

είναι κοινή για όλα τα µέλη της υπεροικογένειας του TGF-β, και η οποία δηµιουργεί 

ολιγοµερή µε τις ενεργοποιηµένες R-Smads οπότε και µεταφέρονται στον πυρήνα για 

να ενεργοποιήσουν τη µεταγραφή, και (γ) οι ανασταλτικές Smads (inhibitory Smads, 

I-Smads) Smad6 και Smad7 που αναστέλουν τη δράση των R-Smads κυρίως 

παρεµποδίζοντας την αλληλεπίδραση τους µε τον υποδοχέα. (Shi & Massagué, 2003 ; 

Lutz & Knaus, 2002 ; Moustakas et al., 2001). 

Oι R-Smads και η co-Smad µοιάζουν δοµικά και αποτελούνται από την Ν-τελική 

ΜΗ1 περιοχή (Mad homology domain 1) και την C-τελική ΜΗ2 (Mad homology 2) 

περιοχή.  Μεταξύ τους συνδέονται από την περιοχή σύνδεσης (linker domain) η οποία 

είναι πλούσια σε προλίνες και διαφέρει αρκετά ως προς την αµινοξική της 

αλληλουχία µεταξύ των διαφόρων Smad (εικόνα 1.8.).  

Η περιοχή ΜΗ1 χαρακτηρίστηκε αρχικά για την ικανότητα της να αναστέλει τη 

δράση των R-Smad µέσω αλληλεπίδρασης µε την περιοχή ΜΗ2 (Perlman et al., 

2001). Eπιπλέον, η περιοχή ΜΗ1 είναι υπεύθυνη για τη σύνδεση των R-Smad µε το 

DNA και για την αλληλεπίδραση τους µε µεταγραφικούς παράγοντες.  Τέλος στην 

περιοχή αυτή βρίσκεται η αλληλουχία που είναι υπεύθυνη για τη µεταφορά των 

πρωτεϊνών στον πυρήνα, NLS (Lutz & Knaus, 2002).   
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Eικόνα 1.8: Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής των τριών χαρακτηριστικών υπο-

οικογενειών των Smad πρωτεϊνών (Moustakas et al., 2001) 

 

H περιοχή ΜΗ2 είναι υψηλά συντηρηµένη ανάµεσα στις Smad πρωτεΐνες και είναι 

υπεύθυνη για την αλληλεπίδραση µε τον υποδοχέα, τη δηµιουργία οµο-διµερών η 

ετερο-τριµερών µεταξύ των Smad, αλληλεπιδράσεις µε άλλες πρωτεΐνες και επιπλέον 

περιέχει την περιοχή στην οποία φωσφορυλιώνονται οι R-Smads από τον  τύπου Ι 

υποδοχέα.  Τέλος, στην περιοχή ΜΗ2 εµπεριέχεται µια αλληλουχία σηµατοδότησης 

εξόδου από τον πυρήνα (ΝΕS, Nuclear Export Signal), ρυθµίζοντας έτσι τον 

κυτταροπλασµατικό εντοπισµό των πρωτεϊνών (Lutz & Knaus, 2002 ; Moustakas et 

al, 2001).   

H περιοχή που συνδέει τις ΜΗ1 και ΜΗ2 (linker domain), εµπεριέχει πολλαπλές 

θέσεις φωσφορυλίωσης από τις πρωτεϊνικές κινάσες MAPΚ (Kretzchmar M et al., 

1999).   Όταν οι Smad φωσφορυλιωθούν σε αυτήν την περιοχή, παρεµποδίζεται η 

είσοδος τους στον πυρήνα.  Επιπλέον, µια αλληλουχία πλούσια σε προλίνη και 

τυροσίνη (PY motif), η οποία απαντάται στις R-Smads και στις I-Smads, διευκολύνει 

την αναγνώριση τους από τις λιγάσες ουβικιτίνης Smurfs (Kavsak et al., 2000 ; 

Edisawa et al., 2001).  Ειδικά για την Smad4 στην περιοχή του συνδέτη βρίσκεται η 

αλληλουχία NES και η περιοχή που είναι υπεύθυνη για την ενεργοποίηση της 
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µεταγραφικής ικανότητας των Smad (SAD: Smad activation domain) (de Caestecker 

et al., 2000). 

H σύνδεση των R-Smad µε τον τύπου Ι υποδοχέα γίνεται µέσω της θηλιάς L45 του 

υποδοχέα και µιας επιφάνειας των R-Smad, θετικά φορτισµένης, η οποία εντοπίζεται 

στην περιοχή ΜΗ2 (Wu et al., 2000).   

Η αναγνώριση των R-Smad από τον υποδοχέα διευκολύνεται από βοηθητικές 

πρωτεΐνες, οι οποίες οργανώνουν και συγκρατούν τις Smad κοντά στην πλασµατική 

µεµβράνη και κοντά στους τύπου Ι και ΙΙ υποδοχείς (Μοustakas et al., 2001).  

Συγκεκριµένα οι πρωτεΐνες Smad2 και Smad3 παραµένουν κοντά στην πλασµατική 

µεµβράνη µέσω πρόσδεσης µε την πρωτεΐνη SARA (Smad anchor for receptor 

activation) (Tsukazaki et al, 1998).  H πρωτοταγής δοµή της SARA περιλαµβάνει την 

αλληλουχία FYVE, µέσω της οποίας συνδέεται µε φωσφολιπίδια που κατευθύνουν το 

µόριο στα πρώιµα ενδοσωµάτια.   Όταν τα κύτταρα βρίσκονται σε κατάσταση 

ηρεµίας, η SARA δεσµεύει την Smad2 στα πρώιµα ενδοσωµάτια και παρεµποδίζει 

την εισοδό της στον πυρήνα (Di Guglielmo et al., 2003).  Φωσφορυλίωση της Smad 

αποδυναµώνει την αλληλεπίδραση της µε την SARA, επιτρέποντας την αποδέσµευση 

της από αυτήν, την δέσµευση της µε την Smad4 και τη µεταφορά του συµπλόκου 

στον πυρήνα (Xu et al., 2000).   Έχει δειχθεί ακόµα ότι οι Smads στην ανενεργή τους 

κατάσταση αλληλεπιδρούν στο κυτταρόπλασµα µε τους µικροσωληνίσκους.  

Ενεργοποίηση από τον παράγοντα TGF-β έχει σαν αποτέλεσµα την αποδέσµευση 

τους από το δίκτυο των µικροσωληνίσκων (Dong et al., 2000).  Τέλος η φιλαµίνη, µια 

πρωτεΐνη δεσµατοποίησης της ακτίνης, δεσµεύεται µε τις Smad και ρυθµίζει θετικά 

την σηµατοδότηση µέσω του µονοπατιού των Smad πρωτεϊνών (Sasaki et al., 2001).  

Oι R-Smads φωσφορυλιώνονται στις δύο τελευταίες σερίνες του C-τελικού τους 

άκρου και συγκεκριµένα στην αλληλουχία SSXS (Abfollah et al., 1997; 

Souchelnytskyi et al, 1997).  H αλληλεπίδραση µεταξύ των R-Smads/Smad4 για τη 

δηµιουργία του συµπλόκου, γίνεται µέσω της C-τελικής αλληλουχίας pSer-X-pSer 

των R-Smad και µιας βασικής επιφάνειας στην ΜΗ2 περιοχή της Smad4 (Wu et al., 

2001).   

Εκτός από την αλληλουχία SSXS, στις R-Smads υπάρχουν και άλλες θέσεις 

φωσφορυλίωσης.  Έτσι, διάφορες πρωτεΐνες όπως η Erk, η CamKII (Ca2+-

calmodulin-dependent protein kinase II) ή η πρωτεϊνική κινάση PKC 

φωσφορυλιώνουν µέλη των R-Smad (Smad1, ή Smad2, ή Smad3) σε διάφορες 

σερίνες στην περιοχή του συνδέτη (linker), αναστέλοντας την µετατόπιση τους στον 
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πυρήνα και την µεταγραφική ενεργοποίηση (Kretzschmar et al., 1997 ; Kretzschmar 

et al., 1999; Moustakas et al., 2001; Yakymovych et al., 2001).   

Είναι λοιπόν φανερό ότι η φωσφορυλίωση των Smad όχι µόνο ενεργοποιεί αλλά και 

ρυθµίζει την σηµατοδοτική απόκριση.  Επιπλέον, προσφέρει ένα µηχανισµό 

ενσωµάτωσης του σηµατοδοτικού µονοπατιού των Smad µε άλλα σηµατοδοτικά 

µονοπάτια που ρυθµίζουν την κυτταρική απόκριση στην υπεροικογένεια των TGF-β 

κυτοκινών.  

 

1.6.3. Μεταφορά των Smad πρωτεϊνών στον πυρήνα και µεταγραφική 

ενεργοποίηση. 

Απουσία ενεργοποίησης των κυττάρων από κάποιο µέλος της οικογένειας του TGF-β, 

οι R-Smads και η co-Smad βρίσκονται κυρίως στο κυτταρόπλασµα.  Για τη µεταφορά 

των R-Smad στον πυρήνα δεν είναι απαραίτητη η σύνδεση τους µε την Smad4, ενώ η 

είσοδος της Smad4 προυποθέτει τη σύνδεση της µε τις R-Smad (Moustakas et al., 

2001 ; Ιtoh et al., 2000 ; Liu et al., 1997).  Mια αλληλουχία πλούσια σε λυσίνες στο 

Ν-τελικό  άκρο της Smad3 (Lys-Lys-Leu-Lys, NLS-like motif), είναι απαραίτητη για 

την επαγώµενη από τον TGF-β είσοδο της στον πυρήνα (Χiao et al., 2000a).  

Φωσφορυλίωση της Smad3 στο C-τελικό της άκρο έχει σαν αποτέλεσµα αλλαγή στη 

διαµόρφωση του µορίου της και έκθεση της αλληλουχίας NLS, ώστε να είναι δυνατή 

η αναγνώριση της από την ιµπορτίνη-β (importin-β), µε την οποία δεσµεύεται, 

διευκολύνοντας έτσι τη µεταφορά της στον πυρήνα (Xiao et al., 2000b).  

Aντίθετα µε την Smad3, η περιοχή που είναι υπεύθυνη για τη µεταφορά της Smad2 

στον πυρήνα εντοπίζεται στην περιοχή ΜΗ2, στην οποία δεν υπάρχουν αλληλουχίες 

NLS.  Η περιοχή ΜΗ2 της Smad2 προσδένεται στις πρωτεΐνες CAN/Nup214 και 

Nup153, οι οποίες αποτελούν συστατικά των πυρηνικών πόρων (Χu et al., 2002).  H 

περιοχή αλληλεπίδρασης της Smad2 µε τις πρωτεΐνες των πυρηνικών πόρων 

επικαλύπτεται από την περιοχή σύνδεσης µε τη πρωτεΐνη SARA.  Έτσι, απουσία 

ερεθίσµατος η Smad2 βρίσκεται στο κυτταρόπλασµα συνδεδεµένη µε την SARA, 

οπότε παρεµποδίζεται η αναγνώριση της από τις πρωτεΐνες των πυρηνικών πόρων, 

εποµένως και η εισοδός της στον πυρήνα.  Η επαγώµενη φωσφορυλίωση της Smad2 

στο C-τελικό της άκρο από τον τύπου Ι υποδοχέα, µειώνει τη συγγένεια της για την 

SARA, αλλά όχι και για τις πρωτεΐνες CAN/Nup214 και Nup153.  Η Smad2 

αποδεσµεύεται τότε από την SARA και ταυτόχρονα η αλληλουχία NLS γίνεται 
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προσβάσιµη από τις πρωτεΐνες των πυρηνικών πόρων, µε αποτέλεσµα την είσοδο της 

στον πυρήνα (Τsukazaki et al., 1998 ; Xu et al., 2000, 2002). 

Σηµαντική για τον κυτταροπλασµατικό εντοπισµό της Smad4 απουσία ερεθίσµατος 

είναι µια αλληλουχία εξόδου από τον πυρήνα (Nuclear Export Sequence, NES), η 

οποία εντοπίζεται στη περιοχή του συνδέτη (linker) της πρωτεΐνης (Watanabe et al., 

2000).  O σχηµατισµός του ετεροτριµερούς συµπλόκου µε τις R-Smads επικαλύπτει 

αυτήν την αλληλουχία, µε αποτέλεσµα να επιτρέπεται η είσοδος και παραµονή της 

Smad4 στον πυρήνα (Watanabe et al., 2000).  Ταυτόχρονα, ευνοεί την αποκάλυψη 

των αλληλουχιών NLS στην επιφάνεια του συµπλόκου.   

 Όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως, η µεταφορά των Smad από και προς τον 

πυρήνα ρυθµίζεται αρνητικά από την φωσφορυλίωση των Smad στην περιοχή του 

συνδέτη (linker) µέσω άλλων σηµατοδοτικών µονοπατιών, όπως αυτό των MAP 

κινασών (Kretzschmar et al., 1997; Kretzschmar et al., 1999; Moustakas et al., 2001).  

Όλες οι Smad (εκτός της Smad2) συνδέονται µε µια συγκεκριµένη αλληλουχία του 

DNA µέσω της ΜΗ1 περιοχής.   Το µικρότερο στοιχείο στο οποίο µπορούν να 

συνδεθούν οι Smad (SBE, Smad Binding Element), είναι µια αλληλουχία που 

αποτελείται από τέσσερις βάσεις, 5΄-AGAC-3΄ (Dennler et al., 1998; Yingling et al., 

1997; Zawel et al., 1998), αν και συνήθως οι αλληλουχίες του DNA µε τι οποίες 

συνδέονται οι Smads περιέχουν ακόµα µία βάση C προς το 5΄άκρο.  Η πρωτεΐνη 

Smad2 έχει χάσει την ικανότητα σύνδεσης στο DNA λόγω της ύπαρξης µιας 

επιπρόσθετης περιοχής 20 αµινοξέων στην περιοχή ΜΗ1 (Chai et al., 2003; Shi et al., 

1998).  Oι πρωτεΐνες Smad1, Smad3 και Smad4 έχουν την ικανότητα να 

προσδένονται στο DNA και σε αλληλουχίες πλούσιες σε G/C (Ishiba et al., 2000; 

Kim et al., 1997). 

Η ενεργοποίηση των κυττάρων µε TGF-β οδηγεί σε άµεση απόκριση της 

µεταγραφικής µηχανής, ενεργοποιώντας ή αναστέλοντας την έκφραση διαφόρων 

γονιδίων.  Τόσο η ενεργοποίηση όσο και η καταστολή της έκφρασης των διαφόρων 

γονιδίων επάγεται από την ενεργοποίηση των ίδιων Smad πρωτεϊνών.  Ο έλεγχος και 

ο συγχρονισµός των αποκρίσεων των κυττάρων επιτυγχάνεται µε την ενεργοποίηση 

της βασικής σηµατοδοτικής µηχανής των Smad πρωτεϊνών και τη στρατολόγηση στη 

συνέχεια από τη µεριά τους διαφορετικών µεταγραφικών συν-ενεργοποιητών ή συν-

καταστολέων ή διαφορετικών µεταγραφικών παραγόντων ανάλογα µε τον κυτταρικό 

τύπο (Shi & Massagué, 2003; Massagué, 2000). 
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Oι Smad πρωτεΐνες προσδένονται µε τους συν-ενεργοποιητές p300/CBP ή P/CAF 

µέσω της ΜΗ2 περιοχής. Οι συν-ενεργοποιητές διευκολύνουν την αλληλεπίδραση 

των Smad µε τη βασική µεταγραφική µηχανή, ή συµβάλλουν στη µεταγραφική 

ενεργοποίηση µέσω της δράσης τους ως ακετυλο-τρανσφεράσες των ιστονών (ΗΑΤ) 

(Jankechit et al., 1998; Pouponnot et al., 1998; Shen et al., 1998; Topper et al., 1998).  

Επιπλέον οι Smad αλληλεπιδρούν µε µεταγραφικούς συν-καταστολείς οι οποίοι 

στρατολογούν απο-ακετυλάσες των ιστονών (HDAC) στα σύπλοκα των Smad.  

Τέτοιοι παράγοντες είναι oι πρωτεΐνες TGIF, Ski και SnoN (Wotton et al., 2001; Liu 

et al., 2001; Wu et al., 2002). Tέλος, ένας ακόµη τρόπος µε τον οποίο επιτυγχάνεται 

µεταγραφική εξειδίκευση είναι η στρατολόγηση διαφόρων µεταγραφικών 

παραγόντων από τις Smads.  Θετικός ή αρνητικός έλεγχος στη ρύθµιση και 

ενεργοποίηση της µεταγραφής επιτυγχάνεται και µέσω της σύνδεσης µε 

µεταγραφικούς παράγοντες όπως ο AP-1 (Liberati et al., 1999; Wong et al., 1999), η 

οικογένεια των SP1 (Moustakas & Kardassis, 1998; Lai et al., 2000; Pardali et al., 

2000) ή η οικογένεια ΑML (Pardali et al., 2000; Zhang et al., 2000), οι c-Fos και c-

Jun (Zhang et al., 1998; Wong et al., 1999), ο Evi1 (Kurokawa et al., 1998), ή o E1A 

(Nishihara et al., 1999). 

 

1.7. Σηµατοδοτικά µονοπάτια ανεξάρτητα των Smad πρωτεϊνών και ο ρόλος 

τους στη ρύθµιση των βιολογικών δράσεων του παράγοντα TGF-β. 

 

To µονοπάτι των Smad πρωτεϊνών αντιπροσωπεύει έναν, αυστηρά συντηρηµένο κατά 

τη διάρκεια της εξέλιξης, σηµατοδοτικό µηχανισµό, µε τη βοήθεια του οποίου 

εξωκυττάρια µηνύµατα µεταφέρονται στον πυρήνα ώστε το κύτταρο να εκτελέσει µε 

ακρίβεια συγκεκριµένες λειτουργίες, πολύ σηµαντικές για την ανάπτυξη του 

οργανισµού (Moustakas & Heldin, 2005).   

Εκτός όµως από τη βασική σηµατοδοτική µηχανή του TGF-β, πλήθος άλλων 

πρωτεϊνών έχουν ταυτοποιηθεί να δρουν καθοδικά από τους υποδοχείς του, 

σηµατοδοτώντας πλήθος κυτταρικών αποκρίσεων. Οι µηχανισµοί δράσης αυτών των 

µονοπατιών µπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε τρεις µηχανισµούς: (α) σηµατοδοτικά 

µονοπάτια ανεξάρτητα των Smad πρωτεϊνών που τροποποιούν τη δράση των Smad 

(β) πρωτεΐνες των οποίων η δράση τροποποιείται από τις Smad και στη συνέχεια 

µεταδίδουν το µήνυµα τους σε άλλα σηµατοδοτικά µονοπάτια και (γ) πρωτεΐνες που 
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αλληλεπιδρούν απευθείας µε το σύµπλοκο των υποδοχέων του TGF-β και δεν 

τροποποιούν απαραίτητα τη δράση των Smad (Μoustakas & Heldin, 2005).   

Οι µηχανισµοί αυτοί παίζουν σηµαντικό ρόλο στην απόκριση του κυττάρου στον 

TGF-β, ρυθµίζοντας λειτουργίες όπως είναι η απόπτωση, ο µετασχηµατισµός των 

επιθηλιακών κυττάρων σε µεσεγχυµατικά (Εpithelial-mesenchymal transition, EMT) , 

η µετανάστευση, ο πολλαπλασιασµός, η παραγωγή εξωκυττάριας ουσίας και η 

διαφοροποίηση. 

Ο παράγοντας TGF-β ενεργοποιεί την έκφραση διαφόρων προ-αποπτωτικών γονιδίων 

µέσω ενεργοποίησης των Smad πρωτεϊνών, όπως αυτά που κωδικοποιούν για την 

φωσφατάση των φωσφολιπιδίων SHIP, την πρωτεϊνική κινάση που συνδέεται µε τον 

κυτταρικό θάνατο DAPK (death-associated protein kinase) και την πρωτεΐνη TIEG1 

(TGF-β-inducible early response gene 1) (ten Dijke et al., 2002; Siegel & Massagué, 

2003).  Eπιπλέον, η Smad3 επάγει την έκφραση και ενεργοποίηση του υποδοχέα Fas, 

µε αποτέλεσµα την ενεργοποίηση της κασπάσης – 8 και την απόπτωση σε καρκινικά 

κύτταρα του γαστρικού συστήµατος (Kim et al., 2004).  Ωστόσο, η ενεργοποίηση 

αποπτωτικών µηχανισµών καθοδικά (downstream) του TGF-β, συµπεριλαµβάνει 

κυρίως τα µονοπάτια ΜΑΡ κινασών, όπως της p38 και της JNK.  Ο τύπου ΙΙ 

υποδοχέας του TGF-β αλληλεπιδρά µε την προ-αποπτωτική βοηθητική πρωτεΐνη 

Daxx, η οποία οδηγεί σε ενεργοποίηση της JNK και επαγωγή απόπτωσης σε 

επιθηλιακά κύτταρα και ηπατοκύτταρα (Perlman et al., 2001).   Στo µονοπάτι Daxx-

JNK συµµετέχει και η πρωτεΐνη HIPK2 (homeodomain-interacting protein kinase-2), 

η οποία αλληλεπιδρά και φωσφορυλιώνει την Daxx ενεργοποιώντας έτσι τις ΜΑΡ 

κινάσες ΜΚΚ4 και ΜΚΚ7, οι οποίες µε τη σειρά τους ενεργοποιούν την JNK και 

επάγουν απόπτωση (Hofmann et al., 2003).  Eπιπλέον, υπερέκφραση ενός 

µεταλλαγµένου τύπου Ι υποδοχέα στην περιοχή L45, ο οποίος δεν µπορεί να 

δεσµεύσει και να ενεργοποιήσει τις R-Smads, µεσολαβεί για την ενεργοποίηση των 

µονοπατιών p38 και JNK και την επαγώµενη απόπτωση σε επιθηλιακά κύτταρα 

µαστού, ανεξάρτητα από παράγοντες που δεσµεύονται στην περιοχή L45 

(συµπεριλαµβανοµένων και των Smad) (Yu et al., 2002; Itoh et al., 2003).   

Σηµαντικό ρόλο στην επαγωγή αποπτωτικών µηνυµάτων παίζει και ο αναστολέας 

των αποπτωτικών κινασών XIAP, µε δράση Ε3 λιγάσης ουβικιτίνης.  Ο παράγοντας 

TGF-β προκαλεί την έξοδο ενός µέλους της οικογένειας των µιτοχονδριακών 

πρωτεϊνών ARTS (apoptosis-related protein in the TGF-β signaling pathway), της 

σεπτίνης (septin) στο κυτταρόπλασµα και τη σύνδεση της µε την XIAP.  Η σύνδεση 
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αυτή οδηγεί σε απενεργοποίηση της ΧΙΑΡ µε αποτέλεσµα την ενεργοποίηση της 

κασπάσης -3 και την επαγωγή της απόπτωσης (Larisch et al., 2000; Gottfried et al., 

2004).   

Εναλλακτικά, ο παράγοντας TGF-β επάγει απόπτωση µέσω συνεργασίας της 

συνδεόµενης µε τον TGF-β κινάσης ΤΑΚ1 (TGF-β-associated kinase 1) και των 

ανασταλτικών  Smad.  O παράγοντας TGF-β επάγει απόπτωση στα καρκινικά 

κύτταρα του προστάτη PC-3U, µέσω συνεργασίας της Smad7 και του σηµατοδοτικού 

µονοπατιού TAK1-p38 (Edlund et al., 2003).  O ρόλος αυτός των ανασταλτικών 

Smad, φαίνεται να βασίζεται στην ικανότητα τους να δρουν σαν βοηθητικές (adaptor) 

πρωτεΐνες, αφού συνδεόµενες µε τον υποδοχέα δεν παρεµποδίζουν µόνο τη σύνδεση 

και ενεργοποίηση των R-Smad αλλά διευκολύνει και την πρόσδεση άλλων πρωτεϊνών 

όπως φωσφατασών ή λιγασών ουβικιτίνης (Shi & Massagué, 2003).   

Ο παράγοντας TGF-β φαίνεται ακόµα ότι ανταγωνίζεται αντι-αποπτωτικά σήµατα, 

αφού τα σχετικά επίπεδα της Smad3 και της αντι-αποπτωτικής κινάσης Akt 

καθορίζουν το αν το κύτταρο θα εκτελέσει µηχανισµό απόπτωσης ή όχι (Conery et 

al., 2004; Remy et al., 2004).  To µοντέλο αυτό βασίζεται στη φυσική αλληλεπίδραση 

µεταξύ των δύο πρωτεϊνών.  Συγκεκριµένα, όταν ο λόγος Smad3:Akt είναι αυξηµένος 

το κύτταρο είναι ευαίσθητο στην επαγώµενη από τον TGF-β απόπτωση, ενώ µείωση 

του λόγου Smad3:Akt έχει σαν αποτέλεσµα την προστασία του από την απόπτωση.  

Αυτή η προστατευτική δράση εµφανίζεται εξεδικευµένα για τον TGF-β και όχι για 

την επαγώµενη από τον TNF-α απόπτωση (Conery et al., 2004).  Eπιπλέον, η 

βοηθητική πρωτεΐνη CD2AP (CD2-associated protein) ενεργοποιεί το µονοπάτι 

PI3K/Akt οδηγώντας σε επιβίωση των κυττάρων και προστατεύοντας από την - 

επαγώµενη από τον TGF-β - απόπτωση σε νεφρικά ποδοκύτταρα (Schiffer et al., 

2004).  Πρόσφατα δείχθηκε ότι η ρυθµιστική υποµονάδα, p85, της ΡΙ3Κ, συνδέεται 

έµµεσα µε τον υποδοχέα του TGF-β (και τις δύο υποµονάδες) και ενεργοποιείται από 

αυτόν κατά την σύνδεση του προσδέµατος (Yi et al., 2005).  Στην εργασία αυτή δεν 

δείχθηκε αν η πρωτεΐνη που µεσολαβεί για την σύνδεση της p85 είναι η CD2AP ή 

κάποια άλλη πρωτεΐνη. 

Ο παράγοντας TGF-β αναστέλλει την ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασµό µη 

µετασχηµατισµένων επιθηλιακών, ενδοθηλιακών ή αιµατοποιητικών κυττάρων (ten 

Dijke et al., 2002).  Αντιθέτως, έχει µιτογόνο δράση σε µετασχηµατισµένα κύτταρα 

και αθανατοποιηµένους ινοβλάστες (Alexandrow & Moses, 1995).  H αναστολή του 

πολλαπλασιασµού των κυττάρων από τον TGF-β µεσολαβείται από τις Smads και την 

 38



                                                                                                                     1. Εισαγωγή                

επαγωγή γονιδίων, που ρυθµίζουν την φάση G1 του κυτταρικού κύκλου (Massagué, 

2004).  H έκφραση του γονιδίου του αναστολέα του κυτταρικού κύκλου p21 επάγεται 

από τον υποδοχέα του TGF-β, διαµέσου των Smad και µεταγραφικών παραγόντων 

όπως οι Sp1 και p53 (Μoustakas & Kardassis, 1998; Pardali et al, 2000; Cordenonsi 

et al., 2003).  Ωστόσο, το γονίδιο της p21 επάγεται από τον TGF-β και µέσω άλλων 

µηχανισµών που περιλαµβάνουν την πρωτεΐνη Ras, και τις ΜΕΚΚ1 και ERK (Hu et 

al., 1999; Kivinen & Laiho, 1999).  Επιπλέον, η έκφραση της p21 επάγεται σε 

καρκινικά κύτταρα τα οποία δεν εκφράζουν τη Smad4 (Ijichi et al., 2004).  Σε 

ανθρώπινα κερατινοκύτταρα και κύτταρα από ηπάτωµα ο TGF-β ενεργοποιεί την 

πρωτεϊνική κινάση Cα (PKCα), η οποία στη συνέχεια φωσφορυλιώνει τη ρυθµιστική 

πρωτεΐνη S100/A11 που µετατοπίζεται στον πυρήνα και συνδεόµενη µε τον 

µεταγραφικό παράγοντα Sp1 ρυθµίζει την έκφραση των γονιδίων p15 και p21 

(Miyazaki et al., 2004; Sakaguchi et al., 2004).  Ταυτόχρονα η PKCα φωσφορυλιώνει 

την Smad3 κοντά στην περιοχή δέσµευσης µε το DNA αναστέλλοντας έτσι τη 

µεταγραφική της δραστικότητα (Yakymovych et al., 2001).  Kαι οι δύο µηχανισµοί 

αποτελούν ένα ολοκληρωµένο δίκτυο ποσοτικής ρύθµισης της έκφρασης του γονιδίου 

της p21 (Moustakas & Heldin, 2005). 

Πρόσφατες µελέτες καταδεικνύουν έναν ακόµα µηχανισµό µέσω του οποίου οι Smad 

ενεργοποιούν άµεσα ανεξάρτητα µονοπάτια.  Η Smad2 ενεργοποιεί την κινάση ERK, 

ενώ η Smad3 δεσµεύεται µε την ρυθµιστική υποµονάδα της πρωτεϊνικής κινάσης Α 

(ΡΚΑ) και ενεργοποιεί την ενζυµική της δράση ανεξάρτητα από τα επίπεδα του 

κυκλικού ΑΜΡ.  Και τα δύο αυτά γεγονότα συνδέονται µε µεταγραφική 

ενεργοποίηση της p21 και αναστολή της κυτταρικής ανάπτυξης (Lee et al., 2004; 

Zhang et al., 2004). 

Εναλλακτικά, µονοπάτια αναστολής της κυτταρικής ανάπτυξης από τον TGF-β 

περιλαµβάνουν αναστολή της κινάσης σερίνης/θρεονίνης p70 S6, η οποία είναι 

απαραίτητη για την εξέλιξη της G1/S φάσης.  To σύµπλοκο των υποδοχέων 

δεσµεύεται άµεσα µε τη ρυθµιστική υποµονάδα ΡΡ2Α-Βα της πρωτεϊνικής 

φωσφατάσης ΡΡ2Α, γεγονός που ενεργοποιεί την σύνδεση της µε την κινάση p70 S6 

και τη αποφωσφορυλίωση της µε αποτέλεσµα την αναστολή της δράσης της 

(Petritsch et al., 2000; Griswold-Prenner et al., 1998).  Eπιπλέον, ο TGF-β µέσω του 

µονοπατιού RhoA/ROCK1 οδηγεί σε φωσφορυλίωση και αναστολή της φωσφατάσης 

Cdc25A σε επιθηλιακά κύτταρα (Bhowmick et al., 2003).  H πρωτεΐνη Cdc25A 

αποφωσφορυλιώνει τις εξαρτώµενες από κυκλίνες κινάσες (cyclin dependent kinases) 
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επάγωντας έτσι εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου.  Απενεργοποίηση της Cdc25A 

σταµατά τον κυτταρικό κύκλο στη G1 φάση.   

Αντίθετα η µιτογόνος απόκριση των ΑΚR-2B ινοβλαστών στον TGF-β περιλαµβάνει 

ενεργοποίηση της κυτταροπλασµατικής κινάσης ΡΑΚ2 (Wilkes et al., 2003).  Οι 

µικρές GTPάσες Rac1 και Cdc42 µεσολαβούν για αυτήν την απόκριση, ενώ το 

µονοπάτι φαίνεται να λειτουργεί σε ινοβλάστες αλλά όχι και σε επιθηλιακά κύτταρα.   

Μέλη της υπεροικογένειας του TGF-β µεταβάλουν την µορφολογία των κυττάρων 

ελέγχοντας τη µεταναστευτική τους ικανότητα και το µετασχηµατισµό των 

επιθηλιακών ή ενδοθηλιακών κυττάρων σε µεσεγχυµατικά (ΕΜΤ), διεργασίες που 

είναι κρίσιµης σηµασίας κατά τη διάρκεια της εµβρυογένεσης, και της εξάπλωσης 

προχωρηµένων καρκινοµάτων (Tosh & Slack, 2002; Condeelis & Segall, 2003; 

Gotzmann et al., 2004).  Κατά τον µετασχηµατισµό των επιθηλιακών κυττάρων σε 

µεσεγχυµατικά, ΕΜΤ, τα χαρακτηριστικά πολωµένα επιθηλιακά κύτταρα χάνουν τους 

µεταξύ τους συνδέσµους καθώς και τις προσφύσεις µε την εξωκυττάρια ουσία, η 

οποία παράλληλα υφίσταται αποικοδόµηση, ενώ ο κυτταρικός φαινότυπος 

µεταβάλεται καθώς αναδιοργανώνεται ο κυτταροσκελετός της ακτίνης, µε 

αποτέλεσµα τα κύτταρα να γίνονται πιο κινητικά και διηθητικά.  Το µονοπάτι των 

Smad πρωτεϊνών αποτελεί σηµαντικό διαµεσολαβητή αυτής της διαδικασίας 

ρυθµίζοντας την έκφραση διαφόρων γονιδίων.  Ωστόσο, στην αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης, η οποία αποτελεί µια άµεση και γρήγορη απόκριση 

του κυττάρου σηµαντικό ρόλο παίζουν σηµατοδοτικά µονοπάτια ανεξάρτητα των 

Smad πρωτεϊνών (Moustakas & Heldin, 2005).   

Oι πρωτεΐνες Smad3 και Smad4 παίζουν σηµαντικό ρόλο στην ΕΜΤ απόκριση. O 

µεταλλαγµένος τύπου Ι υποδοχέας, o oποίος δεν µπορεί να δεσµεύσει τις Smad, 

αδυνατεί να επάγει ΕΜΤ ενώ ενεργοποιεί την ενδογενή p38 ή την JNK (Yu et al., 

2002; Itoh et al., 2003).  O ίδιος µεταλλαγµένος υποδοχέας αναστέλει και την 

ενδογενή-αυτοκρινή σηµατοδότηση από τον TGF-β, επάγωντας έτσι ισχυρότερο 

επιθηλιακό φαινότυπο και καταστέλλοντας την µετάσταση καρκίνου του µαστού στον 

πνεύµονα (Tian et al., 2004).   

Κατά την ΕΜΤ απόκριση σηµαντικό ρόλο κατέχει η µικρή GTPάση RhoA, ενώ πολύ 

πρόσφατα περιγράφηκε για πρώτη φορά ένας µηχανισµός που την συνδέει άµεσα µε 

τον υποδοχέα του TGF-β (Barrios-Rodiles et al., 2005; Ozdamar et al., 2005).  Στα 

πολωµένα επιθηλιακά κύτταρα, το σύµπλοκο του υποδοχέα του TGF-β 

στρατολογείται κοντά στους σφιχτούς συνδέσµους (tight junctions), µέσω της 
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δοµικής πρωτεΐνης occludin, η οποία αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη Par6 (µια 

πρωτεΐνη που απαντάται σε σύµπλοκα υπεύθυνα για τη διατήρηση της πολικότητας 

των κυττάρων).  Ενεργοποίηση του υποδοχέα µε τον παράγοντα TGF-β, έχει σαν 

αποτέλεσµα ο τύπου ΙΙ υποδοχέας να φωσφορυλιώνει άµεσα και την πρωτεΐνη Par6, 

εκτός από τον τύπου Ι υποδοχέα.  Η φωσφορυλιωµένη Par6 σηµατοδοτεί τη 

στρατολόγηση της λιγάσης ουβικίτης Smurf , την ουβικιτυνιλίωση της RhoA και την 

σταδιακή της αποικοδόµηση.  Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα την τοπική αποδιοργάνωση 

του κυτταροσκελετού της ακτίνης και την αποδιάταξη των σφιχτών συνδέσµων, 

διαδικασία που αποτελεί ένα από τα γεγονότα κλειδιά της απόκρισης ΕΜΤ (Thiery, 

2003).  H έµµεση καταστολή της έκφρασης της Ε-κατχερίνης (E-cadherin) από τις 

Smad (µέσω ενεργοποίησης της έκφρασης του µεταγραφικού παράγοντα Snail, ο 

οποίος δρα σαν µεταγραφικός καταστολέας της Ε-κατχερίνης), σηµατοδοτεί την 

αποδιάταξη των συνδέσµων πρόσφυσης (adherens junctions) των επιθηλιακών 

κυττάρων, µια ακόµα διαδικασία κλειδί της ΕΜΤ απόκρισης (Peinado et al., 2003; 

Nieto et al., 2002).   

Η πρωτεΐνη LIMK1 συνδέεται άµεσα µε την κυτταροπλασµατική ουρά του τύπου ΙΙ 

υποδοχέα του ΒΜΡ και µεσολαβεί στη ρύθµιση του κυτταροσκελετού της ακτίνης 

κατά τη διάρκεια της µορφογένεσης νευρικών δενδριτών (Foletta et al., 2003; Lee-

Hoeflich et al., 2004). H µικρή GTPάση Cdc42 είναι απαραίτητη για την 

ενεργοποίηση της LIMK1 από τον παράγοντα ΒΜΡ, ενώ απορύθµιση του µονοπατιού 

συµβάλλει στην εξέλιξη της πρωτοπαθούς πνευµονικής υπέρτασης (primary 

pulmonary hypertension).   

Αντίθετα µε τον τύπου ΙΙ υποδοχέα του ΒΜΡ, στην πρωτοταγή αµινοξική αλληλουχία 

του ΤβRII δεν απαντώνται οι αλληλουχίες που µεσολαβούν για την αλληλεπίδραση 

µε την LIMK1.   

Η Smad3 και Smad4 συνεργάζονται µε την p38 ΜΑΡ κινάση ενεργοποιώντας  την 

έκφραση της τροποµυοσίνης, ενώ η Smad3 είναι απαραίτητη για την επαγωγή ης 

έκφρασης του παράγοντα GEF, ΝΕΤ1, συµβάλλοντας έτσι στην µακροπρόθεσµη 

(long-term) σταθεροποίηση των ινιδίων του στρες (Bakin et al., 2004; Shen et al., 

2001).  Σε καρκινικά κύτταρα του προστάτη, ο παράγοντας TGF-β ενεργοποιεί τις 

µικρές GTPάσες RhoA και Cdc42, καθώς και την κινάση p38 για να επάγει τη 

δηµιουργία µεµβρανικών αναδιπλώσεων (Edlund et al., 2002).  Ενδιαφέρον είναι το 

γεγονός ότι σε αυτά τα κύτταρα η πρωτεΐνη Smad7 µεσολαβεί για την ενεργοποίηση 

της Cdc42 (Edlund et al., 2004). 
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Σε συστήµατα στα οποία η κυτταρική µετανάστευση είναι η µοναδική απόκριση των 

κυττάρων, δεν είναι ξεκάθαρος ο ρόλος των Smad πρωτεϊνών.  Μεταστατικά κύτταρα 

από καρκίνο του µαστού τα οποία εµφανίζουν υψηλή µεταναστευτική ικανότητα και 

παράγουν µεγάλες ποσότητες αυτοκρινούς TGF-β, ενεργοποιούν τα PI3K/Akt και 

ERK µονοπάτια για να ελέγξουν την κινητικότητα τους (Dumont et al., 2003).  

Παραπλήσιος µηχανισµός, ο οποίος περιλαµβάνει και την Rac1, ενεργοποιείται από 

τον TGF-β σε επιθηλιακά κύτταρα µαστού µετασχηµατισµένα µε υπερέκφραση του 

παράγοντα HER2 (epidermal growth factor receptor 2) (Ueda et al., 2004).  Τέλος, η 

επαγώµενη από την Ακτιβίνη µετανάστευση κερατινοκυττάρων, ελέγχεται από το 

µονοπάτι RhoA/ROCK/MEKK1/JNK/p38 (Zhang et al., 2005). 

Eίναι λοιπόν σαφές ότι, από τις πρόσφατες µελέτες της διεθνούς βιβλιογραφίας 

καταδεικνύεται όλο και περισσότερο η σηµασία σηµατοδοτικών µηχανισµών 

“ανεξάρτητων” των Smad πρωτεϊνών, η ύπαρξη των οποίων εγείρει πλήθος 

σηµαντικών ερωτηµάτων µε κυριότερο το αν είναι πράγµατι ανεξάρτητα των Smad, 

αν συµβάλλουν στην εξειδίκευση της απόκρισης στο εξωτερικό ερέθισµα ανάλογα µε 

τον κυτταρικό τύπο και αν αποτελούν τους κόµβους επικοινωνίας του σηµατοδοτικού 

µηχανισµού του TGF-β µε άλλους παράγοντες (Moustakas & Heldin, 2005). 

 

1.8. Ερευνητικός στόχος. 

 

Ο κυτταροσκελετός της ακτίνης αποτελεί έναν κεντρικό κρίκο στην αλυσίδα 

ανίχνευσης και µετάδοσης κυτταρικών µηνυµάτων.  Η αναδεικνυόµενη σπουδαιότητα 

του ρόλου του, έγκειται στο γεγονός ότι ο βαθµός πολυµερισµού της ακτίνης δεν 

αποτελεί απλώς το τελικό αποτέλεσµα µιας σηµατοδοτικής αλληλουχίας, αλλά µέρος 

του σηµατοσδοτικού µονοπατιού απαραίτητο για την τελική φυσιολογική λειτουργία 

που το κύτταρο καλείται να εκτελέσει (Miralles et al., 2003 ; Papakonstanti & 

Stournaras, 2004 ; Papakonstanti et al., 2003 ; Kampa et al., 2002 ;).   

Η ικανότητα του TGF-β1 να µεταβάλει την µορφολογία των κυττάρων και την 

οργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης είναι πλέον δεδοµένη και έχει µελετηθεί 

εκτεταµένα. Προηγούµενες µελέτες του εργαστηρίου µας σε µετασχηµατισµένους Η-

Ras NIH3T3 ινοβλάστες έδειξαν ότι επίδραση µε TGF-β1 οδηγεί σε σχηµατισµό ενός 

πλήρως οργανωµένου δικτύου ινιδίων του στρες όπως και στα φυσιολογικά κύτταρα, 

υποστρέφοντας έτσι τον καρκινικό φαινότυπο (Moustakas A. & Stournaras C., 1999). 

Αντίθετα κατά τον µετασχηµατισµό επιθηλιακών κυττάρων σε µεσεγχυµατικά, EMT, 
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τα κύτταρα σταδιακά χάνουν την απόκριση αναστολής της ανάπτυξης στον TGF-β, 

και χρησιµοποιούν την σηµατοδοτική µηχανή του TGF-β για τον µετασχηµατισµό 

τους.  Τα κύτταρα τότε αποκτούν µορφολογία ινοβλαστών, µε εκτεταµένο 

χαρακτηριστικό δίκτυο παράλληλων ινιδίων του στρες, αυξηµένη κινητικότητα και 

ικανότητα διήθησης και µετάστασης. Οι µεταβολές αυτές, αφορούν άµεσα τον 

κυτταροσκελετό της ακτίνης και κάνουν τα κύτταρα πιο επιθετικά ως προς τον 

καρκινικό τους φαινότυπο. 

Ο διττός αυτός ρόλος του TGF-β στην απόκριση νεοπλασµατικών κυττάρων ως προς 

τον καρκινικό και κυτταροσκελετικό τους φαινότυπο, καθιστά επιτακτική την ανάγκη 

διερεύνησης των µοριακών µηχανισµών που ελέγχουν την αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης από τον παράγοντα.  Επιπλέον, οι µεταβολές που 

παρατηρούνται στην κατάσταση πολυµερισµού της ακτίνης είναι ταχείες, 

υποδηλώνοντας ότι πιθανόν συµβαίνουν µέσω ενός µονοπατιού “ανεξάρτητου” των  

γενωµικών δράσεων του Smad µονοπατιού.  Η διερεύνηση των ερωτηµάτων αυτών 

αποτελεί τον βασικό πυρήνα της παρούσας διατριβής.  

Ως κυτταρικό µοντέλο επιλέχθηκε η φυσιολογική σειρά των Swiss3T3 ινοβλαστών.  

Tα κύτταρα αυτά αποτελούν ένα χρήσιµο µοντέλο για τη µελέτη µας, µια και 

ανταποκρίνονται άµεσα και δυναµικά στον TGF-β και εκφράζουν όλα τα µόρια της 

βασικής σηµατοδοτικής µηχανής του παράγοντα.  Επιπλέον, είναι το κυτταρικό 

µοντέλο το οποίο έχει χρησιµοποιηθεί διεξοδικά για την διερεύνηση του ρόλου των 

µικρών Rho GTPασών στον κυτταροσκελετό της ακτίνης (Hall, 1998).  

Τα βασικά ερωτήµατα και οι στόχοι της παρούσας διατριβής συνοψίζονται στα 

παρακάτω: 

 Μορφολογική και βιοχηµική ανάλυση της αναδιοργάνωσης του κυτταροσκελετού 

της ακτίνης που παρατηρείται από την επίδραση του TGF-β1 σε Swiss3T3 

ινοβλάστες. 

 Ταυτοποίηση του σηµατοδοτικού µονοπατιού που ρυθµίζει την αναδιοργάνωση 

του κυτταροσκελετού της ακτίνης. 

 ∆ιερεύνηση του ρόλου των µικρών GTPασών στην αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης από τον TGF-β. 

 Ταυτοποίηση των πρωτεϊνικών µορίων που ενεργοποιούνται από τις Rho 

GTPάσες και µεταδίδουν το µήνυµα τους προς τον κυτταροσκελετό της ακτίνης. 
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 ∆ιερεύνηση της πιθανής εµπλοκής των Smad πρωτεϊνών στην επαγώµενη από τον  

TGF-β αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης, καθώς και η πιθανή 

επικοινωνία του κλασικού µονοπατιού σηµατοδότησης των Smad µε το µονοπάτι 

σηµατοδότησης των Rho GTPασών. 

 ∆ιερεύνηση της µακροπρόθεσµης επίδρασης του παράγοντα στην εδραίωση των 

επαγώµενων από τον TGF-β κυτταροσκελετικών αλλαγών. 

 ∆ιερεύνηση του βιολογικού ρόλου της αναδιοργάνωσης του κυτταροσκελετού της 

ακτίνης από τον TGF-β και ο ρόλος του σηµατοδοτικού µηχανισµού στην 

κυτταρική απόκριση. 
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Υλικά.  
 
Οι κυτταρικές σειρές Swiss3T3 και 293 προέρχονται από την ATCC (American Type 

Culture Collection).  Οι αθανοτοποιηµένοι φυσιολογικοί ινοβλάστες εµβρύου 

ποντικού (Mouse Embryonic Fibroblasts, MEF’s) ήταν ευγενική χορηγία του R. 

Heuchel από την Ουψάλα της Σουηδίας.  

Για τις παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων µε πλασµίδια χρησιµοποιήθηκαν οι κάτωθι 

κατασκευές:  (α) η µονίµως ανενεργή RhoA σηµασµένη στο Ν-τελικό της άκρο µε 

τον επίτοπο myc, pEXV-mycRhoAN19, ήταν δώρο από τον κ. Τ. Τσακιρίδη από το 

Τορόντο του Καναδά µε την άδεια του κ. M. Symons, Onyx Pharmaceuticals, 

Richmond, CA (Qiu et al., 1995).  (β) η µονίµως ανενεργή RhoB σηµασµένη µε τον 

επίτοπο HA στο Ν-τελικό της άκρο, pcDNA3-HARhoBN19, ήταν δώρο από τον G. 

Prendergast, Philadelphia, PA (Lebowitz et al., 1995).  (γ) η φθορίζουσα πρωτεΐνη 

GFP, pEGFP-C1 προέρχεται από την εταιρεία BD Biosciences Clontech, Palo Alto, 

CA.  (δ) Τέλος χρησιµοποιήθηκε και ένας φορέας βακτηριακής έκφρασης (bacterial 

expression vector), ο οποίος κωδικοποιεί για την glutathione S-transferase (GST) 

προσδεµένη µε το τοµέα δέσµευσης της Rho (Rho-binding domain, RBD) της 

πρωτεΐνης rhotekin, pGEX-2T-TRBD, και ήταν δώρο από τον M. Schwartz, La Jolla, 

CA (Ren & Schwartz, 2000)  

Επίσης χρησιµοποιήθηκαν οι κάτωθι ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί έκφρασης: (α) για 

LacZ (αδενοϊός ελέγχου), (β) για τις πρωτεΐνες Smad2, Smad3 και Smad7 

σηµασµένες στο Ν-τελικό τους άκρο µε τον επίτοπο Flag,  (γ) για τον υποδοχέα 

ALK-5 µε µια σηµειακή µετάλλαξη (T204D) που τον καθιστά µονίµως ενεργό, 

σηµασµένο στο Ν-τελικό του άκρο µε τον επίτοπο ΗΑ, (T204D) ALK-5 ή caALK-5, 

(δ) για τον caALK-5 µε µία επιπλέον µετάλλαξη στην περιοχή L45 που καθιστά 

αδύνατη την προσδεση των Smad πρωτεϊνών, σηµασµένο στο C-τελικό του άκρο µε 

τον επίτοπο Flag, caALK-5mL45, (ε) για την λουσιφεράση σε σύζευξη µε τον 

υποκινητή CAGA9, CAGA9-MLP-luciferase.  Οι ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί (α), (β) 

και (γ) ήταν δώρο από τον K. Miyazono, Tokyo (Fujii et al., 1999), (δ) από τον V. 

Kaartinen, Los Angeles, CA (Dudas et al., 2004) και (ε) από τον S. Dooley, Aachen 

(Dooley et al., 2001).  Όλοι οι ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί πολλαπλασιάστηκαν σε 

κύτταρα 293 όπως έχει ήδη περιγραφεί (Piek et al., 1999). 

Τα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα ανοσοαποτύπωσης, 

ανοσοφθορισµού και ανοσοκατακρήµνισης είναι: (α) το µονοκλωνικό αντίσωµα κατά 
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της RhoA (mouse monoclonal anti-RhoA, 26C4),  το µονοκλωνικό αντίσωµα κατά 

των Smad 1/2/3 (mouse monoclonal anti-Smad1/2/3, H-2), τo πολυκλωνικό αντίσωµα 

κατά της RhoB (rabbit polyclonal anti-RhoB, 119), τo πολυκλωνικό αντίσωµα κατά 

της LIMK2 (rabbit polyclonal anti-LIMK2, Η-78) και τo πολυκλωνικό αντίσωµα 

κατά της κοφιλίνης (rabbit polyclonal anti-cofilin, Ν-19) τα οποία προέρχονται από 

την εταιρεία Santa Cruz Biotechnology, Inc.   (β) το µονοκλωνικό αντίσωµα κατά της 

LIMK1 (rat monoclonal anti-LIMK1) το οποίο ήταν δώρο από την O. Bernard, 

Melbourne (Foletta et al., 2004). (γ) το µονοκλωνικό αντίσωµα κατά του επιτόπου 

Flag (mouse monoclonal anti-Flag-M5) και το µονοκλωνικό αντίσωµα κατά της α-

Smooth Muscle Actin (mouse monoclonal anti-α-SMA) τα οποία προέρχονται από 

την Sigma-Aldrich.  (δ) το µονοκλωνικό αντίσωµα κατά της β-τουµπουλίνης (mouse 

monoclonal anti-β-tubulin) και το µονοκλωνικό αντίσωµα κατά της ακτίνης (mouse 

monoclonal anti-actin) τα οποία προέρχονται από την Chemicon, Termecula, CA.  (ε) 

το πολυκλωνικό αντίσωµα έναντι της β-γαλακτοσιδάσης (rabbit polyclonal anti-β-

galactosidase, A-11132) και η ροδαµίνη φαλλοϊδίνη τα οποία προέρχονται από την 

Molecular Probes Inc., Eugene, OR.  (ζ) το πολυκλωνικό αντίσωµα έναντι του 

υποδοχέα ALK-5 (rabbit polyclonal anti-ALK-5) και το πολυκλωνικό αντίσωµα 

έναντι της φωσφο-Smad2 (rabbit polyclonal anti-p-Smad2) τα οποία ήταν δώρο του 

Α. Μουστάκα, Ουψάλα, Σουηδία.   

Στην ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιήθηκαν σαν δεύτερα αντισώµατα: (α) IgG κατά 

αντιορού ποντικού, ή κουνελιού, (ανάλογα µε το πρώτο αντίσωµα που έχει 

χρησιµοποιηθεί) σηµασµένη µε υπεροξειδάση (Horseradish Peroxidase, HRP) 

(Chemicon, Temecula, CA,USA). (β) IgG κατά αντιορού κατσίκας σηµασµένη µε 

υπεροξειδάση (anti-goat-HRP) (SantaCruz Biotechnology Inc). (γ) IgG κατά αντιορού 

αρουραίου σηµασµένη µε υπεροξειδάση (anti-rat-HRP) (Αmersham Biosciences).  

Για την ανίχνευση των πρωτεινών σε φίλµ, χρησιµοποιήθηκε ECL (Western Blotting 

detection kit), φιλµ υψηλής ευαισθησίας Hyperfilm ECL και κασέτα εµφάνισης φίλµ 

της εταιρείας Amersham Biosciences. 

Στους ανοσοφθορισµούς σαν δεύτερα αντισώµατα χρησιµοποιήθηκαν: (α) IgG κατά 

αντιορού ποντικού ή κουνελιού σηµασµένη µε φλουορεσκίνη (FITC-conjugated 

rabbit anti-mouse IgG και FITC-conjugated goat anti-rabbit IgG ) από την Chemicon, 

Temecula, CA,USA. (β) IgG κατά αντιορού αρουραίου σηµασµένη µε φλουορεσκίνη 

(FITC-conjugated goat anti-rat IgG) από την Sigma-Aldrich. (γ) IgG κατά αντιορού 

κουνελιού σηµασµένη µε Alexa-fluor-488 (Alexa-fluor-488-conjugated goat anti-
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rabbit IgG) από την Molecular Probes Inc.  Για την σταθεροποίηση των καλυπτρίδων 

στις αντικειµενοφόρους και τη σταθεροποίηση του φθορισµού κατά την παρατήρηση 

των δειγµάτων στο µικροσκόπιο χρησιµοποιήθηκε το Slow fade antifade reagent από 

την Molecular Probes Inc. 

Για την καλλιέργεια των κυττάρων χρησιµοποιήθηκε σαν θρεπτικό µέσο 

καλλιέργειας το DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), ορός εµβρύου βοός 

(FBS) και πενικιλλίνη/στρεπτοµυκίνη από την  Gibco-BRL Co, MD, USA, ενώ η 

τρυψίνη ήταν από την εταιρεία Biochrom KG, Berlin, Germany.  O παράγοντας TGF-

β1 προέρχεται από την εταιρεία R&D Systems Inc. ή την εταιρεία PeproTechEC Ltd.   

Όλα τα κοινά αντιδραστήρια τα οποία δεν αναφέρονται συγκεκριµένα παρακάτω 

ήταν αναλυτικής καθαρότητας από τις εταιρείες Merck (Darmstradt, Germany),  

Sigma (St. Louis, USA), Biorad (Palo Alto, CA, USA), USB και ROTH. 

 

Μέθοδοι. 
 
2.1. Καλλιέργεια κυττάρων. 
 
Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν οι ακόλουθες κυτταρικές σειρές: 

1. Για τα πειράµατα διερεύνησης του σηµατοδοτικού µονοπατιού του 

Μετασχηµατίζοντα Παράγοντα-β (TGF-β), η κυτταρική σειρά ινοβλαστών 

Swiss3T3 που καθιερώθηκε το 1962 από τους Todaro G. και Green H. από 

έµβρυο ποντικού 

2. Oι αθανατοποιηµένοι φυσιολογικοί εµβρυονικοί ινοβλάστες ποντικού (Mouse 

Embryonic Fibroblasts, MEFs) ήταν δώρο από τον R. Heuchel, Uppsala. 

3. για την αναπαραγωγή των ανασυνδυασµένων αδενοϊών, η κυτταρική 

επιθηλιακή σειρά 293 από ανθρώπινο νεφρό  

Όλες οι κυτταρικές σειρές διατηρούνται σε µονοστοιβάδες µέσα σε πλαστικές 

φλάσκες, επιφάνειας 75 cm2, σε επωαστήρα (Forma Scientific, Ohaio, USA) µε υγρή 

ατµόσφαιρα συστάσεως 5% CO2-95% αέρας και θερµοκρασία 370C. Το θρεπτικό 

µέσο καλλιέργειας ανανεώνεται κάθε 48 ή 72 ώρες. Ως βασικό µέσο καλλιέργειας 

χρησιµοποιείται DMEM εµπλουτισµένο µε 10% αδρανοποιηµένο (µέσω θέρµανσης 

στους 560C για 30 λεπτά) ορό εµβρύου βοός (FBS), 50 IU/ml πενικιλλίνη και 

50mg/ml στρεπτοµυκίνη.  Για την ανακαλλιέργεια, όταν οι καλλιέργειες φτάνουν σε 

πλήρη ανάπτυξη (100% πληρότητα στην επιφάνεια καλλιέργειας), εκτίθενται σε 

διάλυµα τρυψίνης (0,25% τρυψίνη, 5mM EDTA σε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφωρικών 
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(Phosphate Buffer Saline, PBS) για 1-2 λεπτά. Στη συνέχεια τα κύτταρα 

παραλαµβάνονται µε θρεπτικό υλικό καλλιέργειας και µοιράζονται σε νέες φλάσκες 

στην επιθυµητή αραίωση και σύµφωνα µε τις ανάγκες του εκάστοτε πειράµατος.  

Πριν από την επίδραση των διαφόρων ουσιών τα κύτταρα καλλιεργούνται για 24 

ώρες σε θρεπτικό υλικό απουσία ορού.  Για µορφολογικές παρατηρήσεις τα κύτταρα 

καλλιεργούνται πάνω σε γυάλινες καλυπτρίδες.  Όλα τα πειράµατα διεξήχθησαν ενώ 

τα κύτταρα ήταν σε γενιές µεταξύ 10-30. 

Η διατηρήση των κυττάρων στο εύρος αυτό των γενεών έγινε µε κατάψυξη τους σε 

τακτά χρονικά διαστήµατα.  Συγκεκριµένα, κυτταρικό αιώρηµα (περιπου 1*106 

κύτταρα/ml σε θρεπτικό µέσο καλλιέργειας) συµπληρώνεται µε 5% DMSO και 

κλάσµατα του 1 ml τοποθετούνται αµέσως σε αποστειρωµένους σωλήνες και 

φυλάσσονται στους -85οC.  Για την απόψυξη των κυττάρων, ένα από τα κατεψυγµένα 

κλάσµατα θερµαίνονται στους 370C και αµέσως µετά φυγοκεντρούνται σε 1500 rpm 

για 5 λεπτά.  Μετά την αποµάκρυνση του υπερκείµενου διαλύµατος, τα κύτταρα 

επανασκορπίζονται σε θρεπτικό υλικό καλλιέργειας και ακολουθείται η καλλιέργεια 

τους όπως περιγράφεται παραπάνω. 

 

 

2.2. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου υπό συνθήκες 

αποδιάταξης εξ’αιτίας της παρουσίας SDS (SDS-PAGE). 

Προετοιµασία δειγµάτων. 

Στα πρωτεινικά δείγµατα προστίθεται ίσος όγκος αποδιατακτικού διαλύµατος 2Χ 

(sample buffer: Tris-HCL 0.125 M, pH:6.8, SDS  4% w/v, β-µερκαπτοαιθανόλη 0.57 

Μ, Γλυκερόλη 1% v/v, Bromophenol blue 0.02% w/v, πριν το χρησιµοποιήσουµε 

προσθέτουµε DTT σε τελική συγκέντρωση 100mM) και ακολούθως θερµαίνονται 

στους 950C για 5 λεπτά, ώστε να επιτευχθεί η πλήρης µετουσίωση των πρωτεινών.  Η 

πλήρης αποδιάταξη των πρωτεινών και η κάλυψη τους από µόρια SDS έχει σαν 

συνέπεια η ηλεκτροφορετική τους κινητικότητα µέσα στο πήκτωµα της 

πολυακρυλαµίδης να εξαρτάται µόνο από το µοριακό τους βάρος, µε αποτέλεσµα το 

διαχωρισµό τους κατά µήκος του πηκτώµατος.  

Προετοιµασία πηκτώµατος. 

Για την προετοιµασία των πηκτωµάτων αναµιγνύονται όλα τα συστατικά του 

διαλύµατος εκτός του APS και του TEMED τα οποία λειτουργούν σαν καταλύτες για 

την έναρξη και την διατήρηση του πολυµερισµού αντίστοιχα και προστίθενται λίγο 
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πριν την έκχυση.  Το πύκτωµα εκχύνεται στον κενό χώρο που δηµιουργείται µεταξύ 

δύο γυάλινων πλακών που διαχωρίζονται µε κοµµάτια πλαστικού (spacers) πάχους 

1.5 mm. Αρχικά εκχύνεται το πήκτωµα διαχωρισµού (running gel: όγκος διαλύµατος 

πολυακρυλαµιδίου ανάλογα µε την επιθυµητή πυκνότητα (π.χ. 10% w/v), Τris-HCL 

0.375 M pH:8.8, SDS 0.1% w/v, APS 0.1% w/v, TEMED 0.03% v/v) και αφού 

πολυµεριστεί προστίθεται το πήκτωµα επιστοίβαξης (stacking gel: ∆ιάλυµα 

πολυακρυλαµιδίου 4.5% w/v, Τris-HCL 0.125 M pH:6.8, SDS 0.1% w/v, APS 0.1% 

w/v, TEMED 0.05% v/v) µέσα στο οποίο τοποθετείται το «χτένι» για το σχηµατισµό 

θέσεων (πηγάδια).  Αφού πολυµερισθεί και το πήκτωµα επιστοίβαξης το «χτένι» 

αφαιρείται και τα δείγµατα τοποθετούνται µε σύριγγα Hamilton στις θέσεις που έχουν 

δηµιουργηθεί. 

Ηλεκτροφόρηση. 

Μετά την τοποθέτηση των δειγµάτων, τοποθετείται στα δοχεία των ηλεκτροδίων της 

συσκευής (Amersham Pharmacia Biotech ή BioRad) διάλυµα ηλεκτροφόρησης 1Χ 

(διάλυµα ηλεκτροφόρησης (Electrophoresis buffer) 10Χ: Γλυκίνη  1.92 Μ, 

ΤRIZMA-base 0.25M, SDS 1% w/v, το pH δεν ρυθµίζεται αλλά πρέπει να είναι 

περίπου 8.3).  Για την περίπτωση των µεσαίου µεγέθους πηκτωµάτων (midi gels) 

εφαρµόζεται σταθερή τάση 150 V έως ότου τα δείγµατα να εισέλθουν στο πήκτωµα 

διαχωρισµού, οπότε η τάση αυξάνεται στα 250 V και παραµένει σταθερή µέχρι το 

τέλος της ηλεκτροφόρησης, ενώ στην περίπτωση των µικρού µεγέθους πηκτωµάτων 

(mini gels) εφαρµόζεται αρχικά τάση 100 V και στη συνέχεια αυξάνεται στα 150 V.   

Στη συνέχεια και αφού αποµακρυνθεί το πήκτωµα επιστοίβαξης, το πήκτωµα 

υφίσταται χρώση ή ανοσοαποτύπωση (Western Blot). 

Χρώση – Απόχρωση. 

Το πήκτωµα εµβαπτίζεται σε διάλυµα χρώσης (µεθανόλη 50% v/v, CH3COOH 10% 

v/v, Coomassie Brilliant Blue R-250 0.2% w/v) για 15-30 λεπτά.  Ακολούθως φέρεται 

σε διάλυµα απόχρωσης (µεθανόλη 20% v/v, CH3COOH 10% v/v) όπου παραµένει 

υπό συνεχή ανάδευση έως ότου γίνουν ορατές οι πρωτεϊνικές ζώνες.  Στην συνέχεια 

το πήκτωµα τοποθετείται σε αποροφητικό χαρτί (Whatman 3MM) και ξηραίνεται µε 

θέρµανση υπό κενό σε ειδική συσκευή (Slab Gel Dryer) 
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2.3. Ανοσοαποτύπωση – Western Blot. 

Μεταφορά πρωτεινών από πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης 

(Western Blot) κατά Towbin et al., 1979. 

Για τη µεταφορά των πρωτεινών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης συναρµολογείται το 

«σάντουιτς» µεταφοράς ως εξής: µεταξύ δύο σφουγγαριών της συσκευής 

τοποθετούνται κατά σειρά ένα χαρτί Whatman, το πήκτωµα, η µεµβράνη και το άλλο 

χαρτί Whatman, όλα εµβαπτισµένα σε διάλυµα µεταφοράς και µε προσοχή ώστε να 

µη δηµιουργηθούν φυσαλίδες µεταξύ τους.  Το «σάντουιτς» τοποθετείται στην ειδική 

συσκευή µεταφοράς των πρωτεινών (Amersham Pharmacia Biotech ή BioRad), στην 

οποία έχει ήδη τοποθετηθεί το διάλυµα µεταφοράς (transfer buffer: µεθανόλη 20% 

v/v, διάλυµα ηλεκτροφόρησης 10Χ  10% v/v), µε το πήκτωµα προς την κάθοδο.  

Εφαρµόζεται ηλεκτρικό πεδίο (περίπου 800 mA) για 1 ½ ώρα.  Κατά τη διάρκεια της 

µεταφοράς το διάλυµα διατηρείται στους 40C. 

∆ιαδικασία ανοσοανίχνευσης. 

Η µέθοδος ανοσοανίχνεσης στηρίζεται στη σύνδεση του αντισώµατος κατά της 

συγκεκριµένης πρωτεΐνης που επιθυµούµε να ανιχνεύσουµε, µε το συγκεκριµένο 

αντιγόνο που βρίσκεται ακινητοποιηµένο στη µεµβράνη.  Στη συνέχεια 

χρησιµοποιείται ανοσοσφαιρίνη κατά αντιορού του ζώου-ξενιστή που έχει 

χρησιµοποιηθεί για την παραγωγή του πρώτου αντισώµατος, η οποία αναγνωρίζει την 

ανοσοσφαιρίνη του πρώτου ειδικού αντισώµατος και συνδέεται µε αυτό.  Στη 

δεύτερη αυτή ανοσοσφαιρίνη έχει συνδεθεί µέσω χηµικού δεσµού το ένζυµο της 

υπεροξειδάσης (Horseradish Peroxidase, HRP).  Για την ανίχνευση της 

υπεροξειδάσης και κατά συνέπεια της πρωτείνης που ανιχνεύεται χρησιµοποιείται το 

αντιδραστήριο ECL (Western Blotting detection kit).  Τελική συνέπεια της 

αντίδρασης του υποστρώµατος µε την υπεροξειδάση είναι η παραγωγή 

χηµειοφωταύγειας (chemiluminesence) η οποία ανιχνεύεται µε τη χρήση του ειδικού 

φιλµ Hyperfilm ECL. 

Συγκεκριµένα και σε περίπτωση που δεν αναφέρεται διαφορετικά όλες οι διεργασίες 

γίνονται σε θερµοκρασία περιβάλοντος και όλες οι εκπλύσεις µε TBS-T (Tris-HCl 

20mM, pH:7.6, NaCl 137 mM, Tween-20 0.05% v/v).  Αρχικά η µεµβράνη 

αναδεύεται σε διάλυµα 5% w/v αφυδατωµένου αποβουτυρωµένου γάλατος σε TBS-T 

(blocking buffer) είτε για 1 ώρα σε θερµοκρασία περιβάλλοντος είτε για 14-16 ώρες 

στους 40C.  Έπειτα από 3 εκπλύσεις, µία των 15 λεπτών και 2 των 5 λεπτών, η 

µεµβράνη επωάζεται για 1 ώρα ή 14-16 ώρες, ανάλογα µε το τι προτείνει η 
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βιβλιογραφία ή η κατασκευάστρια εταιρεία για το αντίσωµα, µε την κατάλληλη 

αραίωση του πρώτου αντισώµατος. Συγκεκριµµένα για τις ανάγκες των πειραµάτων 

που πρόκειται να περιγραφούν χρησιµοποιήθηκαν τα κάτωθι αντισώµατα στις 

αντίστοιχες αραιώσεις:  

 

• anti-RhoA       1:100 σε TBS-T, 14-16 ώρες, 40C 

• anti-RhoB, anti-LIMK2, anti-cofilin,               1:100 σε  blocking buffer, 14-16 ώρες, 40C 

• anti-Smad1/2/3, anti-Flag-M5,  

      anti-ALK-5                    1:1,000 σε TBS-T, 14-16 ώρες, 40C 

• anti-actin, anti-β-tubulin, anti-α-SMA             1:1,000 σε TBS-T, 1ώρα, Θ/Π 

• anti-β-galactosidase,      1:5,000 σε TBS-T, 14-16 ώρες, 40C 

• anti-p-Smad2      1:500  σε TBS-T, 14-16 ώρες, 40C 

Ακολούθως η µεµβράνη εκπλένεται όπως αναφέρεται παραπάνω και επωάζεται για 1 

ώρα µε το δεύτερο αντίσωµα στην κατάλληλη αραίωση και σε θερµοκρασία 

περιβάλλοντος: 

• anti-mouse-HRP    1:1,000 σε TBS-T 

• anti-rabbit-HRP    1:5,000 σε  blocking buffer 

• anti-goat-HRP    1:8,000 σε  blocking buffer 

• anti-rat-HRP    1:10,000 σε  blocking buffer 

Στη συνέχεια η µεµβράνη εκπλένεται όπως περιγράφεται παραπάνω και επωάζεται 

για ένα λεπτό µε το αντιδραστήριο εµφάνισης ECL.  Τέλος η µεµβράνη εκτίθεται σε 

ακτινογραφικό φιλµ Hyperfilm ECL για χρόνο που εξαρτάται από την ένταση του 

σήµατος της χηµειοφωταύγειας.  Η ποσοτικοποίηση των ζωνών έγινε µε το Molecular 

Analyst Software (BioRad, Palo Alto, CA, USA). 

Αποµάκρυνση αντισωµάτων για την επανάληψη της ανοσοανίχνευσης (stripping). 

H µεµβράνη εµβαπτίζεται σε διάλυµα αποµάκρυνσης (stripping buffer: Tris-HCl  

62.5mM, pH:6.7, SDS 2% w/v, β-µερκαπτοαιθανόλη 100mM) και θερµαίνεται για 30 

λεπτά στους 500C.  Ακολουθούν 2 εκπλύσεις των 10 λεπτών µε TBS-T και 

επανάληψη της διαδικασίας ανοσοανίχνευσης όπως περιγράφεται παραπάνω. 

 

2.4. Προσδιορισµός της συγκέντρωσης πρωτεινικού διαλύµατος. 

Για τη µέτρηση της συγκέντρωσης πρωτεΐνης σε κυτταρικό εκχύλισµα που περιέχει 

απορρυπαντικά χρησιµοποιείται το σύστηµα DC Bio-Rad protein assay (Bio-Rad 

Laboratories, Palo Alto, CA, USA), το οποίο βασίζεται σε τροποποίηση της µεθόδου 
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Lowry et al., 1951, σύµφωνα µε τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρείας.  

Συγκεκριµένα η κατάλληλη ποσότητα από κάθε δείγµα συµπληρώνεται µε 

απεσταγµένο νερό ώστε ο τελικός όγκος του δείγµατος να είναι 200 µl.  Στο κάθε 

δείγµα προστίθεται 100µl διαλύµατος Α΄ (Α΄: 20 µl αντιδραστήριο S σε 1 ml 

αντιδραστήριο Α).  Αφού προστεθούν και 800 µl αντιδραστηρίου Β (αντιδραστήριο 

folin) ακολουθεί ισχυρή ανάδευση και τα δείγµατα παραµένουν σε θερµοκρασία 

περιβάλλοντος για 15 λεπτά.  Η οπτική πυκνότητα των δειγµάτων µετράται στα 750 

nm.  Για τον υπολογισµό της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών στα δείγµατα, 

χρησιµοποιείται πρότυπη καµπύλη η οποία δηµιουργείται µε τη µέτρηση της οπτικής 

πυκνότητας δειγµάτων γνωστών συγκεντρώσεων πρωτεΐνης BSA (Bovine Serum 

Albumin) τα οποία έχουν ετοιµαστεί όπως περιγράφηκε παραπάνω. 

 

2.5. Καλλιέργεια βακτηρίων Escherichia coli (E. Coli) 

Τα βακτήρια καλλιεργούνται στους 370C υπό µορφή αιωρήµατος µέσα σε δοχείο 

(κωνική φλάσκα ή δοκιµαστικό σωλήνα).  Ο όγκος του δοχείου καλλιέργειας πρέπει 

να είναι τουλάχιστον τετραπλάσιος από τον όγκο της καλλιέργειας και να βρίσκεται 

σε συνεχή και έντονη ανάδευση ώστε να επιτυγχάνονται καλές αερόβιες συνθήκες.  

Το θρεπτικό υγρό καλλιέργειας που χρησιµοποιήθηκε είναι το LB (1% w/v tryptone, 

0.5% w/v yeast extract, 1% w/v NaCl, 50µg/ml αµπικιλλίνη).  Για την καλλιέργεια σε 

στερεό µέσο χρησιµοποιούνται τα τριβλία Petri µε  LB-άγαρ ( LB-agar plates), 

παρουσία αµπικιλλίνης 50µg/ml.  Για την ανάπτυξη των βακτηριακών αποικιών, 

µικρή ποσότητα από καλλιέργεια περιορισµένης κλίµακας απλώνεται στο τριβλίο µε 

τη βοήθεια γυάλινης ράβδου και κατόπιν το τριβλίο επωάζεται στους 370C για 14-16 

ώρες.  Για τη δηµιουργία αποθεµάτων γλυκερόλης (glycerol stocks)  αναµιγνύονται 

ίσοι όγκοι βακτηριακής καλλιέργειας και γλυκερόλης.  Μετά την ανάµιξη τα 

αποθέµατα φυλάσσονται κατευθείαν στους -800C 

 

2.6. Μετασχηµατισµός βακτηρίων E. coli HB5α (transformation). 

Για το µετασχηµατισµό συµβατών (competent) βακτηρίων E. Coli HB5α από 

ανασυνδιασµένο πλασµίδιο, σε σωληνάριο όγκου 15 ml αναµιγνύονται 100µl 

βακτηρίων µε 0.5-1 µg του πλασµιδίου.  Μετά από επώαση µισής ώρας στον πάγο, τα 

βακτήρια υφίστανται θερµικό σοκ µε επώαση στους 420C για 45 δευτερόλεπτα.  Στη 

συνέχεια προστίθεται στα βακτήρια 900µl θρεπτικού µέσου SOC (tryptone 2% w/v, 

yeast extract 0.5%, NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM, 
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γλυκόζη 20 mM), καλλιεργούνται για 1 ώρα στους 370C.  Στη συνέχεια µέρος της 

καλλιέργειας (συνήθως 50-100µl) απλώνεται σε τριβλίο LB-άγαρ, µε 50µg/ml 

αµπικιλλίνη, για την ανάπτυξη αποικιών.  

 

2.7. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από βακτηριακές καλλιέργειες µεγάλης 

κλίµακας (large scale plasmid DNA preparation). 

Η αποµόνωση έγινε µε χρωµατογραφία σε στήλη Qiagen-tip 500 χρησιµοποιώντας το 

σύστηµα Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Germany) µε βάση τις οδηγίες της 

κατασκευάστριας εταιρείας.  Συγκεκριµένα τα βακτήρια αναπτύσσονται σε 

καλλιέργεια των 250 ml για 14-16 ώρες.  Κατόπιν συλλέγονται µε φυγοκέντρηση 15 

λεπτών στις 5000 rpm στους 40C.  Τα κύτταρα επαναδιαλύονται σε 10  ml 

διαλύµατος P1 (resuspension buffer: Tris-HCl 50 mM, pH:8.0, EDTA 10 mM, RNase 

100 µg/ml), λύονται µε προσθήκη 10 ml διαλύµατος  P2 (lysis buffer: NaOH 0.2 M, 

SDS 1%w/v) και επώαση σε θερµοκρασία περιβάλλοντος για 5 λεπτά και τέλος οι 

πρωτεΐνες και το χρωµοσωµικό DNA κατακρηµνίζονται µε προσθήκη 10 ml κρύου 

διαλύµατος Ρ3 (neutralization buffer: CH3COOK 3 M, pH: 5.5) και επώαση 15-20 

λεπτά στον πάγο.   Με φυγοκέντρηση 30 λεπτών στις 10,000 rpm, στους 40C, 

αποµακρύνονται πρωτεΐνες, χρωµοσωµικό DNA και κυτταρικά υπολείµατα.  Το 

υπερκείµενο το οποίο περιέχει το πλασµιδιακό DNA διηθείται από υαλοβάµβακα.  

Παράλληλα η στήλη Qiagen-tip 500 εξισορροπείται µε 10 ml διαλύµατος QBT 

(equilibration buffer: MOPS 50 mM, pH: 7.0, NaCl 0.75 M, Triton-X-100 0.15% v/v, 

αιθανόλη 15% v/v).  Στη συνέχεια το υπερκείµενο εφαρµόζεται στη στήλη, 

ακολουθεί έκπλυση της στήλης 2 φορές µε 30 ml διαλύµατος QC κάθε φορά (wash 

buffer: MOPS 50 mM, pH: 7.0, NaCl 1 M, αιθανόλη 15% v/v) και τέλος έκλουση του 

πλασµιδιακού DNA µε 15 ml διαλύµατος QF (elution buffer: Tris-HCl 10 mM, pH: 

8.5, NaCl 1.25 M, αιθανόλη 15% v/v).  To DNA κατακρηµνίζεται από το διάλυµα 

έκλουσης µε προσθήκη 10.5 ml  ισοπροπανόλης (0.7 του όγκου) και συλλέγεται µε 

φυγοκέντρηση 30 λεπτών στις 10,000 rpm στους 40C.  To προκύπτον ίζηµα 

συλλέγεται µε 400 µl απεσταγµένου νερού και στη συνέχεια το DNA συγκεντρώνεται 

µε προσθήκη 2.5 όγκων απόλυτης αιθανόλης (1 ml) και φυγοκέντρηση 15 λεπτών στα 

13,000xg, εκπλένεται µε διάλυµα 70% αιθανόλης, ξηραίνεται υπό κενό (speed-vac), 

επαναδιαλύεται στην κατάλληλη ποσότητα απεσταγµένου νερού και φυλάσεται στους 

-200C. 
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2.8. Προσδιορισµός της συγκέντρωσης διαλύµατος µονόκλωνου ή δίκλωνου 

DNA. 

Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης διαλύµατος DNA στηρίζεται στην ιδιότητα των 

βάσεων των νουκλεοτιδίων να απορροφούν στο υπεριώδες φως.  Το διάλυµα DNA 

(πλασµίδιο ή ολιγονουκλεοτίδιο) του οποίου τη συγκέντρωση θέλουµε να 

προσδιορίσουµε αραιώνεται σε τελικό όγκο 1 ml και η απορρόφηση του αραιωµένου 

δείγµατος µετράται σε φασµατοφωτόµετρο (χρησιµοποιήθηκε το Lamda 15, Perkin-

Elmer) σε µήκος κύµατος 260 nm.  Για τον υπολογισµό της συγκέντρωσης του 

αρχικού διαλύµατος ( C ) χρησιµοποιείται ο τύπος: C = (c * A260 * d) / 1000 , όπου C 

η συγκέντρωση του αρχικού διαλύµατος σε µg/µl, A260 η απορρόφηση που 

µετρήθηκε, d η αραίωση του δείγµατος και c ένας συντελεστής ο οποίος αντιστοιχεί 

στην ποσότητα του DNA σε µg που είναι διαλυµένη σε 1000 µl και δίνει απορρόφηση 

1, η τιµή του είναι 30 για µονόκλωνο και 50 για δίκλωνο DNA.   

 

2.9. Προσδιορισµός των επιπέδων µονοµερούς ( G) και ολικής (Τ) ακτίνης.  

Η µέθοδος ποσοτικού προσδιορισµού της µονοµερούς G- (Globular) και της ολικής 

Τ- (Total) ακτίνης βασίζεται στην αναστολή της ενεργότητας του ενζύµου DNase I 

από τη µονοµερή ακτίνη (Blikstad et al., 1978).  Έτσι όταν ένα κυτταρικό εκχύλισµα 

περιέχει µεγαλύτερη ποσότητα µονοµερούς ακτίνης από ένα άλλο, τότε η αναστολή 

της ενεργότητας της DNase I θα είναι µεγαλύτερη άρα στο διάλυµα υπάρχει λιγότερο 

τεµαχισµένο DNA και λιγότερες ελεύθερες βάσεις, µε αποτέλεσµα η οπτική 

πυκνότητα του δείγµατος αυτού να είναι µικρότερη και αντίστροφα. Η διαδικασία 

που ακολουθείται είναι η εξής: τα κύτταρα καλλιεργούνται σε τριβλία διαµέτρου 60 

mm και επωάζονται µε διάφορους παράγοντες. Τα κύτταρα πλένονται 2 φορές µε 

PBS και στη συνέχεια λύονται µε 300µl ρυθµιστικό διάλυµα λύσης (Κ2HPO4 10 mM, 

NaF 100 mM, KCl 50 mM,  MgCl2 2 mM, EGTA 1 mM, DTT 0.2 mM, Triton-X-100 

0.5%, σουκρόζη 1Μ, το pH ρυθµίζεται σε 7.0). 10 µl του κυτταρικού εκχυλίσµατος 

(αραιωµένο 2-3 φορές) προστίθεται ταχύτατα σε µείγµα που περιέχει 10 µl 

διαλύµατος DNase I (DNase I 0.1 mg/ml, Tris-HCl 50 mM, CaCl2 0.5 mM, PMSF 

10µΜ, pH: 7.5) και 1 ml διαλύµατος DNA (DNA 40 µg/ml, Tris-HCl 100 mM, 

MgSO4 4 mM, CaCl2 1.8 mM, pH: 7.5).  Η ενεργότητα του ενζύµου καταγράφεται 

συνεχώς στα 260 nm (µήκος κύµατος που απορροφούν οι ελεύθερες βάσεις του 

DNA) έως ότου η ελευθέρωση των βάσεων να είναι σταθερή στο χρόνο.  Η αναστολή 

της ενεργότητας της DNase I του κυτταρικού δείγµατος υπολογίζεται ως προς ένα 
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δείγµα µάρτυρα (το οποίο µετράται µε τον ίδιο τρόπο σε τακτά χρονικά διαστήµατα) 

που δεν περιέχει κυτταρικό εκχύλισµα και έτσι θεωρείται ότι η ενεργότητα του 

ενζύµου σε αυτό είναι 100%.  Ο ποσοτικός προσδιορισµός της µονοµερούς ακτίνης 

κάθε δείγµατος γίνεται µε τη χρήση πρότυπης καµπύλης η οποία λαµβάνεται από τη 

µέτρηση δειγµάτων γνωστών ποσοτήτων ακτίνης.  Οι τιµές των δειγµάτων µας 

βρίσκονται κάθε φορά στο τµήµα της καµπύλης από 30%-60%, όπου η σχέση 

συγκέντρωσης της ακτίνης και αναστολής της ενεργότητας της DNase I είναι 

γραµµική.   

Για τον προσδιορισµό της ολικής ακτίνης δείγµα κυτταρικού εκχυλίσµατος (στην 

αραίωση που έχει χρησιµοποιηθεί για τον προσδιορισµό της µονοµερούς ακτίνης ) 

επωάζεται για 10 λεπτά µε ίσο όγκο διαλύµατος υδροχλωρικής γουανιδίνης 

(υδροχλωρική γουανιδίνη 1.5 Μ, CH3COONa 1 M, CaCl2 1 mM, ATP 1 mM, Tris-

HCl 20 mM, pH: 7.5, το διάλυµα προετοιµάζεται για κάθε πείραµα), ώστε να 

προκληθεί αποπολυµερισµός της πολυµερούς F- (Filamentοus) ακτίνης σε µονοµερή 

ακτίνη. H ολική ακτίνη προσδιορίζεται όπως περιγράφεται παραπάνω, ενώ η 

ενδοκυττάρια ποσότητα της πολυµερούς ακτίνης υπολογίζεται από τη διαφορά 

µεταξύ ολικής και µονοµερούς ακτίνης.  Τόσο το ποσό της µονοµερούς όσο και της 

πολυµερούς ακτίνης συσχετίζεται µε το ποσό των ολικών κυτταρικών πρωτεϊνών και 

εκφράζεται τελικά σε µg ακτίνης / mg ολικής πρωτείνης.  Για τις µετρήσεις στα 260 

nm χρησιµοποιήθηκε φασµατοφωτόµετρο Lamda 15 της Perkin Elmer.    

 

2.10. Κλασµατοποίηση πρωτεϊνών µε εκχύλιση των κυττάρων µε Triton-X-100: 

αποµόνωση των διαλυτού και αδιάλυτου σε Triton-X-100 κλασµάτων. 

Η αποµόνωση των δύο κλασµάτων, του διαλυτού (που περιλαµβάνει τη µονοµερή 

ακτίνη) και του αδιάλυτου (που περιλαµβάνει την πολυµερή) σε Triton-X-100 γίνεται 

σύµφωνα µε τη µέθοδο των Golenhofen et al., 1995.  Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε 

πλάκες 6 οπών ή σε τριβλία διαµέτρου 35 mm.  Μετά τις κατάλληλες επωάσεις µε 

τους παράγοντες που µελετώνται, αποµακρύνεται το θρεπτικό µέσο καλλιέργειας και 

τα κύτταρα πλένονται 2 φορές µε PBS.  Ακολουθεί εκχύλιση των κυττάρων στον 

πάγο µε 500 µl διαλύµατος εκχύλισης (Triton-X-100 0.3%, Tris-HCl 5 mM, pH: 7.4, 

EGTA 2 mM, σουκρόζη 300 µΜ, φαλλοϊδίνη 2 µΜ, PMSF 400 µΜ, λευπεπτίνη 10 

µΜ) για 5 λεπτά.  Στη συνέχεια το διάλυµα εκχύλισης, το οποίο αποτελεί το διαλυτό 

σε Triton-X-100 πρωτεινικό κλάσµα (Triton soluble fraction, TS), µεταφέρεται σε 

καθαρό σωληνάριο όγκου 1.5 ml και οι πρωτεΐνες κατακρηµνίζονται µε την 
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προσθήκη ίσου όγκου διαλύµατος υπερχλωρικού οξέως 6% (perchloric acid, PCA,).  

To αδιάλυτο σε Τriton-X-100 πρωτεϊνικό κλάσµα (Triton insoluble fraction, TI) το 

οποίο παραµένει στο τρυβλίο µετά την αποµάκρυνση του διαλύµατος εκχύλισης, 

λαµβάνεται µε απόξεση µε τη βοήθεια πλαστικού ξέστρου µέσα σε 1 ml διαλύµατος 

PCA 3%.  Τα  ιζήµατα που προκύπτουν µετά από φυγοκέντρηση σε επιτραπέζια 

µικροφυγόκεντρο στις 13,000 rpm για 10 λεπτά, επαναδιαλύονται σε 100 ή 200 µl 

διαλύµατος ΝαΟΗ 0.1 Ν.  Ίσοι όγκοι από το κάθε κλάσµα χρησιµοποιούνται για 

ηλεκτροφόρηση και ανοσοαποτύπωση.  

 

2.11. Ανοσοφθορισµός – Παρατήρηση µε µικροσκοπία συµβατική ή 

συνεστίασης. 

2.11.1. Άµεσος ανοσοθορισµός. 

Ο άµεσος ανοσοφθορισµός εφαρµόσθηκε για την παρατήρηση της πολυµερούς 

ακτίνης µε τη χρήση ροδαµίνης-φαλλοϊδίνης.   Βασίζεται στην ειδική  σύνδεση της 

φαλοϊδίνης µε τα µικροινίδια της ακτίνης (Faulstich et al., 1983) µε ταυτόχρονο 

φθορισµό της ροδαµίνης η οποία καθιστά δυνατή στη συνέχεια την παρατήρηση του 

δείγµατος σε µικροσκόπιο φθορισµού.  Η διαδικασία που ακολουθείται για τους 

Swiss3T3 ινοβλάστες είναι η εξής:  

Τα κύτταρα κελλιεργούνται σε καλυπτρίδες διαστάσεων 22x22 mm. Όλη η 

διαδικασία γίνεται σε θερµοκρασία περιβάλλοντος και όλες οι εκπλύσεις υπό συνεχή 

ανάδευση.  Μετά την αποµάκρυνση του θρεπτικού µέσου, τα κύτταρα εκπλένονται 

µία φορά µε PBS (Phosphate Buffer Saline: KH2PO4 1.8 mM, Na2HPO4  8 mM, NaCl 

137 mM, KCl 2.7 mM, pH: 7.2) και µονιµοποιούνται µε διάλυµα 3% π-

φορµαλδεΰδης σε PBS για 30 λεπτά.  Μετά από 2 πλύσεις των 3 λεπτών, οι 

κυτταρικές µεµβράνες γίνονται διαπερατές µε επώαση του δείγµατος µε διάλυµα 

0.5% Triton-X-100 σε PBS για 10 λεπτά.  Μετά από 4 εκπλύσεις των 3 λεπτών µε 

PBS / + 1.5% FBS τα κύτταρα επωάζονται µε διάλυµα ροδαµίνης-φαλλοϊδίνης σε 

αραίωση 1:100 σε PBS/1.5% FBS, για 40 λεπτά σε περιβάλλον υγρό και σκοτεινό.  

Στη συνέχεια τα κύτταρα εκπλένονται 3 φορες µε PBS για 3 λεπτά κάθε φορά και 

τέλος τοποθετούνται ανάστροφα σε αντικειµενοφόρες πλάκες στις οποίες έχει 

τοποθετηθεί µία σταγόνα διαλύµατος slow fade antifade reagent για να αποφευχθεί η 

ταχεία απώλεια του φθορισµού κατά την παρατήρηση των δειγµάτων στο 

µικροσκόπιο. 
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2.11.2. Έµµεσος ανοσοφθορισµός. 

Οι βασικές αρχές της τεχνικής του έµµεσου ανοσοφθορισµού είναι παρόµοιες µε 

αυτές του Western Blot (παράγραφος 2.3.): οι πρωτείνες αναγνωρίζονται στα κύτταρα 

από τα αντίστοιχα αντισώµατα, τα οποία στη συνέχεια αναγνωρίζονται από τις 

αντίστοιχες ανοσοσφαιρίνες προσηµασµένες µε κάποια φθορίζουσα ουσία, όπως είναι 

η φλουορεσκίνη (FITC).  Το σύµπλοκο πρωτεΐνη-αντίσωµα-ανοσοσφαιρίνη-

φθορίζουσα µετά από έκθεση σε συγκεκριµένο µήκος κύµµατος, εκπέµπει µέσω της 

φθορίζουσας ουσίας σε άλλο µήκος κύµατος.  Η διαδικασία που ακολουθείται είναι η 

εξής: 

Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε καλυπτρίδες διαστάσεων 22x22 mm. Όλη η 

διαδικασία γίνεται σε θερµοκρασία περιβάλλοντος (εκτός αν αναφέρεται 

διαφορετικά) και όλες οι εκπλύσεις υπό συνεχή ανάδευση.  Μετά την αποµάκρυνση 

του θρεπτικού µέσου, τα κύτταρα εκπλένονται µία φορά για 5 λεπτά µε PBS +/+ (PBS, 

pH:7.0 – 7.2 συµπληρωµένο µε ιόντα Ca++ και Mg++ : CaCl2 0.9 mM, MgCl2  0.5 mM) 

και µονιµοποιούνται µε διάλυµα 3% π-φορµαλδεΰδης σε PBS +/+  για 30 λεπτά.  

Ακολουθούν 2 πλύσεις των 5 λεπτών και οι κυτταρικές µεµβράνες γίνονται 

διαπερατές µε επώαση του δείγµατος µε διάλυµα 0.5% Triton-X-100 σε PBS +/+ για 

10 λεπτά.  Μετά από 2 εκπλύσεις των 5 λεπτών µε PBS +/+ τα κύτταρα επωάζονται µε 

διάλυµα PBS +/+ / 5% FBS / 0.1 Μ γλυκίνη για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου και 

στη συνέχεια για 14-16 ώρες στους 40C.  Την επόµενη µέρα τα κύτταρα εκπλένονται 

2 φορές από 5 λεπτά µε PBS +/+ / 5% FBS και στη συνέχεια επωάζονται µε το 

κατάλληλο πρώτο αντίσωµα σε αραίωση 1:100 (εκτός αν αναφέρεται διαφορετικά) σε 

PBS +/+ / 5% FBS για 2 ώρες. Τα κύτταρα εκπλένονται και πάλι 4 φορές από 5 λεπτά 

µε  PBS +/+ / 5% FBS και στη συνέχεια επωάζονται µε το κατάλληλο αντίσωµα κατά 

ανοσοσφαιρινών σηµασµένο µε φθορίζουσα ουσία, σε αραίωση 1:100 σε PBS +/+ / 5% 

FBS για 1 ώρα.  Στην περίπτωση που είναι επιθυµητή η παρατήρηση και των 

µικροϊνιδίων της ακτίνης στο ίδιο δείγµα ακολουθεί έκπλυση των κυττάρων 4 φορές 

για 5 λεπτά κάθε φορά µε PBS +/+ / 5% FBS και χρώση µε ροδαµίνη-φαλλοϊδίνη όπως 

αναφέρεται παραπάνω στον άµεσο ανοσοφθορισµό.  Τέλος τα κύτταρα εκπλένονται 4 

φορές από 5 λεπτά κάθε φορά µε PBS +/+  και τοποθετούνται ανάστροφα σε 

αντικειµενοφόρες πλάκες στις οποίες έχει τοποθετηθεί µία σταγόνα διαλύµατος slow 

fade antifade reagent. 

Τα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν για τα πειράµατα ανοσοφθορισµού 

περιγράφονται παρακάτω όπως και οι αραιώσεις στις οποίες χρησιµοποιήθηκαν: η 
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ροδαµίνη-φαλλοϊδίνη, το αντίσωµα κατά του επιτόπου flag (anti-flag-M5) και τα 

αντισώµατα κατά των πρωτεινών RhoA, RhoB και LIMK2 χρησιµοποιήθηκαν σε 

αραίωση 1:100.  Το αντίσωµα έναντι της πρωτεΐνης LIMK1 χρησιµοποιήθηκε σε 

αραίωση 1:150.  Σαν δεύτερα αντισώµατα χρησιµοποιήθηκαν η IgG κατά αντιορού 

ποντικού, ή κουνελιού, ή αρουραίου σηµασµένες µε φλουορεσκίνη (FITC-conjugated 

anti-mouse IgG, FITC-conjugated anti-rabbit IgG και FITC-conjugated anti-rat IgG 

αντίστοιχα) ή IgG κατά αντιορού κουνελιού σηµασµένη µε τη χρωµοφόρο ουσία 

Alexa-Fluor-488.  Όλα τα δεύτερα αντισώµατα χρησιµοποιήθηκαν σε αραίωση 1:100. 

Τα παρασκευάσµατα παρατηρήθηκαν σε µικροσκόπιο Olympus BH- 2 εφοδιασµένο 

µε συσκευή παραγωγής υπεριώδους ακτινοβολίας κατάλληλου µήκους κύµµατος και 

φωτογραφήθηκαν µε ελαιοκαταδυτικό φακό 40X και µε φωτογραφική µηχανή 35 mm 

Olympus (c-35 AD-4) σε ασπρόµαυρο φίλµ KODAK P3200  ή σε slides Fujichrome 

P400.  Εναλλακτικά,τα δείγµατα παρατηρήθηκαν σε ανάστροφο µικροσκόπιο Zeiss 

IM35 (Zeiss, Oberkochen, Germany) εφoδιασµένο 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).  Η επεξεργασία των δεδοµένων – 

ρύθµιση φωτεινότητας και κοντράστ – έγινε µε το λογισµικό Photoshop 6.0 για 

Windows XP. 

 

2.12. Αποµόνωση κυτταρικών εκχυλισµάτων ολικών κυτταροπλασµατικών 

πρωτεϊνών. 

Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε τρυβλία διαµέτρου 35 mm ή 60 mm ή 100 mm.  Μετά 

την αποµάκρυνση του θρεπτικού µέσου καλλιέργειας και την εκπλυση των κυττάρων 

2 φορές µε PBS, ακολουθεί απόξεση των κυττάρων µέσα σε 100 µl ή 300 µl ή 1000 

µl (αντίστοιχα και ανάλογα µε το µέγεθος του τρυβλίου που χρησιµοποιήθηκε) 

διαλύµατος λύσης (Tris-HCl 50 mM, pH: 7.5, Triton-X-100 1%, NaCl 150 mM, 

MgCl2 5 mM, 10% γλυκερίνη, aprotinin/leupeptin 10µg/ml, PMSF 1mM).  Το 

κυτταρικό εκχύλισµα αναδεύεται για περίπου 30 λεπτά στους 40C, για να επιτευχθεί η 

καλύτερη λύση των πλασµατικών µεµβρανών, και στη συνέχεια φυγοκεντρείται σε 

επιτραπέζια µικροφυγόκεντρο για 5 λεπτά στις 13,000 rpm στους 40C.  Στο 

υπερκείµενο, το οποίο περιέχει τις ολικές κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες, αφού γίνει 

ποσοτικός προσδιορισµός των πρωτεϊνών όπως περιγράφηκε στην παράγραφο 2.4., 
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χρησιµοποιείται άµεσα για την προετοιµασία των δειγµάτων για ηλεκτροφόρηση και 

Western Blot ή φυλάσεται στους – 800C για µετέπειτα χρήση. 

 

2.13. Προσδιορισµός της ενεργοποίησης των µικρών Rho GTPασών RhoA και 

RhoB. 

Η µέθοδος προσδιορισµού των επιπέδων της ενεργής RhoA ή RhoB σε κυτταρικά 

εκχυλίσµατα βασίζεται στο γεγονός ότι οι πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τις 

ενεργοποιηµένες Rho GTPάσες (Rho effectors) αναγνωρίζουν την πρωτεΐνη µόνο 

όταν αυτή είναι συνδεδεµένη µε GTP (Guanine Tri-Phosphate: τριφωσφορική 

γουανίνη).  Επιπλέον, η δέσµευση της Rho µε το ολιγοπεπτίδιο που αντιστοιχεί στην 

περιοχή δέσµευσης της Rho της πρωτείνης Rhotekin, RBD (Rho Binding Domain), 

παρεµποδίζει την ενδογενή και την επαγώµενη από τις πρωτείνες GAP (GTPase 

Activating Protein) δράση της ως GTPάση (Ren et al., 1999, Reid et al., 1996).  Έτσι 

η περιοχή RBD της πρωτεΐνης Rhotekin χρησιµοποιείται για κατακρήµνιση 

συγγένειας της ενεργής Rho-GTP.    

 

2.13.1 Παρασκευή και αποµόνωση GST-RBD σε σφαιρίδια γλουταθειόνης. 

Συµβατά βακτήρια (competent) E. coli DH5α µετασχηµατίζονται µε το πλασµίδιο 

PGEX-2T-TRBD.  Mικρή καλλιέργεια 200 ml LB + αµπικιλλίνη (50µg/ml) 

εµβολιάζεται από στοκ γλυκερόλης και επωάζεται στους 370C για 14-16 ώρες υπό 

συνεχή ανάδευση.  Την επόµενη µέρα, η καλλιέργεια αραιώνεται (1:10) µε LB + 

αµπικιλλίνη σε τελικό όγκο 2 λίτρα.  Τα βακτήρια αφήνονται να µεγαλώσουν έως 

ότου η οπτική πυκνότητα της καλλιέργειας στα 600 nm να φτάσει περίπου την τιµή 

0.8 (OD600 = 0.8).  Τότε επάγεται η έκφραση του πεπτιδίου µε την προσθήκη στο 

µέσο καλλιέργειας 0.5 mM IPTG.  Τα βακτήρια επωάζονται για 2 ακόµα ώρες στους 

370C υπό συνεχή ανάδευση.  Συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 4,500 rpm για 15 

λεπτά, επαναιωρούνται σε 20 ml  διαλύµατος λύσης ( Tris-HCl 50 mM, pH: 7.5, 

Triton-X-100 1%, NaCl 150 mM, MgCl2 5 mM, DTT 1mM, aprotinin/leupeptin 

10µg/ml, PMSF 1mM) και τα συσσωµατώµατα των βακτηρίων διαλύονται µε τη 

βοήθεια πλαστικής πιπέτας όγκου 10 ml.  Τα βακτήρια λύονται µε τη χρήση 

υπερήχων για 6-8 φορές από 15 δευτερόλεπτα κάθε φορά στους 40C (το αιώρηµα των 

βακτηρίων αφήνεται να κρυώσει στον πάγο για 1-2 λεπτά ενδιάµεσα της εφαρµογής 

των υπερήχων) και στη συνέχεια φυγοκεντρούνται στις 14,000 rpm για 30 λεπτά 

στους 40C για την αποµάκρυνση των αδιάλυτων κυτταρικών υπολοίπων από το 
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βακτηριακό εκχύλισµα.  Στο υπερκείµενο προστίθενται 0.6 ml σφαιριδίων 

γλουταθειόνης (GST- sepharose beads) 50% v/v και αναδεύονται για 60 λεπτά στους 

40C για να προσδεθεί πάνω στα σφαιρίδια της γλουταθειόνης το πεπτίδιο GST-RBD. 

Τα σφαιρίδια συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 2000 rpm  για 1 λεπτό στους 40C 

και εκπλένονται 6 φορές µε 6 ml διαλύµατος έκπλυσης (wash buffer: Tris-HCl 50 

mM, pH: 7.5, Triton-X-100 0.5%, NaCl 150 mM, MgCl2 5 mM, DTT 1mM, 

aprotinin/leupeptin 10µg/ml, PMSF 0.1mM) και µία έβδοµη φορά µε διάλυµα 

έκπλυσης συµπληρωµένο µε 10% v/v γλυκερόλη.  Μετά  την τελευταία έκπλυση τα 

σφαιρίδια GST-RBD επαναιωρούνται σε 4 ml διαλύµατος έκπλυσης συµπληρωµένο 

µε 10% γλυκερόλη και φυλάσσονται στους – 800C σε µερίδια (aliquots) των 250 µl. 

Η εκτίµηση της καθαρότητας και ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης 

που αποµονώθηκε γίνεται µε ηλεκτροφόρηση δείγµατος της πρωτεΐνης σε πήκτωµα 

ακρυλαµιδίου 12% σε συνθήκες αποδιάταξης µαζί µε δείγµατα γνωστών 

συγκεντρώσεων πρωτείνης BSA.  

 

2.13.2 Κατακρήµνιση της ενεργής Rho-GTP πρωτεΐνης από κυτταρικό εκχύλισµα µε 

σφαιρίδια GST-RBD. 

Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε τριβλία διαµέτρου 100 mm.  Αφού εκπλυθούν 2 φορές 

µε παγωµένο διάλυµα TBS (Tris-HCl 50mM, pH:7.6NaCl 137 mM), λύονται µε 1000 

µl διαλύµατος λύσης (lysis buffer: Tris-HCl 50 mM, pH: 7.2, Triton-X-100 1% v/v, 

sodium deoxycholate 0.5% w/v, SDS 0,1% w/v, NaCl 500 mM, MgCl2 10 mM, 

aprotinin/leupeptin 10µg/ml, PMSF 1 mM) και παραλαµβάνοται µε απόξεση.  Το 

κυτταρικό εκχύλισµα φυγοκεντρείται στις 14,000 rpm για 10 λεπτά στους 40C και 

ίσοι όγκοι από κάθε δείγµα επωάζονται µε 20-30µg σφαιριδίων GST-RBD για 45 

λεπτά στους 40C.  Τα σφαιρίδια εκπλένονται 4 φορές µε κρύο διάλυµα έκπλυσης 

(wash buffer: Tris-HCl 50 mM, pH: 7.2, Triton-X-100 1% v/v, NaCl 150 mM, MgCl2 

10 mM, aprotinin/leupeptin 10µg/ml, PMSF 0.1 mM).  Μετά την τελευταία πλύση, 

αφαιρείται κατά το δυνατό το υπερκείµενο διάλυµα, προστίθεται ίσος όγκος 

αποδιατακτικού διαλύµατος (sample buffer) 2Χ και ακολούθως τα δείγµατα 

θερµαίνονται στους 950C για 5 λεπτά.  Παράλληλα ετοιµάζεται ίσος όγκος ολικών 

πρωτεϊνών από το κάθε δείγµα όπου προστίθεται κατάλληλος όγκος αποδιατακτικού 

διαλύµατος 4Χ και θερµαίνονται στους 950C για 5 λεπτά.   Ακολουθεί 

ηλεκτροφόρηση και Western Blot, προσδιορισµός της έντασης των ζωνών και 
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κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων µε τις τιµές που προκύπτουν από τις ζώνες 

ολικών πρωτεϊνών 

 
 

2.14. Παροδική επιµόλυνση κυττάρων µε πλασµιδιακό DNA. 

Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε τρυβλία 6 οπών σε συγκέντρωση 5 - 10*10 4 

κύτταρα/οπή, και για 14-16 ώρες πριν την επιµόλυνση, σε θρεπτικό µέσο 

καλλιέργειας χωρίς αντιβιοτικό.  Η επιµόλυνση των κυττάρων γίνεται µε τη χρήση 

του εµπορικού αντιδραστηρίου Lipofectamine Reagent (Invitrogen life technologies) 

µε τη βοήθεια του θρεπτικού µέσου Opti-MEM (Invitrogen).  Σε αποστειρωµένο 

σωληνάριο αναµιγνύονται 2 µg DNA ανά οπή µε 100 µl Opti-MEM.  Σε ένα δεύτερο 

σωληνάριο αναµιγνύονται 100 µl Opti-MEM µε 7,5 µl Lipofectamine Reagent.  Τα 

περιεχόµενα των δύο σωληναρίων αναµειγνύονται και επωάζονται σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 15 λεπτά.  Στο µείγµα προστίθενται 800 µl Opti-MEM και µετά από 

ελαφρά ανάδευση προστίθεται στα κύτταρα µε την βοήθεια της πιπέτας, αφού 

προηγουµένως αυτά έχουν εκπλυθεί µε 2 ml Opti-MEM.  Τα κύτταρα επωάζονται για 

6 ώρες στους 370C και στη συνέχεια προστίθεται 1 ml θρεπτικού µέσου καλλιέργειας 

συµπληρωµένο µε 20% FBS χωρίς αντιβιοτικά, έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση του 

ορού να είναι 10%.  Την επόµενη µέρα γίνεται αλλαγή του θρεπτικού µέσου 

καλλιέργειας µε DMEM χωρίς  FBS και αντιβιοτικά και τα κύτταρα καλλιεργούνται 

για άλλες 24 ώρες.  Την επόµενη µέρα ενεργοποιούνται µε τον παράγοντα TGF-β1 

για τις ανάγκες του εκάστοτε πειράµατος. 

 

2.15. Γονιδιακή αποσιώπηση της πρωτείνης LIMK2 µε τη χρήση µικρών 

κατασταλτικών RNA (siRNAs). 

Η  γονιδιακή αποσιώπηση της πρωτεΐνης LIMK2 έγινε µε τη χρήση µικρών 

κατασταλτικών RNA (siRNAs).  Το ολιγονουκλεοτίδιο, το οποίο σχεδιάστηκε βάση 

του mRNA της LIMK2 του ποντικού, είναι το: 5΄- ACGCACCTTACGCAAGAGT-

3΄ (sense strand) που ανταποκρίνεται στις βάσεις 1475-1493 (αριθµός πρόσβασης 

ΑΒ008117), θεωρώντας σαν 1 τη βάση Α του κωδικονίου έναρξης ATG και δεν έχει 

οµοιότητα µε καµµία αλληλουχία του cDNA της ανθρώπινης LIMK2.  siRNA έναντι 

της λουσιφεράσης (siRNA luciferase reporter vector pGL2, αριθµός πρόσβασης 

Χ65324) χρησιµοποιήθηκε σαν ολιγονουκλεοτίδιο ελέγχου.  Τα siRNAs 

παρασκευάστηκαν από την Dharmacon Research Inc.  Τα ολιγονουκλεοτίδια 
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εισήχθησαν στα κύτταρα µε τη µέθοδο της παροδικής επιµόλυνσης µε τη βοήθεια του 

αντιδραστηρίου Lipofectamine reagent (παράγραφος 2.14.), αφού προηγήθηκαν 

πειράµατα βελτιστοποίησης των συνθηκών για την αποτελεσµατικότερη γονιδιακή 

αποσιώπηση.  Συγκεκριµένα, Swiss3T3 ινοβλάστες καλλιεργούνται σε τρυβλία 6 

οπών, σε συγκέντρωση 5-10*104 κύτταρα / οπή, και ακολούθως ακολουθείται το 

πρωτόκολο παροδικής επιµόλυνσης όπου χρησιµοποιούνται Χ µg siRNAκαι Υ µl 

lipofectamine reagent.  Μετά από 48 ώρες ακολουθούν τα πειράµατα 

ανοσοφθορισµού ή συλλέγονται τα κυτταρικά εκχυλίσµατα για την προετοιµασία 

δειγµάτων για ηλεκτροφόρηση και ανοσοαποτύπωση ή ανοσοκατακρήµνιση. 

 

2.16. Αναπαραγωγή ανασυνδυασµένων αδενοϊών και επιµόλυνση των κυττάρων.   

Για την αναπαραγωγή των ανασυνδυασµένων αδενοϊών χρησιµοποιήθηκε η 

ανθρώπινη κυτταρική σειρά 293 (packaging line) η οποία επιτρέπει τον 

πολλαπλασιασµό των παραγώµενων αδενοϊών προµηθεύοντας τους µε τα προϊόντα 

των γονιδίων που τους λείπουν Ε1 και Ε3.   

Τα κύτταρα 293 καλλιεργούνται σε τρυβλία διαµέτρου 100 mm, σε συγκέντρωση 1* 

106 κύτταρα /τρυβλίο.  1.5-2 ώρες πριν την ιϊκή επιµόλυνση, γίνεται αλλαγή του 

θρεπτικού µέσου καλλιέργειας µε DMEM/ 3% FBS/ 1% πενικιλλίνη/στρεπτοµυκίνη.  

Στα κύτταρα προστίθενται 5-10 µl στοκ αδενοϊού και επωάζονται στους 370C έως 

ότου αποκολληθούν όλα από τον πυθµένα του τρυβλίου.  Τότε συλλέγεται το 

υπερκείµενο της κυτταρικής καλλιέργειας και τα κύτταρα λύονται µε 5 διαδοχικές 

ψύξεις / αποψύξεις (freeze & thaws).  Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 5,000 rpm σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος για 15 λεπτά, για την αποµάκρυνση των κυτταρικών 

υπολειµάτων.  Το εναποµείναν υπερκείµενο περιέχει τον ανασυνδυασµένο αδενοϊό 

και αφού χωριστεί σε µερίδια (aliquots) φυλάσεται στους – 800C. 

Για την ιϊκή επιµόλυνση των κυττάρων Swiss3T3 τα κύτταρα καλλιεργούνται σε 

τρυβλία 6 οπών ή σε τρυβλία 100 mm, ανάλογα µε τις ανάγκες του εκάστοτε 

πειράµατος.  1.5-2 ώρες πριν την ιϊκή επιµόλυνση, γίνεται αλλαγή του θρεπτικού 

µέσου καλλιέργειας µε DMEM/ 3% FBS/ 1% πενικιλλίνη/στρεπτοµυκίνη.  

Χρησιµοποιήθηκε πολλαπλότητα επιµόλυνσης (multiplicity of infection) τέτοια ώστε 

να επιτευχθεί ο µέγιστος βαθµός επιµόλυνσης των κυττάρων και έκφρασης των 

πρωτεϊνών χωρίς εµφανή κυτταροπαθολογικά αποτελέσµατα.   
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2.17. Ανοσοκατακρήµνιση και δοκιµή κινάσης (in vitro kinase assay) για τις 

πρωτεΐνες LIMK1 και LIMK2.  

Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε τρυβλία διαµέτρου 100 mm σε συγκέντρωση 500,000 

κύτταρα ανά τρυβλίο, ενώ για κάθε δείγµα χρησιµοποιούνται κύτταρα από δύο 

τρυβλία.  Τα κύτταρα προ-επωάζονται µε ή χωρίς τον αναστολέα Υ27632 για 45 

λεπτά σε συγκέντρωση 10 µΜ και στη συνέχεια επωάζονται µε τον παράγοντα TGF-

β1,  σε συγκέντρωση 5 ng/ml για τους χρόνους που αναφέρονται σε κάθε πείραµα.  

Τα κύτταρα αφού εκπλυθούν δύο φορές µε κρύο TBS, λύονται µε 750 µl διαλύµατος 

λύσης ανά τρυβλίο (διάλυµα λύσης για την LIMK2: Tris-HCl 50 mM, pH: 7.5, Triton-

X-100 1%, NaCl 500 mM, NaF 10 mM, γλυκερόλη 10%, β-glycerophosphate 25 mM, 

Na3VO4 1 mM, PMSF 1 mM, aprotinin 2 µg/ml, leupeptin 2 µg/ml, διάλυµα λύσης για 

την LIMK1: Tris-HCl 50 mM, pH: 7.5, Nonidet-P-40 1%, NaCl 150 mM, NaF 10 

mM, γλυκερόλη 10%, Na3VO4 1 mM, PMSF 1 mM, aprotinin 2 µg/ml, leupeptin 2 

µg/ml ), µεταφέρονται µετά από απόξεση σε σωληνάρια όγκου 1.5 ml και επωάζονται 

στον πάγο για 30 λεπτά.  Στη συνέχεια φυγοκεντρούνται για 10 λεπτά στις 14,000 

rpm στους 40C και το υπερκείµενο προ-επεξεργάζεται µε σφαιρίδια αγαρόζης 

προσδεδεµένα µε πρωτείνη-G (G-protein agarose beads)  για 1 ώρα στους 40C.  Τα 

σφαιρίδια της αγαρόζης αποµακρύνονται µε σύντοµη φυγοκέντρηση (spin down) και 

τα υπερκείµενα των δειγµάτων (ίση ποσότητα πρωτείνης για κάθε ένα) υποβάλλονται 

σε ανοσοκατακρήµνιση.  Αρχικά επωάζονται µε αντίσωµα έναντι  της LIMK2 ή της 

LIMK1 (2 µg αντισώµατος ανά δείγµα) για 2 ώρες στους 40C µε συνεχή περιστροφή, 

και στη συνέχεια προστίθεται  G-protein agarose beads (20 µl ανά δείγµα) για ακόµη 

2 ώρες στους 40C µε συνεχή περιστροφή.  Η πρωτείνη LIMK2 ή LIMK1 που έχει 

ανοσοκατακρηµνιστεί αφού εκπλυθεί 3 φορές µε διάλυµα κινάσης (διάλυµα κινάσης 

για LIMK2: Hepes/NaOH 50 mM, pH:7.5, β-glycerophosphate 25 mM, MgCl2 5mM, 

MnCl2 5 mM, NaF 10 mM, Na3VO4 1 mM,  διάλυµα κινάσης για LIMK1: 

Hepes/NaOH 50 mM, pH:7.5, MgCl2 5mM, MnCl2 2 mM, NaF 10 mM, Na3VO4 1 

mM), επωάζεται για 30 λεπτά στους 300C σε 20 µl διαλύµατος κινάσης που περιέχει 

15 µΜ κρύο ATP και 5 µCi γ-ραδιενεργό ATP [γ-32P]ATP.  Οι φωσφωρυλιωµένες 

πρωτεΐνες αναλύονται µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 11%, 

µεταφορά των πρωτεϊνών σε νιτροκυτταρίνη και αυτοραδιογραφία, ενώ η 

ταυτοποίηση τους γίνεται µετά µε ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας εξειδικευµένα 

αντισώµατα.   
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2.18. Μέθοδος κανονικοποίησης β-gal και µέτρηση της αντίδρασης της 

λουσιφεράσης (luciferase assay). 

H µέθοδος αυτή χρησιµοποιήθηκε για τον έλεγχο της έκφρασης και λειτουργίας των 

Smad πρωτεϊνών που εισήχθησαν στα κύτταρα µε τη βοήθεια ανασυνδιασµένων 

αδενοϊών.  

Η µέθοδος κανονικοποίησης β-gal χρησιµοποιείται για την κανονικοποίηση της 

απόδοσης της επιµόλυνσης των κυττάρων, καθώς και για την εξάλειψη του 

σφάλµατος λόγω του διαφορετικού αριθµού κυττάρων για κάθε τρυβλίο, σε 

πειράµατα µέτρησης της αντίδρασης της λουσιφεράσης.  Για το σκοπό αυτό τα 

κύτταρα επιµολύνθηκαν εκτός από τους αδενοϊούς που εκφράζουν τις πρωτείνες 

Smad και µε αδενοϊό-φορέα του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης (β-gal).   Σε 20 µl 

κυτταρικού εκχυλίσµατος προστί8ενται 456 µl διαλύµατος Νa3PO4 (0.1 M pH:7.3), 

132 µl ONPG (8mg/ml σε 0.1 Μ Νa3PO4), και 6 µl 100X διαλύµατος αλάτων (KCl 

3M, MgCl2 1M, β-µερκαπτοαιθανόλη, H2O σε τελικό όγκο 1ml).  Τα δείγµατα 

επωάζονται σε υδατόλουτρο στους 370C µέχρι να κιτρινίσουν.  Η αντίδραση 

διακόπτεται µε προσθήκη 200µl διαλύµατος Νa2CO3 1M που προκαλεί µεταβολή του 

pH.  Η µέτρηση της οπτικής πυκνότητας (OD) των δειγµάτων γίνεται σε φωτόµετρο 

(Lamda 15, Perkin-Elmer) στα 410 nm. Η µεγαλύτερη τιµή που λαµβάνεται ανά 

πείραµα διαιρείται µε τις υπόλοιπες, οπότε προκύπτει για κάθε τρυβλίο ο παράγοντας 

κανονικοποίησης ο οποίος αντιστοιχεί στην ποσότητα δείγµατος που θα 

χρησιµοποιηθεί στη µέτρηση της αντίδραση της λουσιφεράσης. 

Η µέθοδος αντίδρασης της λουσιφεράσης χρησιµοποιείται για την εκτίµηση της 

µεταγραφικής ενεργοποίησης από τον υποκινητή του πλασµιδίου αναφοράς, ως 

αποτέλεσµα της επιµόλυνσης µε πλασµίδια έκφρασης.    Η εκτίµηση αυτή γίνεται µε 

χρήση ενζυµικής αντίδρασης, όπου µετράται η δραστικότητα του ενζύµου της 

λουσιφεράσης, που προέρχεται από την πυγολαµπίδα (fire fly), και συνεκφράζεται 

στα κύτταρα που επιµολύνθηκαν, καθώς είναι σε συζευξη µε τον υποκινητή (CAGA9-

MLP-Luciferase).  Για κάθε αντίδραση χρησιµοποιείται ποσότητα κυτταρικού 

εκχυλίσµατος που αντιστοιχεί στον παράγοντα κανονικοποίησης, και 100 µl 

υποστρώµατος λουσιφεράσης.  Η τιµή της µεταγραφικής ενεργοποίησης κάθε 

δείγµατος δίνεται από το λουµινόµετρο.   
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2.19. ∆οκιµασία τραυµατισµού µονοστοιβάδας (wounding assay).  

Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε τρυβλία διαµέτρου 60 mm µέχρις ότου να καλύψουν 

όλη την επιφάνεια του τρυβλίου.  Στη συνέχεια δηµιουργείται µια εγκάρσια τοµή 

(πληγή) στο τρυβλίο µε τη βοήθεια µιας αποστειρωµένης αιχµηρής ακίδας, και η 

επούλωση της πληγής παρακολουθείται στη διάρκεια του χρόνου.  Η παρακολούθηση 

γίνεται σε µικροσκόπιο LEICA DM IRBE και φωτογραφίζεται µε κάµερα Visitron 

System RMBH. Για τον προσδιορισµό της διαµέτρου της τοµής, φωτογραφήθηκε µε 

τον ίδιο φακό πρότυπη κλίµακα 1 mm.  Για κάθε χρονική στιγµή, τραβήχτηκαν πέντε 

φωτογραφίες από κάθε δείγµα και σε κάθε φωτογραφία µετρήθηκε η διάµετρος της 

πληγής σε πέντε σηµεία.  Τα αποτελέσµατα επεξεργάστηκαν στατιστικά µε τη 

βοήθεια του προγράµµατος  Microsoft Excel για τα Windows XP.  
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3.1. Ο Μετασχηµατίζων Αυξητικός Παράγοντας-β (Transforming Growth 

Factor-β, TGF-β) οδηγεί σε αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης 

σε ινοβλάστες. 

 

3.1.1.   Μορφολογική ανάλυση της επίδρασης του παράγοντα TGF-β στον 

κυτταροσκελετό της ακτίνης στους Swiss3T3 ινοβλάστες – Αποτελέσµατα 

άµεσου ανοσοφθορισµού. 

H επίδραση του παράγοντα TGF-β1 στους Swiss3T3 ινοβλάστες, αναλύθηκε µε 

µικροσκοπία άµεσου φθορισµού και τη χρήση ροδαµίνης-φαλλοϊδίνης.  Τα κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν απουσία ορού (FBS) για 24 ώρες και στη συνέχεια ενεργοποιήθηκαν 

µε τον παράγοντα TGF-β1, σε συγκέντρωση 5ng/ml για 15 λεπτά, 3 και 24 ώρες 

(εικόνα 3.1.1).   

 

 
 

Εικόνα 3.1.1.: Ο παράγοντας TGF-β1 επάγει άµεσα έντονη αναδιοργάνωση του 
κυτταροσκελετού της ακτίνης στους Swiss3T3 ινοβλάστες.  Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 24 
ώρες σε θρεπτικό µέσο καλλιέργειας χωρίς ορό (FBS) και στη συνέχεια ενεργοποιήθηκαν µε 
TGF-β1 για 15 λεπτά, 3 και 24 ώρες αντίστοιχα. Στη συνέχεια µονιµοποιήθηκαν, σηµάνθηκαν 
µε ροδαµίνη-φαλλοϊδίνη και παρατηρήθηκαν σε µικροσκόπιο φθορισµού.  Η γραµµή 
αντιπροσωπεύει 10 µm. 
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Τα κύτταρα ελέγχου παρουσίασαν τυπική µορφολογία µε την πολυµερισµένη ακτίνη 

να περιορίζεται στην περιφέρεια, ενώ στο κύριο σώµα του κυττάρου απουσιάζουν τα 

ινίδια του στρες.  Επίδραση µε τον παράγοντα TGF-β1 είχε σαν αποτέλεσµα την 

αλλαγή στην µορφολογία των κυττάρων, τα οποία εµφανίστηκαν  πιο επίπεδα και 

πλατιά, ενώ παρατηρήθηκε και έντονη µεταβολή στην οργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης (εικόνα 3.1.1).  Η παρουσία νέων µικροινιδίων ακτίνης 

ήταν εµφανής στα κύτταρα από τα πρώτα 15 λεπτά επίδρασης µε τον παράγοντα και 

έγινε πιο έντονη µε την πάροδο του χρόνου, καθώς τα µικροινίδια εµφανίστηκαν πιο 

έντονα και αυξήθηκαν σε αριθµό και σε έκταση.   Μετά από 24 ώρες η µεταβολή στο 

σχήµα των κυττάρων ήταν δραµατική.  Εµφανίστηκαν επιµήκη, µε παράλληλη 

κατανοµή των µικροινιδίων της ακτίνης, χαρακτηριστικό της εµφάνισης των ινιδίων 

του στρες.   

 

 

3.1.2. Ποσοτική ανάλυση της µεταβολής του λόγου µονοµερούς (G) προς ολική 

ακτίνη από τον TGF-β στους Swiss3T3 ινοβλάστες. 

Προκειµένου να επιβεβαιωθούν οι µορφολογικές παρατηρήσεις από τα πειράµατα 

ανοσοφθορισµού, χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος ποσοτικού προσδιορισµού του λόγου 

µονοµερούς προς ολική ακτίνη µε τη δοκιµή ενεργότητας του ενζύµου DNase I.  Τα 

κύτταρα, µετά από στέρηση ορού για 24 ώρες ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml TGF-β1 

για 15 και 30 λεπτά, 1, 3 και 24 ώρες.  Τα κυτταρικά εκχυλίσµατα από κάθε δείγµα 

χρησιµοποιήθηκαν για τον προσδιορισµό του λόγου  µονοµερούς προς ολική ακτίνη.  

Τα αποτελέσµατα, τα οποία παρουσιάζονται στον πίνακα 3.1, έδειξαν µια σταδιακή 

µείωση του λόγου G/ολική ακτίνη, η οποία ανταποκρίνεται στην ελάτωση της 

παρουσίας της µονοµερούς µε παράλληλη αύξηση της πολυµερισµένης ακτίνης στα 

κύτταρα.  Η σχετική µείωση του λόγου έφτασε µέχρι τις 1,47 φορές και 

αντικατοπτρίζει την µετατόπιση της δυναµικής ισοροπίας του λόγου G/ολική ακτίνη 

προς την πολυµερή µορφή. 

 

 

 

 

 

 69



                                                                                                             3. Αποτελέσµατα                

 

 

Πίνακας 3.1.:  Προσδιορισµός του λόγου µονοµερούς G / ολική ακτίνη Swiss3T3 
ινοβλαστών µετά από επίδραση µε τον παράγοντα TGF-β1 µε τη µέθοδο αναστολής της 
Dnase I. 

 

                                              µg ακτίνης / mg ολικών  
                                                  κυτ/κών πρωτεϊνών 

Χρόνος επώασης Μονοµερής 
ακτίνη 

Ολική ακτίνη    G/Ολική ακτίνη Σχετική µείωση 

 

0 

 

14,94 ± 1,6 

 

33,63 ± 4,9 

 

0,44 ± 0,017 

 

- 

15 λεπτά 16,88 ± 1,3 42,14 ± 4,3 0,40 ± 0,019 1,10 

30 λεπτά 17,50 ± 3,8 46,76 ± 8,9 0,37 ± 0,011 1,19 

1 ώρα 17,60 ± 2,9 50,23 ± 9,7 0,35 ± 0,010 1,26 

3 ώρες  15,24 ± 0,7 46,87 ± 5,5 0,33 ± 0,023 1,33 

24 ώρες  19,62 ± 0,1 64,33 ± 0,6 0,30 ± 0,002 1,47 

 

Σε κυτταρικά εκχυλίσµατα κυττάρων ελέγχου ή κυττάρων που έχουν επωαστεί µε τον 
παράγοντα TGF-β1 (για τις ενδεικνυόµενες χρονικές στιγµές) Swiss3T3 ινοβλαστών, 
προσδιορίστηκε ποσοτικά η µονοµερής (G-) και η ολική ακτίνη µε τη βοήθεια της 
δοκιµής αναστολής της DNase I.  Η ποσότητα της ακτίνης εκφράζεται σε µg ακτίνης 
ανά mg ολικής πρωτείνης για κάθε δείγµα (µέσες τιµές ± s.e.m.).  Στην τελευταία στήλη 
αναγράφεται η σχετική µείωση του λόγου G/ολική ακτίνη ανάµεσα στα κύτταρα ελέγχου 
και τα κύτταρα που έχουν επωαστεί µε TGF-β1.  Τα αποτελέσµατα είναι 
αντιπροσωπευτικά από δύο ανεξάρτητα πειράµατα.   
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3.1.3.   Μορφολογική ανάλυση της επίδρασης του παράγοντα TGF-β στον 

κυτταροσκελετό της ακτίνης και σε ινοβλάστες εµβρύου ποντικού (Mouse 

Embryonic Fibroblasts, MEFs) – Αποτελέσµατα άµεσου ανοσοφθορισµού. 

Με σκοπό να διερευνηθεί αν η επίδραση του παράγοντα TGF-β στους Swiss3T3 

ινοβλάστες είναι εξειδικευµένη για αυτά τα κύτταρα ή αν επεκτείνεται και σε άλλα 

κυτταρικά συστήµατα ινοβλαστών, τα πειράµατα άµεσου ανοσοφθορισµού 

επαναλήφθησαν, χρησιµοποιώντας αυτή τη φορά σαν κυτταρικό σύστηµα τους 

αθανατοποιηµένους ινοβλάστες εµβρύου ποντικού, MEFs.  Τα αποτελέσµατα ήταν 

παρόµοια µε αυτά των Swiss3T3 ινοβλαστών (εικόνα 3.1.3), αφού και σε αυτό το 

κυτταρικό σύστηµα η αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης  ήταν άµεση 

ήδη από τα πρώτα 15 λεπτά επίδρασης µε τον TGF-β1. Η µόνη διαφορά που 

παρατηρήθηκε µεταξύ των Swiss3T3 ινοβλαστών και των MEFs, είναι ότι στη 

δεύτερη περίπτωση η απόκριση του κυτταροσκελετού στον παράγοντα στα 15 λεπτά 

ήταν πιο έντονη και εµφανής (εικόνα 3.1.3.).   

 

 
 
Εικόνα 3.1.3.: Ο παράγοντας TGF-β1 επάγει άµεσα έντονη αναδιοργάνωση του 
κυτταροσκελετού της ακτίνης και σε Mouse Embryonic Fibroblasts, MEFs.  Τα κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν για 24 ώρες σε θρεπτικό µέσο καλλιέργειας χωρίς ορό (FBS) και στη συνέχεια 
ενεργοποιήθηκαν µε TGF-β1 για 15 λεπτά, 3 και 24 ώρες αντίστοιχα. Στη συνέχεια 
µονιµοποιήθηκαν, σηµάνθηκαν µε ροδαµίνη-φαλλοϊδίνη και παρατηρήθηκαν σε µικροσκόπιο 
φθορισµού.  Η γραµµή αντιπροσωπεύει 10 µm. 
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3.2. Οι µικρές Rho GTPases RhoΑ και RhoB ενεργοποιούνται από τον TGF-β 

και µεσολαβούν για την αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης από 

τον παράγοντα. 

 

3.2.1. Αποµόνωση και καθαρισµός του πεπτιδίου GST-RBD σε σφαιρίδια 

γλουταθειόνης, για τον προσδιορισµό των ενεργών RhoA και RhoB σε κυτταρικά 

εκχυλίσµατα. 

Με σκοπό να προσδιοριστούν τα επίπεδα των ενεργών RhoA και RhoB, όταν δηλαδή 

οι πρωτεΐνες είναι προσδεµένες µε GTP, αποµονώθηκε και καθαρίστηκε το πεπτίδιο 

RBD (Rho Binding Domain) της πρωτεΐνης rhotekin, συνδεµένο µε την πρωτεΐνη 

GST, και το σύνολο GST-RBD συνδέθηκε µε σφαιρίδια γλουταθειόνης.  Τα 

σφαιρίδια αυτά χρησιµοποιήθηκαν στη συνέχεια για κατακρήµνιση συγγένειας των 

RhoA-GTP και RhoB-GTP από το κυτταρικό εκχύλισµα.  

Τα σφαιρίδια γλουταθειόνης-GST-RBD αποµονώθηκαν από βακτήρια E. coli DH5α, 

όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.13.1 του κεφαλαίου υλικά και µέθοδοι.  Η 

εκτίµηση της καθαρότητας και ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης 

που αποµονώθηκε κάθε φορά, έγινε µε ηλεκτροφόρηση δείγµατος της πρωτείνης σε 

πήκτωµα ακρυλαµιδίου 12% σε συνθήκες αποδιάταξης, µαζί µε δείγµατα γνωστών 

συγκεντρώσεων (1, 2, 3, 4, 5 µg) BSA.  Στην εικόνα 3.2.1.Α παρουσιάζεται 

ενδεικτικά ένα πήκτωµα ακρυλαµιδίου µετά από χρώση µε Coomassie Blue.  H 

συγκέντρωση της πρωτεΐνης που αποµονώθηκε κάθε φορά, όπως φαίνεται και στην 

εικόνα 3.2.1.Α, ήταν µεταξύ 0,2 – 0,4 mg/ml.   

Στη συνέχεια και µε σκοπό να διερευνηθεί εάν τα σφαιρίδια που αποµονώθηκαν 

κατακρηµνίζουν µόνο τις Rho πρωτεΐνες στην ενεργή τους µορφή, καταφύγαµε σε 

παροδική επιµόλυνση των κυττάρων είτε µε τον πλασµιδιακό φορέα ελέγχου pEXV-

myc, είτε µε πλασµιδιακούς φορείς που εκφράζουν την πρωτεΐνη RhoB στην µονίµως 

ενεργή ή στην µονίµως ανενεργή της µορφή (RhoB-V14 και RhoB-N19 αντίστοιχα).  

Μετά από 48 ώρες, έγινε συλλογή των κυτταρικών εκχυλισµάτων, τα οποία 

υποβλήθηκαν σε κατακρήµνιση συγγένειας µε τα σφαιρίδια γλουταθειόνης- GST-

RBD.  Στην εικόνα 3.2.1.Β φαίνεται ότι άν και η έκφραση των δύο µεταλλαγµένων 

µορφών της πρωτεΐνης RhoB είναι σε σχατικά παρόµοια επίπεδα, µόνο η µονίµως 

ενεργή της µορφή RhoB-V14 έχει κατακρηµνιστεί µαζί µε τα σφαιρίδια GST-RBD. 

 
 

 72



                                                                                                             3. Αποτελέσµατα                

 
 

 
 

 
 

Εικόνα 3.2.1.: Καθαρισµός, αποµόνωση και έλεγχος της δράσης των σφαιριδίων 
γλουταθειόνης-GST-RBD.  (Α)  πήκτωµα ακρυλαµιδίου 12% µετά από χρώση µε Coomassie 
Blue, διάδροµοι 1-5: πρότυπες συγκεντρώσεις της πρωτεΐνης BSA, διάδροµοι 6-7: δείγµα της 
πρωτεΐνης που καθαρίστηκε (10 και 20 µl αντίστοιχα), διάδροµος 8: πρωτεϊνικός δείκτης, 
διάδροµος 9: ολικό κυτταρικό εκχύλισµα πριν την επεξεργασία του µε τα σφαιρίδια 
γλουταθειόνης.  (Β)  Swiss3T3 ινοβλάστες επιµολύνθηκαν παροδικά µε myc, RhoB-V14 και 
RhoB-N19.  Στα κυτταρικά εκχυλίσµατα έγινε κατακρήµνιση συγγένειας και στη συνέχεια οι 
πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε συνθήκες αποδιάταξης και ανιχνεύθηκαν µε 
ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας εξειδικευµένο αντίσωµα έναντι της RhoB.  ∆ιάδροµοι 1-3: 
ολικές πρωτεΐνες των κυτταρικών εκχυλισµάτων του κάθε δείγµατος, διάδροµοι 4-6: πρωτεΐνες 
που κατακρηµνίστηκαν µαζί µε τα σφαιρίδια γλουταθειόνης – GST-RBD. 
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3.2.2. Οι µικρές Rho GTPases RhoΑ και RhoB ενεργοποιούνται από τον 

παράγοντα TGF-β στους Swiss3T3 ινοβλάστες.  

Από την πρόσφατη βιβλιογραφία προκύπτει ότι η οικογένεια των Rho GTPασών 

παίζει ιδιαίτερα σηµαντικό ρόλο στον έλεγχο της αναδιοργάνωσης του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης.  Επιπλέον οι πρωτεΐνες RhoA και RhoB είναι αυτές 

που εµπλέκονται κατά κύριο λόγο στη δηµιουργία των ινιδίων του στρες.  Με βάση 

τα παραπάνω δεδοµένα και τις µορφολογικές παρατηρήσεις των προηγούµενων 

παραγράφων (εικόνες 3.1.1 και 3.1.3.), διερευνήθηκε η ενεργοποίηση των µικρών 

Rho GTPασών από τον παράγοντα TGF-β στους Swiss3T3 ινοβλάστες.  Το ερώτηµα 

προσεγγίστηκε µε πειράµατα κατακρήµνισης συγγένειας, χρησιµοποιώντας τα 

σφαιρίδια γλουταθειόνης-GST-RBD που περιγράφηκαν στην προηγούµενη 

παράγραφο.  Τα κύτταρα υποβλήθηκαν σε συνθήκες στέρησης ορού για 24 ώρες και 

στη συνέχεια ενεργοποιήθηκαν µε 5ng/ml TGF-β1 για 5, 10, 15, 30 λεπτά, 1, 3 και 24 

ώρες.  Οι προσδεµένες µε GTP RhoA και RhoB, κατακρηµνίστηκαν από ίσο όγκο 

κυτταρικού εκχυλίσµατος για το κάθε δείγµα, µαζί µε τα σφαιρίδια γλουταθειόνης-

GST-RBD.  Οι πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου 12% σε 

συνθήκες αποδιάταξης και ακολούθησε ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα έναντι της 

RhoA ή της RhoB αντίστοιχα (εικόνα 3.2.2.Α και Γ).  Παράλληλα µε τα δείγµατα που 

προέκυψαν από την κατακρήµνιση συγγένειας, διαχωρίσθηκαν στο ίδιο πήκτωµα 

ακρυλαµιδίου και δείγµατα ίσου όγκου ολικών πρωτεϊνών.  Οι ζώνες των πρωτεϊνών 

ποσοτικοποιήθηκαν µε οπτική πυκνοµετρία, και οι τιµές  των ενεργών RhoA και 

RhoB κανονικοποιήθηκαν µε βάση τις τιµές των ολικών πρωτεϊνών (εικόνα 3.2.2. Β 

και ∆).  Τα αποτελέσµατα από τρία ανεξάρτητα πειράµατα έδειξαν ότι τόσο η RhoA 

όσο και η RhoB ενεργοποιούνται από τον παράγοντα TGF-β1 στους Swiss3T3 

ινοβλάστες (αντιπροσωπευτικά αποτελέσµατα από ένα πείραµα στην εικόνα 3.2.2.Α 

και Γ).  Στα γραφήµατα Β και ∆ της εικόνας 3.2.2. παρουσιάζονται οι µέσες τιµές των 

τριών ανεξάρτητων πειραµάτων µετά από στατιστική επεξεργασία των 

αποτελεσµάτων.  Η ποσότητα της ενεργής RhoA και RhoB αυξάνεται σηµαντικά 

µόλις 5 λεπτά µετά την επίδραση µε τον παράγοντα TGF-β1, φτάνει σε µέγιστο  και 

επανέρχεται σε βασικά επίπεδα περίπου µετά από τρεις ώρες.    

∆εδοµένου ότι και οι δύο Rho GTPάσες µετρήθηκαν µε την ίδια µέθοδο, και µε 

σκοπό να διερευνηθεί κατά πόσο τα δύο αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν 

αναγνωρίζουν ειδικά τις πρωτεΐνες RhoA και RhoB αντίστοιχα, διερευνήθηκε η 

εξειδίκευση τους σε συνθήκες υπερέκφρασης των πρωτεϊνών µετά από παροδική 
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επιµόλυνση.  Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στην εικόνα 3.2.2.Ε και 

επιβεβαιώνουν ότι τα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν παρουσιάζουν υψηλή 

εξειδίκευση.    

 

 

 
 
 
 
Εικόνα 3.2.2. Ο παράγοντας TGF-β1 επάγει την ενεργοποίηση της RhoA και της RhoB στους 
Swiss3T3 ινοβλάστες.   Αντιπροσωπευτικά αποτελέσµατα τα οποία δείχνουν την αύξηση (Α) της 
ενεργής RhoA-GTP  και (Β) της ενεργής RhoB-GTP οι οποίες προσδιορίστηκαν µε 
κατακρήµνιση συγγένειας µε σφαιρίδια γλουταθειόνης-GST-RBD από κύτταρα µάρτυρες ή 
ενεργοποιηµένα από τον παράγοντα  TGF-β1 (5ng/ml) για τις αναγραφόµενες χρονικές στιγµές.  
Οι πρωτεΐνες RhoA και RhoB εµφανίστηκαν µε ανοσοαποτύπωση, χρησιµοποιώντας 
εξειδικευµένα αντισώµατα έναντι των αντίστοιχων GTPασών.  Οι ζώνες των ενεργών (επάνω 
πάνελ) και των ολικών (κάτω πάνελ) πρωτεϊνών ποσοτικοποιήθηκαν µε οτπική πυκνοµετρία 
και η ένταση των ενεργών πρωτεϊνών κανονικοποιήθηκε µε την ένταση της αντίστοιχης ζώνης 
των ολικών πρωτεϊνών.  Στα γραφήµατα (Β) και (∆) παρουσιάζονται οι µέσες τιµές ± S.E. των 
στατιστικά επεξεργασµένων αποτελεσµάτων τριών ανεξάρτητων πειραµάτων (*, p< 0,05).  (E) 
η εξειδίκευση των αντισωµάτων που χρησιµοποιήθηκαν για την ανοσοαποτύπωση των 
πρωτεϊνών RhoA και RhoB, ταυτοποιήθηκε µετά από υπερέκφραση των RhoA-N19 και RhoB-
N19 µε παροδική επιµόλυνση των κυττάρων και ανοσοαποτύπωση.  Στον πρώτο διάδροµο 
(myc) παρουσιάζονται κύτταρα µάρτυρες µετά από παροδική επιµόλυνση µε τον πλασµιδιακό 
φορέα myc.    
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3.2.3. Η ενεργοποίηση των πρωτεϊνών RhoA και RhoB από τον παράγοντα TGF-

β1 είναι απαραίτητη για την αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης 

στους Swiss3T3 ινοβλάστες.   

Προκειµένου να διερευνηθεί αν η ενεργοποίηση των µικρών GTPασών RhoA και 

RhoB από τον παράγοντα TGF-β είναι κρίσιµης σηµασίας για την επαγώµενη 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού στους Swiss3T3 ινοβλάστες, µελετήθηκε η 

επίδραση της υπερέκφρασης των πρωτεϊνών στη µονίµως ανενεργή τους µορφή.  

Ακολούθησε διπλή χρώση των κυττάρων και ανάλυση µε µικροσκοπία συνεστίασης.  

Συγκεκριµένα, πλασµιδιακοί φορείς οι οποίοι εκφράζουν την RhoA-N19 ή την RhoB-

N19 (Qiu et al., 1995; Lebowitz et al., 1995) ή την φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP σαν 

φορέα ελέγχου εισήχθησαν στα κύτταρα µε τη µέθοδο της παροδικής επιµόλυνσης.  

Τα κύτταρα υποβλήθηκαν σε συνθήκες στέρησης ορού για 24 ώρες και στη συνέχεια 

ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml TGF-β1 για 3 ώρες.  Ακολούθησε διπλή χρώση των 

κυττάρων, έµµεση, µε αντισώµατα έναντι της RhoA ή της RhoB αντίστοιχα και 

δεύτερο αντίσωµα σηµασµένο µε φλουορεσκίνη (FITC) και άµεση, µε ροδαµίνη-

φαλλοϊδίνη για την ανίχνευση της πολυµερισµένης ακτίνης (εικόνα 3.2.3.).  Στα 

κύτταρα µάρτυρες όπου εκφράστηκε η φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP και στη συνέχεια 

ενεργοποιήθηκαν µε TGF-β1, παρατηρείται αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού 

της ακτίνης η οποία δεν επηρεάστηκε από τη διαδικασία της παροδικής επιµόλυνσης 

(εικόνα 3.2.3.Α και Β).  Αντίθετα, στα κύτταρα που εκφράστηκε η µονίµως ανενεργή 

RhoA (RhoA-N19), δεν παρατηρήθηκε η δηµιουργία νέων µικροϊνιδίων ακτίνης σε 

απόκριση στον παράγοντα, σε αντίθεση µε τα γειτονικά κύτταρα που δεν εκφράζουν 

την µεταλλαγµένη πρωτεΐνη (εικόνα 3.2.3.Γ και ∆).  Παροµοίως, και στα κύτταρα 

που υπερεκφράστηκε η µονίµως ανενεργή RhoB (RhoB-N19) δεν παρατηρήθηκε 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης ούτε η δηµιουργία ινιδίων του 

στρές, και πάλι σε αντίθεση µε τα γειτονικά κύτταρα (εικόνα 3.2.3.Ε και Ζ).   

Από τα αποτελέσµατα των παραγράφων 3.2.2. και 3.2.3 προκύπτει ότι ο παράγοντα 

TGF-β1 ενεργοποιεί τις Rho GTPάσες RhoA και RhoB, ενώ η ενεργοποίηση τους 

φαίνεται ότι είναι απαραίτητη για την αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της 

ακτίνης στους Swiss3T3 ινοβλάστες.    
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ικόνα 3.2.3. Η ενεργοποίηση των Rho GTPασών RhoA και RhoB είναι απαραίτητη για την 
παγώµενη από τον παράγοντα TGF-β1 αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης.  
ικροσκοπία συνεστίασης για τον κυτταροσκελετό της ακτίνης σε Swiss3T3 ινοβλάστες οι 
ποίοι έχουν (+) ή όχι (-) ενεργοποιηθεί από 5 ng/ml TGF-β1 για 3 ώρες µετά από παροδική 
πιµόλυνση µε πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης της GFP (A, B), ή της RhoA-N19 (Γ, ∆), ή της 
hoB-19 (E, Z).  (Α) φθορισµός της αυτο-φθορίζουσας πρωτεΐνης GFP, (Γ και Ε) έµµεσος 
νοσοφθορισµός των κυττάρων που εκφράζουν τις RhoA-N19 και τη RhoB-N19 µε αντισώµατα 
nti-RhoA και anti-RhoB αντίστοιχα και δεύτερο αντίσωµα σηµασµένο µε φλουορεσκίνη 
FITC), (B, ∆ και Ζ) άµεσος φθορισµός ροδαµίνης-φαλλοϊδίνης για την πολυµερισµένη ακτίνη.  
ι εικόνες 1-4 αντιπροσωπεύουν τοµές σάρωσης από την επάνω πλευρά του κυττάρου (1) προς 
ην κάτω (4).    
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3.3. Η πρωτεΐνη LIMK2 ενεργοποιείται από τον παράγοντα TGF-β και 

φωσφορυλιώνοντας την κοφιλίνη οδηγεί στην αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης.   

 

3.3.1. Επίδραση µε TGF-β1 οδηγεί σε αύξηση της φωσφορυλίωσης της 

πρωτεΐνης LIMK2 και του φυσιολογικού της υποστρώµατος της κοφιλίνης.  

Οι πρωτεΐνες LIMK1 και LIMK2 είναι κινάσες σερίνης-θρεονίνης, που παρουσιάζουν 

υψηλή οµολογία σε σχέση µε την πρωτοταγή τους δοµή και επάγουν αναδιοργάνωση 

του κυτταροσκελετού της ακτίνης µέσω φωσφορυλίωσης του φυσιολογικού τους 

υποστρώµατος, της κοφιλίνης.  Επιπλέον οι πρωτεΐνες αυτές ενεργοποιούνται µε 

έµµεσο τρόπο από τις Rho GTPάσες. Με στόχο την περαιτέρω διερεύνηση του 

µονοπατιού µέσω του οποίου ο παράγοντας TGF-β1 µεταδίδει το µήνυµα του στον 

κυτταροσκελετό της ακτίνης, µελετήθηκε η συµµετοχή των LIM κινασών.   

Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες στέρησης ορού για 24 ώρες και στη 

συνέχεια επωάστηκαν µε 5 ng/ml TGF-β1 για 5, 10, 15 και 30 λεπτά (πείραµα µικρής 

χρονικής διάρκειας) και για 1, 2, 3 και 24 ώρες (πείραµα µεγάλης χρονικής 

διάρκειας).  Τα κυτταρικά εκχυλίσµατα υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση µε 

αντίσωµα έναντι της πρωτεΐνης LIMK2, και in vitro δοκιµή κινάσης (in vitro kinase 

assay) µετά από επώαση µε 5 µCi [γ-32P]-ATP για 30 λεπτά στους 30 0C.  Oι 

πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου 11% σε συνθήκες αποδιάταξης 

και οι φωσφορυλιωµένες πρωτεΐνες εµφανίστηκαν µε αυτοραδιογραφία και 

ταυτοποιήθηκαν µε ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας τα κατάλληλα αντισώµατα.  

Η πρωτεΐνη κοφιλίνη συγκατακρηµνίστηκε µε τη LIMK2 είτε απουσία είτε παρουσία 

του TGF-β1, αποκαλύπτοντας τη φυσιολογική αλληλεπίδραση µεταξύ των δύο 

πρωτεϊνών (εικόνα 3.3.1.Α).  Η LIMK2 φωσφορυλιώνεται πολύ γρήγορα, µόλις 5 

λεπτά µετά την επίδραση µε τον TGF-β1.  Παράλληλα αυξήθηκαν και τα επίπεδα της 

φωσφορυλιωµένης κοφιλίνης στα κύτταρα, µε τρόπο τέτοιο που να συµβαδίζει 

χρονικά µε αυτό της LIMK2.  Η αυξηµένη φωσφορυλίωση των πρωτεΐνών 

διατηρείται µέχρι και τρεις ώρες µετά την επίδραση µε τον παράγοντα.   

Από τη βιβλιογραφία ήταν γνωστό ότι οι LIM κινάσες µπορεί να αλληλεπιδράσουν 

µεταξύ τους µέσω του Ν-τελικού LIM µοτίβου και του C-τελικού τµήµατος µε δράση 

κινάσης και να δηµιουργούν σύµπλοκο των δύο πρωτεΐνών (Hiraoka et al., 1996).  

Με σκοπό να διερευνηθεί η πιθανότητα, η αύξηση της φωσφορυλίωσης της κοφιλίνης 

να  οφείλεται  στην  παρουσία  και  LIMK1  στο  ανοσο- σύµπλοκο  που  πιθανά  είχε  
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Eικόνα 3.3.1.: Ο παράγοντας TGF-β1 επάγει φωσφορυλίωση της ενδογενούς  κοφιλίνης µέσω 
ενεργοποίησης της LIMK2.  (Α) κύτταρα Swiss3T3 καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες 
και ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml TGF-β1 για τις αναγραφόµενες χρονικές στιγµές.  Τα 
κυτταρικά εκχυλίσµατα υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα anti-LIMK2 και τα 
ανοσο-σύµπλοκα µετρήθηκαν για δράση κινάσης in vitro. Οι πρωτεΐνες που 
συγκατακρηµνίστηκαν µε την LIMK2 διαχωρίστηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 
ακρυλαµιδίου 11% σε συνθήκες αποδιάταξης και οι φωσφορυλιωµένες πρωτεΐνες 
οπτικοποιήθηκαν µε αυτοραδιογραφία (πρώτο και τρίτο πάνελ, έκθεση φιλµ: 24 ώρες περίπου).  
Η ταυτοποίηση των πρωτεϊνών έγινε µε ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας εξειδικευµένα 
αντισώµατα έναντι της LIMK2 και της κοφιλίνης αντίστοιχα (δεύτερο και τέταρτο πάνελ, ΙΒ).  
(Β) Εξειδίκευση των δύο αντισωµάτων anti-LIMK1 και anti-LIMK2. Κυτταρικά εκχυλίσµατα 
Swiss3T3 απουσία (-) ή παρουσία (+) TGF-β1 (5 ng/ml) υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση 
µε anti-LIMK1 ή µε anti-LIMK2.  Οι πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν µε ηλεκτροφόρηση και στη 
συνέχεια έγινε ανοσοαποτύπωση  µε anti-LIMK2, αποµάκρυνση των αντισωµάτων από τη 
µεµβράνη (striping) ανοσοαποτύπωση µε anti-LIMK1.  Στον πρώτο διαδροµο, σαν αρνητικός 
έλεγχος έγινε κατακρήµνιση µόνο µε σφαιρίδια αγαρόζης συνδεδεµένα  µε πρωτεΐνη-G (protein-
G-agarose beads) (IP: - ).  (Γ) in vitro δοκιµή κινάσης για ανοσο-σύµπλοκα της LIMK1.  Οι 
συνθήκες στου πειράµατος είναι ίδιες µε αυτές που περιγράφηκαν για το πάνελ (Α).  Η 
αυτοραδιογραφία παρουσιάζει τις φωσφορυλιωµένες πρωτεΐνες που συγκατακρηµνίστηκαν µε 
την LIMK1 (έκθεση φιλµ: 24 ώρες περίπου).  Στη συνέχεια έγινε ανοσοαποτύπωση στη 
µεµβράνη µε µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι της LIMK1 (IB).  
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κατακρηµνιστεί µαζί µε τη LIMK2, χρησιµοποιήθηκαν δύο αντισώµατα που 

αναγνωρίζουν ειδικά τη µία και όχι την άλλη πρωτεΐνη και αντίστροφα. Πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης έδειξαν ότι οι δύο πρωτεΐνες δεν συγκατακρηµνίζονται στους 

Swiss3T3 ινοβλάστες, παρουσία ή απουσία TGF-β1 (εικόνα 3.3.1.Β).  Τέλος, 

ακολούθησαν πειράµατα δοκιµής κινάσης in vitro, όπως περιγράφηκε παραπάνω, 

µόνο που αυτή τη φορά χρησιµοποιήθηκε για την ανοσοκατακρήµνιση εξειδικευµένο 

αντίσωµα έναντι της LIMK1.  ∆εν παρατηρήθηκε καµµία αξιοσηµείωτη µεταβολή 

στην φωσφωρυλίωση της LIMK1 (εικόνα 3.3.1.Γ).   

Τα αποτελέσµατα αυτά µας οδηγούν στο συµπέρασµα ότι η LIMK2 είναι µια 

σηµαντική πρωτεΐνη τελεστής (effector protein) του σηµατοδοτικού µονοπατιού του 

παράγοντα TGF-β1.   

 

3.3.2. Ενεργοποίηση των Swiss3T3 ινοβλαστών µε τον παράγοντα TGF-β1 

µεταβάλει τον κυτταροπλασµατικό εντοπισµό της LIMK2 αλλά όχι και της 

LIMK1.   

Με σκοπό να διερευνηθούν περαιτέρω τα αποτελέσµατα της προηγούµενης 

παραγράφου σχετικά µε την ενεργοποίηση της LIMK2, αλλά όχι και της LIMK1 από 

τον παράγοντα TGF-β1, µελετήθηκε ο κυτταροπλασµατικός εντοπισµός των δύο 

πρωτεϊνών µε έµµεσο ανοσοφθορισµό και µικροσκοπία φθορισµού.  Τα κύτταρα, 

αφού καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες, ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml TGF-

β1 για 10, 30 λεπτά και 1 ώρα.  Μετά τη µονιµοποίηση τους ακολούθησε έµµεση 

χρώση µε αντίσωµα anti-LIMK2 ή anti-LIMK1 αντίστοιχα και κατάλληλο δεύτερο 

αντίσωµα σηµασµένο µε  Alexa-488 (πράσινο) ή φλουορεσκίνη (FITC) αντίστοιχα, 

και άµεση χρώση µε ροδαµίνη-φαλλοϊδίνη για τα µικροινίδια της ακτίνης.    Σε 

κύτταρα µάρτυρες, η LIMK2 εµφανίστηκε στο κυτταρόπλασµα, µε έναν ασθενή 

εντοπισµό περιµετρικά του πυρήνα (εικόνα 3.3.2.Α).  Μετά την ενεργοποίηση µε τον 

παράγοντα TGF-β1 η χρώση στο κυτταρόπλασµα έγινε πιο έντονη και αυξήθηκε ο 

συνεντοπισµός της µε ινιδιακές δοµές (εικόνα 3.3.2.Α).  Αντίθετα, η χρώση της 

πρωτεΐνης LIMK1 εµφανίστηκε πολύ ασθενέστερη στο κυτταρόπλασµα, µε έναν 

µόνο ασθενή εντοπισµό στις εστίες πρόσφυσης, και η κυτταροπλασµατική κατανοµή 

της δεν άλλαξε καθόλου µετά την ενεργοποίηση µε TGF-β1.     

Συνδυάζοντας τα βιοχηµικά και µορφολογικά αποτελέσµατα των δύο προηγούµενων 

παραγράφων, φαίνεται ότι ο παράγοντας TGF-β1 πολύ σύντοµα και µε ειδικό τρόπο, 

ενεργοποιεί την πρωτεΐνη LIMK2, η οποία µε τη σειρά της φωσφορυλιώνοντας την 
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κοφιλίνη αναστέλει τη δράση της και οδηγεί µε αυτόν τον τρόπο στην 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού επάγοντας τον πολυµερισµό των µικροινιδίων 

της ακτίνης.  Επιπλέον η φωσφωρυλίωση της LIMK2, συνδέεται µε την 

κυτταροπλασµατική κατανοµή της πρωτεΐνης και το περιστασιακό συνεντοπισµό της 

µε ινιδιακές δοµές.  Αντίθετα όλα τα πειραµατικά δεδοµένα οδηγούν στο 

συµπέρασµα ότι η LIMK1 δεν συµµετέχει στο σηµατοδοτικό µονοπάτι 

αναδιοργάνωσης του κυτταροσκελετού της ακτίνης από τον TGF-β1. 

 

 

 
 

Εικόνα 3.3.2.: Ο παράγοντας TGF-β1 επηρεάζει την υποκυτταρική κατανοµή της LIMK2 στους 
Swiss3T3 ινοβλάστες.  Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες και στη συνέχεια 
ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml TGF-β1 για τις αναγραφόµενες χρονικές στιγµές.  (Α), (Β) στο 
αριστερό πάνελ φαίνεται η υποκυτταρική κατανοµή της LIMK2 και της LIMK1 αντίστοιχα, στο 
µεσαίο πάνελ άµεσος φθορισµός ροδαµίνης-φαλλοϊδίνης για την ακτίνη και στο δεξιό πάνελ η 
συγχώνευση των δύο φωτογραφιών.  Τα βέλη υποδεικνύουν τα σηµεία συνεντοπισµού της 
LIMK2 µε τις δοµές της ακτίνης (κίτρινη χρώση).  Η γραµµή αντιπροσωπεύει 10 µm. 
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3.3.3. Η γονιδιακή αποσιώπηση της LIMK2 µε τη χρήση µικρών κατασταλτικών 

RNA (siRNA) παρεµποδίζει την αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της 

ακτίνης από τον TGF-β1.  

Με σκοπό να διερευνηθεί αν η ενεργοποίηση της πρωτεΐνης LIMK2 είναι κρίσιµης 

σηµασίας για την - επαγώµενη από τον παράγοντα TGF-β1 - αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης , έγινε γονιδιακή αποσιώπηση της πρωτεΐνης µε τη 

χρήση µικρών κατασταλτικών RNA (siRNAs).  Το ολιγονουκλεοτίδιο, µεγέθους 21 

βάσεων, σχεδιάστηκε µε βάση το mRNA της LIMK2 του ποντικού.  Η εισαγωγή του 

στα κύτταρα έγινε µε παροδική επιµόλυνση, µε τη χρήση του αντιδραστηρίου της 

λιποφεκταµίνης (Lipofectamine reagent)   και οδήγησε σε µείωση των επιπέδων της 

ενδογενούς LIMK2 στους Swiss3T3 ινοβλάστες περίπου στο 30% (εικόνα 3.3.3.1.Α) 

. 

 
 

Εικόνα 3.3.3.1.: siRNA έναντι του γονιδίου της LIMK2 µειώνει τα επίπεδα της πρωτεΐνης 
καθώς και τη φωσφορυλίωση της µετά από ενεργοποίηση µε TGF-β1. (Α) Ανάλυση µε 
ανοσοαποτύπωση της LIMK2 ολικών κυτταρικών εκχυλισµάτων Swiss3T3 κυττάρων που έχουν 
υποστεί παροδική επιµόλυνση µε siRNA έναντι του γονιδίου της λουσιφεράσης (κύτταρα 
µάρτυρες) ή του γονιδίου της LIMK2, και στη  συνέχεια ενεργοποιήθηκαν µε  5 ng/ml TGF-β1 
για 3 (αριστερό πάνελ) ή 24 ώρες (δεξιό πάνελ).  (Β) in vitro δοκιµή κινάσης µετά από 
ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα  anti-LIMK2 και ανίχνευση της LIMK2 και της κοφιλίνης 
που έχει συγκατακρηµνιστεί µαζί της, µετά από παροδική επιµόλυνση των κυττάρων µε siRNA 
έναντι του γονιδίου της λουσιφεράσης (κύτταρα µάρτυρες) ή του γονιδίου της LIMK2.  
Παρουσιάζονται οι φωσφορυλιωµένες πρωτεΐνες µε αυτοραδιογραφία (1ο και 3ο πάνελ), ενώ η 
ταυτοποίηση τους έγινε µε ανοσοαποτύπωση (2ο και 4ο πάνελ, ΙΒ). ∆ίνεται επίσης και 
ανοσοαποτύπωση δειγµάτων των αντίστοιχων ολικών κυτταρικών εκχυλισµάτων για τη LIMK2 
και την β-τουµπουλίνη.   
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Η µείωση αυτή ήταν παρόµοια είτε απουσία είτε παρουσία TGF-β1 (3 και 24 ώρες) 

και φάνηκε να είναι ειδική, αφού παροδική επιµόλυνση των κυττάρων µε ένα µη 

ειδικό siRNA (εναντίον του γονιδίου της λουσιφεράσης), δεν είχε καµµία επίδραση 

στα πρωτεϊνικά επίπεδα της LIMK2 στο κυτταρικό εκχύλισµα (εικόνα 3.3.3.1.Α).  

Για να επιβεβαιωθεί ότι το επίπεδο καταστολής της έκφρασης της LIMK2 ήταν 

ικανοποιητικό, µελετήθηκε η ενεργοποίηση της LIMK2 από τον TGF-β1 µετά από 

παροδική επιµόλυνση των κυττάρων µε το siRNA έναντι της πρωτεΐνης.  Πράγµατι, η 

σχετική µείωση της ενδογενούς πρωτεΐνης περιόρισε σηµαντικά το ποσοστό 

ενεργοποίησης της από τον TGF-β1, καθώς και την ποσότητα της κοφιλίνης που 

συγκατακρηµνίστηκε µαζί της και φωσφορυλιώθηκε (εικόνα 3.3.3.1.Β). 

Στη συνέχεια αναλύθηκε ο κυτταροσκελετός της ακτίνης µε άµεσο ανοσοφθορισµό 

ροδαµίνης-φαλλοϊδίνης και συµβατική µικροσκοπία. Swiss3T3 ινοβλάστες 

επιµολύνθηκαν παροδικά µε siRNA έναντι του γονιδίου της LIMK2, καλλιεργήθηκαν 

απουσία ορού για 24 ώρες και ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml TGF-β1 για 3 και 24 

ώρες (εικόνα 3.3.3.2.Α και Β αντίστοιχα).  Παρατηρήθηκε αδυναµία του παράγοντα 

να επάγει αύξηση του πολυµερισµού της ακτίνης και στις δύο χρονικές στιγµές.  

Αντίθετα, σε κύτταρα µάρτυρες στα οποία εισήχθη το siRNA έναντι του γονιδίου της 

λουσιφεράσης, δεν παρεµποδίστηκε η αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της 

ακτίνης.   

Επιβεβαιώνεται λοιπόν ότι η πρωτεΐνη LIMK2 κατέχει σηµαντικό ρόλο στο 

σηµατοδοτικό µονοπάτι του TGF-β1 που ρυθµίζει την απόκριση των ινοβλαστών ως 

προς τον κυτταροσκελετό της ακτίνης. 
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Εικόνα 3.3.3.2.: Η πρωτεΐνη LIMK2 είναι απαραίτητη για την αναδιοργάνωση του 
κυτταροσκελετού της ακτίνης από τον TGF-β1.  Άµεσος ανοσοφθορισµός ροδαµίνης-
φαλλοϊδίνης και συµβατική µικροσκοπία, για Swiss3T3 ινοβλάστες µετά από παροδική 
επιµόλυνση µε siRNA έναντι του γονιδίου της λουσιφεράσης (κύτταρα µάρτυρες) ή του γονιδίου 
της LIMK2.  Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες και στη συνέχεια 
ενεργοποιήθηκαν (+) ή όχι (-)  µε 5ng/ml TGF-β1 για 3 και 24 ώρες. Η γραµµή 
αντιπροσωπεύει 10 µm. 
 
 
 

3.4. O ειδικός αναστολέας της πρωτεΐνης ROCK (Rho associated Coiled-coil 

Kinase) αναστέλει την επαγώµενη από τον TGF-β1 ενεργοποίηση της LIMK2 

και την αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης στους Swiss3T3 

ινοβλάστες. 

 

Από τη βιβλιογραφία ήταν γνωστό ότι µία πρωτεΐνη τελεστής (effector protein) των 

Rho GTPασών είναι η ROCK1, η οποία εµπλέκεται και στην ενεργοποίηση της 

LIMK2 (Amano et al., 2000; Sumi et al., 2001).  Επιπλέον, η ROCK1 ενεργοποιείται 

από τον TGF-β1 στα επιθηλιακά κύτταρα NMuMG κατά τον µετασχηµατισµό τους 

σε µεσεγχυµατικά (Bhowmick et al., 2001).   

Mε σκοπό να διερευνηθεί άν η πρωτεΐνη ROCK1 µεσολαβεί για την ενεργοποίηση 

της LIMK2 από τον TGF-β1 στους Swiss3T3 ινοβλάστες, χρησιµοποιήθηκε ο ειδικός 

αναστολέας της Υ27632.  Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες στέρησης ορού 

για 24 ώρες, προ-επωάστηκαν ή όχι µε 10 µm του αναστολέα Υ27632 για 45 λεπτά 

και στη συνέχεια ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml TGF-β1 για 5, 15, 30 και 60 λεπτά.  
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Ακολούθησε in vitro δοκιµή κινάσης για την LIMK2 όπως έχει περιγραφεί και σε 

προηγούµενες παραγράφους.  Στα κύτταρα που προ-επωάστηκαν µε τον αναστολέα 

Υ27632 δεν παρατηρήθηκε αύξηση της φωσφορυλίωσης της LIMK2 ούτε και της 

κοφιλίνης, σε αντίθεση µε τα κύτταρα τα οποία δεν είχαν προ-επωαστεί µε τον 

αναστολέα της ROCK1 (εικόνα 3.4.1) 

 

 
 

Εικόνα 3.4.1.: Ο αναστολέας Υ27632 µπλοκάρει την επαγώµενη από τον TGF-β1 
ενεργοποίηση της LIMK2 στους Swiss3T3 ινοβλάστες.  Κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία ορού 
για 24 ώρες, προ-επωάστηκαν (+Υ27632) ή όχι (-Υ27632) µε 10 µm Υ27632, και 
ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml TGF-β1.  Τα ανοσο-σύµπλοκα της LIMK2 υποβλήθηκαν σε in 
vitro δοκιµή κινάσης.  Οι φωσφωρυλιωµένες πρωτεΐνες που συγκατακρηµνίστηκαν µε την 
LIMK2 φαίνονται µε αυτοραδιογραφία (1ο και 3ο πάνελ), ενώ η ταυτοποίηση τους έγινε µε 
ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας τα κατάλληλα αντισώµατα (2ο και 4ο πάνελ, ΙΒ).  
 

Επιπλέον, αναλύθηκε µορφολογικά η επίδραση της αναστολής της δράσης της 

ROCK1 πρωτεΐνης στον επαγώµενο από τον TGF-β1 πολυµερισµό της ακτίνης.  

Swiss3T3 ινοβλάστες καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες, προ-επωάστηκαν ή 

όχι µε Υ27632 και ενεργοποιήθηκαν µε TGF-β1 για 3 και 24 ώρες.  Ακολούθησε 

άµεση χρώση των µικροινιδίων της ακτίνης µε ροδαµίνη-φαλλοϊδίνη και παρατήρηση 

των δειγµάτων µε µικροσκοπία συνεστίασης (εικόνα 3.4.2).  Στα κύτταρα που προ-

επωάστηκαν µε τον αναστολέα δεν παρατηρήθηκε αύξηση του πολυµερισµού της 

ακτίνης ούτε στις 3 ούτε και στις 24 ώρες επώασης µε τον παράγοντα.  

Από τα προηγούµενα αποτελέσµατα φαίνεται ότι η πρωτεΐνη ROCK1 µεσολαβεί στο 

σηµατοδοτικό µονοπάτι του TGF-β1, και είναι απαραίτητη η δράση της τόσο για την 

ενεργοποίηση της LIMK2 όσο και για την αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της 

ακτίνης στους Swiss3T3 ινοβλάστες.   
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Εικόνα 3.4.2.: Ο αναστολέας Υ27632 µπλοκάρει την επαγώµενη από τον TGF-β1 
αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης. Μικροσκοπία συνεστίασης µετά από 
άµεση χρώση ροδαµίνης-φαλλοϊδίνης. Swiss3T3 ινοβλάστες καλλιεργήθηκαν απουσία 
ορού για 24 ώρες, προ-επωάστηκαν (+) ή όχι (-) µε 10 µm Υ27632 και 
ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml TGF-β1 για 0, 3 και 24 ώρες. Οι εικόνες 1-5 
αντιπροσωπεύουν τοµές σάρωσης από την επάνω πλευρά του κυττάρου (1) προς την 
κάτω (5).  Η γραµµή αντιπροσωπεύει 10 µm.  
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3.5. Ο παράγοντας TGF-β1 επάγει αυξηµένη µεταναστευτική ικανότητα στους 

Swiss3T3 ινοβλάστες, η οποία αναστέλεται από τον αναστολέα Υ27632 της 

πρωτεϊνης ROCK1.  

 
 
Κατά τον µετασχηµατισµό ινοβλαστών σε µυοβλάστες από τον TGF-β1, τα κύτταρα 

αναπτύσσουν ένα συσταλτό φαινότυπο (contractile phenotype) ο οποίος εκφράζεται 

σε πλήθος παθολογικών καταστάσεων που εµπλέκονται σε διαδικασίες επούλωσης 

πληγών και ινωµάτωσης (fibrosis). 

Προκειµένου να διερευνηθεί άν TGF-β1 επάγει αυξηµένη µεταναστευτική ικανότητα 

στους Swiss3T3 ινοβλάστες, έγιναν πειράµατα δοκιµής τραυµατισµού µονοστοιβάδας 

απουσία ή παρουσία του παράγοντα.  Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν µέχρις ότου 

καλύψουν όλη την επιφάνεια του τρυβλίου.  Στη συνέχεια και αφού αφαιρέθηκε ο 

ορός από το θρεπτικό µέσο καλλιέργειας για 24 ώρες, προ-επωάστηκαν µε τον 

αναστολέα της πρωτεΐνης ROCK1, Y27632, και στη συνέχεια ενεργοποιήθηκαν µε 

τον TGF-β1 (5 ng/ml).  ∆ηµιουργήθηκε εγκάρσια τοµή (πληγή) στο τρυβλίο, µε τη 

βοήθεια µιας αποστειρωµένης αιχµηρής ακίδας.  Η τοµή αυτή θεωρήθηκε η χρονική 

στιγµή 0, και το κλείσιµο της πληγής παρακολουθήθηκε και φωτογραφήθηκε στην 

διάρκεια του χρόνου (εικόνα 3.5.Α).  Η παρουσία του TGF-β1 στο κυτταρικό µέσο 

καλλιέργειας οδήγησε σε αυξηµένη κινητικότητα των Swiss3T3 ινοβλαστών, η οποία 

παρεµποδίζεται όταν τα κύτταρα έχουν προ-επωαστεί µε τον αναστολέα της ROCK1, 

Y27632 (εικόνα 3.5.Α και Β).  Σε κάθε χρονική στιγµή προσδιορίστηκε η διάµετρος 

της τοµής, και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται σχηµατικά σε διάγραµµα (εικόνα 

3.5.Β).  Τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται είναι οι µέσες τιµές τριών 

ανεξάρτητων πειραµάτων, και είναι στατιστικά σηµαντικά. 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν ότι ο παράγοντας TGF-β1 επάγει αυξηµένη 

µεταναστευτική ικανότητα στους Swiss3T3 ινοβλάστες, και ότι το φαινόµενο αυτό 

φαίνεται να ρυθµίζεται από τη λειτουργικότητα του µονοπατιού Rho-ROCK1. 
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Eικόνα 3.5.: ∆οκιµή τραυµατισµού µονοστοιβάδας στους Swiss3T3 ινοβλάστες.  (Α). Τα 
κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες, προ-επωάστηκαν (+) ή όχι (-) µε 10 µm 
Υ27632 και ενεργοποιήθηκαν (+) ή όχι (-)  µε 5 ng/ml TGF-β1. Η επούλωση της πληγής στην 
πορεία του χρόνου (µέχρι 24 ώρες)  παρακολουθήθηκε µε  µικροσκοπία αντίθεσης φάσεων. Οι 
φωτογραφίες είναι ενδεικτικές από ένα πείραµα (Β) Γράφηµα στο οποίο παρουσιάζονται οι 
µέσες τιµές ± S.E. των στατιστικά επεξεργασµένων αποτελεσµάτων τριών ανεξάρτητων 
πειραµάτων (*, p< 0,05). 
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3.6. Επικοινωνία µεταξύ του σηµατοδοτικού µονοπατιού του παράγοντα ΤGF-β1 

και του κυτταροσκελετού της ακτίνης 

 

3.6.1. Υπερέκφραση του µονίµως ενεργού τύπου Ι υποδοχέα του TGF-β (ΤβRI) 

είναι ικανή να επάγει την αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης από 

τον TGF-β1.   

Σε όλα τα προηγούµενα πειράµατα, η δράση του παράγοντα TGF-β1 προς τον 

κυτταροσκελετό της ακτίνης µελετήθηκε µε προσθήκη της ανασυνδυασµένης 

πρωτεΐνης στο κυτταρικό µέσο καλλιέργειας.  Προκειµένου να διαλευκανθεί ο ρόλος 

µορίων που µετέχουν στο σηµατοδοτικό µονοπάτι του TGF-β1, όπως είναι ο 

υποδοχέας του ή οι Smad πρωτεΐνες, έγινε παροδική επιµόλυνση των Swiss3T3 µε 

αδενοϊικούς φορείς που εκφράζουν αυτές τις πρωτεΐνες στην αγρίου τύπου µορφή 

(wild type) ή µε κάποια µετάλλαξη και αναλύθηκαν οι κυτταρικές αποκρίσεις 

απουσία του παράγοντα TGF-β1.   

Για την ανάλυση του ρόλου του υποδοχέα χρησιµοποιήθηκε αδενοϊικός φορέας για 

την έκφραση µεταλλαγµένων µορφών του τύπου Ι υποδοχέα του TGF-β1 (ΤβRI).  

Σηµειακή µετάλλαξη του υποδοχέα ΤβRI και συγκεκριµένα αντικατάσταση της 

θρεονίνης-204 µε ασπαραγινικό οξύ (Τ204D), τον καθιστά µονίµως ενεργό (caALK-

5) (Wieser et al., 1995).  Επιπλέον χρησιµοποιήθηκε και µία αδενοϊική κατασκευή 

όπου προστέθηκε στον caALK-5 µία επιπλέον µετάλλαξη στην περιοχή L45, η οποία 

είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση και ενεργοποίηση των Smad πρωτεϊνών στον 

υποδοχέα (caALK-5mL45).  H περιοχή L45 του ΤβRI, βρίσκεται µεταξύ των 

υποµονάδων IV και V  της περιοχής µε δράση κινάσης του υποδοχέα, και είναι αυτή 

που προσδίδει την εξειδίκευση ως προς τις Smad που αναγνωρίζονται από τους τύπου 

Ι υποδοχείς των κυτοκινών της υπερ-οικογένειας του TGF-β. Αλλαγή τριών 

αµινοξέων αυτής της περιοχής µε αλανίνη, κάθιστά αδύνατη την προσδεση των Smad 

στον υποδοχέα παρόλο που ο τελευταίος κρατά µονίµως ενεργή τη δράση κινάσης 

(Itoh at al., 2003; Yu et al., 2002).    

Τα παραπάνω συνοψίζονται στο γράφηµα που ακολουθεί: 
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Swiss3T3 ινοβλάστες επιµολύνθηκαν παροδικά µε αδενοϊικό φορέα έκφρασης του 

LacZ (κύτταρα µάρτυρες), του caALK-5 ή του caALK-5mL45.  Χρησιµοποιήθηκε η 

κατάλληλη πολλαπλότητα επιµόλυνσης (multiplicity of infection, MOI) ώστε το 80% 

των κυττάρων να εκφράζει το γονίδιο το οποίο εισήχθη µε τον αδενοϊό.  Κύτταρα στα 

οποία εκφράστηκε το LacZ, και στη συνέχεια ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml TGF-β1 

για 24 ώρες, εµφάνισαν τη χαρακτηριστική µεταβολή της µορφολογίας τους και 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης σαν απόκριση στον παράγοντα 

(εικόνα 3.6.1.1.Α).  

 

 
Εικόνα 3.6.1.1: Σηµατοδότηση µέσω του ΤβRI και ο ρόλος της περιοχής L45 για την 
αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης.  (Α) Άµεσος φθορισµός ροδαµίνης-
φαλλοϊδίνης για την ακτίνη Swiss3T3 ινοβλαστών, επιµολυσµένων παροδικά µε αδενοϊό για την 
έκφραση του LacZ (κύτταρα ελέγχου), του caALK-5 ή του caALK-5mL45.  Τα κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες και στη συνέχεια τα κύτταρα ελέγχου 
ενεργοποιήθηκαν για 24 ώρες µε (+) ή χωρίς (-) 5 ng/ml TGF-β1.  Η γραµµή υποδεικνύει      
10 µm. (Β) Ανάλυση µε ανοσοαποτύπωση κυτταρικών εκχυλισµάτων από παράλληλα πειράµατα 
µε αυτά του Α, χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι του ALK-5, φωσφο-Smad2 (p-Smad2), 
Smad2/Smad3 και β-τουµπουλίνης.  (Γ) γράφηµα κανονικοποιηµένης ενεργότητας 
λουσιφεράσης από Swiss3T3 ινοβλάστες µετά από παροδική επιµόλυνση µε τους 
αναγραφόµενους αδενοϊούς συν τον τεχνητό υποκινητή (CAGA)9-luciferase και LacZ σαν 
γονίδιο αναφοράς.  Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες και στην συνέχεια 
ενεργοποιήθηκαν (+) ή όχι (-) µε 5 ng/ml TGF-β1 για 3 ώρες.  Στο γράφηµα εµφανίζονται οι 
µέσες τιµές 3 ανεξάρτητων πειραµάτων. 
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Tα κύτταρα επιµολύνθηκαν µε αδενοϊό έκφρασης του caALK-5 και αφού 

καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες µελετήθηκαν µορφολογικά (48 ώρες µετά 

την επιµόλυνση) µε άµεσο φθορισµό ροδαµίνης-φαλλοϊδίνης.  Παρατηρήθηκε έντονη 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης και µεταβολή του σχήµατος των 

Swiss3T3 κυττάρων, όπως και σε αυτά τα οποία ενεργοποιήθηκαν για µεγάλο 

χρονικό διάστηµα (24 ώρες) µε TGF-β1 (εικόνα 3.6.1.1.Α).   Αντίθετα, η 

υπερέκφραση του caALK-5mL45 ήταν αναποτελεσµατική ώς προς την ενεργοποίηση 

της κυτταροσκελετικής απόκρισης των κυττάρων (εικόνα 3.6.1.1.Α).  Για να 

επιβεβαιωθεί ότι η αδυναµία του caALK-5mL45 δεν οφειλόταν σε αναποτελεσµατική 

έκφραση του διπλά µεταλλαγµένου υποδοχέα, έγιναν παράλληλα πειράµατα 

τιτλοδότησης και ανοσοαποτύπωσης των δύο υποδοχέων (εικόνα 3.6.1.1.Β, 1ο 

πάνελ).  Παρατηρήθηκε ότι οι δύο υποδοχείς εκφράζονται σε παρόµοια επίπεδα.  Mε 

ανοσοαποτύπωση έναντι της φωσφορυλιωµένης Smad2 (p-Smad2) επιβεβαιώθηκε η 

αδυναµία του caALK-5mL45 να επάγει φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης (εικόνα 

3.6.1.1.Β, 2ο πάνελ), ενώ µε πειράµατα µεταγραφικής ενεργοποίησης του τεχνητού 

υποκινητή (CAGA)9-luciferase επιβεβαιώθηκε η αδυναµία του να επάγει 

µεταγραφική ενεργοποίηση µέσω του µονοπατιού των Smad πρωτεϊνών (εικόνα 

3.6.1.1.Γ). 

Επιπλέον διερευνήθηκε η επίδραση της έκφρασης των caALK-5 και caALK-5mL45 

στην ενεργοποίηση της RhoA (εικόνα 3.6.1.2). 

 

 
 
Εικόνα 3.6.1.2.: Πειράµατα υπολογισµού της 
ενεργής    RhoA-GTP σε Swiss3T3 ινοβλάστες 
µετά από παροδική επιµόλυνση µε τους 
αναγραφόµενους αδενοϊούς.  Τα κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες και 
στη συνέχεια ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml ΤGF-
β1 ή µε FBS 10% για 10 λεπτά. Έγινε 
ανοσοαποτύπωση των RhoA-GTP, RhoA και 
ALK-5 (1ο, 2ο, και 3ο πάνελ αντίστοιχα).     

 
 
Swiss3T3 ινοβλάστες επιµολύνθηκαν παροδικά µε LacZ (κύτταρα µάρτυρες), 

caALK-5 και caALK-5mL45, καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες και στη 

συνέχεια τα κύτταρα µάρτυρες ενεργοποιήθηκαν ή όχι µε 5 ng/ml TGF-β1 για 10 
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λεπτά.  Ο προσδιορισµός της ενεργής RhoA-GTP έγινε µε κατακρήµνιση συγγένειας 

µε τα σφαιρίδια γλουταθειόνης-GST-RBD.  Επιµόλυνση των κυττάρων µε caALK-5 

οδήγησε σε ενεργοποίηση της RhoA, όπως και στα κύτταρα µάρτυρες τα οποία 

ενεργοποιήθηκαν µε TGF-β1 (διάδροµοι 2 και 3).  Αντίθετα, επιµόλυνση µε caALK-

5mL45 απέτυχε να ενεργοποιήσει την πρωτεΐνη RhoA (διάδροµοι 2 και 4). 

Από τα παραπάνω αποτελέσµατα προκύπτει ότι η υπερέκφραση του υποδοχέα TβRI 

στη µονίµως ενεργή του µορφή είναι από µόνη της ικανή να επάγει την 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης και την ενεργοποίηση της RhoA, 

ενώ η περιοχή L45 αυτού του υποδοχέα αποδείχθηκε σηµαντική και για τις δύο 

περιπτώσεις.   

 
 
3.6.2. Η πρωτεΐνη Smad7 αναστέλει την αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού 

της ακτίνης και την ενεργοποίηση της RhoA από τον παράγοντα TGF-β1.  

Tα αποτελέσµατα που προέκυψαν όταν χρησιµοποιήθηκε ο µεταλλαγµένος 

υποδοχέας caALK-5mL45 υποδεικνύουν πιθανή ανάµιξη του κλασικού µονοπατιού 

των Smad πρωτεϊνών στην επαγώµενη από τον TGF-β1 απόκριση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης.  Με σκοπό να διερευνηθεί η υπόθεση ότι το Smad 

µονοπάτι εµπλέκεται στον πολυµερισµό της ακτίνης και στην ενεργοποίηση των Rho 

GTPασών, Swiss3T3 ινοβλάστες επιµολύνθηκαν παροδικά µε αδενοϊό που εκφράζει 

την ανασταλτική πρωτεΐνη Smad7.  Η Smad7 αναστέλει την φωσφορυλίωση, 

εποµένως ενεργοποίηση, των R-Smad από τον υποδοχέα, και οδηγεί τον υποδοχέα 

στα λυσοσωµάτια για αποικοδόµηση, προσφέροντας έτσι το κλείσιµο του µονοπατιού 

(Di Guglielmo et al., 2003; Moustakas et al., 2001).   

Αρχικά, τα κύτταρα µελετήθηκαν µορφολογικά µε έµµεση διπλή χρώση 

ανοσοφθορισµού και συµβατική µικροσκοπία (εικόνα 3.6.2.1.A).  Σε αντίθεση µε τα 

κύτταρα ελέγχου, τα οποία είχαν επιµολυνθεί µε τον αδενοϊό LacZ, υπερέκφραση της 

Smad7 παρεµποδίζει την ικανότητα του TGF-β1 να επάγει πολυµερισµό της ακτίνης 

τόσο στις 3 όσο και στις 24 ώρες επίδρασης µε τον παράγοντα (εικόνα 3.6.2.1.A). Το 

αποτέλεσµα οφείλονταν στην υπερέκφραση της Smad7 και όχι σε κάποιο 

τεχνούργηµα (artifact) εξαιτίας της παροδικής επιµόλυνσης των κυττάρων µε τον 

αδενοϊό, ενώ οι δόσεις των αδενοϊών που χρησιµοποιήθηκαν δεν επηρέασαν την 

ζωτικότητα των κυττάρων. Επιπλέον τα επίπεδα έκφρασης του LacZ και της Smad7 

ήταν παραπλήσια (εικόνα 3.6.2.1.Β).  Η ικανότητα της Smad7 να αναστέλει το Smad 
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µονοπάτι επιβεβαιώθηκε µε πειράµατα µεταγραφικής ενεργοποίησης του τεχνητού 

υποκινητή (CAGA)9-luciferase (εικόνα 3.6.2.1.Γ). 

Τέλος, µελετήθηκε το αποτέλεσµα της υπερέκφρασης της πρωτεΐνης Smad7 στην 

ενεργοποίηση της RhoA από τον TGF-β1 (εικόνα 3.6.2.2.).  Τα κύτταρα 

επιµολύνθηκαν παροδικά µε αδενοϊό που εκφράζει το γονίδιο LacZ (κύτταρα 

ελέγχου), και Smad7 σε χαµηλή και υψηλή πολλαπλότητα επιµόλυνσης (ΜΟΙ).   

Καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες, και ενεργοποιήθηκαν µε TGF-β1 για 10 

λεπτά, γιατί σε αυτή τη χρονική στιγµή η ενεργοποίηση της RhoA παρουσιάζει 

µέγιστο (παράγραφος 3.2.2.).  Η ενεργοποιηµένη RhoΑ διαχωρίστηκε από το 

κυτταρικό εκχύλισµα µε πειράµατα κατακρήµνισης συγγένειας, χρησιµοποιώντας τα 

σφαιρίδια γλουταθειόνης-GST-RBD (εικόνα 3.6.2.2., 1η γραµµή).   

Επιµόλυνση µε αδενοϊό που εκφράζει την Smad7 σε χαµηλή πολλαπλότητα 

επιµόλυνσης είχε σαν αποτέλεσµα τη σηµαντική µείωση της ενεργοποίησης της 

RhoA στους Swiss3T3 ινοβλάστες, ενώ επιµόλυνση µε τέσσερις φορές υψηλότερη 

πολλαπλότητα επιµόλυνσης, όπου πλέον όλα τα κύτταρα εκφράζουν την πρωτεΐνη 

Smad7, είχε σαν αποτέλεσµα την ολική παρεµπόδιση ενεργοποίησης της RhoA από 

τον TGF-β1.  Η υπερέκφραση της Smad7 δεν είχε καµµία επίπτωση στα επίπεδα της 

ενδογενούς RhoA στους Swiss3T3 ινοβλάστες (εικόνα 3.6.2.2., 3η γραµµή).   

Τα αποτελέσµατα αυτά υποδεικνύουν ότι η ανασταλτική Smad, Smad7, παρεµβαίνει 

και παρεµποδίζει την επαγώµενη από τον TGF-β1 ενεργοποίηση της RhoA, και την 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης. 
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Εικόνα 3.6.2.1.: Η ανασταλτική πρωτεΐνη Smad7 παρεµποδίζει την επαγώµενη από τον TGF-
β1 αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης. (Α) συµβατική µικροσκοπία Swiss3T3 
ινοβλαστών µετά από παροδική επιµόλυνση µε τους αναγραφόµενους αδενοϊικούς φορείς 
έκφρασης.  Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες και ενεργοποιήθηκαν µε 5 
ng/ml TGF-β1 για 3 και 24 ώρες. Ακολούθησε έµµεση διπλή χρώση ανοσοφθορισµού µε 
αντίσωµα anti-Flag-M5, που αναγνωρίζει την Flag-Smad7 πρωτεΐνη και  κατάλληλο δεύτερο 
αντίσωµα σηµασµένο µε φλουορεσκίνη (FITC) και άµεση χρώση µε ροδαµίνη-φαλλοϊδίνη για 
τα µικροινίδια της ακτίνης. Η γραµµή αντιπροσωπεύει 10 µm.  (B) Ανάλυση µε 
ανοσοαποτύπωση ολικών κυτταρικών εκχυλισµάτων από παράλληλα πειράµατα µε αυτά του Α, 
χρησιµοποιώντας τις ίδιες δόσεις αδενοϊών και ενεργοποίηση µε 5 ng/ml TGF-β1 για 3 ώρες. 
Χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα έναντι της LacZ, του επιτόπου Flag της υπερεκφρασµένης 
Smad7 και της β-τουµπουλίνης.  (Γ) γράφηµα κανονικοποιηµένης ενεργότητας λουσιφεράσης 
από Swiss3T3 ινοβλάστες µετά από παροδική επιµόλυνση µε τους αναγραφόµενους αδενοϊούς 
συν τον τεχνητό υποκινητή (CAGA)9-luciferase και LacZ σαν γονίδιο αναφοράς.  Τα κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες και στην συνέχεια ενεργοποιήθηκαν (+) ή όχι (-) µε 
5 ng/ml TGF-β1 για 3 ώρες.  Στο γράφηµα εµφανίζονται οι µέσες τιµές 3 ανεξάρτητων 
πειραµάτων. 
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Εικόνα 3.6.2.2.: Πειράµατα υπολογισµού της ενεργής    RhoA-GTP σε Swiss3T3 ινοβλάστες 
µετά από παροδική επιµόλυνση µε υψηλή δόση αδενοϊού LacZ (διάδροµοι 1 και 2), και µε 
χαµηλή (διάδροµοι 3 και 4) και υψηλή δόση αδενοϊού Smad7 (διάδροµοι 5 και 6).  Τα κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες και στη συνέχεια ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml ΤGF-
β1 (διάδροµοι 2, 4 και 6) ή µε FBS 10% (διάδροµος 7) για 10 λεπτά. Παρουσιάζεται 
ανοσοαποτύπωση των RhoA-GTP, RhoA oλική πρωτεΐνη, Flag-M5 (Smad7) και β-
τουµπουλίνη.  Εγινε ανάλυση µε οπτική πυκνοµετρία και η ένταση των ζωνών της RhoA-GTP 
κανονικοποιήθηκε µε την ένταση των αντίστοιχων ζωνών της ολικής RhoA.  H µέση αύξηση 
του λόγου RhoA-GTP/RhoA αναγράφεται στη δεύτερη γραµµή.    
 
 
 

3.6.3. Υπερέκφραση των R-Smad, Smad2 και Smad3, οδηγεί σε αναδιοργάνωση 

του κυτταροσκελετού της ακτίνης και ενεργοποίηση της RhoA από τον 

παράγοντα TGF-β1 στους Swiss3T3 ινοβλάστες.   

Τα αποτελέσµατα των δύο προηγούµενων παραγράφων σχετικά µε τον µεταλλαγµένο 

L45 υποδοχέα (caALK-5mL45) και την υπερέκφραση της Smad7 στους Swiss3T3 

ινοβλάστες, έδειξαν πιθανή συµµετοχή του µονοπατιού των Smad πρωτεΐνών στη 

µετάδοση του µηνύµατος από τον TGF-β1 προς τον κυτταροσκελετό της ακτίνης.  Με 

σκοπό να διερευνηθεί περεταίρω ο ρόλος των κυτταροπλασµατικών Smad, Smad2  

και Smad3 στη µετάδοση του µηνύµατος από τον TGF-β1 προς την ακτίνη, οι 

πρωτεΐνες εκφράστηκαν στους Swiss3T3 ινοβλάστες µετά από παροδική επιµόλυνση 
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µε αδενοϊικούς φορείς που εκφράζουν τις Smad2 και Smad3 αντίστοιχα στην αγρίου 

τύπου (wild type) µορφή. 

Αρχικά, τα κύτταρα µελετήθηκαν µορφολογικά µε έµµεση διπλή χρώση 

ανοσοφθορισµού και συµβατική µικροσκοπία (εικόνα 3.6.3.1).  Swiss3T3 ινοβλάστες 

επιµολύνθηκαν παροδικά µε αδενοϊό για την έκφραση των γονιδίων του LacZ 

(κύτταρα ελέγχου), της Smad2 και της Smad3.  Καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 

24 ώρες και στη συνέχεια ενεργοποιήθηκαν µε 5  ng/ml TGF-β1 για 3 και 24 ώρες 

αντίστοιχα (εικόνα 3.6.3.1). Ακολούθησε έµµεση διπλή χρώση ανοσοφθορισµού µε 

αντίσωµα έναντι του επιτόπου Flag των υπερεκφρασµένων πρωτεΐνων Smad2 και 

Smad3, κατάλληλο δεύτερο αντίσωµα σηµασµένο µε φλουορεσκίνη (FITC), και 

άµεση χρώση του κυτταροσκελετού της ακτίνης µε ροδαµίνη-φαλλοϊδίνη.  Στα 

κύτταρα στα οποία  υπερεκφράστηκε η Smad2 εµφανίστηκε αυξηµένος αριθµός 

µικροϊνιδίων ακτίνης.  Επιπλέον επίδραση µε TGF-β1 οδήγησε στη χαρακτηριστική 

µεταβολή της µορφολογίας των κυττάρων.  Υπερέκφραση της Smad2 για µία ακόµη 

µέρα (δεξιά στήλη, 3η σειρά φωτογραφιών) οδήγησε σε µεταβολή της µορφολογίας 

των κυττάρων και εµφάνιση των παράλληλων ινιδίων του στρες ακόµη και απουσία 

TGF-β1. 

Παροµοίως, στα κύτταρα στα οποία υπερεκφράστηκε η Smad3, παρατηρήθηκε ακόµη 

εντονότερα η αύξηση του πολυµερισµού της ακτίνης απουσία του παράγοντα, αλλά 

και η έντονη µεταβολή του σχήµατος των κυττάρων.  Επιπλέον επίδραση µε τον 

παράγοντα σε Swiss3T3 ινοβλάστες στους οποίους υπερεκφράστηκε η Smad3, 

οδήγησε σε αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης σε µεγαλύτερο βαθµό 

από τα κύτταρα µάρτυρες (LacZ + TGF-β1) (εικόνα 3.6.3.1. 5η και 6η σειρά 

φωτογραφιών). 

Προκειµένου να επιβεβαιωθούν οι µορφολογικές παρατηρήσεις από τα πειράµατα 

ανοσοφθορισµού, χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος ποσοτικού προσδιορισµού του λόγου 

µονοµερούς προς ολική ακτίνη µε κλασµατοποίηση των πρωτεϊνών και αποµόνωση 

των διαλυτού και αδιάλυτου σε Triton-X-100 κλασµάτων.  Swiss3T3 ινοβλάστες 

επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους ίδιους αδενοϊούς όπως και στα πειράµατα 

ανοσοφθορισµού που αναφέρονται  παραπάνω, καλλιεργήθηκαν  απουσία  ορού για  

24  ώρες  και ενεργοποιήθηκαν  µε  5 ng/ml TGF-β1 για 3 και 24 ώρες.  Τα κυτταρικά 

εκχυλίσµατα από κάθε δείγµα χρησιµοποιήθηκαν για τον προσδιορισµό του λόγου  

µονοµερούς προς ολική ακτίνη.     
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Εικόνα 3.6.3.1.: Οι πρωτεΐνες Smad2 και Smad3 επάγουν έντονη αναδιοργάνωση του 
κυτταροσκελετού της ακτίνης σε Swiss3T3 ινοβλάστες.  Συµβατική µικροσκοπία Swiss3T3 
ινοβλαστών µετά από παροδική επιµόλυνση µε τους αναγραφόµενους αδενοϊικούς φορείς 
έκφρασης.  Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες και ενεργοποιήθηκαν µε 5 
ng/ml TGF-β1 για 3 (αριστερή στήλη) και 24 (δεξιά στήλη) ώρες. Ακολούθησε έµµεση διπλή 
χρώση ανοσοφθορισµού µε αντίσωµα anti-Flag-M5,  κατάλληλο δεύτερο αντίσωµα σηµασµένο 
µε φλουορεσκίνη (FITC) και άµεση χρώση µε ροδαµίνη-φαλλοϊδίνη για τα µικροινίδια της 
ακτίνης. Η γραµµή αντιπροσωπεύει 10 µm.   
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Τα αποτελέσµατα, τα οποία παρουσιάζονται στον πίνακα 3.6.3., επιβεβαίωσαν τις  

µορφολογικές παρατηρήσεις δείχνοντας ότι και µόνο η υπερέκφραση των Smad2 ή 

Smad3 οδήγησε σε µείωση του λόγου µονοµερούς G / ολική ακτίνη από 0,42±0,02 σε 

0,35±0,00, ενώ επιπλέον ενεργοποίηση µε TGF-β1 οδήγησε σε ακόµα µεγαλύτερη 

µείωση του λόγου. 

 

 

Πίνακας 3.6.3.: Παροδική επιµόλυνση Swiss3T3 ινοβλαστών µε αδενοϊούς για την 
έκφραση των Smad2 και Smad3 και προσδιορισµός του λόγου µονοµερούς G / ολική 
ακτίνη µε τη µέθοδο της κλασµατοποίησης των πρωτεϊνών και αποµόνωση των 
διαλυτών και αδιάλυτων σε Triton-X-100 κλασµάτων.  
 

∆είγµα G/ολική ακτίνη ± stErr 

LacZ 0,42 0,01 

LacZ / + TGF-β1 0,38* 0,01 

Smad2 0,35* 0,00 

Smad2 / + TGF-β1 0,34* 0,01 

Smad3 0,35* 0,00 

Smad3 / + TGF-β1 0,34* 0,02 

 
Swiss3T3 ινοβλάστες επιµολύνθηκαν παροδικά µε αδενοϊούς για την έκφραση των 
γονιδίων LacZ (κύτταρα ελέγχου), Smad2 και Smad3, καλλιεργήθηκαν απουσία ορού 
για 24 ώρες και ενεργοποιήθηκαν (+) ή όχι (-) µε 5 ng/ml TGF-β1 για 24 ώρες.  Ο 
λόγος G/ολική ακτίνη προσδιορίστηκε µε κλασµατοποίηση των κυτταρικών 
εκχυλισµάτων σε κλάσµατα διαλυτά ή αδιάλυτα στο Triton-X-100. Ο λόγος 
παρουσιάζεται στην µεσαία στήλη ( *p<0,05), ενώ στην τελευταία στήλη αναγράφεται 
το σχετικό λάθος των µέσων τιµών.  Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά από 
τρία ανεξάρτητα πειράµατα. 
 
 

 

Τέλος, µελετήθηκε το αποτέλεσµα της υπερέκφρασης των πρωτεϊνών Smad2 και 

Smad3 στην ενεργοποίηση της RhoA (εικόνα 3.6.3.2.).  Swiss3T3 ινοβλάστες 

επιµολύνθηκαν παροδικά µε αδενοϊό που εκφράζει το γονίδιο LacZ (κύτταρα 

ελέγχου), Smad2 και Smad3 σε κατάλληλη πολλαπλότητα επιµόλυνσης (ΜΟΙ) ώστε 

περισσότερο από το 80% των κυττάρων να εκφράζουν τις πρωτεΐνες.   Τα κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες, και ενεργοποιήθηκαν µε TGF-β1 για 10 
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λεπτά.  Η ενεργοποιηµένη Rho διαχωρίστηκε από το κυτταρικό εκχύλισµα µε 

πειράµατα κατακρήµνισης συγγένειας, χρησιµοποιώντας τα σφαιρίδια 

γλουταθειόνης-GST-RBD (εικόνα 3.6.3.2., 1η σειρά).  Παρατηρήθηκε ότι επιµόλυνση 

των κυττάρων µε αδενοϊό που εκφράζει την Smad2 ή την Smad3 είχε σαν 

αποτέλεσµα τη σηµαντική αύξηση της ενεργοποίησης της RhoA στους Swiss3T3 

ινοβλάστες, ακόµα και απουσία TGF-β1 (σύγκριση διαδρόµων 2, 3, και 5), ενώ 

επιπλέον ενεργοποίηση µε TGF-β1 είχε σαν αποτέλεσµα την ακόµα µεγαλύτερη 

αύξηση της παρουσίας της ενεργής RhoA-GTP στο κυτταρικό εκχύλισµα (σύγκριση 

διαδρόµων 2, 4 και 6).  

Από τα παραπάνω αποτελέσµατα φάνηκε ότι η υπερέκφραση των Smad2 και Smad3 

είναι από µόνη της ικανή να επάγει πολυµερισµό της ακτίνης  και ενεργοποίηση της 

RhoA σε Swiss3T3 ινοβλάστες. 

 

 

 
                                                   1                 2            3             4            5             6 
 
 
Εικόνα 3.6.3.2.: Πειράµατα υπολογισµού της ενεργής RhoA-GTP σε Swiss3T3 ινοβλάστες µετά 
από παροδική επιµόλυνση µε αδενοϊούς για την έκφραση των LacZ (διάδροµοι 1 και 2), Smad2 
(διάδροµοι 3 και 4) και Smad3 (διάδροµοι 5 και 6).  Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία ορού 
για 24 ώρες και στη συνέχεια ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml ΤGF-β1 (διάδροµοι 2, 4 και 6) για 
10 λεπτά. Παρουσιάζεται ανοσοαποτύπωση των RhoA-GTP, RhoA oλική πρωτεΐνη, Flag-M5 
(Smad2 και Smad3) και β-τουµπουλίνη.  Εγινε ανάλυση µε οπτική πυκνοµετρία και η ένταση 
των ζωνών της RhoA-GTP κανονικοποιήθηκε µε την ένταση των αντίστοιχων ζωνών της 
ολικής RhoA.  O λόγος RhoA-GTP/ ολική RhoA αναγράφεται.    
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3.7. Ο παράγοντας TGF-β1 οδηγεί σε αύξηση της έκφρασης της  α-λείας µυϊκής 

ακτίνης (α-Smooth Muscle actin, α-SMA) 
 
 

Οι ινοβλάστες υπό κανονικές συνθήκες εκφράζουν τις δύο µόνο ισοµορφές της 

ακτίνης, τη β- και τη γ- .  Επίδραση µε τον παράγοντα TGF-β1 οδηγεί σε 

µετασχηµατισµό των ινοβλαστών σε µυοβλάστες, επάγοντας έντονη αναδιοργάνωση 

του κυτταροσκελετού της ακτίνης.  Χαρακτηριστικά οι µυοβλάστες θεωρούνται µια 

ενδιάµεση µορφή κυττάρων µεταξύ των ινοβλαστών και των λείων µυϊκών κυττάρων, 

µε κυριότερο δείκτη αναγνώρισής τους την έκφραση σε υψηλά επίπεδα της α-λείας-

µυϊκής ακτίνης, α-SMA.  Mε σκοπό να διερευνηθεί αν στις συνθήκες των πειραµάτων 

που εκτελέστηκαν, ο παράγοντας TGF-β1 οδηγεί σε αύξηση της α-SMA στους 

Swiss3T3 ινοβλάστες, τα κύτταρα µελετήθηκαν µορφολογικά µε συµβατική 

µικροσκοπία. 

Swiss3T3 ινοβλάστες καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες και 

ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml TGF-β1 για 6, 24, 48 και 72 ώρες.  Ακολούθησε έµµεση 

χρώση των κυττάρων µε εξειδικευµένο αντίσωµα έναντι της α-SMA και κατάλληλο 

δεύτερο αντίσωµα σηµασµένο µε φλουορεσκίνη (FITC) (εικόνα 3.7.1).  Τα κύτταρα 

µάρτυρες, τα οποία δεν είχαν ενεργοποιηθεί µε τον παράγοντα, εµφάνισαν µια 

ασθενή και διάχυτη χρώση στο κυτταρόπλασµα, η οποία σε καµµία περίπτωση δεν 

ήταν οργανωµένη σε ινιδιακές δοµές (εικόνα 3.7.1. αριστερή περιοχή).  Επώαση µε 

τον παράγοντα ΤGF-β1, οδήγησε σε αύξηση της έντασης της χρώσης και οργάνωση 

της α-SMA σε ινιδιακές δοµές, σε όλο και µεγαλύτερο αριθµό κυττάρων καθώς 

αυξάνονταν οι ώρες επώασης µε τον παράγοντα.  

Τα αποτελέσµατα των µορφολογικών παρατηρήσεων επιβεβαιώθηκαν και µε 

πειράµατα  ανοσοαποτύπωσης για την α-SMA (εικόνα 3.7.2.Α).  Τα κύτταρα αφού 

καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες , προ-επωάστηκαν µε τον αναστολέα της 

ROCK1, Y27632, και στη συνέχεια ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml TGF-β1 για 24 και 

48 ώρες.  Από τα αποτελέσµατα γίνεται εµφανής η παρουσία της α-SMA στα 

κύτταρα ακόµα και απουσία του παράγοντα.  Επίδραση µε TGF-β1 οδήγησε σε 

αύξηση της πρωτεΐνης στο κυτταρικό εκχύλισµα, αύξηση η οποία δεν φάνηκε να 

παρεµποδίζεται από την παρουσία του αναστολέα Y27632 στο κυτταρικό µέσο 

καλλιέργειας (εικόνες 3.7.2.Α., διάδροµοι 3, 4 και 7, 8).   

 100



                                                                                                             3. Αποτελέσµατα                

Τέλος διερευνήθηκε ο ρόλος των Smad2 και Smad3 στη έκφραση της α-SMA στους 

Swiss3T3 ινοβλάστες (εικόνα 3.7.2.Β και Γ).  Τα κύτταρα µετά από παροδική 

επιµόλυνση µε τους αδενοϊικούς φορείς έκφρασης για την Smad2 ή την Smad3 

αντίστοιχα, καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες και στη συνέχεια 

ενεργοποιήθηκαν µε 5 ng/ml TGF-β1 για ακόµα 24 ώρες.  Παρατηρήθηκε αύξηση της 

παρουσίας της α-SMA σε κύτταρα που υπερ-εκφράζουν  την  Smad3  αν  και  όχι  

στον  ίδιο  βαθµό  µε  τα  κύτταρα  µάρτυρες   τα   οποία ενεργοποιήθηκαν µε TGF-β1 

για 24 ώρες (εικόνα 3.7.2.Β., διάδροµοι 5, 6). Παρουσία της Smad2, παρατηρήθηκε 

πολύ µικρή αύξηση της α-SMA που θα µπορούσε να αγγίζει τα όρια του στατιστικού 

λάθους (εικόνα 3.7.2.Β., διάδροµοι 3, 4).  Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώθηκαν µε 

ανοσοαποτύπωση της α-SMA σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης που είχαν αποτυπωθεί 

τα κλάσµατα του διαχωρισµού του κυτταροσκελετού της ακτίνης σε διαλυτά ή 

αδιάλυτα στο Triton-X-100 (βλέπε παράγραφο 3.6.3).  Παρουσία της πρωτεΐνης 

Smad3 παρατηρήθηκε  αύξηση  της  α-SMA  στο  αδιάλυτο  στο  Triton-X-100  

κλάσµα  ακόµα   και απουσία TGF-β1 (εικόνα 3.7.2.Γ., πάνω σειρά, σύγκριση 

διαδρόµων 1, 2 και 5, 6), αντίθετα µε την Smad2 όπου δεν παρατηρήθηκε αυτή η 

αύξηση (εικόνα 3.7.2.Γ., κάτω σειρά, σύγκριση διαδρόµων 1, 2 και 5, 6).   
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Εικόνα 3.7.1.: Ο παράγοντας TGF-β1 οδηγεί σε αύξηση της α-SMA και ενσωµάτωση της σε 
µικροϊνίδια στους Swiss3T3 ινοβλάστες.  Συµβατική µικροσκοπία Swiss3T3 ινοβλαστών και 
έµµεσος ανοσοφθορισµός για την πρωτεΐνη α-SMA.  Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία ορού 
για 24 ώρες και ενεργοποιήθηκαν(+) ή όχι (-)  µε 5 ng/ml TGF-β1 για 6, 24, 48 και 72  ώρες. 
Ακολούθησε έµµεση διπλή χρώση ανοσοφθορισµού µε αντίσωµα anti-α-SMA και κατάλληλο 
δεύτερο αντίσωµα σηµασµένο µε φλουορεσκίνη (FITC). Η γραµµή αντιπροσωπεύει 10 µm.   
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Εικόνα 3.7.2.: Μελέτη της έκφρασης της α-SMA σε Swiss3T3 ινοβλάστες µετά από επίδραση 
του παράγοντα TGF-β1 ή υπερέκφραση των Smad2 και Smad3.  (A) Swiss3T3 ινοβλάστες 
καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες, προ-επωάστηκαν (+) ή όχι (-) µε 10 µm Υ27632 
και ενεργοποιήθηκαν (+) ή όχι (-) µε 5 ng/ml TGF-β1 για 24 και 48 ώρες. Έγινε 
ανοσοαποτύπωση έναντι της α-SMA, αφαίρεση των αντισωµάτων από τη νιτροκυτταρίνη 
(stripping) και ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα έναντι της β-τουµπουλίνης για κανονικοποίηση 
των αποτελεσµάτων.  (Β)  Swiss3T3 ινοβλάστες επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους 
αναγραφόµενους αδενοϊικούς φορείς, καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες και 
ενργοποιήθηκαν (+) ή όχι (-) µε  5 ng/ml TGF-β1 για 24 ώρες.  Έγινε ανοσοαποτύπωση µε τα 
αντισώµατα anti-α-SMA, anti-flag-M5 (έναντι του επιτόπου flag των Smad πρωτεϊνών) και 
anti-β-τουµπουλίνης. (Γ) Swiss3T3 ινοβλάστες επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους 
αναγραφόµενους αδενοϊικούς φορείς, καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 24 ώρες και 
ενεργοποιήθηκαν (+) ή όχι (-) µε 5 ng/ml TGF-β1 για 24 ώρες.  Ακολούθησε  κλασµατοποίηση 
των κυτταρικών εκχυλισµάτων σε κλάσµατα διαλυτά ή αδιάλυτα στο Triton-X-100 και 
ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα έναντι της α-SMA. 
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Ο παράγοντας TGF-β µεταβάλει την µορφολογία των κυττάρων ελέγχοντας τη 

µεταναστευτική τους ικανότητα, το µετασχηµατισµό των επιθηλιακών ή 

ενδοθηλιακών κυττάρων σε µεσεγχυµατικά (ΕΜΤ), ή τον µετασχηµατισµό 

ινοβλαστών σε µυοβλάστες, διεργασίες που είναι κρίσιµης σηµασίας κατά τη 

διάρκεια της εµβρυογένεσης, της εξέλιξης του καρκίνου ή της διαδικασίας 

επούλωσης πληγών (Condeelis & Segall, 2003; Gabbiani, 2003; Tosh & Slack, 2002; 

Gotzmann et al., 2004; Vaughan et al., 2000).   

Η κίνηση των κυττάρων αποτελεί µια θεµελιώδη διαδικασία.  Tα ινίδια της ακτίνης 

και οι πρωτεΐνες που συνδέονται µε αυτά είναι τα κύρια δοµικά συστατικά που 

ελέγχουν όλα τα στάδια κατά τη διάρκεια της κίνησης του κυττάρου.  Ωστόσο, οι 

µοριακοί µηχανισµοί που ελέγχουν την κινητικότητα των κυττάρων από τον 

παράγοντα TGF-β1 έχουν ελάχιστα διερευνηθεί. 

Η αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης από τον παράγοντα TGF-β1 

µελετήθηκε σε δύο κυτταρικές σειρές ινοβλαστών, Swiss3T3 και ΜΕF’s.  Οι 

µορφολογικές παρατηρήσεις από πειράµατα ανοσοφθορισµού έδειξαν ότι ο TGF-β1 

επάγει άµεσα έντονη αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης, η οποία είναι 

εµφανής πολύ νωρίς, ήδη 15 λεπτά µετά την επίδραση µε τον παράγοντα και γίνεται 

εντονότερη µε την πάροδο του χρόνου συνοδευόµενη και από µεταβολή στο σχήµα 

των κυττάρων (εικόνες 3.1.1. και 3.1.3.).  Τα αποτελέσµατα των µορφολογικών 

παρατηρήσεων επιβεβαιώθηκαν ποσοτικά µε προσδιορισµό του λόγου µονοµερούς 

προς ολική ακτίνη (πίνακας 3.1.).  Η σχετική µείωση του λόγου G/ολική ακτίνη 

αντικατοπτρίζει τη µετατόπιση της δυναµικής ισορροπίας προς την πολυµερή µορφή.  

Παράλληλα πειράµατα δοκιµής επούλωσης πληγής έδειξαν ότι, η αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης από τον TGF-β1 στους Swiss3T3 ινοβλάστες, 

συνοδεύεται και από αυξηµένη κινητικότητα των κυττάρων (εικόνα 3.5.). 

O παράγοντας TGF-β1 εκτός από τον µετασχηµατισµό επιθηλιακών κυττάρων σε 

µεσεγχυµατικά, εµπλέκεται και στη διαδικασία µετασχηµατισµού ινοβλαστών σε 

µυοβλάστες.  Η δράση του στην αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης, 

έχει δειχθεί και στο παρελθόν σε ινοβλάστες από πνεύµονα ανθρώπου και αρουραίου 

και σε πρωτογενείς καλλιέργειες ανθρώπινων µυοβλαστών από ασθενείς του 

συνδρόµου Dupuytren’s (Evans et al., 2003; Roy et al., 2001; Vaughan et al., 2000).  

O µετασχηµατισµός ινοβλαστών σε µυοβλάστες συµβαίνει φυσιολογικά κατά την 

επούλωση πληγών.  Ο όρος µυοβλάστες χρησιµοποιείται για να περιγράψει 

ινοβλαστικά κύτταρα που βρίσκονται στον ανασχηµατιζόµενο ιστό, και των οποίων 
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τα χαρακτηριστικά βρίσκονται ενδιάµεσα από αυτά των ινοβλαστών και των λείων 

µυϊκών κυττάρων (Gabbiani, 2003).  Μετά το µηχανικό στρες κατά τη δηµιουργία 

µιας πληγής, οι ινοβλάστες ενεργοποιούνται από τον TGF-β ή τον παράγοντα PDGF 

που εκρίννονται τοπικά από µακροφάγα και διαφοροποιούνται αρχικά σε πρωτο-

µυοβλάστες και στη συνέχεια σε µυοβλάστες.  Ο ρόλος αυτών των κυττάρων στην 

επούλωση της πληγής είναι η ανασύσταση του συνδετικού ιστού.  Αυτό 

επιτυγχάνεται µε αύξηση της παραγωγής εξωκυττάριας ουσίας (κολλαγόνο, 

φιµπρονεκτίνη), και ανάπτυξη δύναµης σύσπασης που θα βοηθήσει το κλείσιµο των 

δύο άκρων της πληγής (Gabbiani, 2003; Tomasek et al., 2002).  ∆υσλειτουργίες στην 

αλληλουχία των γεγονότων, έχει σαν αποτέλεσµα την εµφάνιση παθολογικών 

φαινοµένων που χαρακτηρίζονται από υπερβολική απόθεση εξωκυττάριας ουσίας 

κατά την ανασύσταση του συνδετικού ιστού. 

Στους Swiss3T3 ινοβλάστες, ο παράγοντας TGF-β1 ενεργοποιεί δύο µέλη των Rho 

GTPασών, τη RhoA και τη RhoB (εικόνα 3.2.2.).  Η ενεργοποίηση και των δύο 

πρωτεϊνών αποδείχθηκε απαραίτητη για την επαγώµενη από τον TGF-β1 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης, αφού υπερέκφραση της µονίµου 

ανενεργής µορφής είτε της RhoA είτε της RhoB παρεµποδίζει τον πολυµερισµό της 

ακτίνης (εικόνα 3.2.3.).  Τα αποτελέσµατα αυτά έρχονται σε συµφωνία µε 

προηγούµενα πειράµατα που έγιναν στο εργαστήριο µας σε µετασχηµατισµένους 

NIH3T3/Ras ινοβλάστες.  Σε αυτό το κυτταρικό σύστηµα δε δείχθηκε απευθείας η 

ενεργοποίηση των Rho GTPασών.  Ωστόσο, η χρήση της τοξίνης εξωτρανσφεράση-

C3 που αναστέλει εξειδικευµένα τη δράση των Rho πρωτεϊνών, υπέδειξε έµµεσα τη 

συµµετοχή των Rho πρωτεϊνών στο σηµατοδοτικό µονοπάτι που µεταδίδει το µήνυµα 

από τον TGF-β1 στον κυτταροσκελετό της ακτίνης (Moustakas & Stournaras, 1999).  

Οι πρωτεΐνες RhoA και RhoB αν και παρουσιάζουν υψηλή οµολογία και συχνά ο 

ρόλος τους θεωρείται ότι είναι λειτουργικά αλληλεπικαλυπτόµενος (functionally 

redundant), εµφανίζουν παράλληλα και εξειδίκευση ώς προς τη δράση τους. Από τη 

βιβλιογραφία είναι γνωστό ότι η RhoB εντοπίζεται στα ώριµα ενδοσωµάτια και τα 

λυσοσωµάτια ελέγχοντας την ενδοκυττική κυκλοφορία υποδοχέων αυξητικών 

παραγόντων όπως του υποδοχέα του EGF (Wheeler & Ridley, 2004; Ellis & Mellor, 

2000; Gampell et al., 1999).  Ο υποδοχέας του EGF µετά την ενεργοποίηση του από 

τον παράγοντα, εισέρχεται στο κύτταρο µέσω της  εξαρτώµενης – από την κλαθρίνη – 

ενδοκύττωσης, και µέσω των πρώιµων και ώριµων ενδοσωµατίων καταλήγει στα 

λυσοσωµάτια για αποικοδόµηση (Wherlock et al., 2004).  Aυξηµένη παρουσία της 
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RhoB στα ώριµα ενδοσωµάτια έχει σαν αποτέλεσµα, την καθυστέρηση της εξόδου 

του υποδοχέα από τα ώριµα ενδοσωµάτια στα λυσοσωµάτια και την καθυστέρηση της 

αποικοδόµησης του (Wherlock et al., 2004).  Η ενεργοποίηση τόσο της RhoA όσο και 

της RhoB από τον TGF-β1 είναι απαραίτητη για την επαγώµενη αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης και ο ρόλος τους δεν µπορεί να θεωρηθεί λειτουργικά 

αλληλεπικαλυπτόµενος αφού υπερέκφραση της µονίµως ανενεργής µορφής είτε της 

RhoA είτε της RhoB παρεµποδίζει τον επαγώµενο από τον TGF-β πολυµερισµό της 

ακτίνης. Εναλλακτικά,  η ενεργοποίηση της RhoB θα µπορούσε να παίζει κάποιο 

ρόλο στην διαδικασία ενδοκύττωσης του υποδοχέα του TGF-β1, ερώτηµα το οποίο 

αξίζει µελλοντικής διερεύνησης.  

Από την πρόσφατη βιβλιογραφία είναι φανερό ότι διάφορα µέλη των µικρών 

GTPασών συµµετέχουν στο σηµατοδοτικό µονοπάτι που οδηγεί από τον TGF-β1 

στην αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης σε διάφορα κυτταρικά 

µοντέλα. Πράγµατι, επίδραση µε TGF-β1 σε NMuMG επιθηλιακά κύτταρα από 

µαστό ποντικού οδηγεί σε ενεργοποίηση της RhoA, η οποία µάλιστα είναι αναγκαία 

και απαραίτητη για τον µετασχηµατισµό των κυττάρων σε µεσεγχυµατικά 

(Bhowmick et al., 2001). Επιπλέον, επίδραση του TGF-β1 στα καρκινικά κύτταρα 

από προστάτη PC-3U, οδηγεί σε άµεση αναδιοργάνωση της ακτίνης και δηµιουργία 

λαµελιποδίων, ενώ µακρόχρονη επίδραση του παράγοντα έχει σαν αποτέλεσµα τον 

πολυµερισµό της ακτίνης και την εµφάνιση ινιδίων του στρες.  Σε αυτά τα κύτταρα ο  

TGF-β1 ενεργοποιεί τόσο την RhoA όσο και την Cdc42 (Edlund et al., 2002).  

Φαίνεται λοιπόν ότι υπάρχει εξειδίκευση ως προς το ποιες GTPάσες ενεργοποιούνται 

κάθε φορά από τον παράγοντα ανάλογα µε την κυτταροσκελετική απόκριση 

διαφορετικών κυτταρικών µοντέλων. 

Η παρούσα µελέτη καταδεικνύει για πρώτη φορά τον κεντρικό ρόλο της 

κυτταροπλασµατικής πρωτεΐνης LIMK2 σε µη γενωµικό σηµατοδοτικό µονοπάτι του 

TGF-β1.   Το εύρηµα αυτό αποδεικνύεται ιδιαίτερα σηµαντικό µια και η LIMK2 

συνδέει την οικογένεια των Rho GTPασών ανοδικά (upstream)  µε την κοφιλίνη 

καθοδικά (downstream) και την µεταβολή της δυναµικής κατάστασης ισορροπίας του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης.  

Η κοφιλίνη δρα σαν αποπολυµεριστικός παράγοντας για την ακτίνη.   ∆εσµεύεται 

κατά προτίµηση σε µονοµερή ADP-ακτίνης και παρεµποδίζει την ανταλλαγή του 

νουκλεοτιδίου ενώ ταυτόχρονα προσδένεται και αποσταθεροποιεί ινίδια ADP-

ακτίνης, καθώς συνδέεται στο αιχµηρό άκρο και αυξάνει την ταχύτητα 
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αποπολυµερσµού τους (Maciver, 1988 ; Carlier, 1999). Η δράση της ρυθµίζεται µέσω 

φωσφορυλιώσης της συντηρηµένης σερίνης-3 από τις LIM κινάσες, οπότε 

αναστέλεται η δράση της οδηγώντας έτσι σε αύξηση του πολυµερισµού της ακτίνης 

(Bamburg et al., 1999).  

Στους Swiss3T3 ινοβλάστες, ο TGF-β1 επάγει άµεσα ενεργοποίηση της LIMK2, η 

οποία συνοδεύεται από αυξηµένη φωσφορυλίωση της ενδογενούς κοφιλίνης η οποία 

συγκατακρηµνίζεται µαζί της (εικόνα 3.3.1.Α.).   Παράλληλα, ενεργοποίηση των 

κυττάρων από τον TGF-β1 µεταβάλλει τον κυτταροπλασµατικό εντοπισµό της 

LIMK2.  Συγκεκριµένα, απουσία ερεθίσµατος η LIMK2 εµφανίζεται διάχυτη στο 

κυτταρόπλασµα µε ελαφρώς εντονότερο εντοπισµό περιµετρικά του πυρήνα.  

Ενεργοποίηση των κυττάρων µε TGF-β1 έχει σαν αποτέλεσµα την αύξηση του 

συνεντοπισµού της LIMK2 µε ινιδιακές δοµές (εικόνα 3.3.2.).  Επιπλέον, η γονιδιακή 

αποσιώπηση της LIMK2 µε τη χρήση µικρών κατασταλτικών RNA (siRNA), 

ανέστειλε δραµατικά τον επαγώµενο από τον TGF-β1 πολυµερισµό της ακτίνης 

(εικόνα 3.3.3.2.).  Η χρήση siRNA έναντι του γονιδίου της LIMK2, µείωσε περίπου 

στο 30% το επίπεδο έκφρασης της πρωτεΐνης στα κύτταρα, πιθανότατα λόγω 

µειωµένης αποτελεσµατικότητας της παροδικής επιµόλυνσης στο συγκεκριµένο 

κυτταρικό µοντέλο.  Ωστόσο, η µείωση αυτή των επιπέδων της ενδογενούς LIMK2 

είχε άµεσο αντίκρισµα τόσο στην επαγώµενη ενεργοποίηση της πρωτεΐνης όσο και 

στην φωσφορυλίωση της κοφιλίνης (εικόνα 3.3.3.1.).   

Αντίθετα, όλα τα πειραµατικά δεδοµένα στους Swiss3T3 ινοβλάστες οδηγούν στο 

συµπέρασµα ότι η LIMK1 δεν συµµετέχει στο σηµατοδοτικό µονοπάτι 

αναδιοργάνωσης του κυτταροσκελετού της ακτίνης από τον TGF-β1, αφού δεν 

παρατηρήθηκε αύξηση της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης ούτε και µεταβολή του 

κυτταροπλασµατικού της εντοπισµού µετά από ενεργοποίηση των κυττάρων µε τον 

παράγοντα. 

Τα δεδοµένα αυτά καταδεικνύουν έναν νέο διακριτό τρόπο ενεργοποίησης της 

LIMK2 µέσω των Rho GTPασών και της πρωτεΐνης ROCK1 από τον τύπου Ι 

υποδοχέα του TGF-β1, σε αντιδιαστολή µε την ενεργοποίηση της LIMK1 από τον 

τύπου ΙΙ υποδοχέα του παράγοντα BMP (BMPRII).  H LIMK1 συνδέεται άµεσα µε 

την µακριά κυτταροπλασµατική ουρά του ΒΜΡRΙΙ, και µεσολαβεί στη ρύθµιση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης από τον παράγοντα ΒΜΡ κατά τη διάρκεια της 

µορφογένεσης νευρικών δενδριτών (Foletta et al., 2003; Lee-Hoeflich et al., 2004).  

Αντίθετα µε τον τύπου ΙΙ υποδοχέα του ΒΜΡ, στην πρωτοταγή αµινοξική αλληλουχία 
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του τύπου Ι ή του τύπου ΙΙ υποδοχέα του TGF-β δεν απαντώνται οι αλληλουχίες που 

µεσολαβούν για την αλληλεπίδραση µε την LIMK1 και επιπλέον δεν παρατηρήθηκε 

ενεργοποίηση της LIMK1 µετά την ενεργοποίηση των Swis3T3 ινοβλαστών από τον 

παράγοντα. Οι πρωτεΐνες LIMK1 και LIMK2 φωσφορυλιώνονται από την πρωτεΐνη 

ROCK1 στη θρεονίνη-508 ή τη θρεονίνη-505 αντίστοιχα (Ohashi et al., 2000 ; 

Amano et al., 2001 ; Sumi et al., 2001). Εναλλακτικά, οι µικρές GTPάσες 

ενεργοποιούν την πρωτεΐνη ΡΑΚ1 η οποία στη συνέχεια φωσφορυλιώνει την LIMK1 

(Ohashi et al., 2000; Maekawa et al., 1999; Edwards et al., 1999).  Μετά από 

πειράµατα ταυτόχρονης έκφρασης των δύο πρωτεϊνών LIMK1 και LIMK2 σε 

κύτταρα HeLa, αναφέρεται ότι η LIMK1 ενεργοποιείται καθοδικά της Rac αλλά όχι 

της Rho ή της Cdc42, ενώ η LIMK2 ενεργοποιείται καθοδικά των Rho και Cdc42 και 

όχι της Rac (Sumi et al., 1999).  Παρουσιάζει ενδιαφέρον το γεγονός ότι ο 

παράγοντας TGF-β1 ενεργοποιεί τις Rho GTPάσες, επάγωντας αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης, κινητοποιώντας καθοδικά των Rho πρωτεϊνών το 

µονοπάτι ROCK1 / LIMK2 / κοφιλίνη.  Ο τρόπος της εξειδίκευσης των 

σηµατοδοτικών µονοπατιών αξίζει περαιτέρω µελλοντικής ανάλυσης, µια και θα 

µπορέσει να διαφωτήσει τον τρόπο µε τον οποίο οι µικρές Rho GTPάσες και οι 

πρωτεΐνικές κινάσες τελεστές τους οργανώνονται γύρω από τον υποδοχέα του TGF-β 

και κινητοποιούν τις διαφορετικές κυτταρικές αποκρίσεις. 

Η πρωτεΐνη που συνδέει τις Rho GTPάσες µε τη LIMK2 είναι η πρωτεϊνική κινάση 

ROCK1, αφού επώαση των κυττάρων µε έναν εξειδικευµένο αναστολέα της 

παρεµποδίζει τόσο την επαγώµενη από τον TGF-β1 αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης, όσο και την ενεργοποίηση της LIMK2 και την 

φωσφορυλίωση της κοφιλίνης.  Η πρωτεΐνη ROCK1 ενεργοποιείται από τον TGF-β1 

και κατά τον µετασχηµατισµό επιθηλιακών κυττάρων σε µεσεγχυµατικά (Βhowmick 

et al., 2001; Edlund et al., 2002).   

Η ενεργοποίηση του µονοπατιού Rho / ROCK1 / LIMK2 / κοφιλίνη παίζει 

καθοριστικό ρόλο στην επαγώµενη από τον TGF-β1 µετανάστευση των Swiss3T3 

ινοβλαστών αφού αναστολή του µονοπατιού µε τον  εξειδικευµένο αναστολέα της 

ROCK1 περιορίζει σηµαντικά την αυξηµένη µεταναστευτική ικανότητα των 

κυττάρων.  Αξίζει µελλοντικής διερεύνησης η επίδραση του TGF-β στον 

πολλαπλασιασµό ή την απόπτωση των Swiss3T3 ινοβλαστών καθώς και ο ρόλος 

τόσο της αναδιοργάνωσης του κυτταροσκελετού της ακτίνης όσο και του 

σηµατοδοτικού µονοπατιού των Rho GTPασών σε αυτές τις κυτταρικές αποκρίσεις 
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Η ενεργοποίηση του µη γενωµικού µονοπατιού των Rho GTPασών από τον TGF-β1, 

είναι καθοριστικής σηµασίας για την άµεση κυτταροσκελετική απόκριση στον 

παράγοντα.  Ωστόσο, το φαινόµενο της αναδιοργάνωσης του κυτταροσκελετού της 

ακτίνης από τον TGF-β1 δεν είναι παροδικό.  Αντίθετα διαρκεί και µάλιστα γίνεται 

εντονότερο µετά από µακρόχρονη ενεργοποίηση των κυττάρων µε τον παράγοντα.  Η 

µακροπρόθεσµη απόκριση των κυττάρων στον παράγοντα TGF-β, εξαρτάται από τη 

µεταγραφική ενεργοποίηση και εποµένως από την ενεργοποίηση γενωµικών 

µονοπατιών (Moustakas & Heldin, 2005; Edlund et al, 2002).  Mελλοντική 

διερεύνηση της πιθανής µεταγραφικής ρύθµισης µορίων του νέου µονοπατιού Rho / 

ROCK / LIMK2 / κοφιλίνη από τον TGF-β1, θα βοηθήσει στην κατανόηση των 

µηχανισµών που ελέγχουν την µακροχρόνια επίδραση του παράγοντα στον 

κυτταροσκελετό της ακτίνης. 

Tα τελευταία χρόνια έχει εδραιωθεί ο ρόλος των Smad πρωτεϊνών ως τα κεντρικά 

µόρια-κλειδιά της µετάδοσης του µηνύµατος από το σύµπλοκο των υποδοχέων του 

TGF-β στον πυρήνα, ενεργοποιώντας τη µεταγραφή πλήθους γονιδίων και ελέγχοντας 

έτσι την κυτταρική απόκριση στον παράγοντα.  Ωστόσο, και άλλα σηµατοδοτικά 

µονοπάτια ενεργοποιούνται από τον TGF-β, ελέγχοντας διάφορες βιολογικές 

λειτουργίες, όπως είναι η απόπτωση, ο πολλαπλασιασµός των κυττάρων, η 

διαφοροποίηση και ο µετασχηµατισµός επιθηλιακών κυττάρων σε µεσεγχυµατικά 

(ΕΜΤ) (Μoustakas & Heldin, 2005).  Τα σηµαντικότερα-ανεξάρτητα των Smad 

πρωτεϊνών-µονοπάτια είναι αυτά των ΜΑΡ κινασών, των Rho GTPασών και της 

κινάσης επιβίωσης Akt (Moustakas & Heldin, 2005; Shi & Massagué, 2003).   

Tα δεδοµένα που προκύπτουν από την πρόσφατη βιβλιογραφία θέτουν όλο και πιο 

ισχυρά το ερώτηµα, κατά πόσο τα µονοπάτια αυτά λειτουργούν ανεξάρτητα από αυτό 

των Smad πρωτεϊνών.  Επιπλέον, αναδεικνύουν ένα νέο κυτταροπλασµατικό ρόλο 

των Smad, εκτός από την ικανότητα τους να µεταβαίνουν στον πυρήνα ελέγχοντας τη 

µεταγραφή γονιδίων (Lee et al., 2004; Zhang et al., 2004).  Η πρωτεΐνη Smad2  

ενεργοποιεί την ERK σε καρκινικά κύτταρα που µεγαλώνουν ανεξάρτητα από 

προσφύσεις, ενώ η Smad3 δεσµεύεται στη ρυθµιστική υποµονάδα της πρωτεϊνικής 

κινάσης Α, ΡΚΑ, ενεργοποιώντας την ενζυµική δράση της πρωτεΐνης. 

Μετά την ταυτοποίηση του νέου µη γενωµικού µονοπατιού που ελέγχει την 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης στους Swiss3T3 ινοβλάστες, 

τέθηκε το ερώτηµα της πιθανής επικοινωνίας του µε την κλασσική σηµατοδοτική 

µηχανή του TGF-β. 
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Η αλληλουχία των σηµατοδοτικών γεγονότων όπως καθορίστηκε από την παρούσα 

µελέτη, δείχνει ότι ο τύπου Ι υποδοχέας του TGF-β είναι υπεύθυνος για την 

ενεργοποίηση του µονοπατιού των Rho GTPασών που οδηγεί τελικά στην 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης.  Πράγµατι, ο ρόλος του τύπου Ι 

υποδοχέα του TGF-β (ΤβRI) αποδείχθηκε όταν υπερεκφράστηκε στους Swiss3T3 

ινοβλάστες µια µεταλλαγµένη µορφή του ΤβRI (caALK-5) - που τον καθιστά 

µονίµως ενεργό ως προς τη δράση κινάσης - και αναλύθηκε η κυτταρική απόκριση 

απουσία του παράγοντα TGF-β1.  Tα κύτταρα στα οποία εκφράστηκε ο caALK-5 

εµφάνισαν έντονη αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης και µεταβολή 

του σχήµατος τους όπως ακριβώς και σε κύτταρα µάρτυρες τα οποία 

ενεργοποιήθηκαν µε TGF-β1 για 24 ώρες (εικόνα 3.6.1.1.).  Επιπλέον, υπερέκφραση 

του caALK-5 οδήγησε σε ενεργοποίηση της RhoA απουσία ενεργοποίησης των 

κυττάρων µε τον παράγοντα TGF-β1 (εικόνα 3.6.1.2.).  Από αυτά τα αποτελέσµατα 

συµπεραίνουµε ότι για την επαγώµενη από τον TGF-β αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης και την ενεργοποίηση των Rho GTPασών µεσολαβεί ο 

τύπου Ι υποδοχέας του, ΤβRI. 

Για την πρόσδεση και ενεργοποίηση των Smad στον τύπου Ι υποδοχέα του TGF-β, 

είναι αποφασιστικής σηµασίας µια αλληλουχία µέσα στην περιοχή µε δράση κινάσης 

του ΤβR-Ι, η θηλιά-L45 (L45 loop).  Η περιοχή αυτή αναγνωρίζεται από τις Smad 

πρωτεΐνες και προσδίδει την εξειδίκευση ως προς το ποιές Smad θα προσδεθούν και 

θα ενεργοποιηθούν από τον υποδοχέα (Feng & Derynck, 1997 ; Chen et al., 1998 ; 

Persson et al., 1998).  Μεταλλάξεις σε αυτή την περιοχή του υποδοχέα 

παρεµποδίζουν την πρόσδεση των R-Smad και άλλων παραγόντων όπως είναι οι 

βοηθητικές πρωτεΐνες XIAP και Dab-2 (Disabled-2), όχι όµως και την πρόσδεση της 

ανασταλτικής Smad, Smad7 (Itoh et al., 2003; Yu et al., 2002).   

To ερώτηµα σχετικά µε την συµµετοχή των Smad πρωτεϊνών στην επαγώµενη από 

τον TGF-β1 αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης και ενεργοποίηση του 

µονοπατιού των Rho GTPασών προσεγγίστηκε αρχικά µε παροδική επιµόλυνση των 

Swiss3T3 ινοβλαστών µε έναν διπλά µεταλλαγµένο υποδοχέα.  Ο caALK-5mL45 

εκτός από τη σηµειακή µετάλλαξη που τον καθιστά µονίµως ενεργό έχει µια επιπλέον 

µετάλλαξη στην θηλιά L45 που καθιστά αδύνατη την πρόσδεση και ενεργοποίηση 

των Smad (Itoh et al., 2003; Yu et al., 2002).  H υπερέκφραση του caALK-5mL45 

στους Swiss3T3 ινοβλάστες ήταν αναποτελεσµατική ώς προς την ενεργοποίηση της 

κυτταροσκελετικής απόκρισης των κυττάρων, αν και εκφραζόταν στα κύτταρα σε 
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παρόµοια επίπεδα µε τον caALK-5 (εικόνα 3.6.1.1.).  Επιπλέον, ο caALK-5mL45 

απέτυχε να ενεργοποιήσει την πρωτεΐνη RhoA (εικόνα 3.6.1.2.). 

Εφόσον η θηλιά L45 είναι η περιοχή που είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση των R-

Smad στον τύπου Ι υποδοχέα, τα παραπάνω αποτελέσµατα υποδεικνύουν έναν πιθανό 

και άµεσο ρόλο των Smad πρωτεϊνών στην ενεργοποίηση των Rho GTPασών και 

στην επαγώµενη από τον TGF-β1 αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης.  

Εναλλακτικά, στην περιοχή αυτή θα µπορούσαν να συνδέονται και άλλοι παράγοντες, 

όπως πρωτεϊνες GEF’s (Guanine exchange factors), οι οποίες θα µπορούσαν να 

εµπλέκονται στην ενεργοποίηση της κυτταροσκελετικής απόκρισης στον TGF-β 

µέσω ενεργοποίησης των Rho GTPασών. 

Τις προηγούµενες παρατηρήσεις ενισχύουν τα αποτελέσµατα που ελήφθησαν µετά 

από παροδική επιµόλυνση των κυττάρων µε αδενοϊικό φορέα έκφρασης για την 

ανασταλτική πρωτεΐνη Smad7.  Η πρωτεΐνη Smad7 αλληλεπιδρά σταθερά  µε τον 

τύπου Ι υποδοχέα και ανταγωνίζεται την σύνδεση των R-Smad παρεµποδίζοντας έτσι 

τη φωσφορυλίωση τους (de Caesteker, 2004; Shi & Massagué, 2003; Moustakas et 

al., 2002).  Eπιπλέον, η Smad7 στρατολογεί τις Ε3 λιγάσες ουβικιτίνης, Smurf’s, στο 

σύµπλοκο των υποδοχέων ενεργοποιώντας την αποικοδόµηση του (Di Guglielmo et 

al., 2003; Razani et al., 2001; Kavsak et al., 2000).  H έκφραση του γονιδίου της 

Smad7 επάγεται από τον παράγοντα TGF-β1, προσφέροντας έτσι έναν αρνητικό 

µηχανισµό ελέγχου του µονοπατιού (Nagarajan et al., 1999; Afrakhte et al., 1998).   

Υπερέκφαση της Smad7 σε Swiss3T3 ινοβλάστες παρεµποδίζει την ικανότητα του 

TGF-β1 να επάγει πολυµερισµό της ακτίνης τόσο στις 3 όσο και στις 24 ώρες 

επίδρασης µε τον παράγοντα (εικόνα 3.6.2.1.).  Επιπλέον, παροδική επιµόλυνση µε 

αδενοϊικό φορέα έκφρασης της Smad7 µε τέτοια πολλαπλότητα επιµόλυνσης ώστε 

όλα τα κύτταρα να εκφράζουν την πρωτεΐνη, είχε σαν αποτέλεσµα την ολική 

παρεµπόδιση ενεργοποίησης της RhoA από τον TGF-β1 (εικόνα 3.6.2.2.).  Από τα 

παραπάνω αποτελέσµατα καταδεικνύεται ότι παρεµπόδιση της ενεργοποίσης των R-

Smad, παρεµβαίνει τόσο στην αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης όσο 

και στην ενεργοποίηση του µονοπατιού των Rho GTΡασών, που οδηγεί τελικά στην 

κυτταροσκελετική απόκριση των κυττάρων στον TGF-β1.   

Ωστόσο, από την πρόσφατη βιβλιογραφία καταδεικνύεται ένας ακόµη διαφορετικός 

ρόλος για την πρωτεΐνη Smad7.  Στα καρκινικά κύτταρα του προστάτη PC-3U, ο 

παράγοντας TGF-β1 ενεργοποιεί τις µικρές GTPάσες RhoA και Cdc42 επάγωντας 

κυτταροσκελετικές αλλαγές.  Στα κύτταρα αυτά, υπερέκφραση της  Smad7 επάγει 
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ενεργοποίηση της Cdc42, και σε πολύ µικρότερο βαθµό της RhoA.  Γονιδιακή 

αποσιώπηση της Smad7 παρεµποδίζει την επαγώµενη από τον TGF-β1 ενεργοποίηση 

της Cdc42 (όχι όµως και της RhoA), καθώς και την αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης σε αυτά τα κύτταρα (Edlund et al., 2004).  Ο 

διαφορετικός ρόλος της Smad7 πιθανόν να οφείλεται σε διαφορετική εξειδίκευση ως 

προς την κυτταρική απόκριση ανάλογα µε τον κυτταρικό τύπο και αξίζει µελλοντικής 

διερεύνησης. 

Τα αποτελέσµατα σχετικά µε τον µεταλλαγµένο L45 υποδοχέα (caALK-5mL45) και 

την υπερέκφραση της Smad7 στους Swiss3T3 ινοβλάστες, υποδεικνύουν ότι είναι 

πολύ πιθανή η συµµετοχή του µονοπατιού των Smad πρωτεΐνών στη µετάδοση του 

µηνύµατος από τον TGF-β1 προς τον κυτταροσκελετό της ακτίνης στους Swiss3T3 

ινοβλάστες. Προκειµένου να υποστηριχθεί περαιτέρω αυτή η υπόθεση, διερευνήθηκε 

ο ρόλος των κυτταροπλασµατικών Smad2  και Smad3 στην κυτταροσκελετική 

απόκριση  στον TGF-β1.  Οι πρωτεΐνες εκφράστηκαν στους Swiss3T3 ινοβλάστες 

µετά από παροδική επιµόλυνση µε αδενοϊικούς φορείς που εκφράζουν τις Smad2 και 

Smad3 αντίστοιχα στην αγρίου τύπου (wild type) µορφή.  Μορφολογική και 

βιοχηµική ανάλυση των Swiss3T3 ινοβλαστών απουσία ενεργοποίησης µε τον 

παράγοντα TGF-β1, κατέδειξε ότι υπερέκφραση είτε της Smad2 είτε της Smad3 

οδηγεί σε έντονο πολυµερισµό της ακτίνης. Το φαινόµενο παρατηρήθηκε εντονότερα 

στα κύτταρα στα οποία υπερεκφράστηκε η Smad3, στα οποία εκτός από αύξηση του 

πολυµερισµού της ακτίνης, παρατηρήθηκε και η χαρακτηριστική έντονη µεταβολή 

του σχήµατος των κυττάρων, η οποία παρατηρείται µετά από µακροχρόνια 

ενεργοποίηση µε τον παράγοντα (24 ώρες ή περισσότερο) (εικόνα 3.6.3.1).  

Παράλληλα, υπερέκφραση της Smad2 ή της Smad3 σε Swiss3T3 ινοβλάστες επάγει 

ακόµα και απουσία ενεργοποίησης των κυττάρων µε TGF-β1 την ενεργοποίηση της 

RhoA.  Καταδεικνύεται έτσι για πρώτη φορά, ότι οι κυτταροπλασµατικές Smad, 

δηλαδή οι Smad2 και Smad3 εµπλέκονται στην αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης και συµβάλουν στην ενεργοποίηση των Rho GTPασών. 

Ο µετασχηµατισµός επιθηλιακών κυττάρων σε µεσεγχυµατικά, και των ινοβλαστών 

σε µυοβλάστες, χαρακτηρίζεται από αυξηµένη έκφραση της ισοµορφής της α-λείας 

µυϊκής ακτίνης (α-Smooth muscle actin, α-SMA) (Evans et al., 2003; Μasszi et al., 

2003;  Roy et al., 2001; Vaughan et al., 2000).  Στην παρούσα µελέτη, µορφολογική 

και βιοχηµική ανάλυση Swiss3T3 ινοβλαστών κατέδειξε ότι ενεργοποίηση των 

κυττάρων µε TGF-β1 οδηγεί σε αυξηµένα επίπεδα α-SMA στα κύτταρα.  Μάλιστα, η 
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α-SMA που εκφράζεται εντοπίζεται κυρίως στο αδιάλυτο κυτταροσκελετικό κλάσµα, 

καθώς ενσωµατώνεται αµέσως σε ινίδια ακτίνης (εικόνα 3.6.2.Γ, διάδροµοι 1-4).  

Αναστολή της πρωτεΐνης ROCK1, µε τον εξειδικευµένο αναστολέα της Υ27632,  

µειώνει τα βασικά επίπεδα έκφρασης της α-SMA σε µη ενεργοποιηµένα κύτταρα.  

Ωστόσο, δεν παρεµποδίζει την επαγωγή έκφραση της α-SMA από τον TGF-β1 στους 

Swiss3T3 ινοβλάστες (εικόνα 3.6.2.Α).  Παροµοίως, στην επιθηλιακή κυτταρική 

σειρά LLC-PK1 η έκφραση της α-SMA από τον TGF-β1 δεν παρεµποδίζεται όταν στα 

κύτταρα εκφραστεί η ROCK στην επικρατούσα ανενεργή της µορφή (Μasszi et al., 

2003). Στην ίδια κυτταρική σειρά η ενεργοποίηση της RhoA παίζει διπλό ρόλο στον 

επαγώµενο από τον TGF-β1 µετασχηµατισµό των κυττάρων, αφού είναι απαραίτητη 

και για την αναδιοργάνωση της ακτίνης και για την ενεργοποίηση της έκφρασης της 

α-SMA.  Αξίζει να διερευνηθεί αν η ενεργοποίηση των Rho GTPασών στους 

Swiss3T3 ινοβλάστες παίζει κάποιο ρόλο στην ενεργοποίηση της έκφρασης του 

γονιδίου της α-SMA, είτε µέσω του µονοπατιού ROCK / LIMK2 / κοφιλίνη, είτε 

µέσω ενεργοποίησης κάποιου άλλου µονοπατιού.  Τέλος, υπερέκφραση της Smad3 

απουσία ενεργοποίησης των κυττάρων µε TGF-β οδήγησε σε αυξηµένη έκφραση της 

α-SMA στους Swiss3T3 ινοβλάστες, αν και όχι στον ίδιο βαθµό µε κύτταρα που 

ενεργοποιήθηκαν µε τον παράγοντα για 24 ώρες.  Η επίδραση της υπερέκφρασης της 

Smad2 ήταν ακόµα µικρότερη, στα όρια του στατιστικού λάθους. Τα αποτελέσµατα 

αυτά είναι σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα υπερέκφρασης της Smad3 σε  ηπατικά 

κύτταρα (Hepatic stellate cells), η οποία οδήγησε σε αυξηµένη απόθεση 

εξωκυττάριας ουσίας και αυξηµένη έκφραση της α-SMA (Uemura et al., 2005).  

Aντίθετα, σε ινοβλάστες από ανθρώπινο πνεύµονα η υπερέκφραση της Smad2 (και 

όχι της Smad3 ή της Smad4) απουσία TGF-β1, ήταν αρκετή για την αύξηση του 

mRNA της α-SMA στα κύτταρα και την αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της 

ακτίνης.  Ο ρόλος των Smad πρωτεϊνών αξίζει περεταίρω διερεύνησης για να 

αποσαφηνιστεί η συµµετοχή τους τόσο στην άµεση απόκριση του κυτταροσκελετού 

της ακτίνης στον TGF-β1, όσο και στην µακρόχρονη σταθεροποίηση των 

κυτταροσκελετικών αλλαγών µε την επαγωγή έκφρασης του γονιδίου της α-SMA. 

Συµπερασµατικά, η σηµασία της παρούσας διατριβής βασίζεται στο γεγονός της 

ταυτοποίησης για πρώτη φορά, των πρωτεϊνικών µορίων που σηµατοδοτούν την 

άµεση απόκριση των κυττάρων στον TGF-β, ώς προς τον κυτταροσκελετό της 

ακτίνης.  Το µονοπάτι που ταυτοποιήθηκε ξεκινά από τον τύπου Ι υποδοχέα του TGF-

β και µέσω των Rho GTPασών RhoA και RhoB, ROCK1, LIMK2 και κοφιλίνης 
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καταλήγει στον πολυµερισµό της ακτίνης (εικόνα 4.1).  Επίσης, καταδεικνύονται για 

πρώτη φορά στοιχεία που υποδεικνύουν µια πιθανή επικοινωνία µεταξύ του µη 

γενωµικού µονοπατιού των Rho GTPασών που ενεργοποιείται απο τον παράγοντα 

TGF-β1,  µε το µονοπάτι των Smad πρωτεϊνών, µια και η έκφραση των Smad2 και 

Smad3 επηρεάζει την ενεργοποίηση του.  Τα αποτελέσµατα αυτά αποτελούν τη βάση 

για την κατανόηση των µηχανισµών που ελέγχουν την επαγώµενη από τον TGF-β 

µεταναστευτική ικανότητα των κυττάρων και αξίζουν µελλοντικής πειραµατικής 

διερεύνησης, η οποία θα καταστήσει δυνατή την εύρεση του βαθµού της πιθανής 

επικοινωνίας µεταξύ των δύο µονοπατιών.   
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Το γενικό συµπέρασµα που εξάγεται από τα αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής 

είναι ότι ο πράγοντας TGF-β1 έχει την ικανότητα να µεταβάλει την οργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης ινοβλαστών, γεγονός που φαίνεται ότι ρυθµίζει 

ταυτόχρονα την κινητικότητα των κυττάρων.  Βρέθηκε ότι η κυτταροσκελετική 

απόκριση των κυττάρων γίνεται µέσα από ένα µη γενωµικό µεταγωγικό µονοπάτι, 

στο οποίο συµµετέχουν οι µικρές Rho GTPάσες, RhoA και RhoB, οι οποίες 

ενεργοποιούνται καθοδικά του τύπου Ι υποδοχέα του TGF-β1 και οι πρωτεΐνες 

ROCK1, LIMK2 και κοφιλίνη.  Η ενεργοποίηση αυτού του µονοπατιού επάγει τον 

πολυµερισµό και την αναδιοργάνωση του πλέγµατος της ακτίνης σε ινίδια του στρες, 

ενώ η παρεµπόδιση του παρεµβαίνει όχι µόνο στην αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης, αλλά και  στην επαγώµενη από τον TGF-β1 αυξηµένη 

κινητικότητα των κυττάρων.  Επίσης διαπιστώθηκε πιθανή επικοινωνία του 

µονοπατιού των Rho GTPασών µε το µονοπάτι των Smad πρωτεϊνών και βρέθηκε ότι 

βασικά στοιχεία ή µόρια της κλασσικής  σηµατοδοτικής µηχανής του TGF-β 

επηρεάζουν ή είναι απαραίτητα τόσο για την αναδιοργάνωση της ακτίνης όσο και για 

την ενεργοποίηση των Rho. 

Επιγραµµατικά, τα συµπεράσµατα της παρούσας διατριβής συνοψίζονται στα εξής: 

 Ο παράγοντας TGF-β1 οδηγεί σε άµεση και έντονη αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης σε Swiss3T3 ινοβλάστες και σε εµβρυονικούς 

ινοβλάστες ποντικού, MEF’s.  Η µακροχρόνια ενεργοποίηση µε τον παράγοντα 

έχει σαν αποτέλεσµα τη δραµατική αλλαγή της µορφολογίας των κυττάρων, τα 

οποία εµφανίζονται πιο πλατιά και µε έντονο δίκτυο παράλληλων ινιδίων του 

στρες. 

 Οι µικρές Rho GTPάσες, RhoA και RhoB ενεργοποιούνται ταχέως µετά την 

επίδραση του παράγοντα στα κύτταρα.  Η ενεργοποίηση τόσο της RhoA όσο 

και της RhoB είναι απαραίτητες για την επαγώµενη από τον TGF-β1 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης. 

 Η πρωτεΐνη LIMK2 ενεργοποιείται καθοδικά των Rho GTPασών και παίζει 

κεντρικό ρόλο στην αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης από τον 

TGF-β1.  Η ενεργοποίηση της LIMK2 από τον παράγοντα συνοδεύεται και από 

µια µεταβολή του κυτταροπλασµατικού της εντοπισµού.  Γονιδιακή 

 118



                                                                                                            5. Συµπεράσµατα               

αποσιώπηση της πρωτεΐνης παρεµποδίζει την επαγώµενη αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης.   

 Όλα τα πειραµατικά δεδοµένα στους Swiss3T3 ινοβλάστες οδηγούν στο 

συµπέρασµα ότι η LIMK1 δεν συµµετέχει στο σηµατοδοτικό µονοπάτι 

αναδιοργάνωσης του κυτταροσκελετού της ακτίνης από τον TGF-β1, 

καταδεικνύοντας έναν νέο διακριτό τρόπο ενεργοποίησης της LIMK2 µέσω των 

Rho GTPασών και της πρωτεΐνης ROCK1 από τον τύπου Ι υποδοχέα του TGF-

β1, σε σχέση µε την ενεργοποίηση της LIMK1 από τον τύπου ΙΙ υποδοχέα του 

παράγοντα BMP (BMPRII) µε τον οποίο αλληλεπιδρά άµεσα. 

 Η LIMK2 φωσφορυλιώνει το φυσιολογικό υπόστρωµα της την κοφιλίνη, 

αναστέλοντας έτσι τη δράση της.  Η κοφιλίνη δρα σαν αποπολυµεριστικός 

παράγοντας για την ακτίνη.  Αναστολή της δράσης της από την LIMK2 µέσω 

φωσφορυλίωσης έχει σαν αποτέλεσµα την αύξηση του πολυµερισµού της 

ακτίνης. 

 Η πρωτεϊνική κινάση ROCK1 ενεργοποιείται από τις Rho GTPάσες και 

φωσφορυλιώνει τη LIMK2 µεσολαβώντας την µετάδοση του µηνύµατος από 

τον TGF-β1 προς τον κυτταροσκελετό της ακτίνης. 

 Η αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης συνοδεύεται από 

αυξηµένη κινητικότητα των Swiss3T3 ινοβλαστών σε απόκριση στον TGF-β.  

Η ενεργοποίηση του µονοπατιού Rho / ROCK1 / LIMK2 / κοφιλίνη παίζει 

καθοριστικό ρόλο στην επαγώµενη από τον TGF-β1 αυξηµένη κινητικότητα 

των κυττάρων. 

 Η έναρξη του µονοπατιού σηµατοδοτείται από τον τύπου Ι υποδοχέα του TGF-

β1, ενώ η θηλιά L45 η οποία είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση και 

ενεργοποίηση των Smad πρωτεϊνών, είναι απαραίητη για την ενεργοποίηση του 

σηµατοδοτικού µονοπατιού των Rho πρωτεϊνών και την επαγώµενη αύξηση του 

πολυµερισµού της ακτίνης.   

 Αναστολή του κλασσικού σηµατοδοτικού µονοπατιού των Smad πρωτεϊνών, 

είτε µε υπερέκφραση της Smad7, είτε µε εισαγωγή µεταλλάξεων στην  θηλιά 

L45 καθιστώντας έτσι αδύνατη την πρόσδεση και ενεργοποίηση των Smad 

πρωτεϊνών, παρεµποδίζει τόσο την ενεργοποίηση του σηµατοδοτικού 
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µονοπατιού των Rho πρωτεϊνών όσο και την αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης.   

 Οι κυτταροπλασµατικές Smad2 και Smad3 επηρεάζουν την κυτταροσκελετική 

απόκριση των κυττάρων, αφού υπερέκφραση τους οδηγεί σε ενεργοποίηση του 

σηµατοδοτικού µονοπατιού των Rho GTPασών και αυξηµένο πολυµερισµό της 

ακτίνης. 

 Η έντονη αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης και η 

παρατηρούµενη έντονη µεταβολή της µορφολογίας των κυττάρων οφείλεται σε 

αύξηση της έκφρασης της ισοµορφής της α-λείας µυϊκής ακτίνης, α-SMA, από 

τον TGF-β1 στους Swiss3T3 ινοβλάστες.  Η νέα α-SMA που συντίθεται 

ενσωµατώνεται κυρίως σε ινίδια ακτίνης και δεν απαντάται σε µονοµερή 

µορφή. 
 Για την αύξηση της έκφρασης της α-SMA στους Swiss3T3 ινοβλάστες 

σηµαντικό ρόλο παίζει η Smad3 αφού υπερέκφραση της πρωτεϊνης απουσία 

ενεργοποίησης από τον TGF-β1 οδηγεί σε αύξηση της α-SMA στα κύτταρα και 

ενσωµάτωσή της σε ινίδια ακτίνης. 
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