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όλες τις ευκαιρίες που µου προσέφερε. 

Τον Καθηγητή Χρήστο Στουρνάρα τον ευχαριστώ για την ανεκτίµητη βοήθειά του, τις 

εποικοδοµητικές συζητήσεις µας, την παρότρυνση και την κριτική στην προσπάθειά 

µου. Επίσης  ευχαριστώ τον Καθηγητή Ηλία Λιανό για την προµήθεια της κυτταρικής 
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παρατηρήσεις και για τη συµβολή τους στην ολοκλήρωση της συγγραφής της διατριβής 

αυτής. Ιδιαιτέρως θα ήθελα να ευχαριστήσω την Σεβαστή Κουκουριτάκη και την Λίτσα 

Παπακωνσταντή των οποίων η συνεισφορά ήταν σηµαντική στην ολοκλήρωση αυτής 

της εργασίας, επίσης την Άννα Τσαπάρα και τον Παναγιώτη Θεοδωρόπουλο για την 



 

ανεκτίµητη βοήθεια τους σε τµήµατα της εργασίας, που ήταν συνέχεια δικής τους 

δουλειάς σε άλλες κυτταρικές σειρές.  
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Στυλιανού, Κώστα Κόρσαββα, Γαρυφαλιά Περισυνάκη και ιδιαίτερα τις γραµµατείς 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

 

1.1. Τα σπειραµατικά επιθηλιακά κύτταρα ως δοµικό στοιχείο του νεφρώνα 

 

1.1.1. Η λειτουργική µονάδα του νεφρού 

Η λειτουργική µονάδα του νεφρικού παρεγχύµατος είναι ο νεφρώνας. Ο νεφρώνας 

αποτελείται από δύο κύρια µέρη: i) το αγγειώδες σπείραµα, στο οποίο γίνεται η 

διήθηση και ii) το νεφρικό σωληνάριο στο οποίο γίνεται η επαναρρόφηση και έκκριση. 

Το αγγειώδες σπείραµα, το οποίο έχει µια λοβιώδη µορφή, περιβάλλεται από το τυφλό, 

ανευρυσµένο, κοίλο άκρο του σωληναριακού συστήµατος, την κάψα του Bowman. 

Πρόκειται για ένα τριχοειδικό πλέγµα, το οποίο εκτείνεται µεταξύ ενός προσαγωγού 

και ενός απαγωγού αρτηριδίου. Το προσαγωγό αρτηρίδιο εισέρχεται στο αγγειώδες 

σπείραµα δια του αγγειακού πόλου και διχάζεται σε πέντε περίπου κύριους κλάδους, 

έκαστος των οποίων διαιρείται στο δικό του τριχοειδικό δίκτυο. Τα τριχοειδή του 

σπειράµατος, τα οποία στηρίζονται στο µεσάγγειο, συγκλίνουν και σχηµατίζουν το 

απαγωγό αρτηρίδιο, το οποίο εξέρχεται και αυτό από τον αγγειακό πόλο, παράλληλα µε 

το προσαγωγό αρτηρίδιο. 

Από το αίµα, που ρέει στο αγγειώδες σπείραµα, παράγεται µε υπερδιήθηση το αρχικό 

ούρο, το οποίο περνά στην ουροφόρο κοιλότητα της κάψας του Bowman και στη 

συνέχεια στο νεφρικό σωληνάριο. Η διήθηση γίνεται µέσω του τοιχώµατος των 

σπειραµατικών τριχοειδών, το οποίο απαρτίζεται από (εικόνα 1): 

• Το ενδοθήλιο των τριχοειδών 

• Τη βασική µεµβράνη 

• Τη στοιβάδα των επιθηλιακών κυττάρων (ποδοκυττάρων) 

 

 

 

 

 



 

 

Εικόνα 1: ∆οµή σπειραµατικού τριχοειδούς
(C). Ενδοθηλιακό κύτταρο (Ε), επιθηλιακό
κύτταρο (ΡΟ), µεσαγγειακό κύτταρο (Μ),
περιτροχοειδική βασική σπειραµατική
µεµβράνη (cGBM), και περιµεσαγγειακή
βασική µεµβράνη (mGBM). Φωτογραφία
ηλεκτρονικού µικροσκοπίου x 6100 

Εικόνα 1: ∆οµή σπειραµατικού τριχοειδούς
(C). Ενδοθηλιακό κύτταρο (Ε), επιθηλιακό
κύτταρο (ΡΟ), µεσαγγειακό κύτταρο (Μ),
περιτροχοειδική βασική σπειραµατική
µεµβράνη (cGBM), και περιµεσαγγειακή
βασική µεµβράνη (mGBM). Φωτογραφία
ηλεκτρονικού µικροσκοπίου x 6100 

 

 
Εικόνα 2. Φραγµός διήθησης του σπειραµατικού τριχοειδούς. Θυριδωτή ενδοθηλιακή στιβάδα (Ε), πόδια των 
επιθηλιακών κυττάρων (F). ∆ιακρίνονται οι τρεις στιβάδες της βασικής σπειραµατικής µεµβράνης. Φωτογραφία 
ηλεκτρονικού µικροσκοπίου x 60000 
 
 



 

Τα ανατοµικά αυτά στοιχεία του σπειράµατος συνιστούν το φραγµό µεταξύ αίµατος 

και ουροφόρου κοιλότητος και έχουν ιδιαίτερα χαρακτηριστικά ειδικά προσαρµοσµένα 

στο διηθητικό τους ρόλο. 

 

Τα ενδοθηλιακά κύτταρα 
Το κυτταρόπλασµα των σπειραµατικών ενδοθηλιακών κυττάρων σχηµατίζει µια λεπτή 

στιβάδα, η οποία είναι διάτρητη από πολυάριθµους πόρους ή θυρίδες, από όπου και η 

ονοµασία της, ως θυριδωτής στιβάδας. Η διάµετρος των θυρίδων είναι 70 nm περίπου 

 

Η βασική µεµβράνη 

Η βασική µεµβράνη των σπειραµατικών τριχοειδών είναι παχύτερη, σε σύγκριση µε τη 

βασική µεµβράνη άλλων τριχοειδών, µε ένα πάχος 310-350 nm. Το ηλεκτρονικό 

µικροσκόπιο αποκαλύπτει ότι αποτελείται από τρεις στιβάδες: 

• Μία κεντρική πυκνή στιβάδα (lamina rara densa), 

• Μία εσωτερική αραιή στιβάδα (lamina rara interna) σε επαφή µε το ενδοθήλιο, 

προς την πλευρά του τριχοειδικού αυλού. 

• Μία εξωτερική αραιή στιβάδα (lamina rara externa) προς την ουροφόρο 

κοιλότητα, η οποία είναι σε άµεση επαφή µε το σπειραµατικό επιθήλιο 

(ποδοκύτταρα), το οποίο εισδύει εντός αυτής µε τις ποδοειδείς προσεκβολές του. 

 

1.1.2. Τα επιθηλιακά κύτταρα ή ποδοκύτταρα 

Τα ώριµα επιθηλιακά σπειραµατικά κύτταρα ή ποδοκύτταρα, τα οποία αποτελούν το 

υποκείµενο της παρούσας µελέτης, είναι κύτταρα υψηλής διαφοροποίησης µε 

πολύπλοκη αρχιτεκτονική δοµή. Ονοµάζονται ποδοκύτταρα, επειδή το κύριο σώµα του 

κυττάρου, που ευρίσκεται προς την εξωτερική επιφάνεια των σπειραµατικών 

τριχοειδών (προς την ουροφόρο κοιλότητα) χορηγεί πρωτογενείς κυτταροπλασµατικές 

προσεκβολές, οι οποίες διακλαδίζονται περαιτέρω σε δευτερογενείς προσεκβολές (τα 

πόδια). Τα πόδια έρχονται σε επαφή µε τη βασική µεµβράνη του τριχοειδούς και 

εισχωρούν εντός αυτής (εικόνα 2). 

 



 

Οι αποστάσεις µεταξύ των γειτονικών ποδοειδών προσεκβολών, κοντά στη βασική 

µεµβράνη, σε φυσιολογικό σπείραµα, ποικίλουν από 25-60 µm. Το τµήµα αυτό 

ονοµάζεται σχισµή διήθησης της µεµβράνης ή διηθητική σχισµή. 

Οι ποδικές προσεκβολές γειτονικών κυττάρων διαπλέκονται µεταξύ τους σαν 

«φερµουάρ», αφήνοντας µεταξύ τους τις ελικοειδείς σχισµές διήθησης, οι οποίες 

γεφυρώνονται µε πολύ λεπτές µεµβράνες, τις µεµβράνες σχισµής. Οι µεµβράνες 

σχισµής έχουν δοµική σηµασία στην υπερεκλεκτικότητα του φραγµού διήθησης. Όπως 

έχουν δείξει ανοσοϊστοχηµικές µελέτες, στη στεγανότητα της σχισµής συµβάλλει µια 

ειδική πρωτεΐνη, η ΖΟ-1 (Schnabel  et al 1990, Kurihara et al 1992). 

Το σώµα των ποδοκυττάρων χαρακτηρίζεται από ευµεγέθη πυρήνα, καλώς 

ανεπτυγµένη συσκευή Golgi και πλούσιο αδρό και λείο ενδοπλασµατικό δίκτυο, 

λυσοσώµια και µιτοχόνδρια (εικόνα 1), ενδεικτικά υψηλής αναβολικής και 

καταβολικής δραστηριότητας. Σε αντίθεση, οι κυτταρικές προσεκβολές (τα πόδια) 

περιέχουν ελάχιστα οργανίδια. Εκτός της σηµασίας τους για τη δοµική ακεραιότητα 

του αγγειώδους σπειράµατος, τα ποδοκύτταρα συνθέτουν το πλείστον, αν όχι το 

σύνολο, των στοιχείων της βασικής σπειραµατικής µεµβράνης (Abrahamson  1987). 

Τα ποδοκύτταρα είναι πολωµένα επιθηλιακά κύτταρα µε µία αυλική (κορυφαία) και 

άπω-αυλική (βασική) κυτταρική µεµβράνη. Το βασικό τµήµα της κυτταρικής 

µεµβράνης αντιστοιχεί στα «πέλµατα» των ποδικών προσεκβολών, τα οποία, όπως 

αναφέρθηκε, εµβυθίζονται στην εξωτερική αραιή στιβάδα (lamina rara externa) της 

βασικής σπειραµατικής µεµβράνης, περίπου 60 nm. Η σχισµή διήθησης αποτελεί το 

όριο µεταξύ αυλικής και άπω-αυλικής (βασικής) κυτταρικής µεµβράνης. Η αυλική 

κυτταρική µεµβράνη αφορίζει το τµήµα του κυττάρου άνωθεν της κυτταρικής σχισµής. 

Η αυλική επιφάνεια της κυτταρικής µεµβράνης (συµπεριλαµβανοµένης της κυτταρικής 

σχισµής) καλύπτεται από έναν αρνητικά φορτισµένο γλυκοκάλυκα, πλούσιο σε 

σιαλογλυκοπρωτεΐνες, που περιλαµβάνουν την ποδοκαλυξίνη (Kerjaschki et al 1984, 

Sawada et al 1986), την πεδοεντίνη (Huang and Langlois 1985), την SGP115/107 

(Mendrick and Rennke 1988) και άλλες (Mundel and Kriz 1995). 

 

∆ύο ειδικές πρωτεΐνες ανευρίσκονται στο άπω-αυλικό τµήµα της κυτταρικής 

µεµβράνης, και τέλος ο υποδοχέας του C3b (Kazatchkine et al 1982) και η πρωτεΐνη 

gp330/µεγαλίνη, ένα µείζον αντιγόνο της νεφρίτιδας Heymann (Kerjaschki and 



 

Farquhar 1983), ανιχνεύονται σε όλη την επιφάνεια της κυτταρικής µεµβράνης του 

ποδοκυττάρου. 

Επιπλέον, στην κυτταρική µεµβράνη του ποδοκυττάρου εκφράζονται ένας σηµαντικός 

αριθµός υποδοχέων για ορµόνες και αγγειοκινητικές ουσίες, που περιλαµβάνουν την 

αγγειοτενσίνη ΙΙ, την βραδυκινίνη, κατεχολαµίνες, το κολπικό νατριουρητικό πεπτίδιο, 

την παραθορµόνη, τον TGF-β, την IL-1 και τον FGF-2 (Kazatchkine et al 1982, 

Kerjaschki and Farquhar 1983, Seiler et al 1975, Kanwar and Farquhar 1980, Striker 

and Striker 1985, Foidart et al 1980, Rollason and Brewer 1984, Allegri et al 1986). 

 

1.1.3. Κυτταροσκελετός των επιθηλιακών κυττάρων 

Τα σπειραµατικά επιθηλιακά κύτταρα περιέχουν έναν καλώς ανεπτυγµένο 

κυτταροσκελετό. Τα κύρια δοµικά στοιχεία του κυτταροσκελετού είναι τα µικροϊνίδια, 

τα ενδιάµεσα ινίδια και οι µικροσωληνίσκοι. Τα µικροϊνίδια, διαµέτρου περίπου 6 nm, 

ευρίσκονται κυρίως µε τη µορφή δικτύου ή σχηµατίζουν χαρακτηριστικά δεµάτια, που 

ονοµάζονται ινίδια του stress (stress fibres). Σχηµατίζονται από µόρια µονοµερούς G-

ακτίνης, τα οποία, κάτω από ειδικές συνθήκες, πολυµερίζονται σε ινίδια F-ακτίνης. Τα 

ενδιάµεσα ινίδια αποτελούν µια οµάδα αδιάλυτων ινιδίων µε διάµετρο 7-11 nm. Είναι 

τα σταθερότερα στοιχεία του κυτταροσκελετού και ανευρίσκονται κυρίως στα σηµεία 

του κυττάρου όπου ασκείται έντονη µηχανική πίεση. Στα σπονδυλωτά έχουν 

αναγνωριστεί πέντε διαφορετικοί τύποι ενδιάµεσων ινιδίων (Lazarides 1982). Το τρίτο 

δοµικό στοιχείο του κυτταροσκελετού, οι µικροσωλινίσκοι, έχουν τη µεγαλύτερη 

διάµετρο (24 nm) και χαρακτηρίζονται από ταχύ πολυµερισµό και αποπολυµερισµό. Το 

σώµα και οι πρωτογενείς ποδικές προσεκβολές του ποδοκυττάρου περιέχουν 

εξελίξιµους µικροσωληνίσκους και ενδιάµεσα ινίδια, κυρίως βιµεντίνης και δεσµίνης 

(Andrews 1988,  Vasmant et al 1984). ∆έσµες µικροϊνιδίων, που περιέχουν ακτίνη, 

µυοσίνη και α-ακτινίνη, ανευρίσκονται τόσο στις πρωτογενείς, όσο και στις 

δευτερογενείς ποδικές προσεκβολές. 

 

 



 

 

Εικόνα 3. Κυτταροσκελετός του
σπειραµατικού επιθηλιακού κυττάρου.
Ενδιάµεσα ινίδια (IF), µικροσωληνίσκοι
(ΜΤ) και πυκνές δέσµες µικροϊνιδίων
των ποδίων (MF). Φωτογραφία
ηλεκτρονικού µικροσκοπίου x 46000 

Οι δέσµες των µικροσωληνίσκων και ενδιαµέσων ινιδίων εκτείνονται από το σώµα του 

κυττάρου µέχρι το τελικό άκρο των πρωτογενών προσεκβολών. Σε αυτές τις περιοχές 

του κυττάρου τα µικροϊνίδια, που περιέχουν ακτίνη, δηµιουργούν ένα λεπτό στρώµα 

κάτω από την κυτταρική µεµβράνη (Drenckhahn and Franke 1988). Στις δευτερογενείς 

(ποδικές) προσεκβολές ανευρίσκονται πυκνές δέσµες µικροϊνιδίων, οι οποίες 

εκτείνονται κατά µήκος τους. Οι µικροϊνιδιακές αυτές δέσµες σχηµατίζουν αγκύλες, 

κατά προσέγγιση παράλληλες προς το σηµείο καµπής της σχισµής διήθησης, 

εκτείνονται προς την παρακείµενη ποδική προσεκβολή του ιδίου κυττάρου και φαίνεται 

να αγκυροβολούν στο πυκνό κυτταρόπλασµα που συνορεύει µε την κυτταρική 

µεµβράνη (Andrews 1988) (εικόνα 3). 

Τα «πέλµατα» των ποδικών προσεκβολών και τα τµήµατα των πρωτογενών 

προσεκβολών, από τα οποία προέρχονται, είναι στερεά συνδεδεµένα µε τη βασική 

σπειραµατική µεµβράνη. Η προσκόλληση των κυττάρων σε εξωκυτταρικά στοιχεία 

περιγράφεται αναλυτικά σε επόµενες ενότητες. Σε γενικές γραµµές, η προσκόλληση 

γίνεται µε τη διαµεσολάβηση µορίων της κυτταρικής επιφάνειας, τόσο της οικογένειας 

των ιντεγρινών, όσο και µη-ιντεγρινικών υποδοχέων (Albelda and Buck 1990). Οι 

ιντεγρίνες είναι ετεροδιµερή αποτελούµενα από α και β υποοµάδα, οι οποίες 

συνδέονται µε µη-οµοιοπολικό δεσµό. Οι κυτταροσκελετικές πρωτεΐνες ταλίνη και 

βινκουλίνη διαµεσολαβούν στην προσκόλληση των  µικροϊνιδίων µε την ενδοκυττάρια 

(κυτταροπλασµατική) περιοχή των ιντεγκρινών. Η σύνδεση ποδικών προσεκβολών και 

βασικής σπειραµατικής µεµβράνης, η οποία έχει µελετηθεί σε επιθηλιακά 

σπειραµατικά κύτταρα αρουραίου, γίνεται µέσω της οικογένειας β1 ιντεγρινών και 

 



 

ειδικότερα της α3β1 ιντεγρίνης, η οποία έχει σηµεία σύνδεσης µε το τύπου IV 

κολλαγόνο και τη λαµινίνη (Drenckhahn and Franke 1988, Adler 1992, Cybulsky et al 

1992). 

Στον άνθρωπο, ο πολλαπλασιασµός  των ποδοκυττάρων συµπληρώνεται κατά τη 

διάρκεια της ενδοµήτριας ζωής (Fries et al 1989, Nagata and Kriz 1992). Στη µετέπειτα 

ζωή, µετά από παρατεταµένη διέγερση µε ινοβλαστικό αυξητικό παράγοντα, µπορεί να 

παρατηρηθεί µιτωτική διαίρεση των πυρήνων, η οποία όµως δεν καταλήγει σε πλήρη 

διαίρεση και παραγωγή νέων κυττάρων. Η µιτωτική αυτή διαίρεση των πυρήνων 

(διπύρηνα κύτταρα) θεωρείται ακραία έκφραση τύπου κυτταρικής υπερπλασίας (Kriz et  

al 1995). 

Από λειτουργικής πλευράς, η µορφολογία των ποδοκυττάρων και η στενή τους 

σύνδεση µε τη βασική σπειραµατική µεµβράνη παραπέµπουν, κατ’ αρχήν, σε µια 

λειτουργία στήριξης και ελαστικής αντίστασης στη διατοιχωµατική πίεση του 

τριχοειδούς (Welling et al 1995). Ωστόσο, επειδή περιέχουν ένα συσταλτό σύστηµα 

ακτίνης, το οποίο µπορεί να υπόκειται σε διάφορες επιδράσεις, θεωρείται ότι ρυθµίζουν 

και τον τόνο του αγγείου, ανάλογα µε τις µεταβολές της σπειραµατικής πίεσης (Kriz et 

al 1994). Υπέρ αυτής της άποψης συνηγορεί και η παρουσία υποδοχέων, για διάφορες 

αγγειοκινητικές ουσίες, στην κυτταρική τους µεµβράνη. 

Εξίσου λειτουργικά σηµαντική είναι η συµβολή  τους στο φραγµό διήθησης. Σε 

σύγκριση µε άλλα τριχοειδικά πλέγµατα, το αγγειώδες σπείραµα χαρακτηρίζεται από 

µια υψηλή διαπερατότητα για το νερό, τα ιόντα και µικροµοριακές ουσίες, ενώ 

παρουσιάζει ελάχιστη διαπερατότητα για µόρια του µεγέθους της αλβουµίνης ή 

µεγαλύτερα. 

 

Η εκλεκτικότητα του φραγµού για τα µακροµόρια αφορά σε µέγεθος, ηλεκτρικό φορτίο 

και στερεοδοµή (Brenner et al 1978, Farquhar 1961). Τα σπειραµατικά τριχοειδή 

δηµιουργούν ένα διπλό φραγµό µεγέθους και φορτίου. Η κρίσιµη περιοριστική περιοχή 

µεγέθους εντοπίζεται στη µεµβράνη των σχισµών διήθησης, οι οποίες επιτρέπουν 

διέλευση µορίων µε «δραστική» διάµετρο 4 nm. Στο φραγµό φορτίου συµµετέχει το 

σύνολο των δοµικών στοιχείων του τριχοειδούς: τόσο η βασική σπειραµατική 

µεµβράνη, η οποία είναι πλούσια σε αρνητικά φορτισµένες γλυκοζαµινογλυκάνες 

(Foidart et al 1980), όσο και τα ενδοθηλιακά και επιθηλιακά κύτταρα, τα οποία 



 

επικαλύπτονται µε τον αρνητικά φορτισµένο γλυκοκάλυκα. ∆εδοµένου ότι η αρνητικά 

φορτισµένη αλβουµίνη του πλάσµατος έχει µια δραστική διάµετρο 3,8 nm, η 

περιορισµένη διήθησή της προϋποθέτει την ακεραιότητα, τόσο του φραγµού µεγέθους, 

όσο και του φραγµού φορτίου (Deen et al 1979).  

 
1.2 Κυτταροσκελετός της ακτίνης  
 
Η µονοµερής G- ακτίνη (globular) είναι η πρωτεΐνη που κυριαρχεί στα µικροϊνίδια. Τα 

µόρια αυτά πολυµερίζονται σχηµατίζοντας µακρά νηµάτια F-ακτίνης (filamentous), τα 

οποία στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο εµφανίζονται ως διπλό, δεξιόστροφο, αγκαθωτό 

µόριο (εικόνα 4). Πρόκειται για µια πρωτεΐνη µοριακού βάρους 42 KDa, καλά 

διατηρηµένη κατά την φυλογενετική εξέλιξη. Αποτελείται από 374-375 αµινοξέα, είναι 

εξαιρετικά σταθερή και υπόκειται σε µικρές µόνο αλλαγές, από είδος σε είδος. Κάθε 

µόριο ακτίνης διαθέτει 6-10 θέσεις πρόσδεσης για κατιόντα, από τις οποίες µια είναι 

υψηλής συγγένειας για Mg2+ ή Ca2+  (Gershaman et al 1986, Pollard 1990). Επίσης 

κάθε µόριο ακτίνης συνδέεται µε µεγάλη συγγένεια µε ένα µόριο  ATP ή ADP (Freiden 

and Patane 1988) και κατά τη διάρκεια του πολυµερισµού ένα γραµµοµόριο  ΑTP 

υδρολύεται σε ADP και Pi, για κάθε γραµµοµόριο G-ακτίνης που µετατρέπεται σε 

νηµατοειδή F µορφή. Εκφράζεται σε όλα  σχεδόν τα  ευκαρυωτικά  κύτταρα, σε πολλά 

από τα οποία  αποτελεί το 10% του συνόλου των πρωτεϊνών. Στα µη µυϊκά κύτταρα η 

ακτίνη υπάρχει σε πολυµερισµένη (F-ακτίνη) και µη πολυµερισµένη µορφή (G-ακτίνη) 

σε ίση περίπου αναλογία.  
 

 

 
 
Εικόνα 4. ∆ιαγραµµατική απεικόνιση του πολυµερισµού των υποµονάδων ακτίνης και δηµιουργία 
µικροϊνιδίου  
 

 



 

 

Στα σπονδυλωτά η ακτίνη απαντάται σε έξι τουλάχιστον διαφορετικούς τύπους, που ο 

κάθε ένας κωδικοποιείται από ανεξάρτητο γονίδιο: ένας τύπος ανευρίσκεται στους 

σκελετικούς µυς, ένας στον καρδιακό µυ, δύο στα λεία µυϊκά κύτταρα και δύο στα µη 

µυϊκά κύτταρα (Vandekerckhove and Weder 1978). Η ποικιλοµορφία των µορίων 

ακτίνης αυξάνεται εξαιτίας της διαφορετικής ωρίµανσης των mRNA (RNA splicing), 

καθώς και λόγω µετα- µεταφραστικών τροποποιήσεων, κυρίως στο αµινοτελικό άκρο.  

Οι ισοµορφές της ακτίνης κατατάσσονται σε τρεις κατηγορίες (Herman 1993). Στην 

πρώτη κατηγορία ανήκουν η β- και  γ- ακτίνη των µη µυϊκών κύτταρων και η γ- ακτίνη 

των λείων µυϊκών ινών. Στη δεύτερη κατηγορία ανήκουν τα τρία διαφορετικά είδη της 

α- ακτίνης: των σκελετικών, των καρδιακών και των λείων µυϊκών ινών των αγγείων. 

Η τρίτη κατηγορία περιλαµβάνει τις συγγενεύουσες προς την ακτίνη πρωτεΐνες (actin 

related proteins) ορισµένες από τις οποίες απαντώνται σε κύτταρα σπονδυλωτών 

(Schwob and Martin 1992). Μια από αυτές είναι η ακτίνη RPV (actin- related protein 

vertebrate), που αποτελεί το κύριο στοιχείο του συµπλέγµατος δυνακτίνης του 

εγκεφάλου (Less Miller et al 1992b), ενώ η κεντρακτίνη (centractin) αλληλεπιδρά µε το 

κεντρόσωµα (Clark and Meyer 1992). Θεωρείται ότι οι ακτίνες της τρίτης κατηγορίας 

λειτουργούν ως  «άγκυρα» για τα κεντροσώµατα ή ότι συνδέουν τις ακτίνες της πρώτης 

κατηγορίας µε το κυτταροπλασµατικό πλέγµα µικροσωληνίσκων (Herman 1993). 

Πρέπει να σηµειωθεί ότι µια ισοµορφή της ακτίνης δεν µπορεί να αντικατασταθεί από 

άλλη, ενώ πρόσφατα διαπιστώθηκε ότι τα πολυµερή που σχηµατίζουν οι ισοµορφές  

ακτίνης του κυτταροσκελετού είναι λιγότερο σταθερά, από τα πολυµερή της ακτίνης 

των σκελετικών µυών (Khaitlina 2001). 

Σύµφωνα µε το κλασικό µοντέλο ο πολυµερισµός της ακτίνης περιλαµβάνει τρεις 

φάσεις:  

• ενεργοποίηση του µονοµερούς και σχηµατισµό πυρήνων  

• επιµήκυνση του ινιδίου  

• επίτευξη σταθερής κατάστασης  

 



 

Η αλλαγή της διαµόρφωσης των µονοµερών ακτίνης, µετά από σύνδεσή τους µε 

ιόντα Mg2+, οδηγεί στη δηµιουργία τριµερών, τα οποία σχηµατίζουν ένα αρχικό 

«πυρήνα» (Zimmerle and Frieden 1986). 

Η αύξησή τους συνεχίζεται µε την προσθήκη  ATP-ακτίνης, η οποία µετά την 

ενσωµάτωσή της, µετατρέπεται σε ADP–Pi ακτίνη και τελικά σε ADP–ακτίνη (Korn et 

al 1987). Η άµεση αποδέσµευση του Pi από το σύµπλοκο  ADP–Pi ακτίνης 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 ακτίνης στο ολιγοµερές είναι ότι διευκολύνει 

αργότερα τον αποπολυµερισµό τους, δεδοµένου ότι τα ινίδια ADP-ακτίνης 

αποπολυµερίζονται ευκολότερα από της ΑΤΡ-ακτίνης, λόγω της διαφορετικής κρίσιµης  

συγκέντρωσής στα άκρα των ινιδίων τους (Carlier 1989). 

Τα ινίδια της ακτίνης παρουσιάζουν έτσι µια πολωµένη κατεύθυνση, η οποία σχετίζεται 

µε την κινητική πολυµερισµού/αποπολυµερισµού σε κάθε άκρο της. Το «ταχέως  

αναπτυσσόµενο άκρο» (Barbed-end) του ινιδίου παρουσιάζει µεγαλύτερη συγγένεια µε 

την AΤP–ακτίνη, από το «βραδέως αναπτυσσόµενο άκρο» (pointed – end), ώστε στην 

κατάσταση εκείνη όπου το µήκος του ινιδίου παραµένει σταθερό  (treadmill), για κάθε 

µόριο ακτίνης που προστίθεται στο  «ταχέως αναπτυσσόµενο άκρο», ένα µόριο ακτίνης 

αποµακρύνεται από το «βραδέως αναπτυσσόµενο άκρο» (Bonder et al 1983). 

Η δυναµική του πολυµερισµού της ακτίνης στα κύτταρα είναι µια πολύπλοκη 

διαδικασία η οποία ρυθµίζεται από διάφορους παράγοντες και κυρίως από πρωτεΐνες, 

που συνδέονται µε τη µονοµερή ή πολυµερή ακτίνη. Ο όρος κυτταροσκελετός της 

ακτίνης δεν αναφέρεται µόνο στην ακτίνη, αλλά και σε αυτή την µεγάλη οικογένεια 

πρωτεϊνών, οι οποίες συνδέονται µε την ακτίνη και ρυθµίζουν τον πολυµερισµό ή 

αποπολυµερισµό των µικροϊνιδίων, καθώς και την οργάνωσή τους. Η ενεργοποίηση 

των συνδεοµένων µε την ακτίνη πρωτεϊνών, προς την µια ή την άλλη κατεύθυνση, 

εξαρτάται από τις ενδοκυττάριες συνθήκες που διαµορφώνονται µετά από κάθε 

εξωκυττάρικο ερέθισµα.  

 

 



 

1.2.1 Πρωτεΐνες συνδεόµενες µε την ακτίνη (Actin Binding proteins).   

Ένας τρόπος κατάταξης των πρωτεϊνών αυτών είναι ως προς το αποτέλεσµα της 

δράσης τους στην ενδοκυττάρια οργάνωση της µονοµερούς και πολυµερούς ακτίνης. 

Σύµφωνα µε το κριτήριο αυτό διακρίνουµε τις εξής κατηγορίες (Stossel et al 1985, 

Pollard and Cooper 1986): 

i. Πρωτεΐνες συνδεόµενες µε τη µονοµερή ακτίνη (actin binding protein): Οι 

πρωτεΐνες της κατηγορίας αυτής, συνδεόµενες µε τη µονοµερή ακτίνη, 

σχηµατίζουν  σύµπλοκο, το οποίο δεν δύναται να πολυµεριστεί και εποµένως 

συµβάλλουν στη µετατόπιση της ισορροπίας προς τη µη πολυµερισµένη µορφή 

της. Στην κατηγορία αυτή ανήκουν οι προφιλίνες, η DΝase I και η συνδεόµενη µε 

τη βιταµίνη D πρωτεΐνη.  

ii. Πρωτεΐνες κάλυψης των άκρων των µικροινιδίων (capping proteins): Οι πρωτεΐνες 

της δεύτερης κατηγορίας συνδέονται στο ένα από τα δύο άκρα των ινιδίων 

ακτίνης (οι περισσότερες στο «ταχέως αναπτυσσόµενο άκρο»), εµποδίζοντας την 

περαιτέρω προσθήκη µονοµερούς ακτίνης. Ορισµένες από τις πρωτεΐνες της 

κατηγορίας αυτής, που συνδέονται πλευρικά στα ινίδια, έχουν την ικανότητα να 

εισχωρούν ανάµεσα σε δύο γειτονικά µόρια ακτίνης, διασπώντας έτσι  τη 

συνέχεια των ινιδίων και ονοµάζονται πρωτεΐνες κατάτµησης της ακτίνης (actin 

severing proteins). Στην κατηγορία αυτή ανήκουν η φραγµίνη, σεβερίνη, 

γελσολίνη και η βαλλίνη.  

iii. Πρωτεΐνες διασύνδεσης και δεµατοποίησης των µικροινιδίων(cross-linking and 

bundling proteins): Οι πρωτεΐνες της κατηγορίας αυτής συνδέονται πλευρικά στα 

ινίδια της ακτίνης, µε αποτέλεσµα τη σταθεροποίησή τους ή τη διασύνδεσή τους 

σε δέσµες ινιδίων. Κύριοι εκπρόσωποι της κατηγορίας αυτής είναι η βαλλίνη (η 

οποία δρα και ως πρωτεΐνη κατάτµησης της ακτίνης) και η φιµπρίνη. 

iv. Πρωτεΐνες σύνδεσης της ακτίνης στην κυτταρική µεµβράνη (membrane attachment 

proteins): Στις πρωτεΐνες αυτές, οι οποίες µεσολαβούν στη σύνδεση των ινιδίων 

στην κυτταρική µεµβράνη, ανήκουν η βινκουλίνη, η α-ακτινίνη, η ταλίνη, η 

σπεκτρίνη, η ζώνη 4.1 και µια πρωτεΐνη Μ.Β. 110 Kda. Η α-ακτινίνη συνδέεται µε 

την ακτίνη µέσω της βινκουλίνης (Wachsstock et al 1987), η δε ταλίνη συνδέεται 

µε την ακτίνη, είτε µε απευθείας πρόσδεσή της στο πλάι του ινιδίου (Pavalko et al 
 



 

1991), είτε µε σύνδεσή της µε την βινκουλίνη (Burridge and Mangeat 1984), η 

οποία επίσης προσδένεται στο πλάι των ινιδίων.  

Οι πρωτεΐνες σύνδεσης της ακτίνης αλληλεπιδρούν µε πλήθος άλλων πρωτεϊνών, οι 

οποίες επίσης εντοπίζονται στις εστίες πρόσφυσης. Χαρακτηριστικοί εκπρόσωποι των 

πρωτεϊνών αυτών είναι η παξιλλίνη, η FAK (Focal Adhesion Kinase) και η VASP 

(Vasodilator-Stimulated Phosphoprotein), της οποίας πρόσφατα αναγνωρίστηκε ο 

ρόλος στη συσσωµάτωση και πρόσδεση των ινιδίων της ακτίνης κατά το σχηµατισµό 

των κυτταρικών επαφών, τόσο µε το υπόστρωµα, όσο και µε τα γειτονικά κύτταρα 

(Price and Brindle 2000). 

 

1.3. Εστιακές προσφύσεις (Focal adhesions) και κυτταροσκελετός της ακτίνης  

Η προσκόλληση των κυττάρων στην εξωκυττάρια ουσία συντελείται, όπως ήδη 

αναφέρθηκε, µέσω ετεροδιµερών υποδοχέων της οικογένειας των ιντεγκρινών 

(Burridge et al 1988, Burridge and Chrzanowska-Wodnicka et al 1996, Calderwood et 

al 2000). Σε κυτταρικές καλλιέργειες, τα σηµεία προσκόλλησης, τα οποία καλούνται 

«εστιακές προσφύσεις» (focal adhesions), φαίνονται ως περιοχές στενής σύνδεσης µε 

την κυτταρική µεµβράνη, όπου «αγκυροβολεί» ένα καλά δεµατοποιηµένο και 

διασταυρούµενο δίκτυο ινιδίων ακτίνης (Burridge et al 1988, Craig and Johnson 1996). 

Εκτός από το ρόλο τους ως «αγκυροβολητών», οι δοµές των εστιών πρόσφυσης είναι 

σηµαντικές για τη µεταβίβαση σηµάτων στον κυτταροσκελετό και στη ρύθµιση πολλών 

κυτταρικών λειτουργιών (Schwartz et al 1995, Burridge and  Chrzanowska-Wodnicka 

1996, Schlaepfer and Hunter 1996). Η οργάνωση των δοµών πρόσφυσης περιλαµβάνει 

κυτταροσκελετικές πρωτεΐνες (βινκουλίνη, ταλίνη, α-ακτινίνη) και αρκετές 

κυτταροπλασµατικές πρωτεϊνικές κινάσες, όπως η κινάση πρωτεϊνικών προσφύσεων 

(FAK-focal adhesion kinase), οι οποίες επάγουν τη φωσφορυλίωση των 

κυτταροσκελετικών πρωτεϊνών. Η διαδικασία σχηµατισµού και αναδιοργάνωσης των 

εστιών πρόσφυσης ρυθµίζεται από τις πρωτεϊνικές αυτές κινάσες, καθώς και από τις 

µικρές GTPάσες της οικογένειας Rho (Burridge and Chrzanowska-Wodnicka et al 

1996, Horwitz and Parsons 1999). 

 

Η πρωτεΐνη FAK, µοριακού βάρους 125 KDa,  αποτελεί µια από τις χαρακτηριστικές 

πρωτεΐνες των εστιών πρόσφυσης, η οποία υφίσταται φωσφορυλίωση σε τυροσίνη 



 

κατά τη συσσώρευση (clustering) ιντεγκρινών (Guan et al 1991, Kornberg et al 1992, 

Lipfert et al 1992, Schaller et al 1992). Η FAK, µέλος µιας οικογένειας πρωτεϊνικών 

κινασών τυροσίνης, εκφράζεται στους περισσότερους ιστούς και κυτταρικούς τύπους 

και είναι καλά συντηρηµένη κατά τη φυλογενετική εξέλιξη (Schaller et al 1992, Fox et 

al 1999, Palmer et al 1999). Το καρβοξυλικό της άκρο, η µη καταλυτική περιοχή, 

περιλαµβάνει θέσεις για πολλαπλές πρωτεϊνικές συνδέσεις, εκφράζεται αυτόνοµα σε 

συγκεκριµένα κύτταρα και µπορεί να λειτουργεί ως αρνητικός ρυθµιστής της 

ενεργότητας της FAK (Richardson and Parsons 1996, Xiong et al 1998, Nolan et al 

1999). Η φωσφορυλίωση της σε κατάλοιπα τυροσίνης (Parsons and Parsons 1997) είναι 

σηµαντική για την τυροσινοφωσφορυλίωση άλλων πρωτεϊνών των εστιών πρόσφυσης, 

όπως η παξιλλίνη και η Cas, καθώς και στη ρύθµιση καθοδικών µονοπατιών 

µεταβίβασης σήµατος σε καθοδικούς τελεστές (downstream effectors) (Calalb et al 

1995, Owen et al 1999). 

 

Η εντόπιση της FAK στις εστίες πρόσφυσης γίνεται από µια περιοχή, που ευρίσκεται 

εντός του καρβοξυτελικού της άκρου, η οποία ονοµάζεται περιοχή FAT (Focal 

Adhesion Targeting) και είναι ουσιαστική για τη µεταβίβαση σήµατος από τη FAK 

(Sieg et al 1999, Thomas et al 1999, Shen et al 1999). Η µόνη πρωτεΐνη των εστιών 

πρόσφυσης που έχει ταυτοποιηθεί, µέχρι σήµερα, να προσδένεται στη FAT περιοχή 

είναι η παξιλλίνη (Turner 1998). Η παξιλλίνη προσδένεται άµεσα στις 

κυτταροπλασµατικές περιοχές των υποδοχέων ιντεγκρίνης (Liu et al 1999, Schaller et 

al 1995), αλλά και στην πρωτεΐνη των εστιακών προσφύσεων βινκουλίνη, µε 

αποτέλεσµα να λειτουργεί ως «συνεργός ελλιµενισµού» (docking partner) της FAK στα 

σύµπλοκα πρόσφυσης. Η παξιλλίνη διαθέτει δύο περιοχές πρόσδεσης της FAK, τα 

οποία εντοπίζονται στο αµινοτελικό άκρο του µορίου (Brown et al  1996). Η 

ταυτόχρονη φωσφορυλίωση της FAK και της παξιλλίνης, ως απόκριση σε ένα µεγάλο 

αριθµό ερεθισµάτων, οδηγεί στο συµπέρασµα ότι η φωσφορυλίωση της παξιλλίνης 

είναι στενά συνδεδεµένη µε την ενεργότητα της FAK (Bellis et al 1995). Εκτός, όµως, 

της FAK και της βινκουλίνης, η παξιλλίνη προσδένεται και σε άλλες πρωτεΐνες, που 

συµµετέχουν σε µεταβολές της οργάνωσης του κυτταροσκελετού της ακτίνης και είναι 

απαραίτητες για διάφορες κυτταρικές λειτουργίες. Τα σύµπλοκα των πρωτεϊνών αυτών 

µε την παξιλλίνη, µέσω αλληλοεπιδράσεων µε τη FAK, θεωρείται ότι έχουν σηµαντικό 



 

ρόλο στη ρύθµιση σηµάτων, που οδηγούν στη GTPαση Rac και την PI-3 κινάση, δύο 

πρωτεΐνες που συµµετέχουν  στενά στη ρύθµιση της φλοιώδους ακτίνης (Parsons et al 

2000). 

Επαγωγή της φωσφορυλίωσης της FAK σε κατάλοιπα τυροσίνης µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί, όχι µόνο µέσω συσσωµάτωσης των ιντεγκρινών, αλλά και µέσω 

άλλων µεµβρανικών υποδοχέων πρόσφυσης και συγκεκριµένα: α) ανοσοσφαιρίνης, β) 

νευροπεπτιδίων, γ) κατεχολαµινών, δ) νευροδιαβιβαστών, ε) νευροτοξινών, στ) 

αυξητικών παραγόντων ζ) βιοδραστικού λιπιδίου και άλλων (Anfosso et al 1998, 

Rodriguez-Fernandez 1999, Schlaepfer et al 1999, Guan et al 1992). 

Αν και τα ερεθίσµατα, που προκαλούν φωσφορυλίωση της FAK, παρουσιάζουν µεγάλη 

ετερογένεια, έχει διατυπωθεί η άποψη ότι ρυθµίζονται από ένα κοινό παράγοντα, την 

πρωτεΐνη Rho της οικογένειας των GPTασων (Rodriguez-Fernandez 1999), ο οποίος 

αποτελεί τον κυριότερο ρυθµιστή των εστιών πρόσφυσης (Ridley and Hall 1992). Από 

τη µελέτη αρκετών συστηµάτων που έχουν µελετηθεί, µε εκτενέστερα µελετηµένο το 

σύστηµα κυττάρων Swiss 3T3, έχει διαπιστωθεί ότι η προσθήκη α) διαφόρων 

αυξητικών παραγόντων, β) νευροπεπτιδίων, γ) βιοδραστικών λιπιδιών και δ) 

βακτηριακών νευροτοξινών, µπορεί να προκαλέσει ανασχηµατισµό των εστιών 

πρόσφυσης και φωσφορυλίωση της FAK σε τυροσίνη (Rodriguez-Fernandez 1999). 

Επιπλέον, η αναστολή της Rho µε C3 εξωτρανσφεράση, οδήγησε στο συµπέρασµα ότι 

δράση των παραγόντων αυτών εξαρτάται από την ενεργότητα της Rho. Εφόσον, η FAK 

δεν είναι απαραίτητη για το σχηµατισµό των εστιών πρόσφυσης (Burridge et al 1997), 

είναι πιθανό η Rho να επάγει πρωταρχικά το σχηµατισµό των δοµών, πριν τη 

φωσφορυλίωση της FAK (Rozengurt and Rodrgiquez-Fernandez 1998). 

 

1.4. Παράγων νέκρωσης όγκων (TNFα) και σπειραµατική βλάβη 

 

1.4.1. Tumor Necrosis Factor 

 

Ο παράγων νέκρωσης όγκων (TNFα), γνωστός και ως καχεκτίνη, είναι µια από τις 

περισσότερο µελετηµένες κυτταροκίνες, ο οποίος απελευθερώνεται αρκετά γρήγορα 

και σε άφθονες ποσότητες, ως απάντηση σε µεγάλη ποικιλία ερεθισµάτων (Jaattela 

1991). 



 

Οι κυτταροκίνες παράγονται από ποικίλα κύτταρα. Ο TNFα παράγεται κυρίως από τα 

µακροφάγα, τα µονοκύτταρα, τα µαστοκύτταρα, τα µονοκύτταρα του πνεύµονα και του 

περιτοναίου, τα κύτταρα Κupffer του ήπατος, τα κύτταρα φυσικούς φονείς, τα 

µεσαγγειακά και τα σπειραµατικά επιθηλιακά κύτταρα (Mellors et al 1991). 

Η πρώτη περιγραφή του TNFα έγινε το 1975. Πρόκειται για ένα πεπτίδιο µε Μ.Β. 17 

KD, το οποίο περιέχει 157 αµινοξέα (Pennica et al 1984). Η αλληλουχία των αµινοξέων 

του ανθρώπειου TNFα είναι παρόµοια µε αυτήν του TNFα των ζώων (Jaattela 1991). 

Το υπεύθυνο για την παραγωγή του ανθρώπειου TNFα γονίδιο εντοπίζεται στο βραχύ 

σκέλος του χρωµατοσώµατος 6 (Nedwin et al 1985, Taverne et al 1987). Συντίθεται 

αρχικά σαν προορµόνη, η οποία στη συνέχεια διασπάται, µε αποτέλεσµα την παραγωγή 

του πεπτιδίου µε Μ.Β. 17 KD. In vitro διαπιστώθηκε ότι τα µόρια του TNFα  

αθροίζονται και σχηµατίζουν ποικίλου µεγέθους πρωτεΐνες (διµερείς, τριµερείς, 

πενταµερείς ίσως και πολυµερείς).  Η τριµερής µορφή του TNFα πιστεύται ότι είναι και 

η βιολογικά δραστική. Είναι οκτώ φορές πιο δραστική από τα µονοµερή, όσον αφορά 

την σύνδεση της µε τους υποδοχείς (Smith και Baglioni 1987) και είναι αυτή η οποία 

συνδέεται µε τους υποδοχείς των κυττάρων στόχων, προκειµένου να εκφρασθούν οι 

βιολογικές του δράσεις (DeForge et al 1990).  

O TNFα αποδοµείται γρήγορα στους περιφερειακούς ιστούς του σώµατος, χωρίς 

ανιχνεύσιµα ενδιάµεσα µεταβολικά προϊόντα. Παρά το µικρό µοριακό του βάρος, µόνο 

ένα πολύ µικρό ποσοστό (περίπου 10%) της χορηγούµενης ραδιοσεσηµασµένης 

ποσότητας ανιχνεύεται στα ούρα, ως προϊόν αποδόµησης και όχι ως κυτταροκίνη 

TNFα, πιθανόν γιατί τα µονοµερή του συναθροίζονται σε µόρια µε µοριακό βάρος 

µεγαλύτερο της  αλβουµίνης, ή γιατί ο TNFα συνδέεται µε άλλα µόρια (Beutler et al 

1985).  

 

Ο TNFα συνδέεται µε δύο υποδοχείς µε την ίδια περίπου συγγένεια:  τον P60, ο οποίος 

ονοµάζεται και Ρ55 ή τύπου Ι και τον Ρ80, που επίσης ονοµάζεται και Ρ75 ή τύπου ΙΙ 

µε µοριακό βάρος 60 KD και 80 KD αντίστοιχα. Ο Ρ60 υποδοχέας έχει 426 αµινοξέα: 

το εξωκυττάριο τµήµα αποτελείται από 182 αµινοξέα, το διαµεµβρανικό από 21 και το 

ενδοκυττάριο από 221 αµινοξέα. Ο Ρ80 υποδοχέας έχει 439 αµινοξέα: 235 στο 

εξωκυττάριο τµήµα, 30 στο διαµεµβρανικό και 174 στο ενδοκυττάριο τµήµα. Στο 

ενδοκυττάριο τµήµα των δύο υποδοχέων διαφέρει σηµαντικά. για παράδειγµα τα 80 



 

τελευταία αµινοξέα, µε το καρβοξυλικό άκρο, του Ρ60 (τύπου Ι) υποδοχέα, το οποίο 

ονοµάζεται «περιοχή θανάτου» (death domain), απουσιάζει από τον υποδοχέα Ρ80 

(τύπου ΙΙ). Η περιοχή αυτή απαιτείται για την αντιϊκή δράση, την απόπτωση και την 

επαγωγή της σύνθεσης του νιτρικού οξειδίου από τον TNFα (Smith et al 1990, 

Aggarwal 2000). 

Ο τύπου Ι (TNFR-1) υποδοχέας εκφράζεται σε όλους τους τύπους κυττάρων, ενώ ο 

τύπου ΙΙ (TNFR-2) εκφράζεται µόνο στα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήµατος και 

τα επιθηλιακά κύτταρα. Στο πλάσµα φυσιολογικών ατόµων ανιχνεύονται σε διαλυτή 

µορφή και σε σχετικά υψηλές συγκεντρώσεις. Σε παθολογικές καταστάσεις, όπως σε 

φλεγµονώδη νοσήµατα και νεφρική ανεπάρκεια οι συγκεντρώσεις είναι ιδιαίτερα 

υψηλές. ∆ιαλυτοί υποδοχείς του TNFα έχουν βρεθεί και στα ούρα ασθενών µε χρόνια 

νεφρική ανεπάρκεια (Chouaid et al 1991).   

Η σύνδεση του TNFα µε τον υποδοχέα του προκαλεί σηµαντικές βιοχηµικές 

µεταβολές. Αυξάνει την διαµεµβρανική διαπερατότητα των κυττάρων, η οποία 

ακολουθείται από αυξηµένη είσοδο εξωκυττάριου Ca++ στον ενδοκυττάριο χώρο και 

ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης Α2, µε συνέπεια την ενδοκυττάρια αύξηση της 

συγκέντρωσης αραχιδονικού οξέος και προσταγλανδίνης Ε2 (PGE2), ενός ισχυρού 

αναστολέα της πρωτεϊνικής C-κινάσης (Dayer et al 1985). 

O TNFα και οι υποδοχείς του συγγενεύουν µε µια υποοµάδα πρωτεϊνών 

(TNF/TNFRSFPs) των οποίων είναι καλά µελετηµένη και καθορισµένη η γονιδιακή 

τους θέση, όπως και ο φαινότυπος που προκαλείται από τις µεταλλάξεις τους (Idriss 

and Naismith 2000, Locksley et al 2001). 

Οι υποδοχείς του TNFα και οι συνδέσεις τους µε την υπεροικογένεια αυτών των 

πρωτεϊνών έχουν µοναδικές δοµικές ιδιότητες, διότι µέσω αυτών µεταφέρονται 

µηνύµατα προς τις οδούς κυτταρικού  πολλαπλασιασµού, διαφοροποίησης, κυτταρικής 

επιβίωσης, αναγέννησης ιστών, όπως και µεταφορών στο µικροπεριβάλλον των 

κυττάρων (Locksley et al 2001). 

 

O TNFα είναι µια κυτταροκίνη, η οποία έχει αντικαρκινική δράση µε πρωταγωνιστικό 

ρόλο στη φλεγµονή και την ανοσία, ενώ συγχρόνως αποτελεί τοξικό παράγοντα 

(Broxmeyer et al 1986).  Αποτελεί προεξάρχουσα ανταπόκριση πολλών  οργανισµών 

και κυτταρικών σειρών (στους οποίους έχει µελετηθεί) ως απάντηση στις επιπτώσεις 



 

του πυρετού, του shock, της ιστικής βλάβης, της νέκρωσης όγκων, ενώ προκαλεί 

επαγωγή άλλων κυτταροκινών και ανοσορρυθµιστικών µορίων, του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού και της διαφοροποίησης και απόπτωσης των κυττάρων (Papadakis 

and Targan 2000a). 

Η τοπική και παροδική παραγωγή TNFα είναι ωφέλιµη για τον ξενιστή, όσον αφορά 

τον έλεγχο και τη ρύθµιση της ανοσίας και της φλεγµονής, αλλά και όσον αφορά στην 

ανάπλαση των ιστών που έχουν υποστεί τις συνέπειες της φλεγµονής. Αντίθετα, η 

παρατεταµένη και συστηµατική παραγωγή του είναι βλαπτική (Beutler και Cerami 

1988).  

Η διαδικασία της παραγωγής TNFα έχει µελετηθεί, in vitro, σε µακροφάγα, µετά 

έκθεσή τους σε ενδοτοξίνη. Η ενδοτοξίνη (lipopolysaccharide – LPS) αποτελεί 

τοιχωµατική πρωτεΐνη αρκετών gram(-) µικροοργανισµών και είναι ο ισχυρότερος από 

τους µέχρι σήµερα γνωστούς παράγοντες, που διεγείρουν τα µακροφάγα για την 

παραγωγή TNFα, αλλά και ιντερλευκίνης-1 (Bucala et al 1991 και Conti et al 1991). Η 

παρουσία mRNA του TNFα στο εσωτερικό των µακροφάγων διαπιστώνεται σε 

ελάχιστο χρόνο, µετά την έκθεση τους σε LPS. Ανιχνεύσιµες ποσότητες του TNFα, 

διαπιστώνονται µέσα σε 20-30 λεπτά, ενώ το mRNA του TNFα φτάνει στο ανώτερο 

επίπεδο του σε 2-3 ώρες µετά την χορήγηση του LPS.  

Η LPS, εκτός από τη διέγερση της παραγωγής TNFα από τα µακροφάγα, διεγείρει και 

την παραγωγή µεταβολιτών του αραχιδονικού οξέος (PGE2, PGI2). Φαίνεται ότι ή 

PGE2 δρα ως ρυθµιστής απελευθέρωσης  του TNFα. Η παραγωγή TNFα από 

καλλιέργειες µακροφάγων, µετά διέγερση µε LPS, αυξάνει όταν στις καλλιέργειες 

προστίθεται αναστολέας των προσταγλανδινών. Συνεπώς, φαίνεται ότι η PGE2  δρα σαν 

αρνητικός ρυθµιστής απελευθέρωσης του TNFα. Η δράση αυτή γίνεται σε µεταγραφικό 

επίπεδο και επιτυγχάνεται δια µέσου της αύξησης των ενδοκυτταρίων επιπέδων του 

cAMP (DeForge et al 1990).   

Η κυκλοσπορίνη επίσης αναστέλλει τη βιοσύνθεση του TNFα από τα µακροφάγα σε 

ένα µετα-µεταγραφικό επίπεδο, αλλά το ακριβές σηµείο και ο µηχανισµός δράσης της 

δεν είναι επαρκώς γνωστά (Remick et al 1989).  

 

Πάντως η ανεξέλεγκτη παραγωγή TNFα µετά χορήγηση LPS, έχει  σαφώς βλαπτικές 

συνέπειες. Η χορήγηση αντι-TNFα αντισωµάτων, πριν από τη χορήγηση LPS σε 



 

ποντικούς και ασθενείς µε βαρύ σηπτικό shock, βελτιώνει την αρτηριακή πίεση και τη 

διατηρεί σταθερή, χωρίς ινότροπα (Exley et al 1990).  

O TNFα έχει σηµαντικές ανοσορυθµιστικές δράσεις, πολλές από αυτές δυνητικά 

ευεργετικές. Προκαλεί   ενεργοποίηση των ουδετεροφίλων, τόσο ως προς τον αριθµό, 

όσο και ως προς την φαγοκυτταρική και κυτταροτοξική τους δραστηριότητα έναντι 

ορισµένων µικροοργανισµών και διεγείρει την παραγωγή υπεροξειδίου του υδρογόνου 

(Bevilacqua et al 1987). Επίσης, διεγείρει τα ενδοθηλιακά κύτταρα για την παραγωγή 

µορίων, που βοηθούν στην προσκόλληση ουδετεροφίλων και µονοκυττάρων στο 

τοίχωµά τους (DeForge et al 1990).  

Ο TNFα προάγει τη διαφοροποίηση των B-λεµφοκυττάρων και αυξάνει την παραγωγή 

αντισωµάτων. Επίσης, διεγείρει τα Τ-λεµφοκύτταρα και αυξάνει την κυτταροτοξική 

τους δράση. Ακόµα, αυξάνει τον αριθµό των µακροφάγων και την παραγωγή των PAF 

(platelets activating factor),  (DeForge et al 1990). Επιπλέον, διεγείρει την παραγωγή 

IL-6 (ιντερλευκίνη-6) και IF-γ (ιντερφερόνη-γ) και των αυξητικών παραγόντων, που 

συµβάλλουν στην ενεργοποίηση των T-λεµφοκυττάρων και της ανοσολογικής 

απάντησης (Jaatela 1991).  

 

1.4.2. Ο TNFα στην παθογένεια της σπειραµατικής βλάβης 

Ο TNFα και γενικότερα οι κυτταροκίνες ενοχοποιούνται στην παθογένεια ή/και τη 

χρόνια εξέλιξη πολλών νοσηµάτων, όπως στα αυτοάνοσα νοσήµατα (ρευµατοειδή 

αρθρίτιδα, νόσο Crohn κ.α.), στην καχεξία που σχετίζεται µε κακοήθειες και σύνδροµα 

ανοσοανεπάρκειας, στην  αντίσταση στην ινσουλίνη, στη συµφορητική καρδιακή 

ανεπάρκεια, την αθηροσκλήρωση και τη σπειραµατική βλάβη (Papadakis and Targan 

2000b).   

Ειδικότερα ως προς την σπειραµατική βλάβη, κλινικές και πειραµατικές παρατηρήσεις 

παρέχουν ενδείξεις για ενεργό συµµετοχή του TNFα στην διαταραχή της λειτουργίας 

του σπειραµατικού ηθµού και της οργάνωσης της ακτίνης, η οποία σε κλινικό επίπεδο 

εκδηλώνεται ως λευκωµατουρία. 

 

Οι Suranyi et al (1993) προσδιόρισαν µε ανοσοµέτρηση τα επίπεδα ιντερλευκίνης-1β 

(IL–1β), ιντερλευκίνης-2 (IL–2), ιντερφερόνης-α (IFNa), ιντερφερόνης-γ (IFNγ) και 

του TNFα στο πλάσµα, τα ούρα και σε καλλιέργειες µονοπύρηνων κυττάρων του 



 

αίµατος ασθενών µε νεφρωσικό σύνδροµο. Σε σύγκριση µε υγιείς µάρτυρες και 

ασθενείς µε νόσο ελαχίστων αλλοιώσεων, σηµαντικά υψηλά επίπεδα TNFα 

προσδιορίστηκαν στο πλάσµα και τα ούρα ασθενών µε εστιακή τµηµατική σκλήρυνση 

και µεµβρανώδη σπειραµατονεφρίτιδα. Η αύξηση αυτή δεν φάνηκε να σχετίζεται µε το 

βαθµό της υπολευκωµατιναιµίας και την απώλεια µυϊκής µάζας. Τα ευρήµατα αυτά 

επιβεβαιώθηκαν από τους Ozen et al (1994). Τα επίπεδα  TNFα στα ούρα ασθενών µε 

µη-υπερπλαστικές νεφροπάθειες (όπως νόσο ελαχίστων αλλοιώσεων, εστιακή 

τµηµατική σπειραµατοσκλήρυνση ή µεµβρανώδη σπειραµατονεφρίτιδα) παρουσίαζαν, 

σε σχέση µε τους µάρτυρες, µια µέτρια αύξηση, η οποία σε υπερπλαστικές 

νεφροπάθειες ήταν ιδιαίτερα σηµαντική. Επιπλέον, σε ασθενείς µε «ενεργό» νόσο και 

κυτταρική υπερπλασία ανευρέθη σηµαντική συσχέτιση των συγκεντρώσεων TNFα στα 

ούρα µε τον βαθµό της κλινικής δραστηριότητας. Μάλιστα, σε 2 από 4 ασθενείς µε 

µεµβρανοϋπερπλαστική σπειραµατονεφρίτιδα η ύφεση της νόσου συνοδεύτηκε από 

ελάττωση των επιπέδων του TNFα στα ούρα.  

Τέλος, από τους Neale et al (1995) µε ανοσοϊστοχηµικές µεθόδους και 

ανοσοηλεκτροµικροσκοπία, ο TNFα ανιχνεύθηκε τοπικά στα ποδοκύτταρα και στη 

βασική µεµβράνη του σπειράµατος (και κυρίως σε ανοσοεναποθέσεις) ασθενών µε 

µεµβρανώδη σπειραµατονεφρίτιδα, εύρηµα λιγότερο συχνό σε άλλες µορφές  

σπειραµατονεφρίτιδας. 

Άλλες ενδείξεις εµπλοκής του TNFα στην σπειραµατική βλάβη προέρχονται από 

πειραµατικά δεδοµένα. Η έκθεση αποµονωµένων σπειραµάτων ποντικού σε TNFα 

αυξάνει τη διαπερατότητά τους για την αλβουµίνη. Τη µεταβολή της διαπερατότητας 

µπορεί να προκαλέσει TNFα τόσο σπειραµατικής, όσο και εξωσπειραµατικής 

προέλευσης και καταργείται µε χορήγηση αντισωµάτων αντι-TNFα (McCarthy  et al, 

1998). 

 

Σε µοριακό επίπεδο, οι διαταραχές της διαπερατότητας συνδέονται µε επιδράσεις στον 

κυτταροσκελετό της ακτίνης. Σε µονοστιβάδα ενδοθηλιακών κυττάρων αύξηση της 

διαπερατότητας συνοδεύεται από ποσοτικές αλλαγές της ακτίνης των κυττάρων, της 

δεξαµενής της και της de novo σύνθεσης (Stolpen et al 1986, Clark et al 1988, 

Goldblum et al 1989, Brett et al 1989, Goldblum and Sun 1990, Molony and Armstrong 

1991, Camussi et al 1991).  



 

Πολλοί παράγοντες, των οποίων η παραγωγή ενεργοποιείται από τον TNFα, διασπούν 

τα νηµάτια της ακτίνης και αυξάνουν την διαπερατότητα του ενδοθηλίου. 

Προηγούµενη σταθεροποίηση της ακτίνης προστατεύει την διαπερατότητα (Shasby et 

al 1982). Χαρακτηριστικά ο PAF, του οποίου η  ενδοθηλιακή βιοσύνθεση διεγείρεται 

από τον  TNFα, αυξάνει την ενδοθηλιακή διαπερατότητα και προκαλεί αναδιοργάνωση 

της ακτίνης (Bussolino et al 1987), µια δράση η οποία  παρεµποδίζεται, εάν ανασταλεί 

η  πρωτεϊνική σύνθεση ή η σύνδεση του PAF µε  τον υποδοχέα του.  

Συµπερασµατικά, το σύνολο των κλινικών και πειραµατικών παρατηρήσεων παρέχει 

σοβαρές ενδείξεις εµπλοκής του TNFα στη σπειραµατική βλάβη, η οποία, παρά τις 

ασάφειες τόσο ως προς τον µηχανισµό, όσο και ως προς το µοριακό επίπεδο δράσης 

του, φαίνεται να είναι σηµαντική. 

    

1.5. Ερευνητικά ερωτήµατα 

Η διατήρηση σταθερού του σχήµατος και της µορφολογίας των κυττάρων οφείλεται σε 

µια αυστηρά ρυθµιζόµενη διαδικασία, η οποία εξαρτάται από δυναµικές 

αλληλοεπιδράσεις µεταξύ των δοµικών στοιχείων του κυτταροσκελετού. Επιπλέον 

όµως, ο κυτταροσκελετός της ακτίνης λειτουργεί ως ανιχνευτής και µεταφορέας 

µηνυµάτων, τα οποία ρυθµίζουν και τροποποιούν πολλές φυσιολογικές κυτταρικές 

λειτουργίες, µια διαδικασία που συνεπάγονται ταχεία αναδιοργάνωση του 

πολυµερισµού των µικροϊνιδίων. 

Τέτοιες µορφολογικές µεταβολές, ως απάντηση σε εξωκυττάρια ερεθίσµατα, 

προκαλούνται από ορµόνες, αυξητικούς παράγοντες και ιόντα (Koukouritaki et al 1996, 

Koukouritaki et al 1997, Papakonstanti et al 1996, Papakonstanti et al 1998, Moustakas 

et al 1998). Οι µηχανισµοί ρύθµισης της δυναµικής ισορροπίας του κυτταροσκελετού 

µπορεί να περιλαµβάνουν: ενεργοποίηση των πρωτεϊνών που ρυθµίζουν τον 

πολυµερισµό της ακτίνης (Kreis and Vale 1993) και των πρωτεϊνικών κινασών και 

φωσφατασών (Craig and Johnson 1996, Papakonstanti et al 2000, Koukouritaki et al 

1999), µεταβολές της συγκέντρωσης του cAMP (Koukouritaki et al 1996) και 

ενεργοποίηση των µικρών GTPασών της οικογένειας Rho (Ridley and  Hall 1992, 

Tapon and Hall 1997, Moustakas and Stournaras 1999). 

 



 

Όπως ήδη αναφέρθηκε, στην προσκόλληση των ποδοκυττάρων στο υπόστρωµά τους 

(τη βασική µεµβράνη) συµµετέχουν ο κυτταροσκελετός της ακτίνης και οι ρυθµιστικές 

πρωτεΐνες του κυτταροσκελετού (Gumbiner 1993, Burridge et al 1988). Οι ποδικές 

προσεκβολές των επιθηλιακών  κυττάρων, οι οποίες εισδύουν στην βασική µεµβράνη, 

µαζί µε τη µεµβράνη των σχισµών διήθησης και τους πόρους της, αποτελούν µέρος του 

φυσιολογικού φραγµού, ο οποίος παρεµποδίζει τη διέλευση µακροµορίων. ∆ιαταραχές 

της σύνδεσης ποδοκυττάρων – βασικής µεµβράνης θα µπορούσαν να οδηγήσουν σε 

αυξηµένη διαπερατότητα του σπειραµατικού τριχοειδούς για τις πρωτεΐνες.Το 

φαινόµενο αυτό παρατηρείται σε ορισµένες σπειραµατοπάθειες, οι οποίες 

χαρακτηρίζονται από λευκωµατουρία, όπως η νόσος των ελαχίστων αλλοιώσεων, η 

εστιακή τµηµατική σπειραµατοσκλήρυνση και η µεµβρανώδης σπειραµατονεφρίτιδα. 

Σε αυτές τις µορφές σπειραµατικής βλάβης η ηλεκτρονική µικροσκοπία αποκαλύπτει 

διαταραχές της σύνδεσης ποδοκυττάρων – βασικής µεµβράνης, οι οποίες 

περιγράφονται ως εξάλειψη, σύντηξη ή επιπέδωση των ποδικών προσεκβολών 

(Kashgarian 1997). 

Η µοριακή βάση των διαταραχών της σύνδεσης ποδοκυττάρων – βασικής µεµβράνης 

δεν είναι γνωστή και είναι πιθανόν να αφορά σε κυτταροσκελετικές πρωτεΐνες, οι 

οποίες ρυθµίζουν την οργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης. Σχετικά πρόσφατα 

δεδοµένα παρέχουν ενδείξεις ότι κυτταροκίνες κινητοποιούν διάφορες µετά τον 

υποδοχέα βιοχηµικές διαδικασίες, οι οποίες επηρεάζουν την δεµατοποίηση του 

κυτταροσκελετού και την έκφραση των ρυθµιστικών πρωτεϊνών της σύνδεσης 

ποδοκυττάρων – υποστρώµατος (Camussi et al 1993, Wardle 1993, Savin et al 1996). 

Στις κυτταροκίνες αυτές περιλαµβάνεται και ο TNFα (Tabibzadeh et al 1995, Liu et al 

1997), του οποίου αυξηµένη σύνθεση και απελευθέρωση έχει διαπιστωθεί σε 

λευκωµατινουρικές σπειραµατοπάθειες (Neale et al 1995). Είναι, συνεπώς, πιθανόν ο 

TNFα να αποτελεί το ερέθισµα (µήνυµα), στο οποίο οφείλονται οι µορφολογικές 

διαταραχές των σπειραµατοπαθειών αυτών. 

Στην παρούσα εργασία, µε µορφολογικές, βιοχηµικές και µοριακές προσεγγίσεις, 

µελετήσαµε την επίδραση του TNFα στην διαµόρφωση του κυτταροσκελετού της 

ακτίνης και των εστιακών συνδέσεων. 

 



 

Ειδικότερα, επιχειρήσαµε να διερευνήσουµε σε ποδοκύτταρα τα αποτελέσµατα της 

δράσης του TNFα: 

− Στη ρύθµιση της δυναµικής ισορροπίας του πολυµερισµού του κυτταροσκελετού 

της ακτίνης και της οργάνωσης των µικροϊνιδίων 

− Στην ανίχνευση και ανάλυση του µοριακού µηχανισµού, ο οποίος ρυθµίζει την 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού 

− Στη διερεύνηση της βιολογικής σηµασίας της επίδρασης του TNFα στην 

παθοφυσιολογία των ποδοκυττάρων. 

Αναλυτικότερα µελετήθηκαν  

− Οι ποσοτικές µεταβολές του πολυµερισµού – αποπολυµερισµού των 

µικροϊνιδίων της ακτίνης. 

− Η έκφραση, ενεργοποίηση και αλληλοεπιδράσεις των πρωτεϊνών παξιλίνης, 

κινάσης εστιακών προσφύσεων (FAK) και βινκουλίνης 

− Η ανάλυση των µεταβολών του όγκου και της απόπτωσης των επιθηλιακών 

κυττάρων. 

Η σηµασία της παρούσας διδακτικής διατριβής ευρίσκεται στην χρησιµοποίηση των 

δεδοµένων που προκύπτουν από αυτήν, στην ερµηνεία των µορφολογικών και 

παθοφυσιολογικών διαταραχών, οι οποίες χαρακτηρίζουν τις σπειραµατοπάθειες, µε 

κύρια κλινική εκδήλωση τη λευκωµατουρία. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

2. ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

2.1 Βιολογικό υλικό 

Για την εκπόνηση της παρούσας διδακτορικής διατριβής χρησιµοποιήθηκε η κυτταρική 

σειρά σπειραµατικών επιθηλιακών κυττάρων αρουραίου, η οποία αναπτύχθηκε  από 

τους Drs W. Couser και K. Bomsztyk και µας παραχωρήθηκε από τον Dr C. 

Richardson του νεφρολογικού εργαστηρίου του Medical College of Wisconsin. Η 

ταυτοποίησή τους ως σπειραµατικών επιθηλιακών κυττάρων βασίζεται στην έκφραση 

του αντιγόνου Fx1A και της πρωτεϊνης ποδοκαλυξίνης επί της επιφάνειας τους, όπως 

και από την απουσία έκφρασης του αντιγόνου Thy 1.1 (δείκτη µεσαγγειακών 

κυττάρων) και του παράγοντα von Willembrandt (δείκτης ενδοθηλιακών κυττάρων). 

 

2.2 Μέθοδοι 

 

2.2.1. Καλλιέργεια των σπειραµατικών επιθηλιακών κυττάρων 

Υλικά  

DME low glucose: Dulbecoss Modefied Eagle Medium (GIBCO-BRL Co, MD, USA) 

Ham’s F12 (GIBCO – BRL Co, MD, USA) 

Hepes: Ν-2-υδροξυεθυλπιπεραζίνη Ν-2-αιθανοσουλφονικό οξύ (GIBCO – BRL Co, 

MD, USA) 

NaHCO3: οξινο ανθρακικό νάτριο (GIBCO – BRL Co, MD, USA) 

L-glutamine: L-γλουταµίνη (GIBCO – BRL Co, MD, USA) 

ITS: insulin – transferin – selenium (GIBCO – BRL Co, MD, USA) 

Penicillin/Streptomycin: πενικιλλίνη/στρεπτοµυκίνη (GIBCO – BRL Co, MD, USA) 

BSA: bovine serum albumin  (Sigma, MO, USA) 

 



 

Collagen I: κολλαγόνο τύπου Ι (GIBCO – BRL Co, MD, USA) 

TNFα (R & D Systems, MN, USA) 

Τρυβλία καλλιέργειας 60 mm 

 

Καλλιεργητικό υλικό Κ1 

Το καλλιεργητικό υλικό Κ1 περιέχει: 47% Ham’s F12, 47% DME χαµηλής 

περιεκτικότητας σε γλυκόζη, 1% Hepes, 1.5% NaHCO3, 0.1% ITS, 1% L-γλουταµίνη, 

1% αντιβιοτικό-αντιµυκητιασικό διάλυµα σε τελική συγκέντρωση 100 IU/ml 

πενικιλλίνης σε 100 µg/ml στρεπτοµυκίνης. 

 

Μέθοδος 

Τα GEC καλλιεργήθηκαν σε επωαστικό κλίβανο ρυθµισµένο σε 37 οC και σε υγρή 

ατµόσφαιρα 95% αέρος και 5% CO2. Τα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε τρυβλία 

καλλιέργειας διαµέτρου 60 mm, τα οποία είχαν επιστρωθεί µε λεπτή στιβάδα 

κολλαγόνου τύπου Ι, σε καλλιεργητικό υλικό Κ1 εµπλουτισµένο µε 2% BSA . 

Το θρεπτικό υλικό των καλλιεργειών ανανεώνονταν ανά 3-4 ηµέρες. Την όγδοη 

περίπου ηµέρα και ένα 24ωρο πριν από την έναρξη των πειραµάτων, σε καλλιέργειες 

υψηλής κυτταρικής πυκνότητας, µετά από διπλή έκπλυση, γινόταν αντικατάσταση του 

θρεπτικού υλικού µε υλικό Κ1 χωρίς ορό. Συνεπώς, όλες οι µορφολογικές και 

βιοχηµικές αναλύσεις που ακολούθησαν έγιναν σε κύτταρα συρρέοντα και 

ευρισκόµενα σε φάση ηρεµίας (G0). Για τις µορφολογικές αναλύσεις, τα κύτταρα 

καλλιεργούνταν πάνω σε καλυπτρίδες επενδυµένες µε κολλαγόνο τύπου Ι. 

Η προσθήκη ανασυνδυασµένου TNFα, ανθρώπειου και αρουραίου, σε καλλιέργειες 

GEC γινόταν µετά διάλυση σε K1 µέσο, το οποίο περιείχε 0.1% BSA. Στις 

κυτταροκαλλιέργειες ελέγχου γινόταν προσθήκη µόνο Κ1 µε 0.1% BSA. Σε 

προκαταρτικά πειράµατα, η βέλτιστη δόση του TNFα, η οποία είχε τη µέγιστη δράση 

στη µικροϊνιδιακή διάταξη της ακτίνης, προσδιορίστηκε στα 10 ng/ml. Η δόση αυτή 

χρησιµοποιήθηκε σε όλα τα πειράµατα και οι χρόνοι επώασης (στα περισσότερα 

πειράµατα) ήταν 2΄, 5΄, 15΄, 2, 4, 24 ώρες. 

 

 
2.2.2. Προσδιορισµός επιπέδων µονοµερούς (G-) και ολικής ακτίνης 



 

 

Υλικά και συσκευές 

Τρυβλία καλλιέργειας 60 mm (Costar Europe LTD, The Netherlands) 

Άνυδρο διβασικό φωσφορικό κάλιο: Κ2ΗPΟ4 (Sigma, USA) 

Φθοριούχο νάτριο (Sigma, MO, USA) 

Χλωριούχο κάλιο: KCl (GIBCO – BRL Co, MD, USA) 

Χλωριούχο µαγνήσιο: MgCl2 (GIBCO – BRL Co, MD, USA) 

EGTA (Sigma, MO, USA) 

DTT (Sigma, MO, USA) 

Triton X – 100 (Sigma, MO, USA) 

Σουκχρόζη (Sigma, MO, USA) 

DNase I (Sigma, MO, USA) 

DNA από σπέρµα σολωµού (Sigma, MO, USA) 

Υδροχλωρική γουανιδίνη (Sigma, MO, USA) 

Tris/HCl (Bio – Rad Labs, USA) 

Χλωριούχο ασβέστιο: CaCl2 (Sigma, MO, USA) 

MgSO4 7H2O (Merk, Germany) 

Οξικό νάτριο (Merk, Germany) 

ΑΤΡ (Sigma, MO, USA) 

PMSF (SERVA, Germany) 

Καθαρή G-ακτίνη από µύες κουνελιού (Αποµονώθηκε στο εργαστήριο σύµφωνα µε 

τους Faulstich et al 1984) 

Φασµατοφωτόµετρο διπλής δέσµης (Perkin – Elmer Lambda 15) 

 
∆ιαλύµατα 
 
Ρυθµιστικό διάλυµα λύσης κυττάρων 

Κ2ΗΡΟ4 10 mM 

NaF 100 mM 

KCl 50 mM 

 

 



 

MgCl2 2 mM 

EGTA 1 mM 

DTT 0,2 mM 

Triton X – 100 0,5% 

Σακχαρόζη 1 Μ 

 

Ρυθµίζεται το pH σε 7,0 και το διάλυµα φυλάσσεται στους 4 oC. Το DTT και το 

TritonX-100 προστίθενται τελευταία, την ηµέρα του πειράµατος. Κατά τη διάρκεια του 

πειράµατος το διάλυµα λύσης κυττάρων διατηρείται στους 0 oC. 

 

∆ιάλυµα DNase I 

DNase I 0,1 mg/ml 

Tris/HCl 50 mM 

CaCl2 0,5 mM 

PMSF 10 mM 

Ρυθµίζεται το pH σε 7,5 και το διάλυµα φυλάσσεται στους -20 oC για 1 εβδοµάδα. Το 

PMSF προστίθεται τελευταίο, την ηµέρα του πειράµατος. Κατά τη διάρκεια του 

πειράµατος το διάλυµα της DNase I διατηρείται στους 0 oC. 

 

∆ιάλυµα DΝΑ 

DNA 40 µg/ml 

Tris/HCl 100 mM 

MgSO4 4 mM 

CaCl2 1,8 mM 

Κατάλληλη ποσότητα DNA ζυγίζεται και τεµαχίζεται µε ψαλίδι. Το διάλυµα αφήνεται 

να αναδεύεται σε θερµοκρασία δωµατίου έως ότου διαλυθεί πλήρως το DNA (12-16 

ώρες περίπου). Στη συνέχεια φιλτράρεται σε διηθητικό χαρτί, ρυθµίζεται το pH σε 7,5 

και το διάλυµα φυλάσσεται στους 4 oC. Κατά τη διάρκεια του πειράµατος, το διάλυµα 

DNA διατηρείται σε υδατόλουτρο ρυθµισµένο στους 30 oC. 

 

 
 



 

∆ιάλυµα υδροχλωρικής γουανιδίνης 

Υδροχλωρική γουανιδίνη 1,5 Μ 

Οξικό νάτριο 1 Μ 

CaCl2 1 mM 

ATP 1 mM 

Tris/HCl 20 mM 

Ρυθµίζεται το pH σε 7,5 και το διάλυµα φυλάσσεται στον πάγο, µόνο κατά τη διάρκεια 

του πειράµατος. 

 

Μέθοδος 

 Η µέθοδος που εφαρµόσθηκε για τον ποσοτικό προσδιορισµό της µονοµερούς G και 

ολικής Τ (total)-ακτίνης βασίζεται στην αναστολή από τη µονοµερή ακτίνη της 

ενεργότητας του ενζύµου DNase I να αποδοµεί το DNA και καθιερώθηκε το 1978 από 

τους Blikstad et al. 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 και το τεµαχισµένο DNA και εποµένως οι ελεύθερες βάσεις θα 

είναι λιγότερες, µε αποτέλεσµα η οπτική πυκνότητα του δείγµατος αυτού να είναι 

µικρότερη και αντίστροφα. Συγκεκριµένα, η διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής: 

µετά τη λύση των κυττάρων µε 300 µl ρυθµιστικού διαλύµατος λύσης, δείγµα (10 µl) 

του προϊόντος κυτταρόλυσης προστίθεται ταχύτατα σε µείγµα που περιέχει 10 µl 

διαλύµατος DNase I και 1 ml διαλύµατος DNA. 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 µε το χρόνο.  

 

Η αναστολή της ενεργότητας της DNase I του κυτταρικού δείγµατος υπολογίζεται ως 

προς ένα 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 έγινε µε τη χρήση πρότυπης καµπύλης η οποία 

λαµβανόταν από την µέτρηση δειγµάτων γνωστών ποσοτήτων ακτίνης. Στην καµπύλη 

αυτή τοποθετείται στον άξονα x η ποσότητα των γνωστών δειγµάτων της ακτίνης σε µg 

και στον άξονα ψ η αναστολή της ενεργότητας της DNase I που λαµβάνονταν από τη 



 

µέτρηση κάθε δείγµατος. Η σχέση που προκύπτει είναι γραµµική για το εύρος 25%-

70% της ενεργότητας της DNase I και οι τιµές των δειγµάτων µας ρυθµίζονται ώστε να 

βρίσκονται κάθε φορά στο τµήµα της καµπύλης από 30% έως 60%. 

Για τον προσδιορισµό της ολικής ακτίνης, δείγµα κυτταροδιαλύµατος αραιώθηκε 2-3 

φορές µε  ρυθµιστικό διάλυµα λύσης και στη συνέχεια επωάσθηκε για 10 λεπτά µε ίσο 

όγκο διαλύµατος υδροχλωρικής γουανιδίνης, ώστε να προκληθεί αποπολυµερισµός της 

πολυµερούς F-ακτίνης σε µονοµερή ακτίνη. Η ολική ακτίνη προσδιορίστηκε όπως 

περιγράφεται παραπάνω, ενώ η ενδοκυττάρια ποσότητα της πολυµερούς ακτίνης 

υπολογίζεται από τη διαφορά µεταξύ ολικής και µονοµερούς ακτίνης. 

Τόσο το ποσοστό της µονοµερούς όσο και της πολυµερούς ακτίνης συσχετίζεται µε το 

ποσό των ολικών κυτταρικών πρωτεϊνών και εκφράζεται τελικά σε µg ακτίνης / mg 

ολικής πρωτεΐνης. 

 

2.2.3. Ποσοτικός προσδιορισµός ολικών κυτταρικών πρωτεϊνών 

 

Υλικά και συσκευές 

Bio-Rad DC (Detergent – Compatible, Bio-Rad Labs, USA) 

Αλβουµίνη ορού βοός: BSA (Sigma, ΜΟ, USA) 

Φωτόµετρο (Perkin – Elmer) 

 

Μέθοδος 

Η διαδικασία περιλαµβάνει τα παρακάτω στάδια: 

1. Τοποθέτηση των δειγµάτων (εις διπλούν) σε σωληνάρια τύπου Eppendorf και 

συµπλήρωση του όγκου µέχρι τα 200 µl µε ενέσιµο νερό. Ως τυφλό δείγµα 

χρησιµοποιείται αυτό, στο οποίο ο όγκος του κυτταρικού εκχυλίσµατος έχει 

αντικατασταθεί µε ίσο όγκο διαλύµατος λύσης. 

2. Προσθήκη 100 µl αντιδραστήριο Bio-Rad A΄ + Β΄ 

3. Προσθήκη 800 µl αντιδραστηρίου C και επώαση 15 λεπτά. 

4. Μέτρηση της οπτικής πυκνότητας σε µήκος κύµατος 750 nm. 

 



 

Ο ποσοτικός προσδιορισµός κάθε δείγµατος γίνεται µε τη χρήση πρότυπης καµπύλης, η 

οποία λαµβάνεται από την ταυτόχρονη µέτρηση δειγµάτων γνωστών ποσοτήτων BSA 

(5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 µg). 

 

2.2.4. Άµεσος ανοσοφθορισµός 

 

Υλικά 

Τρυβλία καλλιέργειας 6 οπών (Costar Europe LTD, The Netherlands) 

Καλυπτρίδες 22 x 22 mm 

Κολλαγόνο τύπου I: Collagen Type I (GIBCO –BRL Co, MD, USA) 

Ροδαµίνη – Φαλλοϊδίνη: Rhodamin – Phalloidin (Molecular Probes Inc, USA) 

Φορµαλδεΰδη 3,7% (Merck, Germany) 

Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών – φυσιολογικού ορού (ΡBS) 

Ορός εµβρύου βοός: FBS (GIBCO – BRL Co, MD, USA) 

Ακετόνη (Riedel de Haen, Germany) 

Γλυκερόλη (Merck, Germany) 

 

Μέθοδος 

Ο άµεσος ανοσοφθορισµός µε χρήση ροδαµίνης – φαλλοϊδίνης είναι µια τεχνική που 

µπορεί να εφαρµοσθεί για την παρατήρηση µόνο της πολυµερούς ακτίνης, εξαιτίας της 

ειδικής σύνδεσης της φαλλοϊδίνης µε αυτήν, ενώ η ροδαµίνη είναι η φθορίζουσα ουσία. 

Η διαδικασία περιλαµβάνει τα παρακάτω στάδια: 

1. Έκπλυση των κυττάρων µία φορά µε PBS στο οποίο έχει προστεθεί 1,5% FBS (PBS 

– 1,5% FBS) για 3 λεπτά (Η προσθήκη του FBS γίνεται για την κάλυψη των µη 

ειδικών θέσεων). 

2. Μονιµοποίηση των κυττάρων µε 2 ml διαλύµατος φορµαλδεΰδης 3,7% σε PBS για 

5 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

3. Έκπλυση των κυττάρων 2 φορές µε PBS – 1,5% FBS για 3 λεπτά κάθε φορά. 

 

4. Επίδραση ψυχρής (-20 οC) ακετόνης για 4 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος 

υπό ανάδευση µε σκοπό, η κυτταρική µεµβράνη να γίνει διαπερατή στη ροδαµίνη-

φαλλοϊδίνη. 



 

5. Έκπλυση των κυττάρων 3 φορές µε PBS 1,5% FBS για 3 λεπτά κάθε φορά 

6. Επώαση των κυττάρων µε διάλυµα ροδαµίνης – φαλλοϊδίνης αραιωµένη (2 µl + 98 

µl PBS – 1,5% FBS) 2% για 40 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος και χώρο 

υγρό και σκοτεινό. 

7. Έκπλυση των κυττάρων 3 φορές µε PBS – 1,5% FBS για 3 λεπτά κάθε φορά. 

8. Τοποθέτηση των καλυπτρίδων ανάστροφα σε αντικειµενοφόρες πλάκες, στις οποίες 

έχουν τοποθετηθεί 20 µl διαλύµατος γλυκερόλης 50% σε PBS. Τα µικροϊνίδια της 

ακτίνης παρατηρήθηκαν σε µικροσκόπιο (Leitz Dialux 2 OEB) εφοδιασµένο µε 

φακούς µεγέθυνσης 40 x και 100 x, συσκευή παραγωγής υπεριώδους ακτινοβολίας 

και κάµερα 35 mm. Για τη φωτογράφηση χρησιµοποιήθηκαν φιλµ Kodak 3200 

ASA. 

 

2.2.5. Ανοσοφθορισµός για την παρατήρηση των µικροϊνιδίων της ακτίνης µε 

µικροσκοπία συνεστίασης (Confocal)  

 

Υλικά  

ΡΙΡΕS (Merk, Germany) 

EGTA (Sigma, USA) 

Χλωριούχο µαγνήσιο ένυδρο: MgCl2 6H2O (Merk, Germany) 

Φορµαλδεΰδη 37% (Merk, Germany) 

Γλουταραλδεϋδη (Merk, Germany) 

Triton X – 100 (Sigma, USA) 

Βοροϋδρίδιο του νατρίου: NaBH4 (Sigma, USA) 

Αλβουµίνη ορού βοός: BSA (Sigma USA) 

Χλωριούχο αµµώνιο NH4Cl (Merk, Germany) 

Vectashield 

Γλυκερόλη (Merk, Germany) 

Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών – φυσιολογικού ορού (PBS) 

 

 



 

∆ιαλύµατα 

Ρυθµιστικό διάλυµα ΡΕΜ 

ΡΙΡΕS 100 mΜ 

EGTA 5 mΜ 

MgCl2 2 mM 

Το pH ρυθµίζεται σε 6,8 και το διάλυµα φυλάσσεται στους 4 οC. 

 

∆ιάλυµα Ε 

50% Vectashield 50% γλυκερίνη /1x PBS (pH: 8,9) 

 

Μέθοδος 

Η µεθοδολογία που ακολουθήθηκε βασίζεται στην ίδια αρχή µε αυτή του άµεσου 

ανοσοφθορισµού, µε µόνη διαφορά, τη χρήση µικροσκοπίου συνεστίασης (Confocal) 

µε το οποίο είναι δυνατή η παρατήρηση των πρωτεϊνικών δοµών σε διαφορετικά 

επίπεδα. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την παρακολούθηση µεταβολών της οργάνωσης και 

της κατάστασης πολυµερισµού των πρωτεϊνών σε διάφορα κυτταρικά διαµερίσµατα. Η 

όλη διαδικασία αποτελείται από τα επόµενα στάδια: 

Μονιµοποίηση 

• 

• 

• 

• 

• 

Έκπλυση των κυττάρων µε διάλυµα ΡΕΜ για 3 λεπτά σε θερµοκρασία 

περιβάλλοντος. 

Μονιµοποίηση των κυττάρων µε διάλυµα που αποτελείται από 3,7% 

Φορµαλδεΰδη/0,02%, γλουταραλδεϋδη/0,2% Triton X – 100 σε ΡΕΜ για 10 min σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

Έκπλυση των κυττάρων 3 φορές µε PBS (pH 7,4) για 3 λεπτά κάθε φορά σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

Αναγωγή µε διάλυµα 0,1% NaBH4 σε PBS (pH 8,0). Το στάδιο αυτό 

επαναλαµβάνεται δύο φορές για 10 λεπτά κάθε φορά σε θερµοκρασία 

περιβάλλοντος. 

Έκπλυση των κυττάρων 2 φορές µε PBS (pH 7,4) για 3 λεπτά σε θερµοκρασία 

περιβάλλοντος. 

 



 

Σύνδεση ροδαµίνης – φαλλοϊδίνης 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

Κάλυψη των µη ειδικών θέσεων µε 0,5% BSA σε PBS (pH 7,4) για 15 λεπτά σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

Επώαση των κυττάρων µε διάλυµα ροδαµίνης – φαλλοϊδίνης αραιωµένο (1:8 v/v) 

σε PBS – 0,5% BSA για 40 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος και χώρο υγρό 

και σκοτεινό. 

Έκπλυση των κυττάρων 3 φορές µε PBS (pH 7,4) για 3 λεπτά κάθε φορά σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

Μεταµονιµοποίηση 

Επώαση των κυττάρων σε διάλυµα 3,7% φορµαλδεΰδης σε PBS (pH 7,4) για 15 

λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

Έκπλυση των κυττάρων µε διάλυµα NH4Cl (50 mM σε PBS pH 7,4) για 3 λεπτά σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος 

Έκπλυση των κυττάρων 3 φορές µε PBS (pH 7,4) για 3 λεπτά κάθε φορά σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

Τοποθέτηση των καλυπτρίδων σε αντικειµενοφόρο 

Αρχικά επάνω στην αντικειµενοφόρο τοποθετούνται παράλληλα δύο ταινίες 

διαχωρισµού (spacers) στο κέντρο των οποίων βρίσκονται 20 µl διαλύµατος Ε. Στη 

συνέχεια οι καλυπτρίδες τοποθετούνται ανάστροφα επάνω στις άκρες των spacers 

αποφεύγοντας τη δηµιουργία φυσαλίδων. Τα δείγµατα φυλάσσονται στους – 20 oC. 

Παρατήρηση των δειγµάτων σε µικροσκόπιο συνεστίασης 

Απόκτηση των απεικονίσεων συνεστίασης (confocal images) µε χρησιµοποίηση 

ενός εµβαπτιζόµενου σε έλαιο φακού 63/1.25 και κατάλληλου λογισµικού 

(software) (CLMS). 

Επεξεργασία των αποτελεσµάτων µε κατάλληλο λογισµικό (AVS) (Sheehan et al 

1996) running on a Silicon Graphics Indigo 2 workstation. 

Βελτιστοποίηση των εικόνων φθορισµού σε φωτεινότητα και αντίθεση, µεταφορά 

τους σε προσωπικό υπολογιστή και εκτύπωσή τους σε laser (Lexmark Optra C laser 

printer) χρησιµοποιώντας κατάλληλο λογισµικό (Corel Photo Paint 5.0 software) 

 
 



 

 

 

2.2.6. ∆ιπλός ανοσοφθορισµός για την παρατήρηση των µικροϊνιδίων της ακτίνης 
και της βινκουλίνης 
 

Υλικά 

Τρυβλία καλλιέργειας 6 οπών (Costar Europe LTD, The Netherlands) 

Καλυπτρίδες 22 x 22 mm 

Κολλαγόνο τύπου I: Collagen type I (GIBCO – BRL Co, MD, USA) 

Μονοκλωνικό αντίσωµα κατά της βινκουλίνης (Sigma, USA) 

∆εύτερο αντίσωµα κατά ανοσοσφαιρινών (IgG) επίµυος, σηµασµένων µε 

φλουορεσκίνη (FITC) από ορό αίγας (Molecular Probes Inc, USA) 

Ροδαµίνη – Φαλλοϊδίνη: Rhodamin – Phalloidin (Molecular Probes Inc, USA) 

Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών – φυσιολογικού ορού (PBS) 

Ορός εµβρύου βοός: FBS (GIBCO – BRL Co, MD, USA) 

Ακετόνη 

Μεθανόλη 

Γλυκερόλη 

 

Μέθοδος 

Οι βασικές αρχές της τεχνικής του έµµεσου ανοσοφθορισµού είναι παρόµοιες µε αυτές 

του Western Blot: οι πρωτεΐνες 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 πλέον πρωτεΐνη – αντίσωµα – ανοσοσφαιρίνη-φθορίζουσα ουσία, µετά 

από έκθεση σε συγκεκριµένο µήκος κύµατος στο υπεριώδες, εκπέµπει µέσω της 

φθορίζουσας ουσίας σε άλλο µήκος κύµατος στο ορατό. Η διαδικασία αποτελείται από 

τα επόµενα στάδια: 

1. Επώαση των κυττάρων µε 2 ml διαλύµατος ακετόνη: µεθανόλη (9:1) για 20 λεπτά 

σε θερµοκρασία περιβάλλοντος, µε σκοπό η κυτταρική µεµβράνη να γίνει 

 



 

διαπερατή στο αντίσωµα κατά της βινκουλίνης και να µονιµοποιηθούν οι 

κυτταρικές δοµές.  

2. Έκπλυση των κυττάρων 2 φορές µε PBS – 1,5% FBS για 3 λεπτά κάθε φορά. 

3. Επώαση των κυττάρων µε 50 µl αραιωµένου (1:100 v/v) σε PBS – 1,5% FBS 

αντισώµατος κατά της βινκουλίνης, για 30 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

4. Έκπλυση των κυττάρων 4 φορές µε PBS – 1,5% FBS για 3 λεπτά κάθε φορά. 

5. Επώαση των κυττάρων µε 50 µl αραιωµένου (1:50 v/v) σε PBS – 1,5% FBS 

αντισώµατος κατά ανοσοσφαιρινών σηµασµένων µε φλουορεσκίνη, για 30 λεπτά σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

6. Έκπλυση των κυττάρων 3 φορές µε PBS – 1,5% FBS διάρκειας 3 λεπτών. 

7. Επώαση των κυττάρων µε διάλυµα ροδαµίνης – φαλλοϊδίνης αραιωµένο (2% 2:98 

v/v) σε PBS – 1,5% FBS, για 40 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος και χώρο 

υγρό και σκοτεινό. 

8. Έκπλυση των κυττάρων 3 φορές µε PBS – 1,5% FBS για 3 λεπτά κάθε φορά. 

9. Τοποθέτηση των καλυπτρίδων  ανάστροφα σε αντικειµενοφόρες πλάκες στις οποίες 

έχουν τοποθετηθεί 20 µl γλυκερόλης 50% σε PBS. Τα µικροϊνίδια ακτίνης και 

βινκουλίνης παρατηρήθηκαν σε µικροσκόπιο (Leitz Dialux 2 OEB) εφοδιασµένο µε 

φακούς µεγέθυνσης 40 x και 100 x, συσκευή παραγωγής υπεριώδους ακτινοβολίας 

και κάµερα 35 mm. Για τη φωτογράφηση χρησιµοποιήθηκαν φιλµ Kodak 3200 

ASA. 

 

2.2.7. ∆ιπλός ανοσοφθορισµός µε αντισώµατα κατά της βινκουλίνης και ταλίνης. 

 

Όπως και στο 2.2.6. 

 

2.2.8. Φθοριοµετρικός προσδιορισµός της πολυµερούς F – ακτίνης 

 

Υλικά και συσκευές 

Τρυβλία καλλιέργειας 24 οπών (Costar Europe LTD, The Netherlands) 

Ροδαµίνη – Φαλλοϊδίνη: Rhodamine – Phaloidin (Molecular Prodes Inc., USA) 

 
Φορµαλδεΰδη 37% (Merk, Germany) 



 

Triton X – 100 (Sigma, USA) 

Καυστικό νάτριο: NaOH (Merk, Germany) 

PBS: ∆ιάλυµα φωσφορικών – φυσιολογικού ορού 

Φθοριόµετρο Perkin – Elmer 

 

∆ιαλύµατα 

∆ιάλυµα φωσφορικών – φυσιολογικού ορού (PBS) 

Na2HPO4 80 mΜ 

NaH2PO4 20 mΜ 

NaCl 100 mM 

Φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου. 

 

∆ιάλυµα ροδαµίνης – φαλλοϊδίνης: 1,5 µΜ σε PBS 

Η ροδαµίνη – φαλλοϊδίνη διαλύεται αρχικά σε µεθανόλη ώστε να προκύψει ένα 

συγκεντρωµένο διάλυµα το οποίο φυλάσσεται στους –20 οC. Στη συνέχεια λαµβάνεται 

τέτοια ποσότητα ώστε στο τελικό διάλυµα να αντιστοιχεί σε συγκέντρωση 1,5 µΜ και 

ξηραίνεται (για την αποµάκρυνση της µεθανόλης) µε τη βοήθεια αερίου αζώτου. 

 

Μέθοδος 

Η µέθοδος φθοριοµετρικού προσδιορισµού της πολυµερούς ακτίνης µε χρήση της 

ροδαµίνης – φαλλοϊδίνης, βασίζεται στην ειδική σύνδεση της φαλλοϊδίνης µε τα 

µικροϊνίδια της ακτίνης (Faulstich et al 1983) µε ταυτόχρονο φθορισµό της ροδαµίνης. 

Ο φθορισµός της ροδαµίνης αυξάνεται κατά 9 φορές µε τη σύνδεση της ροδαµίνης – 

φαλλοϊδίνης µε την πολυµερή ακτίνη και το φαινόµενο ολοκληρώνεται σε 20 µόλις 

λεπτά (Huang et al 1992). Όταν η συγκέντρωση της ροδαµίνης – φαλλοϊδίνης είναι 

σηµαντικώς µεγαλύτερη από τη σταθερά αποσύνδεσής της (4 x 10-8  M) για την ακτίνη, 

η αύξηση του φθορισµού συσχετίζεται γραµµικά µε τη συνδεδεµένη ακτίνη και 

εποµένως, περισσότερο πολυµερισµένη ακτίνη µεταφράζεται σε µεγαλύτερες τιµές 

φθορισµού. Η µέθοδος πρωτοεφαρµόσθηκε από τους Wu et al 1992 και Cable et al 

1995 και περιλαµβάνει τα παρακάτω: 

 



 

1. Μονιµοποίηση των κυττάρων µε προσθήκη 0,3 ml διαλύµατος Φορµαλδεΰδη 3,7% 

σε PBS για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

2. Αποµάκρυνση του παραπάνω διαλύµατος και προσθήκη 0,3 ml διαλύµατος Triton 

X – 100 0,2% σε PBS για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου, µε σκοπό τη 

δηµιουργία περατής µεµβράνης. 

3. Αποµάκρυνση του προηγούµενου διαλύµατος και προσθήκη 0,5 ml διαλύµατος 

ροδαµίνης – φαλλοϊδίνης για 30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και σε σκοτεινό 

χώρο. 

4. Μετά την αποµάκρυνση του διαλύµατος της ροδαµίνης – φαλλοϊδίνης, το οποίο 

περιέχει πλέον τη µη συνδεδεµένη ροδαµίνη – φαλλοϊδίνη, γίνεται έκπλυση των 

κυττάρων 3 φορές µε 1 ml κάθε φορά διαλύµατος PBS. 

5. Λύση των κυττάρων µε 0,5 ml διαλύµατος NaOH 0,1 Ν και µηχανική απόξυση τους 

από το τρυβλίο καλλιέργειας. 

6. Μέτρηση του φθορισµού κάθε δείγµατος στο φθοριόµετρο, χρησιµοποιώντας ως 

µήκη κύµατος διέγερσης και εκποµπής 550 nm και 580 nm αντίστοιχα. 

Οι τιµές εκφράζονται ως αυθαίρετες µονάδες φθορισµού. 

 

2.2.9. Western blot ανάλυση κυτταροσκελετικών πρωτεϊνών 

 

2.2.9.1. Προετοιµασία των κυτταρικών εκχυλισµάτων 

 

Υλικά και συσκευές 

Φιάλες καλλιέργειας 75 cm2 (Costar Europe LTD, The Netherlands)  

Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών-φυσιολογικού ορού (PBS)  

Hepes (Sigma, ΜΟ, USA) 

Χλωριούχο νάτριο: NaCl (Merck, Germany) 

Χλωριούχο µαγνήσιο: ΜgC12 (GIBCO-BRL, MD, USA) 

ΕGΤΑ (Sigma, ΜΟ, USA) 

Γλυκερόλη: Glycerol (Merck, Germany) 

TritonX-100 (Sigma, ΜΟ, USA) 

 
PMSF (SERVΑ, Germany) 



 

Leupeptin (Sigma, ΜΟ, USA) 

Aprotinin (Sigma, ΜΟ, USA) 

Συσκευή υπερήχων 

 

∆ιαλύµατα 

∆ιάλυµα λύσης µε TritonX-100 

Hepes, pΗ 7,5 50 mM 

NaCl 150 mM 

MgC12 1,5 mM 

ΕDΤΑ 1 mM 

Γλυκερόλη  10% 

TritonX-100  1% 

Aprotinin 1 µg/ml 

Leupeptin 1 µg/ml 

PMSF 1 mM 

  

Μέθοδος 

Η διαδικασία που ακολουθείται περιλαµβάνει τα εξής στάδια: 

1. 'Εκπλυση των κυττάρων µε κρύο PBS, δύο φορές για 5 λεπτά κάθε φορά, στους 0 

°C. 

2. Λύση των κυττάρων µε 1,0ml ρυθµιστικού διαλύµατος λύσης στους 0 °C. 

3. Μηχανική απόξυση των κυττάρων από τις φιάλες καλλιέργειας χρησιµοποιώντας 

κυτταρικούς "ξύστες" (cell scrapers) και µεταφορά του προϊόντος κυτταρόλυσης σε 

πλαστικό σωλήνα (eppendorf). 

4. Περαιτέρω λύση των κυτταρικών εκχυλισµάτων σε συσκευή υπερήχων 

(sonication), στους 0 °C, 3 φορές για 10 δευτερόλεπτα κάθε φορά. 

5. Ποσοτικός προσδιορισµός των ολικών κυτταρικών πρωτεϊνών σύµφωνα µε τις 

µεθόδους που περιγράφονται στην παράγραφο 2.5. 

Η µετέπειτα προετοιµασία των δειγµάτων για την ηλεκτροφόρηση περιγράφεται 

παρακάτω. 

 
 



 

2.2.9.2. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαµίδης, σε συνθήκες SDS 

αποδιάταξης (SDS-PAGE) 

 

Υλικά και συσκευές 

Ακρυλαµίδιο (GIBCO – BRL Co, MD, USA) 

N, N’-µεθυλεν-δις-ακρυλαµίδιο: Bis-Ακρυλαµίδιο (GIBCO – BRL Co, MD, USA) 

SDS (Bio – Rad Labs, USA) 

Tris-HCl (Bio – Rad Labs, USA) 

Υπερθειϊκό αµµώνιο (Ammonium Per Sulfate): (NH4)S2O8 (GIBCO – BRL Co, MD, 

USA) 

TEMED (Sigma, USA) 

β – µερκαπτοαιθανόλη (Sigma, USA) 

DTT (Sigma, USA) 

Γλυκερόλη (Merk, Germany) 

Κυανούν της βρωµοφαινόλης (Sigma, USA) 

Γλυκίνη (Bio-Rad Labs, USA) 

Protein markers (Bio-Rad Labs, USA) 

Συσκευή ηλεκτροφόρησης (LKB, Bromma, Sweden) 

 

∆ιαλύµατα 

Συγκεντρωµένο διάλυµα ακρυλαµίδης 30% 

Ακρυλαµίδιο 29,2% (w/v) 

Bis-ακρυλαµίδιο 0,8% (w/v) 

Το διάλυµα φιλτράρεται σε φίλτρο µε διάµετρο πόρων 0,45 ή 0,20 µm και φυλάσσεται 

στους 4 oC. 

 

Ρυθµιστικό διάλυµα διαχωρισµού 

Tris HCl 1,5 M 

SDS 0,4% (w/v) 

 

To pH ρυθµίζεται σε 8,8 και το διάλυµα αφήνεται να αναδευτεί για 1 ώρα επιπλέον. 

Μετά την ανάδευση επαναλαµβάνεται η µέτρηση του pH και, αν είναι διαφορετική, 



 

διορθώνεται µε διάλυµα HCl (ποτέ µε NaOH). Το διάλυµα στη συνέχεια φιλτράρεται 

σε φίλτρο µε διάµετρο πόρων 0,2 µm και φυλάσσεται στους 4 oC. 

 

Ρυθµιστικό διάλυµα επιστοίβαξης 

Tris HCl 0,5 M 

SDS 0,4% (w/v) 

To pH ρυθµίζεται σε 6,8 και το διάλυµα αφήνεται να αναδευτεί για 1 ώρα επιπλέον. 

Μετά την ανάδευση επαναλαµβάνεται η µέτρηση του pH και, αν είναι διαφορετική, 

διορθώνεται µε διάλυµα HCl (ποτέ µε NaOH). Το διάλυµα στη συνέχεια φιλτράρεται 

σε φίλτρο µε διάµετρο πόρων 0,2 µm και φυλάσσεται στους 4 oC. 

 

Συγκεντρωµένο διάλυµα υπερθειϊκού αµµωνίου (APS) 

(NH4)S2O8 10% 

Παρασκευάζονται 10 ml διαλύµατος το οποίο διατηρείται στους 4 oC για µια 

εβδοµάδα. 

 

Ρυθµιστικό διάλυµα µετουσίωσης 2 x (sample buffer 2 x) 

Tris HCl 0,125 M 

SDS 4% (w/v) 

β – µερκαπτοαιθανόλη 4% (w/v) 

Γλυκερόλη 10% (v/v) 

Κυανούν της βρωµοφαινόλης 0,02% (w/v) 

Εναλλακτικά η β – µερκαπτοαιθανόλη είναι δυνατό να αντικατασταθεί µε DTT τελικής 

συγκέντρωσης 100 mM, το οποίο όµως προστίθεται λίγο πριν τη χρήση του 

διαλύµατος. Για την παρασκευή διαλύµατος 1 x ή 4 x ανάλογα µε τις ανάγκες του 

πειράµατος, οι ποσότητες των συστατικών του, διαφοροποιούνται ανάλογα. To pH 

ρυθµίζεται σε 6,8 πριν από την προσθήκη του κυανού της βρωµοφαινόλης και το 

διάλυµα φυλάσσεται στους 4 oC. 

 

 



 

Πήκτωµα διαχωρισµού (8% ακρυλαµίδη, 30 ml) 

Συγκεντρωµένο διάλυµα ακρυλαµίδης 30% 8,0 ml 

Ρυθµιστικό διάλυµα διαχωρισµού 7,5 ml 

∆ισαπεσταγµένο νερό 14,5 ml 

10% APS 300 µl 

TEMED 15 µl 

 

Πήκτωµα επιστοίβαξης (10 ml) 

Συγκεντρωµένο διάλυµα ακρυλαµίδης 30% 1,5  ml 

Ρυθµιστικό διάλυµα επιστοίβαξης 1,5 ml 

∆ισαπεσταγµένο νερό 6,0 ml 

10% APS 100 µl 

TEMED 10 µl 

 

∆ιάλυµα ηλεκτροφόρησης 10 x (1 λίτρο) 

Tris HCl 30,3 g 

Γλυκίνη 144,2 g 

SDS 10 g 

 

Το pH του διαλύµατος πρέπει να είναι χωρίς διόρθωση περίπου 8,3. Φυλάσσεται σε 

θερµοκρασία δωµατίου. 

 

Μέθοδος 

Στη SDS – ηλεκτροφόρηση σαν αποδιατακτικός παράγοντας χρησιµοποιείται το 

ανιοντικό απορρυπαντικό SDS. 

Οι πρωτεΐνες δεσµεύονται, ανεξάρτητα από το µοριακό τους βάρος, µε SDS σε 

καθορισµένα ποσά κατά βάρος (14 g SDS/g πρωτεΐνης), σχηµατίζοντας επιµήκη 

σύµπλοκα µε καθορισµένη δευτεροταγή δοµή. Η δέσµευση είναι υδρόφοβη, 

ανεξάρτητη από την ιονική ισχύ και προσδίδει στα µόρια αρνητικό φορτίο. 

 

Επειδή το φορτίο ανά µονάδα µάζας είναι περίπου σταθερό και οι υδροδυναµικές 

ιδιότητες είναι συνάρτηση µόνο του µοριακού µήκους, η ηλεκτροφοριτική 



 

κινητικότητα των πολυπεπτιδικών αλυσίδων είναι συνάρτηση κυρίως του µοριακού 

τους βάρους.  

 

 

Προετοιµασία της πηκτής πολυακρυλαµίδης 

Το σύστηµα ηλεκτροφόρησης που χρησιµοποιήθηκε στηρίζεται στη µέθοδο του 

Laemmli (1970), µε διαφορά στη χρήση επίπεδου (16 cm x 18 cm x 1,5 mm) αντί 

κυλινδρικού πηκτώµατος. Μετά τη συναρµολόγηση της συσκευής ηλεκτροφόρησης, 

προστίθεται πρώτα το διάλυµα διαχωρισµού σε ύψος 11 cm περίπου από τη βάση της 

συσκευής. Όταν έχει ολοκληρωθεί ο πολυµερισµός της ακρυλαµίδης (η πηκτή έχει 

πήξει), προστίθεται το διάλυµα επιστοίβαξης µέσα στο οποίο τοποθετείται το «κτένι» 

για το σχηµατισµό των θέσεων (πηγάδια) όπου θα τοποθετηθούν τα δείγµατα των 

πρωτεϊνών. 

Ο πολυµερισµός της ακρυλαµίδης γίνεται µε µηχανισµό ελευθέρων ριζών και σαν 

καταλύτες χρησιµοποιούνται το (ΝΗ4)S2O8 για την έναρξη του πολυµερισµού και το 

TEMED για τη συντήρηση του πολυµερισµού µε αποτέλεσµα, τη δηµιουργία ενός 

τρισδιάστατου πολυµερούς δικτύου πολυακρυλαµίδης. Το ρόλο του συνδέσµου των 

αλυσίδων της πολυακρυλαµίδης για τη δηµιουργία του δικτύου παίζει το Ν,Ν’-

µεθυλεν/δίς-ακρυλαµίδιο. 

 

Προετοιµασία των δειγµάτων για την ηλεκτροφόρηση 

Τα δείγµατα τα οποία πρόκειται να τοποθετηθούν στην πηκτή πολυακρυλαµίδης 

αποµονώνονται από τα κύτταρα σύµφωνα µε τη µέθοδο που περιγράφεται παραπάνω. 

Στη συνέχεια, προστίθεται σε αυτά ίσος όγκος διαλύµατος µετουσίωσης 2 x (ή ¼ του 

τελικού όγκου διάλυµα µετουσίωσης 4 x) και θερµαίνονται στους 95οC για 5 λεπτά. 

Κάτω από αυτές τις συνθήκες οι πρωτεΐνες αποδιατάσσονται διατηρώντας µόνο την 

πρωτοταγή τους δοµή. 

 

Μετά την τοποθέτηση των δειγµάτων στην πηκτή και του διαλύµατος ηλεκτροφόρησης 

στη συσκευή (περίπου 2,5 λίτρα) εφαρµόζεται σταθερή τάση 150 V έως ότου τα 

δείγµατα να εισχωρήσουν στο πήκτωµα διαχωρισµού, οπότε και εφαρµόζεται τάση 280 

V. Η διαδικασία ολοκληρώνεται σε 3 ώρες περίπου. 



 

 

2.2.9.3. Μεταφορά των πρωτεϊνών από την πηκτή πολυακρυλαµίδης σε µεµβράνες 

νιτροκυτταρίνης 

 

Υλικά και συσκευές 

Μεµβράνη νιτροκυτταρίνης (Amersham, USA) 

Χαρτί Whatman 3MM (Amersham, USA) 

Μεθανόλη (Riedel de Haën, Germany) 

Συσκευή µεταφοράς πρωτεϊνών (LKB, Bromma, Sweden) 

 

∆ιαλύµατα 

∆ιάλυµα µεταφοράς πρωτεϊνών  

∆ιάλυµα ηλεκτροφόρησης 10x 500 ml 

Μεθανόλη (Riedel de Haen, Germany) 1000 ml 

   

Προστίθεται νερό µέχρι 5 λίτρα 

 

Μέθοδος 

Η µεταφορά των αρνητικά φορτισµένων πρωτεϊνών από την πηκτή πολυακρυλαµίδης 

στη µεµβράνη της νιτροκυτταρίνης, επιτελείται µέσα σε ηλεκτρικό πεδίο και µε την 

βοήθεια κατασκευής που έχει τη µορφή «σάντουιτς». Συγκεκριµένα, επάνω στο 

σφουγγάρι της συσκευής τοποθετείται ένα χαρτί Whatman 3 MM, επάνω από αυτό η 

πηκτή και στη συνέχεια η µεµβράνη της νιτροκυτταρίνης (ιδίων διαστάσεων µε την 

πηκτή). Ακολουθεί τοποθέτηση ενός επιπλέον φύλλου Whatman 3 MM και του 

δευτέρου σφουγγαριού. Πριν τη δηµιουργία της κατασκευής όλα τα υλικά έχουν 

διαβραχεί µε το διάλυµα µεταφοράς πρωτεϊνών, το οποίο είναι τοποθετηµένο µέσα στη 

συσκευή. Το «σάντουιτς» στη συνέχεια τοποθετείται στη συσκευή µε το πήκτωµα προς 

την κάθοδο και η µεταφορά επιτελείται στους 4oC για 1,5 ώρες. 

 

 



 

2.2.9.4. Υβριδοποίηση των πρωτεϊνών  της νιτροκυτταρίνης και ανίχνευσή τους µε 

το σύστηµα χηµειοφωταύγειας ECL (Enhanced Chemminescence) 

 

Yλικά και συσκευές 

Tris HCl (Bio-Rad Labs, USA) 

NaCl (Merk, Germany)   

Tween-20 (Merk, Germany) 

Ξηρό γάλα µε χαµηλά λιπαρά 

Μονοκλωνικό αντίσωµα κατά των πρωτεϊνών: 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

Ακτίνης επίµυος (Amersham, USA) 

Παξιλλίνης (Transduction Laboratories, NM, USA) 

FAK (Upstate Biotechnology, NY, USA). 

Πολυκλωνικό αντίσωµα κατά πρωτεΐνης Rho-B (Santa Cruz Biotechnology Inc., 

USA) 

Μονοκλωνικό αντίσωµα κατά της Vinculin και της Talin (Sigma, USA, St Louis 

MO) 

∆εύτερο αντίσωµα κατά ανοσοφαιρινών (IgG) επίµυος και κουνελιού (ανάλογα µε 

το πρώτο αντίσωµα) προσηµασµένο µε το ένζυµο υπεροξυδάση. (Amersham Corp. 

USA) 

Φιλµ εµφάνισης υψηλής ευαισθησίας ECL (Amersham Corp. USA) 

Κασέτα εµφάνισης φιλµ (Amersham Corp. USA) 

Αντιδραστήρια ανίχνευσης ECL (Amersham Corp. USA) 

P.C. based Image Analysis (Image Analysis Inc. Canada) 

Stripping solution (Chemicon, USA) 

 

∆ιαλύµατα 

Ρυθµιστικό διάλυµα Tris-φυσιολογικού ορού µε Tween-20 (TBS-T) 

Tris HCl 20 mM 

NaCl 137 mM 

 



 

Tween-20 0,1% ή 0,05% (v/v) 

Ρυθµίζεται το pH σε 7,6 και το διάλυµα φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου. 

∆ιάλυµα «αφαίρεσης» (stripping solution) 

β-µερκαπτοαιθανόλη 100 mM 

Tris HCl 62,5 mM 

SDS 2% 

Ρυθµίζεται το pH σε 6,7 και το διάλυµα φυλάσσεται στους 4οC. 

 

Μέθοδος 

Η διαδικασία αποτελείται από τα εξής στάδια: 

1. Επώαση της µεµβράνης µε ΤΒS-T στο οποίο έχει προστεθεί 5% ξηρό γάλα µε 

χαµηλά λιπαρά, µε σκοπό την κάλυψη των µη ειδικών θέσεων. Η επώαση διαρκεί 1 

ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου ή όλη τη νύχτα στους 4 oC, υπό ανάδευση. 

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

3. Επώαση, υπό ανάδευση, µε το µονοκλωνικό αντίσωµα κατά της πρωτεΐνης-στόχου, 

το οποίο έχει διαλυθεί σε ΤBS-T µε ή χωρίς 5% ξηρό γάλα µε χαµηλά λιπαρά. Ο 

χρόνος επώασης καθορίζεται από την εταιρεία προέλευσής του ή από 

βιβλιογραφικά δεδοµένα ή ακόµα και µετά από δοκιµαστικά πειράµατα. 

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

5. Επώαση µε το δεύτερο αντίσωµα (που θα πρέπει να είναι συµβατό µε το πρώτο), το 

οποίο έχει διαλυθεί σε TBS-T µε ή χωρίς 5% ξηρό γάλα µε χαµηλά λιπαρά. Ο 

χρόνος επώασης καθορίζεται από την εταιρεία προέλευσής του ή από 

βιβλιογραφικά δεδοµένα ή ακόµα και µετά από δοκιµαστικά πειράµατα.  

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

7. Επώαση της µεµβράνης για 1 έως 3 λεπτά µε τα αντιδραστήρια ανίχνευσης ECL. 

8. Έκθεση σε φιλµ εµφάνισης υψηλής ευαισθησίας ECL για διάφορα χρονικά 

διαστήµατα και επανάληψη της διαδικασίας που περιγράφεται παραπάνω. 

Συγκεκριµένα, οι συνθήκες επώασης της µεµβράνης της νιτροκυτταρίνης µε τα 

διάφορα αντισώµατα είναι οι ακόλουθες: 

 



 

• 

• 

• 

• 

Για το µονοκλωνικό αντίσωµα κατά της ακτίνης, η επώαση γίνεται σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 1 ώρα υπό ανάδευση. Το αντίσωµα είναι διαλυµένο σε TBS-T (0,1% 

Tween-20) και χρησιµοποιείται σε συγκέντρωση 1:400. Η επώαση της µεµβράνης 

µε το δεύτερο αντίσωµα κατά ανοσοσφαιρινών (IgG) επίµυος προσηµασµένο µε το 

ένζυµο υπεροξειδάση, γίνεται σε θερµοκρασία δωµατίου υπό ανάδευση για 1 ώρα. 

Το δεύτερο αντίσωµα είναι διαλυµένο σε TBS-T (0,1% Tween-20) και 

χρησιµοποιείται σε συγκέντρωση 1:10000. 

Για το µονοκλωνικό αντίσωµα κατά της FΑΚ η επώαση γίνεται στους 4oC για µια 

νύχτα υπό ανάδευση και µε συγκέντρωση αντισώµατος 1 µg/ml. Το αντίσωµα είναι 

διαλυµένο σε TBS-T (0,1% Tween-20). Η επώαση της µεµβράνης µε το δεύτερο 

αντίσωµα κατά ανοσοσφαιρινών (IgG) επίµυος συνδεδεµένο µε το ένζυµο 

υπεροξειδάση, γίνεται σε θερµοκρασία δωµατίου υπό ανάδευση για 90 λεπτά. Το 

δεύτερο αντίσωµα είναι διαλυµένο σε TBS-T (0,1% Tween-20) και χρησιµοποιείται 

σε συγκέντρωση 1:5000. 

Για το µονοκλωνικό αντίσωµα κατά της παξιλλίνης η επώαση γίνεται σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος για 1 ώρα υπό ανάδευση και µε συγκέντρωση 

αντισώµατος 1:4000. Το αντίσωµα είναι διαλυµένο σε TBS-T (0,1% Tween-20) στο 

οποίο έχει προστεθεί 5% ξηρό γάλα µε χαµηλά λιπαρά. Η επώαση της µεµβράνης 

µε το δεύτερο αντίσωµα κατά ανοσοσφαιρινών (IgG) επίµυος συνδεδεµένο µε το 

ένζυµο υπεροξειδάση, γίνεται σε θερµοκρασία δωµατίου υπό ανάδευση για 1 ώρα. 

Το δεύτερο αντίσωµα είναι διαλυµένο σε TBS-Τ (0,1 % Tween-20) στο οποίο έχει 

προστεθεί 5% ξηρό γάλα µε χαµηλά λιπαρά και χρησιµοποιείται σε συγκέντρωση 

1:2500. 

Για το πολυκλωνικό αντίσωµα κατά της Rho-B η επώαση γίνεται σε θερµοκρασία 

περιβάλλοντος για 1 ώρα υπό ανάδευση και µε συγκέντρωση αντισώµατος 1 µg/ml. 

Το αντίσωµα είναι διαλυµένο σε TBS-Τ (0,05% Tween-20) στο οποίο έχει 

προστεθεί 5% ξηρό γάλα µε χαµηλά λιπαρά. Η επώαση της µεµβράνης µε το 

δεύτερο αντίσωµα κατά ανοσοσφαιρινών (IgG) κουνελιού συνδεδεµένο µε το 

ένζυµο υπεροξειδάση, γίνεται σε θερµοκρασία δωµατίου υπό ανάδευση για 1 ώρα. 

Το δεύτερο αντίσωµα είναι διαλυµένο σε TBS-Τ (0,05% Tween-20) στο οποίο έχει 

 



 

προστεθεί 5% ξηρό γάλα και χρησιµοποιείται σε συγκέντρωση 1 :2000. 

Στις περιπτώσεις εκείνες στις οποίες επιβάλλεται η ανίχνευση διαφορετικών πρωτεϊνών 

πάνω στην ίδια µεµβράνη, πραγµατοποιείται αποµάκρυνση των αντισωµάτων µε 

επώαση της µεµβράνης µε διάλυµα "αφαίρεσης" (stripping solution) στους 50 οC για 30 

λεπτά, υπό ανάδευση. Μετά από έκπλυση της µεµβράνης µε διάλυµα TBS-T (2 φορές 

για 10 λεπτά η κάθε µία) ακολουθείται η διαδικασία που περιγράφεται παραπάνω. 

Εναλλακτικά, µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τον ίδιο σκοπό ένα ειδικό αντιδραστήριο 

(Chemicon) που επιτρέπει την αποµάκρυνση των αντισωµάτων από τη µεµβράνη σε 

πιο ήπιες συνθήκες (επώαση µε το αντιδραστήριο για 10 έως 20 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου). 

 

2.2.10. Ανάλυση πρωτεϊνών φωσφορυλιωµένων σε κατάλοιπα τυροσίνης, µε τη 

µέθοδο της ανοσοκατακρήµνισης 

 

2.2.10.1 Προετοιµασία των κυτταρικών εκχυλισµάτων 

 

Υλικά και συσκευές 

Φιάλες καλλιέργειας 75 cm2 (Costar Europe LTD, The Netherlands) Ρυθµιστικό 

διάλυµα φωσφορικών-φυσιολογικού ορού (PBS)  

Hepes (Sigma, ΜΟ, USA) 

Χλωριούχο νάτριο: NaCI (Merck, Germany) 

Χλωριούχο µαγνήσιο: ΜgCl2 (GIBCO-BRL, MD, USA) 

EGTΑ (Sigma, ΜΟ, USA) 

Γλυκερόλη: Glycerol (Merck, Germany) 

TritonX-100 (Sigma, ΜΟ, USA) 

PMSF (SERVΑ, Germany) 

Leupeptin (Sigma, ΜΟ, USA) 

Aprotinin (Sigma, ΜΟ, USA) 

Ορθοβαναδικό νάτριο: Sodium orthovanadate, Na3VO4 (Sigma, ΜΟ, USA) Ψυχόµενη 

φυγόκεντρος 

 
 



 

∆ιαλύµατα 

∆ιάλυµα εκχύλισης µε TritonX-100 

Hepes, pΗ 7,5 50 mM 

NaCl 150 mM 

MgCl2 1.5 mM 

ΕDΤΑ 1 mM 

Γλυκερόλη  10% 

TritonX-100 1% 

Aprotinin 1 µg/ml 

Leupeptin 1 µg/ml 

PMSF 1 mM 

Na3VO4 200 µΜ 

 

1. Αποµάκρυνση του θρεπτικού υλικού από τις φιάλες καλλιέργειας και έκπλυση των 

κυττάρων µε κρύο PBS, δύο φορές για 5 λεπτά κάθε φορά, στους 0 °C. 

2. Επώαση των κυττάρων µε 1000 µl ρυθµιστικού διαλύµατος λύσης για 5 λεπτά 

στους 0 °C. 

3. Μηχανική απόξυση των κυττάρων από τις φιάλες καλλιέργειας χρησιµοποιώντας 

κυτταρικούς "ξύστες" (cell scrapers) και µεταφορά του προϊόντος κυτταρόλυσης σε 

πλαστικό σωλήνα (eppendorf). 

4. Περαιτέρω λύση των κυτταρικών εκχυλισµάτων µε ανάδευσή τους για 30 λεπτά 

στους 4 °C. 

5. Φυγοκέντρηση των δειγµάτων για 30 λεπτά σε 14000 x g, στους 4 °C, για την 

αποµάκρυνση στερεών υπολειµµάτων (πιθανόν πυρηνικά συστατικά ή µεµβράνες). 

6. Μεταφορά του υπερκείµενου σε καθαρό σωλήνα. 

7. Ποσοτικός προσδιορισµός των ολικών κυτταρικών πρωτεϊνών σύµφωνα µε τη 

µέθοδο που περιγράφεται στην παράγραφο 2.8. Ίση ποσότητα ολικής πρωτεΐνης 

(500 µg) από κάθε κλάσµα χρησιµοποιείται στη συνέχεια για ανοσοκατακρήµνιση. 

 

 

 



 

2.2.10.2. Ανοσοκατακρήµνιση πρωτεϊνών 
 

Υλικά 

Μονοκλωνικό αντίσωµα κατά των FAK, παξιλλίνης (PAX) και βινκουλίνης (Vinculin) 

(Upstate Biotechnology Inc., NY, USA) 

Μονοκλωνικό αντίσωµα κατά φωσφορυλιωµένων σε τυροσίνη πρωτεϊνών (Upstate 

Biotechnology Inc., NY, USA) 

Σεφαρόζη συνδεδεµένη µε πρωτεΐνη G (Sigma, ΜΟ, USA) 

 

∆ιαλύµατα 

∆ιάλυµα 50% σεφαρόζης συνδεδεµένης µε πρωτεΐνη G 

Μεταφέρεται µια ποσότητα σεφαρόζης συνδεδεµένης µε πρωτεΐνη G σε καθαρό 

σωλήνα και φυγοκεντρείται για 1 λεπτό σε 7000 x g στους 4 °C. Στη συνέχεια, αφού 

αποµακρυνθεί το υπερκείµενο, ακολουθεί έκπλυση των σφαιριδίων σεφαρόζης µε κρύο 

διάλυµα εκχύλισης ή PBS, 3 φορές για 3 λεπτά κάθε φορά. Η έκπλυση γίνεται µε 

φυγοκέντρηση σε 14000 x g στους 4 °C. Ακολουθεί επαναδιάλυση των σφαιριδίων 

σεφαρόζης µε ίσο όγκο διαλύµατος εκχύλισης. 

 

Ρυθµιστικό διάλυµα µετουσίωσης 2Χ (Sample buffer 2Χ) 

Tris-HCl 0.125 Μ 

SDS 4% (w/v) 

β-µερκαπτοαιθανόλη 4% (w/v) 

Γλυκερόλη 10% (w/v) 

Κυανούν της βρωµοφαινόλης 0.02% (w/v) 

   

Το ρΗ ρυθµίζεται σε 6,8 πριν από την προσθήκη του κυανού της βρωµοφαινόλης και 

το διάλυµα φυλάσσεται στους 4 °C. 

 

Μέθοδος 

Η µέθοδος διαχωρισµού µε ανοσοκατακρήµνιση συγκεκριµένων πρωτεϊνών από το 

κυτταρικό εκχύλισµα βασίζεται: α) στη σύνδεση του αντισώµατος µε την πρωτεΐνη-
 



 

στόχο και β) στη σύνδεση της πρωτεΐνης G, που είναι ήδη συνδεδεµένη µε σεφαρόζη, 

µε το αντίσωµα. Η πρωτεΐνη G είναι εύκολο να διαχωριστεί µε φυγοκέντρηση λόγω 

της σηµαντικής διαφοράς βάρους της σεφαρόζης από τις πρωτεΐνες. Η διαδικασία της 

ανοσοκατακρήµνισης περιλαµβάνει τα ακόλουθα στάδια: 

1. Επώαση του κυτταρικού εκχυλίσµατος µε το αντίστοιχο αντίσωµα (4 µg 

αντισώµατος για 500 µg κυτταρικών πρωτεϊνών), όλη νύχτα υπό ήπια ανάδευση 

στους 4 °C. 

2. Προσθήκη 100 µl διαλύµατος (50%) σεφαρόζης συνδεδεµένης µε πρωτεΐνη G και 

επώαση υπό ήπια ανάδευση για 2 ώρες στους 4 °C. 

3. Συλλογή των σφαιριδίων σεφαρόζης µε φυγοκέντρηση σε 14000 x g για 5 

δευτερόλεπτα. 

4. 'Εκπλυση των σφαιριδίων σεφαρόζης µε κρύο διάλυµα εκχύλισης ή PBS, µε 

φυγοκέντρηση σε 14000 x g, 3 φορές για 3 λεπτά η κάθε φορά. 

5. Προσθήκη 40 µl διαλύµατος µετουσίωσης πρωτεϊνών 2x και βρασµός στους 95 °C 

για 10 λεπτά. 

6. Αποµάκρυνση των σφαιριδίων σεφαρόζης µε φυγοκέντρηση σε 14000 x g για 5 

δευτερόλεπτα και συλλογή του υπερκείµενου, το οποίο αφού επαναθερµανθεί 

στους 95 °C για 5 λεπτά θα χρησιµοποιηθεί σε ηλεκτροφόρηση πολυακρυλαµίδης 

 

2.2.10.3.Ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων 

Η µεθοδολογία που ακολουθείται είναι ακριβώς εκείνη που περιγράφεται στην 

παράγραφο 2.2.9.2. 

 

2.2.10.4. Western blot ανάλυση των δειγµάτων 

 

Υλικά και συσκευές 

Μονοκλωνικό αντίσωµα κατά της FΑΚ (Upstate Biotechnology Inc., NY, USA) 

Μονοκλωνικό αντίσωµα κατά της PAX επίµυος (Transduction Laboratories, ΝΜ, 

USA) 

 

Μονοκλωνικό αντίσωµα κατά της βινκουλίνης (Vinculin) (Upstate Biotechnology Inc., 

NY, USA) 



 

∆εύτερο αντίσωµα κατά ανοσοσφαιρινών (IgG) επίµυος προσηµασµένο µε το ένζυµο 

υπεροξειδάση (Amersham, USA) 

Ξηρό γάλα µε χαµηλά λιπαρά 

Ρυθµιστικό διάλυµα TBS Τ (παρασκευάζεται όπως περιγράφεται στην παράγραφο 

2.8.∆) 

Φιλµ εµφάνισης υψηλής ευαισθησίας ECL (Amersham Corp., USA)  

Κασέτα εµφάνισης φιλµ (Amersham Corp., USA) 

Αντιδραστήρια ανίχνευσης ECL (Amersham Corp., USA) 

PC-based Image Analysis (Image Analysis Inc., Canada) 

 

Μέθοδος 

Η µεθοδολογία που ακολουθείται είναι ακριβώς εκείνη που περιγράφεται στην 

παράγραφο 2.8. (∆). Οι συνθήκες επώασης της µεµβράνης µε τα αντισώµατα κατά των 

πρωτεϊνών FΑΚ, παξιλλίνης (PAX) και βινκουλίνης (Vinculin) περιγράφονται επίσης 

στην ίδια παράγραφο. 

 

2.2.11. Μέτρηση κυτταρικού πολλαπλασιασµού µε ενσωµάτωση ραδιενεργού 

θυµιδίνης 

 

Υλικά και συσκευές 

Μεθυλ-Η3-θυµιδίνη (ειδ. δραστ. 20 Ci/mmol) (Amersham, USA) 

Συσκευή µεταφοράς κυττάρων επωασµένων µε ραδιοσηµασµένη θυµιδίνη σε χάρτινο 

φίλτρο: minimach 2000 (Westart, England) 

Scintillation fluid: υγρό σπινθηρισµού (Sigma, USA) 

Μετρητής (υγρός σπινθηριστής) β-ακτινοβολίας (Packard, USA) 

 

Μέθοδος 

Η διαδικασία αποτελείται από τα εξής στάδια: 

1. Καλλιέργεια των κυττάρων σε τρυβλία των 60 mm τα οποία έχουν επιστρωθεί µε 

κολλαγόνο τύπου Ι. 

 
2. Αντικατάσταση θρεπτικού υλικού µε θρεπτικό χωρίς FCS 24 ώρες πριν το πείραµα. 



 

3. Ένα 24h πριν το πείραµα, τα κύτταρα εκθέτονται σε TNFα 10 ng/ml και τριτιωµένη 

θυµιδίνη 1 Ci/τρυβλία.  

4. Ξύσιµο των κυττάρων µε ξέστρο και λήψη του κυτταροδιαλύµατος. 

5. Φυγοκέντρηση του κυτταροδιαλύµατος για 10 λεπτά σε 1500 rpm. 

6. Το κυτταρικό ίζηµα διατηρείται σε πάγο και επαναδιαλύεται σε 300 µl ενέσιµο 

νερό. 

7. Λύση των κυττάρων µε συσκευή υπερήχων (Sonication) 2x10 λεπτά.  

8. 100 µl του οµογενοποιηµένου διαλύµατος κρατούνται για µέτρηση των πρωτεϊνών 

µε Bradford  και 100 µl του οµογενοποιηµένου διαλύµατος τοποθετούνται σε 

φίλτρο GF/C x 2 

9. Κάθε φίλτρο (αριθµηµένο) µπαίνει διαδοχικά στα ακόλουθα διαλύµατα 

1ο διάλυµα: 5% TCA +1% Sodium Pyrophosphate για 5-6 λεπτά 

2ο διάλυµα: 5% TCA για 5-6 λεπτά  

Τα αδιάλυτα στο οξύ DNA µένουν στο φίλτρο. Ακολουθεί ξήρανση µε: 

3o διάλυµα: αιθανόλη εµπορίου 

4ο διάλυµα: απόλυτη αιθανόλη 

10. Τα φίλτρα  τοποθετούνται πάνω σε διηθητικό χαρτί Hood για 30-60 λεπτά 

11. Κάθε φίλτρο µπαίνει σε ειδικό φιαλίδιο µε σπινθηριστικό υγρό ≈ 3 ml 

12. Μέτρηση σε υγρό σπινθηριστή β-ακτινοβολίας (β-counter)  (Packard USA) 

13. Αναγωγή σε cpm ενσωµατωµένης θυµιδίνης ανά mg πρωτεϊνης 

 

2.2.12.  Μέτρηση του κυτταρικού όγκου  

 

Υλικά και συσκευές 

[3Η] inulin: ραδιοσηµασµένη ινουλίνη (Amershad Life Science, USA) 

[14C] urea: ραδιοσηµασµένη ουρία (Amershad Life Science, USA) 

Scintillation fluid: υγρό σπινθηρισµού (Sigma, USA) 

Μετρητής (υγρός σπινθηριστής) β-ακτινοβολίας (Packard, USA) 

 

Μέθοδος 

 



 

Η µέθοδος προσδιορισµού του κυτταρικού όγκου βασίζεται στη µέτρηση ραδιενέργειας 

στο κυτταρικό εκχύλισµα και στο υπερκείµενο, µετά επώαση των κυττάρων µε [14C] 

ουρία και [3Η] ινουλίνη. Τα στάδια της διαδικασίας είναι τα ακόλουθα: 

 

1. Επίστρωση της επιφάνειας των τρυβλίων µε κολλαγόνο τύπου Ι. 

2. Καλλιέργεια των κυττάρων ≈ 7-8 ηµέρες. 

3. 24 ώρες πριν το πείραµα, εκθέτουµε τα κύτταρα σε θρεπτικό υλικό χωρίς BSP (ορό 

πρωτεΐνη αγελάδας). 

4. Επώαση µε TNFα για 15 λεπτά – 2 ώρες – 4 ώρες και 24 ώρες. 

5. Επώαση για 5 λεπτά µε [14C] ουρία και [3H] ινουλίνη. 

6. Μέτρηση των κρούσεων στο υπερκείµενο θρεπτικό υλικό και στο κυτταροδιάλυµα 

που παίρνουµε αφού λύσουµε τα κύτταρα µε ρυθµιστικό διάλυµα λύσης SF 

(παράγραφος 2.2.) 

Η επώαση γινόταν µε 20 Κ Bq/ml [3H] ινουλίνη και [14C] ουρία. Το υπερκείµενο ήταν 

1000 µl και τα κύτταρα λύθηκαν σε 1000 µl SF. Κάθε δείγµα µετρήθηκε για 2 λεπτά 

και καταγράφηκαν οι κρούσεις. Η ποσοτική εκτίµηση κάθε δείγµατος έγινε µε αναγωγή 

στις κρούσεις του υπερκείµενου. Ξεχωριστό δείγµα κυτταρικού εκχυλίσµατος, από το 

ίδιο τρυβλίο καλλιέργειας κάθε φορά, χρησιµοποιήθηκε για τη µέτρηση ολικών 

πρωτεϊνών. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται σε µg/mg ολικής πρωτεΐνης. 

 

2.2.13. Μελέτη της κυτταρικής απόπτωσης  

 

Υλικά και συσκευές 

Χρωστική DAPI: 4,6 Diamino-ephenylindole (Biochemicals and Reagents, USA) 

TUNEL assay kit (Boehringer, Germany) 

 

Μέθοδος 

Η µέθοδος βασίζεται στη χρώση του DNA µε DAPI και ενσωµάτωση σηµασµένης 

dUPT από την τελική δεοξυνουκλεοτιδυλ-τρανσφεράση (TdT) στα «άκρα» 

κατετµηµένου DNA (TUNEL assay). Ως θετικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν 

 



 

ποδοκύτταρα, τα οποία επωάστηκαν επί 20 λεπτά µε DNAση. Η διαδικασία ακολουθεί 

τα επόµενα στάδια: 

1. Μονιµοποίηση των κυττάρων µε 3,7% Φορµαλδεΰδη σε PBS σε θερµοκρασία 

περιβάλλοντος για 10 λεπτά. 

2. Έκπλυση µε PBS. 

3. Επώαση για 2,5 λεπτά, µε 0,5% Triton Χ-100 σε PBS ώστε να γίνουν περατές οι 

µεµβράνες. 

4. Επώαση µόνο του θετικού µάρτυρα για 20 λεπτά µε 10 mM Tris – HCl pH 8,5, 1 

mM MgCl2, 1 mM CaCl2 και 1 mg/ml DNase I. 

5. Έκπλυση µε PBS. 

6. Επώαση όλων των δειγµάτων µε χρωστική DAPI για 15 λεπτά (50 ml για κάθε 

δείγµα από 8 µl DAPI σε 1 ml PBS). 

7. Έκπλυση 2 φορές από 5 λεπτά µε το διάλυµα A (25 mM Tris – HCl pH 6,6, 20 mM 

Potassium Cacodylate, 2,5 mM CaCl2). 

8. Επώαση όλων των δειγµάτων, εκτός του αρνητικού µάρτυρα, για 60 λεπτά µε το kit 

του TUNEL. 

9. Έκπλυση 2 φορές µε PBS. 

10. Έκπλυση 3 φορές από 5 λεπτά µε PBS. 

11. Παρατήρηση στο µικροσκόπιο των κυττάρων (η καλυπτρίδα τοποθετείται 

ανάστροφα πάνω στην αντικειµενοφόρο). 

 
2.3. Στατιστική ανάλυση 

Για τη στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων χρησιµοποιήθηκε η δοκιµασία 

ανάλυσης της µεταβλητότητας (ΑΝΟVΑ), απλή (one-way) και παραγοντική (factorial), 

καθώς η δοκιµασία unpaired t-test στις περιπτώσεις που οι παρατηρήσεις µας ήταν 

παραµετρικές (σύγκριση απόλυτων τιµών). Για τις περιπτώσεις, στις οποίες τα 

αποτελέσµατα εκφράζονταν «επί τις εκατό», σε σχέση µε κάποια µέτρηση αναφοράς 

(«διατάξιµες» παρατηρήσεις), χρησιµοποιήθηκαν µη παραµετρικές διαδικασίες και 

συγκεκριµένα οι Mann-Whitney και Krustal-Wallis. Κάθε πείραµα έγινε τουλάχιστον 

σε τριπλούν, για τον περιορισµό του τυπικού σφάλµατος. Για την ορθότητα των 

στατιστικών αναλύσεων χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα GraphPad Instat. 
 



 

 

 

 

3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 
3.1. O TNFα προκαλεί αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης  

Η εκτίµηση της επίδρασης του TNFα στον κυτταροσκελετό της ακτίνης των 

σπειραµατικών επιθηλιακών κυττάρων (glomerular epithelial cells – GEC) έγινε µε 

µικροσκοπία άµεσου φθορισµού και µικροσκοπία συνεστίασης (confocal). Οι 

παρατηρήσεις έγιναν σε GEC, τα οποία επωάστηκαν µε 10 ng/ml TNFα σε 

προκαθορισµένους χρόνους, µετά χρώση ροδαµίνης – φαλλοϊδίνης. 

Όπως φαίνεται στις εικόνες που ακολουθούν, και µε τις δύο µεθόδους διαπιστώθηκε ότι 

η έκθεση των GEC σε TNFα είχε ως αποτέλεσµα µορφολογικές µεταβολές των 

κυττάρων, οι οποίες συνοδεύονταν από µεταβολές της οργάνωσης του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης (εικόνες 5 και 6). Μια σχετική αύξηση της πυκνότητας 

και του φθορισµού των µικροϊνιδίων παρατηρείται ταχύτατα (15΄) µετά την έκθεση  σε 

TNFα (εικόνα 6). Η παρατηρούµενη αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού παραµένει 

εµφανής και µετά 24 ώρες. 

Επειδή τα ινίδια stress εκπορεύονται από τις εστιακές προσφύσεις, µελετήσαµε την 

κατανοµή και την περίσσεια ή µη της βινκουλίνης, η οποία θεωρείται «δείκτης» των 

προσφύσεων. Κύτταρα, που είχαν εκτεθεί σε TNFα, µελετήθηκαν µε έµµεσο 

ανοσοφθορισµό µε αντίσωµα κατά της βινκουλίνης (εικόνα 7). Εκχυλίσµατα των 

κυττάρων αυτών ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε αντίσωµα κατά της βινκουλίνης και της 

φωσφοτυροσίνης. Τα ανοσοκρηµνίσµατα διαχωρίστηκαν σε πήγµα SDS-

πολυακριλαµίδης, οι πρωτεΐνες µεταφέρθηκαν σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και 

ανοσοαποτυπώθηκαν  µε µονοκλωνικό αντίσωµα κατά της βινκουλίνης (εικόνα 9). 

Επιπλέον, διερευνήσαµε τη σχέση της βινκουλίνης µε τις εστίες πρόσφυσης, 

συγκρίνοντας την τοπογραφική κατανοµή της βινκουλίνης µε εκείνη της ταλίνης, µιας 

άλλης κυτταροσκελετικής πρωτεΐνης, η οποία εντοπίζεται αποκλειστικά στις εστιακές 

προσφύσεις. 
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2h TNFα 4h  TNFα 
Εικόνα 5. Άµεση µικροσκοπία ανοσοφθορισµού µετά από χρώση µε ροδαµίνη – φαλλοϊδίνη των µικροϊνιδίων 
των GEC, control και µετά από επώαση µε TNFα 10 ng/ml 15 min – 2h – 4h. Μεγέθυνση x 1000.  

 

Σε κύτταρα από καλλιέργειες ελέγχου (χωρίς TNFα) διαπιστώθηκε εκσεσηµασµένη 

χρώση αντι-βινκουλίνης, ουσιαστικά επικαλυπτόµενη µε χρώση αντι-ταλίνης. Η 

έκθεση των κυττάρων σε TNFα δεν µετέβαλε αισθητά την κατανοµή των δύο 

πρωτεϊνών (εικόνα 8) και τη συνολική έκφραση της βινκουλίνης, όπως έδειξε, 

αντίστοιχα, ο έµµεσος ανοσοφθορισµός και η ανοσοκατακρήµνιση. Ωστόσο, η 

ανοσοαποτύπωση των ανοσοκρηµνισµάτων της φωσφοτυροσίνης, µε αντισώµατα κατά 

της βινκουλίνης, απεκάλυψε µια σηµαντική αύξηση της τυροσινοφωσφορυλίωσης 

αυτής της πρωτεΐνης (εικόνα 9). 

Στο σύνολο τους, τα παραπάνω ευρήµατα δείχνουν ότι ο TNFα προκαλεί µια σαφή 

αναδιοργάνωση των µικροϊνιδίων της ακτίνης. Έκθεση των GEC σε TNFα οδηγεί σε 

αναδόµηση του πλέγµατος της ακτίνης, µε σχηµατισµό νέων ινιδίων stress και 

αυξηµένη τυροσινοφωσφορυλίωση της βινκουλίνης, µιας πρωτεΐνης – δείκτη των 

εστιακών προσφύσεων. 
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Εικόνα 6. Μικροσκοπία συνεστίασης σπειραµατικών επιθηλιακών κυττάρων µετά από χρώση των
µικροϊνιδίων τους µε ροδαµίνη – φαλλοϊδίνη Α: control και Β: µετά από επώαση µε TNFα 2h. Το 
βή α της οπτικής σάρωσης καθορίσθηκε σε 0,5 µm. 

Control 15 min TNFα 2h TNFα 4h TNFα 

Vinculin

Actin 
 

 
 

 

Εικόνα 7: Συµβατική µικροσκοπία σπειραµατικών επιθηλιακών κυττάρων µετά από διπλό
ανονσοφθορισµό για ακτίνη και βινκουλίνη, µετά από επώαση των κυττάρων µε TNFα για 15 min,
2h και 4h. 
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κόνα 8: ∆ιπλός ανοσοφθορισµός µε Talin (Texas-R
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3.2. O TNFα επάγει τον πολυµερισµό της G- προς F-ακτίνη 

 

Εστιάζοντας στον υποκείµενο µηχανισµό της αναδιοργάνωσης του κυτταροσκελετού 

της ακτίνης, διερευνήσαµε την ικανότητα του TNFα να προκαλεί µετατόπιση της 

ενδοκυττάριας δεξαµενής της G-ακτίνης προς πολυµερισµένη F-ακτίνη. Προς τούτο, µε 

τη µέθοδο αναστολής της DNase I, µετρήσαµε τα κυτταρικά επίπεδα G και ολικής 

ακτίνης και υπολογίσαµε το λόγο G/ολική ακτίνη, έναν κοινά αποδεκτό ποσοτικό 

δείκτη του πολυµερισµού της G-ακτίνης (Koukouritaki et al 1996, Koukouritaki et al 

1997, Papakonstanti et al 1996, Papakonstanti et al 1998, Moustakas et al 1998). 

Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται γραφικά στην εικόνα 10 και συνοψίζονται στον 

πίνακα 1: επώαση των GEC µε 10 ng/ml TNFα, επί 15 λεπτά, 2, 4 και 24 ώρες 

προκάλεσε, σε σύγκριση µε κύτταρα µάρτυρες, µιαν αναπαραγόµενη και σηµαντική 

(p<0,05) µείωση του λόγου G/ολική ακτίνη κατά 18%, 24%, 44% και 17% αντίστοιχα. 

 
Πίνακας Ι. Επίδραση του TNFα στη δυναµική κατάσταση του πολυµερισµού της ακτίνης των 

ποδοκυττάρων 
  TNFα 

 Control 15 
min 

15 min 2 hr 4 hr 24 hr Control 24hr 

 (n=10) (n=7) (n=10) (n=9) (n=9) (n=5) 

G-ακτίνη (µg/mg) 20.67±0.82 14.45±1.52 17.9±1.26 27.03±2.84 83.71±4.8 52.7±5.9 

Ολική ακτίνη 

(µg/mg) 41.55±1.68 35.24±2.03 50.23±2.17 96.54±1.96 209.28±7.9 109.80±10.10 

G/ολική ακτίνη 0.50±0.003 0.41±0.01* 0.36±0.015* 0.28±005* 0.4±0.0025** 0.48±0.03 

 
 * p<0.05 v control στα 15 min, **p<0.05 v. control στις 24h 

 

Μια περαιτέρω ανάλυση των στοιχείων του Πίνακα 1 δείχνει ότι, η περιεκτικότητα των 

κυττάρων σε ολική ακτίνη παρουσιάζει µια σηµαντική αύξηση, στη διάρκεια της 

24ωρης επώασης µε TNFα, ενδεικτική µιας αξιόλογης de novo βιοσύνθεσης της 

 



 

ακτίνης. Από την άλλη πλευρά, η αρχική πτώση της G-ακτίνης, κατά τις 2 πρώτες ώρες 

της επώασης, ακολουθείται από µικρή σχετικά άνοδο. Πρέπει,  συνεπώς,   να  
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Εικόνα 10. Επίδραση του TNFα στη δυναµική του πολυµερισµού της ακτίνης των σ
επιθηλιακών κυττάρων. Η µονοµερής G και η ολική µετρήθηκαν µε τη µέθοδο αναστολή
µετά από επώαση µε TNFα σε σχέση µε τα κύτταρα µάρτυρες. Η περιεκτικότητα
εκφράζεται σε µg/mg ολικών κυτταρικών πρωτεϊνών. 
*p<0,05 έναντι του control σε 15 min επώαση, *p<0,05 έναντι του control σε 24 h επώαση
 

υποθέσουµε ότι το µεγαλύτερο µέρος της de novo συντιθέµενη

πολυµερίζονται προς F-ακτίνη. Επιβεβαίωση της υπόθεσης αυτής έγινε σ

οποία επωάστηκαν επί 4 ώρες µε TNFα. Φθοριοµετρικός προσδιορισµός

ροδαµίνης-φαλλοϊδίνης, έδειξε πράγµατι µια σηµαντική αύξηση της F-ακτί

11). Οι παρατηρήσεις αυτές υποδηλώνουν ένα σηµαντικό και ταχέως επαγ

τον TNFα, σύνθεση και πολυµερισµό της ακτίνης σε  GEC, ο οποίος παραµ

την 24ωρη διάρκεια της επώασης µε την κυτταροκίνη.  
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Εικόνα 11. Μέτρηση της F ακτίνης σε σπειραµατικά επιθηλιακά κύτταρα µετά από επώαση µε TNFα 

10 ng/ml για 4h. 

 

 

3.3. O TNFα επάγει την τυροσινοφωσφορυλίωση της FAK και της Παξιλλίνης 

χωρίς να επηρεάζει τα επίπεδα έκφρασής τους. 

 

Για να διερευνήσουµε την πιθανή συµµετοχή της FAK ή/και της παξιλλίνης στην 

προκαλούµενη από τον TNFα αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης, 

ελέγξαµε την έκφραση και την τυροσινοφωσφορυλίωση αµφοτέρων των πρωτεϊνών. 

Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στην εικόνα 12A Western blot ανάλυση µε 

µονοκλωνικά αντισώµατα κατά της FAK και της παξιλλίνης, η οποία έγινε µετά 2, 5, 

15 λεπτά και 4 ώρες µετά την επώαση των κυττάρων µε TNFα δεν έδειξε µεταβολή στα 

επίπεδα έκφρασης των δύο πρωτεϊνών . Ωστόσο, η έκθεση σε TNFα προκάλεσε 

αύξηση των επιπέδων τυροσινοφωσφορυλίωσης της FAK, η οποία ήταν ορατή στα 2 

λεπτά και παραµένει εµφανής στα 5, 15 λεπτά και 4 ώρες. Παρόµοια, TNFα 

προκαλούµενη, παρατεταµένη αύξηση των επιπέδων τυροσινοφωσφορυλίωσης 

παρατηρήσαµε και για την παξιλλίνη (εικόνα 12Β). 

 

 
 



 

 

 

Εικόνα 12. Επίδραση του TNFα στην (Α):
έκφραση των πρωτεϊνών FAK και
παξιλλίνης, (Β): στην τυροσινική
φωσφορυλίωση της FAK και παξιλλίνης
και  (C): στην έκφραση της πρωτεΐνης Rho

 

3.4. O TNFα δεν µεταβάλλει την έκφραση των Rho B πρωτεϊνών 

 

∆εδοµένου ότι, οι µικρές GTPάσες φαίνεται να συµµετέχουν σε µονοπάτια µεταγωγής 

µηνυµάτων, από την ενεργοποίηση υποδοχέων στην αναδιοργάνωση της ακτίνης 

(Ridley and Hall 1992, Tapon and Hall 1997, Moustakas and Stournaras 1999), 

εξετάσαµε το ενδεχόµενο συµµετοχής της οικογένειας των Rho B πρωτεϊνών, στον 

TNFα προκαλούµενο πολυµερισµό της ακτίνης, που παρατηρήσαµε στα πειράµατα 

µας. 

Εκχυλίσµατα κυττάρων, τα οποία είχαν επωαστεί επί 4 και 24 ώρες µε TNFα (10 

ng/ml), υποβλήθηκαν σε Western blot ανάλυση, µε πολυκλωνικό αντί Rho B αντίσωµα. 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 12C, ο TNFα δεν προκάλεσε επαγωγή της έκφρασης της 

Rho B πρωτεΐνης.  Εντούτοις, το αρνητικό αυτό εύρηµα δεν µπορεί να αποκλείσει 

ενδεχόµενη ενεργοποίηση της πρωτεΐνης. 
 



 

3.5. Η αναστολή της τυροσινοφωσφορυλίωσης αναστέλλει την αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης από τον TNFα. 

 

∆εδοµένου ότι, η τυροσινοφωσφορυλίωση θεωρείται σηµαντικός παράγοντας στην 

οργάνωση των µικροϊνιδίων της ακτίνης (Melamed et al 1991, Pamiglia et al 1992), 

διερευνήσαµε την TNFα–προκαλούµενη επαγωγή του πολυµερισµού της ακτίνης σε 

GEC, τα οποία είχαν προεπωαστεί µε γενιστεΐνη (genistein), έναν αναστολέα της 

τυροσινικής κινάσης.  

Με τη µέθοδο αναστολής DNase I, υπολογίσαµε το λόγο G/ολικής ακτίνης σε GEC, τα 

οποία προεπωάστηκαν επί 40 λεπτά µε γενιστεΐνη (100 nM) και στη συνέχεια 

εκτέθηκαν σε TNFα επί 15 λεπτά και 2 ώρες. Σε αυτά τα προεπωασθέντα µε γενιστεΐνη 

κύτταρα δεν διαπιστώθηκαν διαφορές στο λόγο G/ολικής ακτίνης, προ και µετά την 

έκθεση τους σε TNFα (εικόνα 13). 

Αν και, η δράση της γενιστεΐνης µπορεί να µην περιορίζεται αποκλειστικά στην 

αναστολή των τυροσινοκινασών, τα δεδοµένα αυτά υποδηλώνουν ότι, η 

τυροσινοφωσφορυλίωση των πρωτεϊνών FAK και παξιλλίνης είναι απαραίτητη για την 

προκαλούµενη από τον TNFα αναδιοργάνωση της ακτίνης. 
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Εικόνα 13. Μελέτη επίδραση στον πολυµερισµό της ακτίνης από την δράση του TNFα µετά από 

επώαση µε genistein. 

 

 



 

 

 

 
 
 
 
Εικόνα 14. Επίδραση του Tumor Necrosis Factor 
φωσφορυλίωση της FAK παρουσία ή απουσία κυτοχαλασί
 

 

3.6. Η επαγωγή της τυροσινοφωσφορυλίωσης τ

TNFα προϋποθέτει την ακεραιότητα του κυττα

 

Το ερώτηµα, κατά πόσον ο πολυµερισµός της α

που παρατηρήσαµε στα πειράµατα µας, συνιστά

προσεγγίστηκε από µια διαφορετική πλευρά. GE

5, 15 λεπτά και 2 ώρες, µε σύγχρονη έκθεση σε κ

ανοσοκατακρήµνιση µε αντι-FAK αντίσωµα 

περιγραφέντα σε προηγούµενη ενότητα. Η CB ε

εξειδικευµένα προκαλεί αποπολυµερισµό της ακ

του µικροϊνιδιακού πλέγµατος. 

∆ιαπιστώθηκε ότι, η αναστολή του πολυµερι

κατάργηση της τυροσινοφωσφορυλίωσης των πρ

14), ένα εύρηµα συµβατό µε παρόµοιες παρα

κυτταρικά συστήµατα (Khan et al 1995, Melamed

 

 

(TNFα) στην έκφραση και τυροσινική 
νης Β (CB) 1.2 mΜ 

ης FAK και της παξιλλίνης από τον 

ροσκελετού της ακτίνης 

κτίνης υπό την επίδραση του TNFα, 

 ένα µονοπάτι µεταγωγής µηνύµατος 

C κύτταρα επωάστηκαν µε TNFα επί 

υτοχαλασίνη Β (CB) και ακολούθησε 

και περαιτέρω ανάλυση, κατά τα 

ίναι µια µυκητιασική τοξίνη, η οποία 

τίνης και αναστέλλει τη συγκρότηση 

σµού της ακτίνης συνοδεύεται από 

ωτεϊνών FAK και παξιλλίνης (εικόνα  

τηρήσεις, που έχουν γίνει σε άλλα 

 et al 1995). 



 

 

3.7. Ο TNFα προκαλεί αύξηση του κυτταρικού όγκου 

 

Κατά τη διάρκεια της µορφολογικής ανάλυσης του κυτταροσκελετού της ακτίνης σε 

TNFα – προεπωασθέντα GEC, παρατηρήσαµε µια προφανή αύξηση του κυτταρικού 

τους όγκου. Επιδιώξαµε την ποσοτική εκτίµηση της αύξησης του όγκου σε GEC, τα 

οποία επωάστηκαν µε TNFα (10 ng/ml) επί 15 λεπτά, 2, 4 και 24 ώρες και στη 

συνέχεια εκτέθηκαν επί 5 λεπτά σε [14C] ουρία και [3Η] ινουλίνη. Η ινουλίνη 

χρησιµοποιήθηκε ως δείκτης του «εξωκυττάριου» χώρου, ενώ η ουρία, ένα µόριο που 

διέρχεται γρήγορα και ελεύθερα από τις κυτταρικές µεµβράνες, ως δείκτης του 

ενδοκυττάριου και εξωκυττάριου χώρου. 

Η µέτρηση της ουρίας και της ινουλίνης, σε εκχυλίσµατα κυττάρων και στο 

υπερκείµενο διάλυµα, έδειξε αύξηση του κυτταρικού όγκου των GEC (εικόνα 15). Το 

φαινόµενο αυτό της ταυτόχρονης αύξησης του πολυµερισµού της ακτίνης και του 

κυτταρικού όγκου, εν πολλοίς αναµενόµενο και συµβατό µε προηγούµενες 

παρατηρήσεις (Theodoropoulos et al 1992), σε άλλα κυτταρικά συστήµατα. 

 

3.8. O TNFα δεν προκαλεί κυτταρική υπερπλασία ή απόπτωση των ποδοκυττάρων 

 

H TNFα-προκαλούµενη αύξηση του κυτταρικού όγκου, την οποία παρατηρήσαµε στα 

πειράµατά µας, έθεσε το ερώτηµα, εάν η κυτταρική αυτή εξοίδηση σχετίζεται ή 

αποτελεί στάδιο κυτταρικής υπερπλασίας ή απόπτωσης. 

Η κυτταρική υπερπλασία έχει περιγραφεί σε ορισµένες µορφές σπειραµατονεφριτίδων 

(Barisoni et al 2000, Shankland et al 2000) και η κυτταρική απόπτωση έχει 

ενοχοποιηθεί για την παθογένεια της σπειραµατικής βλάβης νοσηµάτων, κυρίως, του 

συνδετικού ιστού. 

 

Για τη µελέτη της κυτταρικής υπερπλασίας, GEC κύτταρα επωάστηκαν επί 24 ώρες µε 

TNFα και τριτιωµένη θυµιδίνη, της οποίας η δέσµευση στο DNA του πυρήνα 

χρησιµοποιήθηκε ως δείκτης κυτταροπολλαπλασιασµού. Όπως φαίνεται στην εικόνα 

16, σε σύγκριση µε κύτταρα από καλλιέργειες ελέγχου (χωρίς TNFα),  η επώαση µε 

TNFα δεν προκάλεσε αυξηµένη ενσωµάτωση θυµιδίνης. 
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Εικόνα 15. Μελέτη επίδρασης του TNFα στον κυτταρικό όγκο των σπειραµατικών επιθηλιακών 

κυττάρων µετά από επώαση τους µε TNFα για 15 min, 2h, 4h, 24h. 
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Εικόνα 16. Μελέτη κυτταροπολλαπλασιασµού µε τριτιωµένη θυµιδίνη στα σπειραµατικά επιθηλιακά 

κύτταρα µετά από επώαση µε TNFα.  

 

Η απόπτωση µελετήθηκε σε GEC, τα οποία είχαν επωαστεί µε TNFα επί 15 λεπτά, 2 

και 4 ώρες. Ως θετικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν GEC, τα οποία επωάστηκαν µε 

DNαση επί 20 λεπτά, ένα ένζυµο µε γνωστή αποπτωτική δράση. Η εκτίµηση της 

απόπτωσης έγινε µετά από χρώση µε DAPI (µια χρωστική του DNA των αποπτωτικών 

κυττάρων) σε συνδυασµό µε ενζυµική µέθοδο (tunel assay). Τα αποτελέσµατα, όπως 

φαίνεται στην εικόνα 17, έδειξαν ότι η επώαση µε TNFα δεν προκάλεσε κυτταρική 

απόπτωση. 
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Εικόνα 17. Μελέτη επίδρασης του TNFα στην απόπτωση των σπειραµατικών επιθηλιακών κυττάρων µετά 
από επώαση µε TNFα 4h. Με διπλή µέθοδο µε χρωστική DAPI και Tunel Assay. 

 



 

 
 
 
 
4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
 
 
Τα ποδοκύτταρα (GEC) αποτελούν βασικό δοµικό στοιχείο του σπειραµατικού  

τριχοειδούς. ∆ιαθέτουν ένα πλούσιο και καλά οργανωµένο κυτταροσκελετό ακτίνης, 

στον οποίο οφείλεται η µορφολογική σταθερότητα του κυτταρικού σώµατος και των 

ποδοειδών προσεκβολών του. Εκτός της δηµιουργίας µιας σταθερής µορφολογικής 

δοµής, ο κυτταροσκελετός της ακτίνης συµµετέχει σε πρωτεϊνικά σύµπλοκα 

"αγκυροβολητών" (τις εστιακές προσφύσεις), τα οποία είναι υπεύθυνα για την 

προσκόληση των ποδικών προσεκβολών στη βασική σπειραµατική µεµβράνη, µέσω 

των ιντεγκρινών (Drenckhahn and Franke 1988). Η ανατοµική και λειτουργική 

ακεραιότητα των εστιών πρόσφυσης είναι ιδιαίτερα σηµαντική, για την ακεραιότητα 

του διπλού φραγµού διήθησης (φραγµού µεγέθους και φραγµού φορτίου), ο οποίος 

παρεµποδίζει τη διέλευση λευκωµατινών και άλλων µακροµορίων από το τοίχωµα του 

σπειραµατικού τριχοειδούς. 

Τα ποδοκύτταρα αποτελούν στόχο ανοσολογικής ή τοξικής βλάβης σε ποικίλες 

σπειραµατοπάθειες, οι οποίες απαντώνται στον άνθρωπο ή προκαλούνται πειραµατικά, 

µε κύριο λειτουργικό χαρακτηριστικό τη βαρειά λευκωµατουρία. Οι µορφολογικές 

αλλοιώσεις, στις σπειραµατοπάθειες αυτές, υποδηλώνουν συµµετοχή του 

κυτταροσκελετού και περιγράφονται ως εξάλειψη και επιπέδωση των ποδίων, 

µικρολαχνώδη µετατροπή της κορυφαίας κυτταρικής µεµβράνης και απόσπαση από τη 

βασική σπειραµατική µεµβράνη (Kerjaschki 1994). 

 

Σχετικά πρόσφατες δηµοσιεύσεις, από πολλές ερευνητικές οµάδες, παρέχουν σοβαρές 

ενδείξεις ότι ο TNFα ενδέχεται, µε άµεσο ή έµµεσο τρόπο, να αποτελεί ένα κεντρικό 

κρίκο στην αλληλουχία των γεγονότων, που οδηγούν στις ανωτέρω αναφερόµενες 

σπειραµατικές αλλοιώσεις. Στο πειραµατικά προκαλούµενο νεφρωσικό σύνδροµο µε 

χορήγηση πουροµυκίνης ή αδριαµυκίνης σε αρουραίους, η βαρύτητα της 

λευκωµατουρίας βαίνει παράλληλα µε την υπερπαραγωγή TNFα από τα αγγειώδη 

σπειράµατα (Gomez-Chiarri et al 1994). Σε ασθενείς µε µεµβρανώδη 



 

σπειραµατοπάθεια ο TNFα υπερεκφράζεται στα GEC και η συγκέντρωση του στα ούρα 

είναι σηµαντικά αυξηµένη (Neale et al 1995). Επιπλέον, σε πειραµατική οµόλογη αντι-

GBM (glomerular basement membrane) σπειραµατονεφρίτιδα η λευκωµατουρία και η 

σπειραµατική βλάβη περιορίζονται σηµαντικά µε αντισώµατα αντι-TNFα (Hruby et al 

1991). Τέλος, ένας, µη ακόµη ταυτοποιηµένος, κυτταροκινοειδής παράγοντας 

ενοχοποιείται για τις παρατηρούµενες βλάβες στη νόσο ελαχίστων αλλοιώσεων και την 

εστιακή τµηµατική σπειραµατοσκλήρυνση (Wardle 1993, Savin et al 1996). Συνεπώς, 

τα αποτελέσµατα της παρούσας διδακτορικής διατριβής, τα οποία έδειξαν ότι ο TNFα 

προκαλεί εκσεσηµασµένες µεταβολές του πολυµερισµού της ακτίνης και των µορίων 

προσκόλησης των ποδοκυττάρων, πρέπει να συζητηθούν σε σχέση µε τα παραπάνω 

δεδοµένα.  

Η έκθεση σπειραµατικών επιθηλιακών κυττάρων (GEC) σε TNFα οδήγησε σε µια 

ταχέως ανιχνεύσιµη (εντός 15 λεπτών) και παρατεταµένη (24ωρη) ελάττωση του λόγου 

G/ολικής ακτίνης (εικόνα 10, πίνακας Ι). Η µετατόπιση της ισορροπίας από τη 

µονοµερή G- προς την πολυµερισµένη F-ακτίνη υποδηλώνει συναρµογή των 

µικροϊνιδίων σε δέσµες ινιδίων (ινίδια stress) και ενδέχεται να αντανακλά µιαν 

απόπειρα σταθεροποίησης του κυτταροσκελετού της ακτίνης (Koukouritaki et al 1996, 

Papakonstanti et al 1996).  

Πράγµατι, οι ταχείας έναρξης και µικρής διάρκειας µεταβολές του πολυµερισµού - 

αποπολυµερισµού της ακτίνης θεωρούνται σηµαντικές, για την επαγωγή ταχέων 

κυτταρικών αποκρίσεων σε διάφορα ερεθίσµατα. Παραδείγµατα τέτοιων σχέσεων, 

µεταξύ της κατάστασης πολυµερισµού της ακτίνης και κυτταρικής ανταπόκρισης, 

αποτελούν: α) η ενδοκύττωση (Kubler and Riezman 1993, Sako and Kusumi 1994), β) 

η εξωκύττωση (Burgess and Kelly 1987, Annis and Baber 1988, Hesketh and Bryme 

1991), γ) η ρύθµιση της ενεργότητας διαφόρων πρωτεϊνών µεταφοράς (Nelson 1991, 

Hunziker and Mellman 1991, Jessen and Hoffmann 1992), δ) η ρύθµιση της 

ενεργότητας ιονικών καναλιών (Cantiello et al 1991, 1995, Wu et al 1992, 

Papakonstanti et al 1996, 2000), ε) η µεταφορά ύδατος (Ding et al 1991, Simon et al 

1993) και στ) η ρύθµιση του κυτταρικού όγκου (Theodoropoulos et al 1992, Moustakas 

et al 1998, Papakonstanti et al 2000b).  

 



 

Ωστόσο, σε σύγκριση µε πειράµατα ελέγχου, η 24ωρη έκθεση των GEC σε TNFα, 

πέραν της µείωσης του λόγου G/ολικής ακτίνης, προκάλεσε επίσης µια σηµαντική 

αύξηση των επιπέδων της ολικής ακτίνης (πίνακας Ι). Η επαγωγή της de novo 

βιοσύνθεσης ακτίνης επιβεβαιώθηκε µε άµεση φθοριοµετρική µέτρηση της ινιδιακής F-

ακτίνης κυτταρικών εκχυλισµάτων (εικόνα 11), µια καλά καθορισµένη πειραµατική 

προσέγγιση για τον άµεσο και ακριβή προσδιορισµό της ενδοκυττάριας F-ακτίνης (Wu 

et al 1992, Cable et al 1995, Cox et al 1996, Stournaras et al 1996). 

Η άµεση µικροσκοπία ανοσοφθορισµού και η µικροσκοπία συνεστίασης (lasser 

scanning confocal microscopy) επιβεβαίωσε τα ευρήµατα, που προέκυψαν από τις 

βιοχηµικές µελέτες, αποκαλύπτοντας µια σηµαντική αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης και τη δηµιουργία νεοσχηµατισθέντων ινιδίων stress 

(εικόνες 5, 6). Επιπλέον όµως, έδωσε ενδείξεις αύξησης του κυτταρικού όγκου των 

TNFα - εκτεθειµένων GEC. Η ποσοτική εκτίµηση των µεταβολών έδειξε ότι ο TNFα 

προκαλεί, πράγµατι, αύξηση του κυτταρικού όγκου, η οποία γίνεται ορατή στις 4 ώρες 

και είναι στατιστικά σηµαντική στις 24 ώρες (εικόνα 15).  

Το απλό και µόνο γεγονός, ότι οι µεταβολές του όγκου συνεπάγονται µεταβολές της 

κυτταρικής µορφολογίας είναι επαρκές, για να στηρίξει την υπόθεση, ότι το 

κυτταροσκελετικό δίκτυο µπορεί να σχετίζεται µε τον έλεγχο του κυτταρικού όγκου. 

Αυτή η πιθανότητα ισχύει, κατ' εξοχήν, για τα µικροϊνίδια της ακτίνης, ενός δυναµικού 

συστήµατος, το οποίο στηρίζει και οργανώνει την κυτταρική µεµβράνη και πολλές 

κυτταρικές λειτουργίες (Luna and Hitt 1992, Hitt and Luna 1994, Mils et al 1994). 

Παράλληλες µεταβολές του κυτταρικού όγκου και της κατάστασης των µικροϊνιδίων 

της ακτίνης έχει µελετηθεί σε ποικίλα κυτταρικά συστήµατα και κάτω από την 

επίδραση ποικίλων ερεθισµάτων (Moustakas et al 1998). Αναφέρονται π.χ., µεταβολές 

του κυτταρικού όγκου µε συνοδό: α) ταχεία µείωση του λόγου G/ολικής ακτίνης, χωρίς 

µεταβολή της περιεκτικότητας σε ολική ακτίνη, σε ηπατικά κύτταρα, υπό την επίδραση 

ανισοτονικών, µεταβολικών ή ορµονικών ερεθισµάτων (Theodoropoulos et al 1992), β) 

απώλεια ινιδίων stress σε NIH-3T3 ινοβλάστες ποντικού, µετά διέγερση του 

ογκογονιδίου H-ras (Lang et al 1992, Dartsch et al 1995, Ritter et al 1997, Moustakas 

and Stournaras 1999, Papakonstanti et al 2000b), γ) αύξηση της κυτταρικής 

 



 

περιεκτικότητας σε F-ακτίνη σε HL-60 λεµφοκύτταρα, µετά υποτονικό shock (Hallows 

et al 1996). 

Η παρατηρούµενη στα πειράµατα µας αύξηση του κυτταρικού όγκου αποτελεί µια 

µάλλον καθυστεριµένη απόκριση στη δράση του TNFα, η οποία δεν συµπίπτει χρονικά 

µε την ταχέως επαγώµενη µείωση του λόγου G/ολική ακτίνη, αλλά περισσότερο µε την 

de novo σύνθεση ακτίνης. Από παθοφυσιολογική άποψη, η διαπιστούµενη αύξηση του 

κυτταρικού όγου θα µπορούσε να σχετίζεται µε την παθογένεια νεφροπαθειών, οι 

οποίες χαρακτηρίζονται από υπερτροφία των ποδοκυττάρων και καταλήγουν σε 

σπειραµατοσκλήρυνση (Rennke et al 1994, Kriz et al 1994). Ανάλογες διαταραχές του 

πολυµερισµού της ακτίνης, ως απόκριση στον TNFα, µε επακόλουθη "απόσυρση" και 

δηµιουργία διακυτταρικών χασµάτων, έχουν περιγραφεί σε ενδοθηλιακά κύτταρα 

(Wojciak – Scothard et al 1998). Η κυτταρική απόσυρση και η δηµιουργία χασµάτων 

έχουν ενοχοποιηθεί για την αγγειακή "διαρροή", που συνδέεται µε αυξηµένα επίπεδα 

TNFα. Εάν οι κυτταροσκελετικές µεταβολές, που παρατηρήσαµε στα GEC, µπορούν 

να οδηγήσουν σε ανάλογες διαταραχές της διαπερατότητας δεν είναι βιβλιογραφικά 

γνωστό. Πάντως, η διερεύνηση του κυτταροπολλαπλασιασµού µε τριτιωµένη θυµιδίνη 

και της κυτταρικής απόπτωσης µε χρώση DAPI και ενζυµική µέθοδο (tunel assay), δεν 

απεκάλυψε επίδραση του TNFα στον κυτταροπολλαπλασιασµό ή την απόπτωση στο 

κυτταρικό µας σύστηµα (εικόνες 16, 17).  

 

Η διαπίστωση των µεταβολών της δυναµικής κατάστασης του κυτταροσκελετού της 

ακτίνης και του κυτταρικού όγκου, υπό την επίδραση του TNFα, οδήγησε στο επόµενο 

στάδιο της µελέτης µας. Η δυναµική κατάσταση του κυτταροσκελετού έχει συσχετιστεί 

στενά µε την ενεργοποίηση, από µια ποικιλία κινασών, πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν 

µε τον κυτταροσκελετό της ακτίνης (Burridge et al 1992, Tidball and Spencer 1993, 

Chrzanowska-Wodnicka and Burridge 1994). Ειδικότερα, η τυροσινική φωσφορυλίωση είναι 

βασικής σηµασίας για τη συγκρότηση του µικροϊνιδιακού πλέγµατος της ακτίνης 

(Melamed et al 1991, Pumiglia et al 1992, Leventhal and Feldman 1996). Επιπλέον, η 

τυροσινοφωσφορυλίωση ειδικών κυτταροσκελετικών πρωτεϊνών εµπλέκεται στον 

υποκείµενο µηχανισµό της συγκρότησης των εστιακών προσφύσεων κυττάρων και 

υποστρώµατος (Chrzanowska-Wodnicka and Burridge 1994). Αυξηµένη ενεργότητα 

της τυροσινικής φωσφατάσης έχει συσχετιστεί µε την αποκόλληση των κυττάρων από 



 

το υπόστρωµα και αποδιοργάνωση των εστιών πρόσφυσης (Maher 1993). Οι εστιακές 

προσφύσεις θεωρούνται σηµαντικές, όχι µόνο ως σύνδεσµοι µεταξύ κυτταροσκελετού 

και εξωκυττάριου υποστρώµατος, αλλά και ως "αγωγοί" µεταφοράς µηνυµάτων από το 

εξωκυττάριο υπόστρωµα. 

Κατ' αρχήν, διερευνήσαµε την τυροσινική φωσφορυλίωση της βινκουλίνης, µιας 

πρωτεΐνης η οποία αποτελεί δοµικό στοιχείο των εστιών πρόσφυσης. Ο TNFα 

προκάλεσε αύξηση των επιπέδων φωσφορυλίωσης της βινκουλίνης σε κατάλοιπα 

τυροσίνης, χωρίς να µεταβάλει τα επίπεδα έκφρασης (εικόνα 9) ή την τοπογραφική της 

κατανοµή, σε σχέση µε την ταλίνη (εικόνα 8), η οποία είναι γνωστό ότι εντοπίζεται 

αποκλειστικά στις εστιακές προσφύσεις. Το εύρηµα αυτό υποδηλώνει εµπλοκή του 

µορίου αυτού των εστιακών προσφύσεων στην προκαλούµενη από τον TNFα 

αναδιάταξη των µικροϊνιδίων. 

 

Στις πρωτεϊνες οι οποίες υφίστανται φωσφορυλίωση σε τυροσίνη και σχετίζονται µε 

την συγκρότηση των µικροϊνιδίων, περιλαµβάνονται επίσης η FAK (Focal Adhesion 

Kinase) και η παξιλλίνη (Burridge et al 1992). Αυξηµένη τυροσινική φωσφορυλίωση 

της FAK και της παξιλλίνης συνοδεύονται από εκσεσηµασµένες µεταβολές της 

οργάνωσης του κυτταροσκελετού της ακτίνης και της συγκρότησης των εστιακών 

προσφύσεων (Seufferlein and Rozengurt 1995). Η FAK και η παξιλλίνη συχνά 

συνεντοπίζονται στα άκρα ινιδίων F-ακτίνης στις εστιακές προσφύσεις (Turner et al 

1990, Tachibana et al 1995). Η εντόπιση της FAK στις εστίες πρόσφυσης γίνεται από 

µια καταλυτική περιοχή FAT (Focal Adhesion Targeting), η οποία ευρίσκεται στο 

καρβοξυτελικό της άκρο (Sieg et al 1999, Thomas et al 1999, Shen et al 1999). Η µόνη 

πρωτεϊνη που έχει ταυτοποιηθεί, µέχρι σήµερα, στην καταλυτική περιοχή της FAK 

είναι η παξιλλίνη (Turner 1998), η οποία προσδένεται άµεσα στις κυτταροπλασµατικές 

περιοχές των υποδοχέων της ιντεγκρίνης (Liu et al 1999, Schaller and Parsons 1994), 

καθώς και στη βινκουλίνη, µε αποτέλεσµα να λειτουργεί ως "συνεργός ελλιµενισµού" 

(docking partner) για τη FAK στα σύµπλοκα πρόσφυσης. Η φωσφορυλίωση της FAK 

σε τυροσινικά κατάλοιπα µπορεί να αποτελεί απόκριση στη δηµιουργία συµπλόκων 

του ιντεγκρινικού υποδοχέα µε πρωτεϊνες του υποστρώµατος (Burridge et al 1992, 

Lipfert et al 1992, Clark and Brugge 1995, Rozengurt 1995), καθώς επίσης και 

απόκριση σε εξωκυττάρια µηνύµατα από ορµόνες και αυξητικούς παράγοντες 



 

(Rozengurt 1995, Zachary et al 1993, Rankin and Rozengurt  1994). Εν συνεχεία, η 

FAK φωσφορυλιώνει την παξιλλίνη (Turner et al 1993, Bellis et al 1995). 

Πρόσφατες παρατηρήσεις δείχνουν ότι η τυροσυνική φωσφορυλίωση της παξιλλίνης 

ενδέχεται να αποτελεί καθοριστικό παράγοντα για τη συγκρότηση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης και της σύνδεσης κυτταροσκελετού - κυτταρικής 

µεµβράνης κατά την ανάπτυξη των εστιακών προσφύσεων (Burridge et al 1992). Οι 

παρατηρήσεις της παρούσας µελέτης, οι οποίες προέκυψαν από πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης και ανοσοαποτύπωσης, κατέδειξαν ότι σε GEC o TNFα διεγείρει 

τη φωσφορυλίωση σε κατάλοιπα τυροσίνης, τόσον της FAK, όσο και της παξιλλίνης 

(εικόνα 12Β), χωρίς καµιά επίδραση στην ολική ποσότητα των πρωτεϊνών αυτών 

(εικόνα 12Α). Τα ευρήµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η τυροσινική φωσφορυλίωση της 

FAK και της παξιλλίνης πιθανόν να αποτελεί το µηχανισµό ρύθµισης, ο οποίος ελέγχει 

τη συγκρότηση και αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης, ως απόκριση 

στη δράση του TNFα. Η υπόθεση αυτή ενισχύεται από τα αποτελέσµατα των 

πειραµάτων µας, στα οποία έγινε αναστολή της τυροσινικής φωσφορυλίωσης µε 

γενιστεϊνη. Η προεπώαση των GEC µε γενιστεϊνη παρεµπόδισε τον TNFα - επαγώµενο 

πολυµερισµό της ακτίνης και την αναδιάταξη των µικροϊνιδίων (εικόνα 13). Αν και 

είναι πιθανόν η δράση της γενιστεϊνης να µην περιορίζεται αποκλειστικά στις 

τυροσινικές κινάσες, τα ευρήµατά µας υποδηλώνουν τη συµµετοχή της τυροσινικής 

φωσφορυλίωσης, στην παρατηρούµενη αναδιοργάνωση της ακτίνης από τον TNFα 

(Akiyama and Ogawara 1991, Yap et al 1994). 

Μια εναλλακτική ερµηνεία των ευρηµάτων µας είναι ότι, στην ακολουθία 

πολυµερισµού - τυροσινικής φωσφορυλίωσης, ο προκαλούµενος από τον TNFα 

πολυµερισµός της ακτίνης αποτελεί το πρωταρχικό γεγονός. Σύµφωνα µε την υπόθεση 

αυτή ο παρατηρούµενος πολυµερισµός της ακτίνης αποτελεί ένα µηχανισµό 

µεταβίβασης σηµάτων, τα οποία προερχόµενα από τον υποδοχέα του TNFα ρυθµίζουν 

την τυροσινική φωσφορυλίωση της FAK. Τέτοιου είδους σήµατα θα µπορούσαν να 

αφορούν ενεργοποίηση τυροσινικών φωσφατασών, π.χ., της MAP κινάσης (Rafiee et al 

1995), η οποία φωσφορυλιώνει την FAK σε τυροσινικά κατάλοιπα (Yamada and 

Greoger 1997). 

 



 

∆εδοµένα, που στηρίζουν την υπόθεση αυτή, προέκυψαν από τη µελέτη της επίδρασης 

της κυτοχαλασίνης Β στο κυτταρικό µας σύστηµα. Η αναστολή του TNFα - 

προκαλούµενου πολυµερισµού της ακτίνης, από την κυτοχαλασίνη Β, οδήγησε σε 

µείωση των επιπέδων τυροσινικής φωσφορυλίωσης της FAK και της παξιλλίνης 

(εικόνα 14). 

Ανάλογες ενδείξεις, ότι ο πολυµερισµός της G-ακτίνης χρησιµοποιείται από το κύτταρο 

ως ένας µηχανισµός µεταβίβασης σήµατος, έχουν προκύψει από παρατηρήσεις και σε 

άλλα κυτταρικά συστήµατα. Για παράδειγµα, ο νευρικός αυξητικός παράγων (nerve 

growth factor - NGF), του οποίου ο υποδοχέας ανήκει στην υπεροικογένεια TNF/NGF, 

επάγει την ταχεία φωσφορυλίωση της παξιλλίνης. Το αποτέλεσµα αυτό παρεµποδίζεται 

από την κυτοχαλασίνη B, η οποία αποδιοργανώνει την κυτταροσκελετική συγκρότηση 

(Khan et al 1995, Melamed et al 1995). Επίσης, η επαγόµενη από τον TGFβ1 

(transforming growth factor) φωσφορυλίωση της FAK και της παξιλλίνης των 

ινοβλαστών, καθώς και η ενεργοποίηση της MAP κινάσης, αναστέλλονται από την 

αποδιατακτική δράση της κυτοχαλασίνης Β (Moustakas and Stournaras 1999, Burridge 

et al 1992, Chen et al 1994, Rosales et al 1995). Στο πλαίσιο των παραπάνω 

παρατηρήσεων, η οφειλόµενη στη δράση της κυτοχαλασίνης Β, πάνω στα GEC, 

αναστολή της φωσφορυλίωσης υποδηλώνει ότι η ακεραιότητα του κυτταροσκελετού 

της ακτίνης αποτελεί προϋπόθεση για τη µετάδοση σήµατος από τον ενεργοποιηµένο 

υποδοχέα του TNFα. Εάν η άποψη θεωρηθεί σωστή, τότε η ταχεία αναδιάταξη του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης µπορεί να είναι ένα σηµαντικό βήµα, στο µηχανισµό που 

ελέγχει την οδό της µεταγωγής σήµατος της απόκρισης του TNFα. 

 

Η χρονολογική σύµπτωση του σχηµατισµού των εστιακών προσφύσεων και των 

ινιδίων stress υπαινίσσεται ότι, ο πολυµερισµός της G-ακτίνης και η συγκρότηση των 

εστιών πρόσφυσης µπορεί να αντιπροσωπεύουν διακριτές δράσεις ενός κοινού 

ρυθµιστικού µορίου. Η δυναµική ισορροπία του πολυµερισµού της ακτίνης ελέγχεται 

και από έναν άλλο µοριακό µηχανισµό, ο οποίος περιλαµβάνει την ενεργοποίηση των 

G-πρωτεϊνών της υπεροικογένειας Ras, µέσω των οποίων ο κυτταροσκελετός της 

ακτίνης συµµετέχει στην ενδοκυττάρια µετάδοση µηνυµάτων (Dartsch et al 1994, 

Symons 1996, Machesky and Hall 1997, Hall 1998, Moustakas and Stournaras 1999, 

Papakonstanti et al 2000b). Η οικογένεια των Rho GTPασών, η οποία ανήκει στην 



 

υπεροικογένεια Ras, συµµετέχει στο σχηµατισµό των εστιών πρόσφυσης (Ridley and 

Hall 1992, Ridley and Hall 1994, Burridge and Chrzanowska - Wodnicka 1996, Flinn 

and Ridley 1996, Tapon and Hall 1997, Moustakas and Stournaras 1999). 

 
TNFα 

 

                                                TNF - R 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                            
                                                                                            
  
 

RhoB 

mRNA-ακτίνη ↑

FAK 

γενωµική 
(βραδεία) 

FAK -    P

Συγκρότηση 
εστιακών 

προσφύσεων 

MAPK Παξιλλίνη Παξιλλίνη -    P

G-ακτίνη                
Σταθεροποίηση των µικροϊνιδί
 

 

Πυρήνας 

Κυτταρική 
σύνδεση 

Βινκουλίνη   P 

Εικόνα 18. TNFα επαγόµενη αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού

 

∆ιερευνήσαµε την υπόθεση ότι η Rho B πρωτεΐνη αποτε

του συγχρονισµένου πολυµερισµού της ακτίνης και της

προσφύσεων σε GEC, µετά έκθεση τους σε TNFα. ∆ια

Rho B πρωτεΐνης, µετά από επώαση µε TNFα επί 

αµετάβλητα (εικόνα 12C). Το αρνητικό αυτό αποτέλεσ

µεταβολές της ενεργότητας της µικρής αυτής GTPάσ

ενδεχόµενο της ύπαρξης ενός µηχανισµού ανεξάρτη

εµπλέκεται στη δράση του TNFα στην κατάσταση πολυ

τυροσινικής φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών FAK και πα
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 της ακτίνης. 

λεί το κοινό ρυθµιστικό µόριο 

 συγκρότησης των εστιακών 

πιστώθηκε ότι τα επίπεδα της 

4 και 24 ώρες, παρέµειναν 

µα δεν µπορεί να αποκλείσει 

ης, αλλά αφήνει ανοικτό το 

του της Rho B, ο οποίος 

µερισµού της ακτίνης και της 

ξιλλίνης. 



 

Στο σύνολό τους, τα αποτελέσµατα της παρούσης µελέτης δείχνουν ότι σε GEC ο 

TNFα επάγει δράσεις, οι οποίες συνδέονται µεταξύ τους, είναι θεµελιώδους σηµασίας 

για την οργάνωση του κυτταροσκελετού και τη µεταφορά µηνυµάτων και 

περιλαµβάνουν: α) αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης, de novo 

βιοσύνθεση ακτίνης και πολυµερισµό της G-ακτίνης, β) τυροσινική φωσφορυλίωση της 

FAK, της παξιλλίνης και της βινκουλίνης και γ) αύξηση του κυτταρικού όγκου (εικόνα 

18). Η µεταφορά των πειραµατικών αυτών παρατηρήσεων σε κλινικό επίπεδο και η 

σχέση τους µε την παθογένεια νοσολογικών οντοτήτων είναι επικίνδυνη και πρέπει να 

γίνεται µε πολύ προσοχή. ∆εδοµένης όµως της σηµασίας, που έχουν τα φαινόµενα 

αυτά, για την πρόσφυση των κυττάρων στο υπόστρωµα τους, τα ευρήµατά µας 

υποδηλώνουν ότι αλληλοεπιδράσεις TNFα - GEC - κυτταροσκελετού µπορεί να είναι 

σχετικές µε την παθογένεια λευκωµατινουρικών σπειραµατοπαθειών, στις οποίες 

αυξηµένη σπειραµατική έκφραση του TNFα συνοδεύεται από διάταραχή της 

πρόσφυσης των ποδοκυττάρων στη βασική σπειραµατική µεµβράνη. 

 



 

 

 

 

 

5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

 

Το γενικό συµπέρασµα, που προέκυψε από την παρούσα διδακτορική διατριβή, είναι 

ότι η έκθεση των σπειραµατικών επιθηλιακών κυττάρων (ποδοκυττάρων – GEC) στην 

επίδραση του TNFα προκαλεί ουσιαστικές µεταβολές της οργάνωσης του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης, των εστιακών προσφύσεων και του κυτταρικού όγκου. 

Συγκεκριµένα: 

1) Οι µορφολογικές παρατηρήσεις, µε ανοσοφθορισµό και µικροσκοπία 

συνεστίασης, οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι ο TNFα προκάλεσε 

αναδιοργάνωση και ανακατανοµή των µικροϊνιδίων της ακτίνης. Το φαινόµενο 

αποδόθηκε σε έναν ταχύ πολυµερισµό της G- προς F-ακτίνη, όπως 

διαπιστώθηκε από την ανεύρεση µειωµένου λόγου G/ολικής ακτίνης, και 

ερµηνεύθηκε ως µια ενδεχόµενη απόπειρα σταθεροποίησης του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης. Επιπλέον όµως, διαπιστώθηκε ότι ο TNFα 

επάγει την de novo βιοσύνθεση της ακτίνης, γεγονός που υποδηλώνει 

ενεργοποίηση γενωµικού µηχανισµού, ο οποίος είναι υπεύθυνος για την 

παρατεταµένη διάρκεια του φαινοµένου. 

2) Η επαγωγή της τυροσινικής φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών των εστιακών 

προσφύσεων βινκουλίνης, FAK και παξιλλίνης, χωρίς µεταβολή των επιπέδων 

έκφρασης τους, οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι o TNFα, πέραν της δράσης του 

στην δυναµική κατάσταση του πολυµερισµού της ακτίνης και παράλληλα προς 

αυτήν, προκαλεί και αναδιοργάνωση της συγκρότησης των εστιακών 

προσφύσεων. 

3) Ο πολυµερισµός της G-ακτίνης και η αναδιοργάνωση των εστιακών 

προσφύσεων εµφανίζονται ως αλληλένδετα φαινόµενα. Η αναστολή της 

 



 

τυροσινικής φωσφορυλίωσης µε γενιστεϊνη παρεµποδίζει τον πολυµερισµό της 

ακτίνης και την αναδιάταξη των µικροϊνιδίων. αφετέρου, η αναστολή του 

πολυµερισµού µε κυτοχαλασίνη Β οδήγησε σε µείωση των επιπέδων 

τυροσινικής φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών FAK και παξιλλίνης. 

4) Η χρονολογική σύµπτωση και η διαφαινόµενη συσχέτιση πολυµερισµού της G-

ακτίνης και αναδιοργάνωσης των εστιακών προσφύσεων επιτρέπει την 

υπόθεση της ύπαρξης ενός µη γενωµικού µηχανισµού µεταβίβασης σήµατος, ο 

οποίος, διαµέσου πρόσδεσης του TNFα στον µεµβρανικό του υποδοχέα και 

κατά την ακόλουθη αλληλουχία, επάγει: α) την ταχεία τυροσινική 

φωσφορυλίωση της FAK, β) την τυροσινική φωσφορυλίωση της παξιλλίνης 

από την FAK, γ) την ανασυγκρότηση και σταθεροποίηση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης από την παξιλλίνη, δ) την αναδιοργάνωση των 

εστιών πρόσφυσης διαµέσου  τυροσινικής φωσφορυλίωσης της βινκουλίνης 

από την FAK. Τα αποτελέσµατα αυτά της δράσης του TNFα συντηρούνται στη 

συνέχεια, µέσω ενός γενωµικού µηχανισµού de novo σύνθεσης ακτίνης. 

5) Η µελέτη της Rho B, µιας µικρής GTPάσης, η οποία είναι γνωστόν ότι 

εµπλέκεται στην αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης, έδειξε ότι 

ο  TNFα δεν επάγει την έκφραση της Rho B πρωτεΐνης. Στη µελέτη µας δεν 

αποκλείστηκε το ενδεχόµενο ο TNFα να µεταβάλει την ενεργοποίηση της Rho 

B παραµένει όµως ανοικτό και το ενδεχόµενο ο TNFα να ενεργοποιεί άλλον, 

ανεξάρτητο της Rho B, µηχανισµό. 

6) Τέλος, ο TNFα προκάλεσε αύξηση του κυτταρικού όγκου των GEC, η οποία 

αποτελεί µια µάλλον καθυστερηµένη απόκριση στη δράση του TNFα. Το 

συµπέρασµα, στο οποίο µε επιφύλαξη καταλήγουµε, είναι ότι η αύξηση του 

κυτταρικού όγκου µπορεί να συσχετίζεται µε τη γενωµικά επαγώµενη de novo 

σύνθεση της ακτίνης. Σε µια τέτοια περίπτωση η αύξηση του κυτταρικού όγκου 

θα µπορούσε να αποτελέσει το έναυσµα για περαιτέρω µορφολογικές και 

λειτουργικές διαταραχές του κυττάρου. Πάντως, η µελέτη του 

κυτταροπολλαπλασιασµού και της κυτταρικής απόπτωσης δεν απεκάλυψε 

επίδραση του TNFα στις δύο αυτές παραµέτρους κυτταρικής λειτουργίας. 

 



 

7) Στο σύνολο τους, τα ευρήµατα της παρούσας µελέτης επιτρέπουν το 

συµπέρασµα ότι οι TNFα – επαγόµενες διαταραχές, οι οποίες διαπιστώθηκαν 

στο κυτταρικό µας σύστηµα, ενδέχεται να αποτελούν το µοριακό υπόβαθρο 

των µορφολογικών και λειτουργικών διαταραχών, οι οποίες χαρακτηρίζουν τις 

λευκωµατινουρικές σπειραµατοπάθειες. Η υπερέκφραση σπειραµατικού TNFα 

στις σπειραµατοπάθειες αυτές θα µπορούσε να είναι µέρος του µηχανισµού, ο 

οποίος προκαλεί ή/και συντηρεί τη σπειραµατική βλάβη. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

6. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

 

Η ακεραιότητα του φραγµού διήθησης των σπειραµατικών τριχοειδών, ο οποίος 

παρεµποδίζει τη διήθηση µακροµορίων, εξαρτάται, σε σηµαντικό βαθµό, από την 

αρτιότητα της πρόσφυσης των σπειραµατικών επιθηλιακών κυττάρων (ποδοκυττάρων) 

στη βασική σπειραµατική µεµβράνη. Εξάλλου, η πρόσφυση των ποδοκυττάρων 

εξαρτάται από την ακεραιότητα του κυτταροσκελετού της ακτίνης, η οποία µε τη σειρά 

της ρυθµίζεται από ειδικές συνδεόµενες µε την ακτίνη πρωτεΐνες. ∆εδοµένου ότι 

ορισµένες σπειραµατοπάθειες που χαρακτηρίζονται από βαριά λευκωµατινουρία, 

συνοδεύονται από αυξηµένη έκφραση του σπειραµατικού TNFα, µελετήσαµε την 

επίδραση του TNFα στον κυτταροσκελετό της ακτίνης, σε καλλιέργειες κυτταρικής 

σειράς ποδοκυττάρων αρουραίου. 

Όπως διαπιστώθηκε µε άµεσο ανοσοφθορισµό και µικροσκοπία συνεστίασης, η 

επώαση των ποδοκυττάρων µε 10 ng/ml TNFα, για χρονικά διαστήµατα από 5 λεπτά 

έως 24 ώρες, προκάλεσε εκσηµασµένη αύξηση της πυκνότητας και ανακατανοµή των 

µικροϊνιδίων της ακτίνης. Η παραπάνω παρατήρηση επιβεβαιώθηκε µε ποσοτικό 

βιοχηµικό προσδιορισµό του κλάσµατος G/ολικής ακτίνης και της de novo σύνθεσης 

ακτίνης. Πράγµατι, διαπιστώθηκε µια σηµαντική, ταχείας έναρξης και παρατεταµένη 

µείωση του λόγου G/ολικής ακτίνης, ενδεικτική πολυµερισµού της G- προς F-ακτίνη, 

αλλά και de novo σύνθεση ακτίνης. 

Παράλληλα µε τον πολυµερισµό της ακτίνης, ο TNFα προκάλεσε µια ταχέως 

επαγόµενη τυροσινική φωσφορυλίωση της παξιλλίνης και της κινάσης των εστιακών 

προσφύσεων (FAK), χωρίς να µεταβάλλει τα επίπεδα έκφρασης των δύο αυτών 

πρωτεϊνών. Επίσης, η διαπιστωθείσα τυροσινική φωσφορυλίωση της βινκουλίνης 

 



 

απετέλεσε ένδειξη ότι, η πρωτεΐνη αυτή των εστιακών προσφύσεων, συµµετέχει στην 

παρατηρούµενη αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης. Επιπλέον, η 

αναστολή της τυροσινικής φωσφορυλίωσης µε γενιστεϊνη αναστέλει την 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης από τον TNFα. 

Τέλος, πέραν των προαναφερόµενων µεταβολών, η έκθεση των ποδοκυττάρων σε 

TNFα οδηγεί σε αύξηση του κυτταρικού τους όγκου, χωρίς όµως να επηρεάζει τον 

κυτταροπολλαπλασιασµό ή την κυτταρική απόπτωση. 

Συµπεραίνουµε ότι, στο κυτταρικό µας σύστηµα, ο TNFα επάγει µια σηµαντική 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης και των εστιακών προσφύσεων. Τα 

δύο αυτά φαινόµενα, τα οποία συµπίπτουν χρονικά, συνοδεύονται από µια άµεση, 

TNFα-επαγώµενη, τυροσινική φωσφορυλίωση της FAK και  της παξιλλίνης. 

∆εδοµένου ότι, όπως είναι γνωστό, οι δύο αυτές πρωτεΐνες ρυθµίζουν τον πολυµερισµό 

της ακτίνης και τη συγκρότηση των εστιακών προσφύσεων, θεωρούµε πολύ πιθανό ότι 

εµπλέκονται ευθέως στην παρατηρούµενη αναδιάταξη της ακτίνης. 

Στο σύνολό τους, τα ευρήµατα της παρούσας µελέτης επιτρέπουν το συµπέρασµα ότι οι 

επαγώµενες από τον TNFα διαταραχές, οι οποίες διαπιστώθηκαν στο κυτταρικό µας 

σύστηµα, ενδέχεται να αποτελούν το µοριακό υπόβαθρο των διαταραχών της 

πρόσφυσης των ποδοκυττάρων στη βασική σπειραµατική µεµβράνη, οι οποίες 

χαρακτηρίζουν τις σπειραµατοπάθειες µε βαριά λευκωµατινουρία. Η υπερέκφραση του 

σπειραµατικού TNFα, η οποία έχει διαπιστωθεί στις σπειραµατοπάθειες αυτές θα 

µπορούσε να είναι µέρος του µηχανισµού, που προκαλεί ή/και συντηρεί τη 

σπειραµατική βλάβη.

 



 

 

 

 

 

7. SUMMARY 
 
 
Glomerular permeability for macromolecules depends partially on proper attachment of 

the glomerular epithelial cells (GEC) to the glomerular basement membrane (GBM). 

The latter requires integrity of the actin cytoskeleton, which in turn is regulated by 

specific actin – associated proteins. Since several glomerulopathies characterized by 

heavy proteinouria are associated with increased glomerular tumor necrosis factor α 

(TNF-α) expression, we studied the interaction of TNF-α with the actin cytoskeleton of 

cultured rat GEC. Incubation of GEC with 10 ng/ml TNF-α for variable time periods 

runding from 15 min to 24 hr demonstrated a marked accentuation and redistribution of 

actin microfilaments, as shown by direct fluorescence analysis and confocal laser 

scanning microscopy. Quantitative biochemical determination of the G/total – actin 

ratio confirmed the above observations. Indeed, this ratio was significantly reduced, 

indicating substantial polymerization of G-actin and formation of F-actin. Concurrently, 

TNF-α rapidly induced tyrosine phosphorylation of both paxillin and focal adhesion 

kinase, without affecting the expression levels of these two proteins. In addition, 

tyrosine phosphorylation of vinculin became evident, indicating involvement of this 

focal adhesion marker in the observed actin reorganization. Inhibition of tyrosine 

phosphorylation by genistein prevented the reorganization of the actin cytoskeleton by 

TNF-α. We conclude that TNF-α induces substantial reorganizatoin of actin 

cytoskeleton and focal adhesion. These effects occur simultaneously, with a promet 

TNF-α – induced tyrosine phosphorylation of paxillin and focal adhesion kinase, 

indicating that these proteins, shown to regulate actin polyemrization and formation of 

focal adhesions, may be directly involved in the mechanism controllign the observed 

actin redistribution. We studied effects of TNFα upon the proliferation, cell volume and 

apoptosis glomerular epithelial cells. Incubation of GEC evidence with TNF-α (10 

 



 

ng/ml) for 15 min, 2h, 4h and 24h increased of cell volume, while there is not evidence 

proliferation and apoptosis. These findings suggest that the observed TNF-α-actin 

cytoskeleton interactions may relate to the pathogenesis of glomerulopathies with heavy 

proteinuria, in which increased glomerular expression of TNF-α is associated with 

disturbances in the attachement of podocytes to the GBM. 

 
 
 

 

 



 

 
 
 
 
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 
 

Abrahamson DR. Structure and development of the glomerular capillary wall and 

basement membrane. Am J Physiol 253(5 Pt 2): F783-794 1987 

Adler S. Characterization of glomerular epithelial cell matrix receptors. Am J Pathol 

141(3): 571-578, 1992 

Aggarwal BB. Tumour necrosis factors receptor associated signalling molecules and 

their role in activation of apoptosis, JNK and NF-kappaB. Ann Rheum Dis. 59 

Suppl 1: i6-16, 2000 

Akiyama T and Ogawara H. Use and specificity of genistein as inhibitor of protein-

tyrosine inases. Methods Enzymol 201: 362-370, 1991 

Albelda SM and Buck CA. Integrins and other cell adhesion molecules. FASEB J 

4(11): 2868-2880, 1990 

Allegri L, Brianti E, Chatelert F, Manara GC, Ronco P, Verroust P. Polyvalent 

antigen-antibody interactions are required for the formation of electron –

dense immune deposits in passive Heymann’s nephritis. Am J Pathol 126: 1-6, 

1986 

Andrews P. Morphological alterations of the glomerular (visceral) epithelium in 

response to pathological and experimental situations. J Electron Microsc 

Tech. 9(2): 115-144, 1988 

Anfosso F, Bardin N, Frances V, Vivier E, Camoin-Jau L, Sampol J and Dignat-

George F. Activation of human enthothelial cells via S-endo-1-antigen 

(CD146) stimulates the tyrosine phosphorylation of focal adhesion kinase 

p125FAK. J Biol Chem 273: 26852-26856, 1998 

Annis D and Bader MF. The cytoskeleton as a barrier to exocytosis in secretory cells. 

J Exp Biol 139: 253-266, 1988 

Barisoni L, Mokrzycki M, Sablay L, Nagata M, Yamase H, Mundel P. Podocyte cell 

cycle regulation and proliferation in collapsing glomerulopathies. Kidney Int. 

 



 

58(1): 137-143, 2000 

Bellis SL, Miller JT, Turner CE. Characterization of tyrosine phosphorylation of 

paxillin in vitro by focal adhesion kinase. J Biol Chem 270 (29): 17437-

17441, 1995 

Beutler Β, Cerami Α. Tumor necrosis, cachexia, shock, and inflammation: a common 

mediator. Annu Rev Biochem 57: 505-518, 1988 

Beutler Β, Greenwald D, Hulmer JD, Chang Μ, Pan Y-CE, Mathison J, Ulvetich R, 

Cerami Α. Identify of tumor necrosis factor and macrophage secreted factor 

cachectin. Nature 316: 552-554, 1985 

Bevilacqua ΜΡ, Pober JS, Mendick DL, Cotrn RS, Gimbrone ΜΑ. Identification of 

an inducible endothelial-leukocyte adhesion molecule. Proc Natl Acd Sci 

USA 84: 9238-9242, 1987 

Blikstad I, Markey F, Carlsson L, Person T, Lindberd U. Selective assay of 

monomeric and filamentous actin in cell extracts, using inhibition of 

deoxyribonuclease I. Cell 15: 935-943, 1978 

Bonder EM, Fishkind DJ, Mooseker MS. Direct Measurement of critical 

concentrations and assembly rate constants at the two ends of an actin 

filament. Cell 34(2): 491-501, 1983 

Brenner BM, Hostetter TH, Humes HD. Glomerular permselectivity: barrier function 

based on discrimination of molecular size and charge. Am J Physiol. 234(6): 

F455-460, 1978 

Brett J, Gerlach H, Nawaroth P, Steingerg S, Godman G, Stern D. Tumor necrosis 

factor/cachectin increases permeability of endothelial cell monolayers by a 

mechanism involving regulatory G proteins J Exp Med 169: 1977-1991, 1989. 

Brown M, Perrotta JA and Turner CE. Identification of LIM3 as the principal 

determinant of paxillin focal adhesion localization and characterization of a 

novel motif on paxillin directing vinculin and focal adhesion kinase binding. J 

Cell Biol 135: 1109-1123, 1996 

Broxmeyer ΗΕ, Williams DΕ, Lu L, Cooper S, Anderson SL, Beyer GS, Hoffman R, 

Rubin ΒΥ. The suppressive influences of human tumor necrosis factors on 

 



 

bone marrow hematopoietic progenitor cells from normal donor and patients 

with leukemia: synergism of tumor necrosis factor and interferon-gamma. J 

Immunol 15; 136(12): 4487-4495, 1986 

Bucala R, Rixchilin C, Winchester R, Cerami A. Constitutive production of 

inflammatory and mitogenic cytokines by rheumatoid synovial fibroblasts. J 

Exp Med 173: 569-574, 1991 

Burgess LT and Kelly RB. Constitutive and regulated secretion of proteins. Ann Rev 

Cell Biol 3: 243-293, 1987 

Burridge K and Mangeat P. An interaction between vinculn and talin. Nature 

308(5961): 744-746, 1984 

Burridge K, Fath K, Kelly T, Nuckolls G, Turner C. Focal adhesions: transmembrane 

junctions between the extracellular matrix and the cytoskeleton. Annu Rev 

Cell Biol 4: 487-525, 1988 

Burridge K, Turner CE, Romer LH. Tyrosine phosphorylation of paxillin and pp125 

FAK accompanies cell adhesion to extracellular matrix: a role in cytoskeletal 

assembly. J Cell Biol 119 (4): 893-903, 1992 

Burridge K, Chrzanowska-Wodnicka M. Focal adhesions, contractility, and 

signaling. Annu Rev Cell Dev Biol 12: 463-518, 1996. 

Burridge K, Chrzanowska-Wodnicka M and Zhong C. Focal adhesion assembly. 

Trends Cell Biol 7: 342-347, 1997 

Bussolino F, Camussi G, Aglietta M, Braquet P, Bosia A, Pescarmona G, Sanavio F, 

D'Urso N, Marchisio PC. Human endothelial cells are target for platelet-

activating factor. I. platelet - activating factor induces changes in cytoskeleton 

structures. J Immun 1; 139(7): 2439-2446, 1987 

Cable HC, El-Mansoury A and Morgan NG. Activation of alpha-2-adrenoreceptors 

results in an increase in F-actin formation in HIT-T15 pancreatic B-cells. 

Biochem J 307: 169-174, 1995 

Calalb MB, Polte TR and Hanks SK. Tyrosine phosphorylation of focal adhesion 

kinase at sites in the catalytic domain regulates kinase activity: a role for Src 

family kinases. Mol Cell Biol 15: 954-963, 1995 

 



 

Calderwood DA, Shattil SJ, Ginsberg MH. Integrins and actin filaments: reciprocal 

regulation of cell adhesion and signaling. J Biol Chem. 28; 275(30): 22607-

22610, 2000 

Camussi G, Turello E, Bussolino F, Baglioni C. Tumor necrosis factor alters 

cytoskeletal organization and barrier function of endothelial cells. Int Arch 

Allergy Appl Immunol 96: 84-91, 1991 

Camussi G, Mariano F, Biancone L, Montrucchio G, Vercellone A. Effect of 

cytokines on the cytoskeleton of resident glomerular cells. Kidney Int 43 (39): 

S-32-S-36, 1993 

Cantiello HF, Stow JL, Prat AG and Ausiello DA. Actin filaments regulate epithelial 

Na+ channel activity. Am J Physiol 261: C882-C888, 1991 

Cantiello HF. Actin filaments stimulate the Na(+)-K(+)-ATPase. Am J Physiol 269: 

F637-F643, 1995 

Carlier MF. Role of nucleotide hydrolysis in the dynamics of actin filaments and 

microtubules. Int Rev Cytol 115: 139-170, 1989 

Chen P, Xie H, Sekar MC, Gupta K, Wells A. Epidermal growth factor receptor-

mediated cell motility: phospholipase C activity is required, but mitogen-

activated protein kinase activity is not sufficient for induced cell movement. J 

Cell Biol 127(3):847-57, 1994 

Chouaid S, Branellec D, Buurman WA. More insights into the complex physiology 

of TNF. Immunol Today 12: 141-142, 1991 

Chrzanowska-Wodnicka M and Burridge K. Tyrosine phosphorylation is involved in 

reorganization of the actin cytoskeleton in response to serum or LPA 

stimulation. J Cell Science 107: 3643-3654, 1994 

Clark EA and Brugge JS. Integrins and signal transduction pathways: the road taken. 

Science 268: 223-239, 1995 

Clark MA, Chen JM, Croke ST, Bomanlaski JS. Tumor necrosis factor (cachectin) 

induces phospolipase A2-activating protein in endothelial cells. Biochem J. 

250: 125-132, 1988 

Clark SW, Meyer DI. Centractin is an actin homologue associated with the 

 



 

centrosome. Nature 359: 246-250, 1992 

Conti P, Dempsey RA, Reale M, Barbacane RC, Panara MR, Bongrazio M, Mier 

JW. Activation of human natural killer cells by lipopolysaccharide and 

generation of interleukin-1 alpha, beta, tumor necrosis factor and interleukin-

6. Immunology 73: 450-456, 1991 

Cox D, Chang P, Kurosaki T and Greenberg S. Syk tyrosine kinase is required for 

immunoreceptor tyrosine activation motif-dependent actin assembly. J Biol 

Chem 271: 16597-16602, 1996 

Craig SW, Johnson RP. Assembly of focal adhesions: progress, paradigms, and 

portents. Curr Opin Cell Biol. 8(1):74-85, 1996 

Cybulsky AV, Goodyer PR, Cyr MD, McTavish AJ. Eicosanoids enhance epidermal 

growth factor receptor activation and proliferation in glomerular epithelial 

cells. Am J Physiol. 262(4 Pt 2): F639-46, 1992 

Dartsch PC, Ritter M, Haussinger D and Lang F. Cytoskeletal reorganization in NIH 

3T3 fibroblasts expressing the ras oncogene. Eur J Cell Biol 63: 316-325, 

1994 

Dartsch PC, Ritter M, Gschwentner M, Lang HJ, Lang F. Effects of calcium channel 

blockers on NIH 3T3 fibroblasts expressing the Ha-ras oncogene. Eur J Cell 

Biol 67(4):372-8, 1995 

Dayer J-M, Beutler B, Cerami A. Cachectin/tumor necrosis factor: stimulates 

collagenase and prostaglandin E2 by human synobial cells and dermal 

fibroblasts. J Exp Med 162: 2163-2168, 1985 

Deen WM, Bohrer MP, Brenner BM. Macromolecule transport across glomerular 

capillaries. Aplication of pore theory. Kidney International 16, 353-365, 1979

DeForge LΕ, Nguyen ΤΝ, Kunkel SL, Remick DG. Relation of the pathophysiology 

of tumor necrosis factor. J Lab Clin Med 116: 429-438, 1990 

Ding G, Franki N, Condelis J and Hays RM. Vasopressin depolymerizes F-actin in 

toad bladder epithelial cells. Am J Physiol 260: C9-C16, 1991 

Drenckhahn D and Franke RP Ultrastructural organization of contractile and 

cytoskeletal proteins in glomerular podocytes of chicken, rat, and man. Lab 

 



 

Invest. 59(5): 673-682, 1988 

Exley ΑR, Cohen J, Buurman W, Owen R, Hanson G Lumley J Aukakh JM, Bodmer 

Μ, Riddell Α, Stephens S, Perry Μ. Μοnοclοnal antibody tο TNF in severe 

septic shock. Lancet 335: 1275-1276, 1990 

Farquhar MG, Wissing SL, Palade GE. Glomerular permeability: I. Ferritin transfer 

acorss the normal glomerular capillary wall. J Exp Med 113: 47-66, 1961 

Faulstich H, Merkler I, Blackholm H, Stournaras C. Nucleotide in monomeric actin 

regulates the reactivity of the thiol groups. Biochemistry 23: 1608-1612, 1984

Faulstich H, Trischmann H, Mayer D. Preparation of tetramethylrhoadaminyl-

phalloidin and uptake of the toxin into short-term cultured hepatocytes by 

endocytosis. Exp Cell Res 144(1): 73-82, 1983  

Flinn HM Ridley AJ. Rho stimulates tyrosine phosphorylation of focal adhesion 

kinase, p130 and paxillin. J Cell Science 109: 1133-1141, 1996 

Foidart JB, Pirard YS, Winand RJ, Mahieu PR. Tissue culture of normal rat 

glomeruli: Glycosaminoglycan biosynthesis by homogeneous epithelial and 

mesangial cell populations. Renal Physiol 3: 169-173, 1980 

Fox GL, Rebay I, Hynes RO. Expression of DFak56, a Drosophila homolog of 

vertebrate focal adhesion kinase, supports a role in cell migration in vivo. Proc 

Natl Acad Sci U S A. 21; 96(26): 14978-14983, 1999 

Freiden C, Patane K. Mechanism for nucleotide exchange in monomeric actin. 

Biochemistry 27(10): 3812-3820, 1988 

Fries JW, Sandstrom DJ, Meyer TW, Rennke HG.Glomerular hypertrophy and 

epithelial cell injury modulate progressive glomerulosclerosis in the rat. Lab 

Invest 60(2): 205-218, 1989 

Gershaman LC, Selden LA, Estes JE. High affinity binding of divalent cation to actin 

monomer is much stronger than previously reported. Biochem Biophys Res 

Commun 135(2): 607-614, 1986 

Goldblum SE, Henning B, Jay M, Yoneda K, McClain CJ. Tumor necrosis factor -α 

induced pulmonary vascular endothelial injury. Infect Immun 57: 1218-1226, 

1989 

 



 

Goldblum SE, Sun WL. Tumor necrosis factor -α augments pulmonary arterial 

transendothelial albumin flux in vitro. Am J Physiol 258 (Lung Cell Mol 

Physiol 2): L57-L67, 1990 

Gomez-Chiarri M, Ortiz A, Lerma JL, et al. Involvement of tumor necrosis factor 

and platelet activating factor in the pathogenesis of experimental nephrosis in 

rats. Lab Invest 70: 449-459, 1994 

Guan JL, Trevithick JE, Hynes RO. Fibronectin/integrin interaction induces tyrosine 

phosphorylation of a 120-kDa protein. Cell Regul. 2(11): 951-964, 1991 

Guan JL and Shalloway D. Regulation of focal adhesion associated protein tyrosine 

kinase by both cell adhesion and oncogenic transformation. Nature 358: 690-

692, 1992 

Gumbiner BM. Proteins associated with the cytoplasmic surface of adhesion 

molecules. Neuron 11: 551-564, 1993 

Hall A. Rho GTPases and the actin cytoskeleton. Science 279: 509-514, 1998 

Hallows KR, Law FY, Packman CH, Knauf PA. Changes in cytoskeletal actin 

content, F-actin distribution, and surface morphology during HL-60 cell 

volume regulation. J Cell Physiol 167(1):60-71, 1996 

Herman IM. Actin isoforms. Curr Opin Cell Biol 5: 48-55, 1993 

Hesketh JE and Pryme IF. Interaction between mRNA, ribosomes and the 

cytoskeleton. Biochem J 277: 1-10, 1991 

Hitt AL, Luna EJ. Membrane interactions with the actin cytoskeleton.

Curr Opin Cell Biol 6(1):120-30, 1994 

Hruby ZW, Shirota K, Jothy S, Lowry RP. Antiserum against tumor necrosis factor-

alpha and a protease inhibitor reduce immune glomerular injury.

Kidney Int 40(1):43-51, 1991 

Huang TW and Langlois JC. Podoendin. A new cell surface protein of the podocyte 

and endothelium. J Exp Med 1; 162(1): 245-267, 1985 

Huang ZJ, Haugland RP, You WM, Haugland RP. Phallotoxin and actin binding 

assay by fluorescence enhancement. Anal Biochem 200(1): 199-204, 1992 

Hunziker W and Mellman I. Relationships between sorting in the exocytic and 

 



 

endocytic pathways of MDCK cells. Semin Cell Biol 2: 397-410, 1991 

Horwitz AR, Parsons JT. Cell migration--movin' on. Science. 5:1102-1103, 
1999 

Idriss HT, Naismith JH. TNF alpha and the TNF receptor superfamily: structure-

function relationship(s). Microsc Res Tech 1; 50(3): 184-195, 2000 

Jaattela M: Biologic activities and mechanisms of action of tumor necrosis factor-

a/cachectin. Lab Invest 64: 724-742, 1991 

Jessen F, Hoffmann EK. Activation of the Na+/K+/Cl- cotransport system by 

reorganization of the actin filaments in Ehrlich ascites tumor cells.

Biochim Biophys Acta  5;1110(2):199-201, 1992 

Kanwar YS, Farquhar MG. Detachment of endothelium and epithleium from the 

glomerular basement membrane produced by kidney perfusion with 

neuraminidase. Lab Invest 42: 375-384, 1980 

Kashgarian M. Morphologic Evaluation of immune renal disease. Int: Neilson EG, 

Couser WG (eds). Immunologic Renal Diseases. Lippincott-Raven, 

Philadelphia, pp. 837-860, 1997 

Kazatchkine MD, Fearon DT, Appay MD, Mandet C, Bariety J. 

Immunohistochmical study of the human glomerular C3b receptor in normal 

kidney and in 75 cases of renal diseases. J Clin Invest 69: 900-912, 1982 

Kerjaschki D, Farquhar MG. Immunocytochemical localization of the Heymann 

antigen (gp 330) in glomerular epithelial cells of normal Lewis rats. J Exp 

Med 157: 667-686, 1983 

Kerjaschki D, Sharkey DJ, Farquhar MG. Identification and characterization of 

podocalyxin – the major sialoprotein of the renal glomerular epithelial cell. J 

Cell Biol 98: 1591-1596, 1984 

Kerjaschki D. Dysfunctions of cell biological mechanisms of visceral epithelial cell 

(podocytes) in glomerular diseases. Kidney Int 45(2):300-313, 1994 

Khan MA, Okumura N, Okada M, Kobayashi S, Nakagawa H. Nerve growth factor 

stimulates tyrosine phosphorylation of paxillin in PC12h cells. FEBS Lett 

362: 201-204, 1995 

Khaitlina SY. Functional specificity of actin isoforms. Int Rev Cytol. 202: 35-98, 

 



 

2001 

Korn ED, Carlier MF, Pantaloni D. Actin polymerization and ATP hydrolysis. 

Science (4827): 638-644, 1987 

Kornberg L, Earp HS, Parsons JT, Schaller M, Juliano RL. Cell adhesion or integrin 

clustering increases phosphorylation of a focal adhesion-associated tyrosine 

kinase. J Biol Chem. 25; 267(33): 23439-23442, 1992 

Koukouritaki SB, Theodoropoulos PA, Margioris AN, Gravanis A and Stournaras C. 

Dexamethasone alters rapidly actin polymerization dynamics in human 

endometrial cells: Evidence for nongenomic action involving cAMP turnover. 

J Cell Biochem 62: 251-261, 1996 

Koukouritaki SB, Margioris AN, Gravanis A, Hartig R and Stournaras C. 

Dexamethasone induces rapid actin assembly in human endometrial cells 

without affecting its synthesis. J Cell Biochem 65: 1-9, 1997 

Koukouritaki SB, Vardaki EA, Papakonstanti EA, Lianos E, Stournaras C, 

Emmanouel DS. TNFa induces actin cytoskeleton reorganization in 

glomerular epithelial cells involving tyrosine phosphorylation of paxillin and 

focal adhesion kinase. Mol Medicine 5(6): 382-392, 1999 

Kreis T and Vale R (editors) Guidebook to the cytoskeletal and motor proteins. 

Oxford University Press, 1993 

Kriz W, Elger M, Nagata M, et al. The role of podocytes in the development of 

glomerular sclerosis. Kidney Int 45 (suppl 45): S64-S72, 1994 

Kriz W, Hahnel B, Rosener S, Elger M. Long-term treatment of rats with FGF-2 

results in focal segmental glomerulosclerosis. Kidney Int 48(5): 1435-1450, 

1995 

Kubler E, Riezman H. Actin and fimbrin are required for the internalization step of 

endocytosis in yeast. EMBO J 12(7):2855-2862, 1993 

Kurihara H, Anderson JM, Kerjaschki D, Farquhar MG. The altered glomerular 

filtration slits seen in puromycin aminonucleoside nephrosis and protamine 

sulfate-treated rats contain the tight junction protein ZO-1. Am J Pathol. 

141(4): 805-816, 1992 

 



 

Lang F, Ritter M, Woll E, Weiss H, Haussinger D, Hoflacher J, Maly K, Grunicke H. 

Altered cell volume regulation in ras oncogene expressing NIH fibroblasts. 

Pflugers Arch 420(5-6):424-7, 1992 

Lazarides E. Biochemical and immunocytological characterization of intermediate 

filaments in muscle cells. Methods Cell Biol. 25 Pt B: 333-357, 1982 

Less Miller JP, Helfman DM, Shroer TA. A vertebrate actin related proteins is a 

component of a multisubunit complex involved in micortubulebesed vesicle 

motility. Nature 359: 244-246, 1992b 

Leventhal PS and Feldman EL. The tyrosine kinase inhibitor methyl 2,5-

dihydroxycinnimate disrupts changes in the actin cytoskeleton required for 

neurite formation. Brain Res Mol Brain Res 43: 338-340, 1996 

Lipfert L, Haimovich B, Schaller MD, Cobb BS, Parsons JT, Brugge JS. Integrin-

dependent phosphorylation and activation of the protein tyrosine kinase pp125 

FAK in platelets. J Cell Biol 119 (4): 905-912, 1992 

Liu S, Thomas SM, Woodside DG, Rose DM, Kiosses WB, Pfaff M, Ginsberg MH. 

Binding of paxillin to alpha4 integrins modifies integrin-dependent biological 

responses, Nature, 402: 676-681, 1999 

Liu ZY, Ganju RK, Wang J-F, Ona MA, Hatch WC, Zheng T, Avraham S, Gill P, 

Groopman JE. Cytokine signalling through the novel tyrosine kinase RAFTK 

in Kaposi’s sarcoma cells. J Clin Invest 99 (7): 1798-1804, 1997 

Locksley RM, Killeen N, Lenardo MJ. The TNF and TNF receptor superfamilies: 

integrating mammalian biology. Cell. 23; 104(4): 487-501, 2001 

Luna EJ and Hitt A. Cytoskeleton-plasma membrane interactions, Science, 258: 955-

964, 1992 

Machesky LM and Hall A. Role of actin polymerization and adhesion to extracellular 

matrix in Rac- and Rho-induced cytoskeletal reorganization.  J Cell Biol 138: 

913-926, 1997 

Maher JJ. Cell-specific expression of hepatocyte growth factor in liver. Upregulation 

in sinusoidal endothelial cells after carbon tetrachloride. J Clin Invest 91(5): 

2244-2252, 1993 

 



 

Melamed I, Downey GP, Roifman CM. Tyrosine phosphorylation is essential for 

microfilament assembly in B-lymphocytes. Biochem Biophys Res Commun 

176 (3): 1424-1429, 1991 

Melamed I, Turner CE, Aktories K, Kaplan DR, Gelfand EW. Nerve growth factor 

triggers microfilament assembly and paxillin phosphorylation in human B 

lymphocytes. J Exp Med 181: 1071- 1079, 1995 

Mellors JW, Griffith BP, Ortiz MA, Landry ML, Ryan JL. Tumor necrosis factor-

alpha/cachectin enhances human immunodeficiency virus type 1 replication in 

primary macrophages. J Infect Dis 163(1): 78-82, 1991 

Mendrick DL, Rennke HG. Epitope specific induction of proteinuria by monoclonal 

antibodies. Kidney Int  33(4):831-42, 1988 

McCarthy ET, Sharma R, Sharma M, Li JZ, Ge XL, Dileezpan KN, Savin VJ. TNF-

alpha increases albumin permeability of isolated rat glomeruli through the 

generation of superoxide. J Am Soc Nephrol 9 (3): 433,438, 1998 

Mils JW, Schwiebert EM and Stanton BA. The cytoskeleton and membrane

transport. Curr Opin Nephrol Hypertens 3: 529-534, 1994 

Molony L, Armstrong L. Cytoskeletal reorganization in human umbilical vein 

endothelial cell as a result of cytokine exposure. Exp Cell Res 196: 40-48, 

1991. 

Moustakas A, Theodoropoulos PA, Gravanis A, Haussinger D, Stournaras C. The 

cytoskeleton in cell volume regulation. Contrib Nephrol 123: 121-134, 1998 

Moustakas A and Stournaras C. Regulation of actin organization by TGF-β in H-ras 

transformed fibroblasts. J Cell Sci 112: 1169-1179, 1999 

Mundel P, Kriz W. Structure and function of podocytes: an update. Anat Embryol 

192(5): 385-97, 1995 

Nagata M and Kriz W. Glomerular damage after uninephrectomy in young rats. II. 

Mechanical stress on podocytes as a pathway to sclerosis. Kidney Int 42(1): 

148-160, 1992 

Neale TJ, Ruger BM, Macaulay H, Dunbar PR, Hasan Q, Bourke A, Murray-

McIntosh RP, Kitching AR. Tumor necrosis factor-a is expressed by 

 



 

glomerular viscelar epithelial cells in human membranous nephropathy. Am J 

Pathol 146: 1444-1454, 1995 

Nedwin GE, Naylor SL, Sakaguchi AY, Smith D, Jarrett-Nedwin J, Pennica D, 

Goeddel DV, Gray PW. Human lymphotoxin and tumor necrosis factor genes: 

structure, homology and chromosomal localization. Nucleic Acids Res 11; 

13(17): 6361-73, 1985 

Nelson WJ.  Cytoskeleton functions in membrane traffic in polarized epithelial cells, 

Semin. Cell Biol 2: 375-385, 1991 

Nolan K, Lacoste J and Parsons JT. Regulated expression of focal adhesion kinase-

related nonkinase, the autonomously expressed C-terminal domain of focal 

adhesion kinase, Mol Cell Biol. 19: 6120-6129, 1999 

Ozen S, Saatci U, Tinaztepe K, Bakkaloglou A, Barut A. Urinary tumor necrosis 

factor levels in primary glomerulopathies. Nephron 66(3): 291-294, 1994 

Owen JD, Ruest PJ, Fry DW and Hanks SK. Induced focal adhesion kinase (FAK) 

expression in FAK-null cells enhances cell spreading and migration requiring 

both auto- and activation loop phosphorylation sites and inhibits adhesion-

dependent tyrosine phosphorylation of Pyk2. Mol Cell Biol 19: 4806-4818, 

1999 

Palmer RH, Fessler LI, Edeen PT, Madigan SJ, McKeown M, Hunter T. DFak56 is a 

novel Drosophila melanogaster focal adhesion kinase. J Biol Chem. 10; 

274(50): 35621-35629,  1999 

Papadakis KA and Targan SR. The role of chemokines and chemokine receptors in 

mucosal inflammation. Inflamm Bowel Dis 6(4): 303-313, 2000a 

Papadakis KA and Targan SR. Tumor necrosis factor: biology and therapeutic 

inhibitors. Gastroenterology. 119(4): 1148-1157, 2000b 

Papakonstanti EA, Emmanouel DS, Gravanis A, Stournaras C. Na+/Pi co-transport 

alters rapidly cytoskeletal protein polymerization dynamics in opossum 

kidney cells. Biochem J 315: 241-247, 1996 

Papakonstanti EA, Bakogeourgou E, Castanas E, Emmanouel DS, Harting R, 

Stournaras C. Early alterations of actin cytoskeleton in OK Cells by opioids. J 

 



 

Cell Biochem 70: 60-69, 1998 

Papakonstanti EA, Vardaki EA, Stournaras C. Actin Cytoskeleton: A Signaling 

Sensor in Cell Volume Regulation. Cell Physiol Biochme 10: 257-264, 2000 

Papakonstanti EA, Emmanouel DS, Gravanis A, Stournaras C. PLC-gamma1 

signaling pathway and villin activation are involved in actin cytoskeleton 

reorganization induced by Na+/Pi cotransport up-regulation. Mol Med 

6(4):303-18, 2000b 

Parsons JT and Parsons SJ. Src family protein tyrosine kinases: cooperating with

growth factor and adhesion signaling pathways. Curr Opin Cell Biol 187-192, 

1997 

Parsons JT, Martin KH, Slack JK, Taylor JM, Weed SA. Focal adhesion kinase: a 

regulator of focal adhesion dynamics and cell movement, Oncogene 19: 5606-

5613, 2000 

Pavalko FM, Otey CA, Simon KO, Burridge K. Alpha-actinin: a direct link between 

actin and integrins. Biochem Soc Trans 19 (4): 1065-1069, 1991 

Pennica D, Nedwin GE, Hayflick JS, Seeburg PH, Derynck R, Palladino MA, Kohr 

WJ, Aggarwal BB, Goeddel DV.Human tumour necrosis factor: precursor 

structure, expression and homology to lymphotoxin. Nature 2; 312(5996): 

724-729, 1984  

Pollard TD, Cooper JA. Actin and actin-binding proteins. A critical evaluation of 

mechanisms and functions. Annu Rev Biochem 55: 987-1035, 1986 

Pollard TD. Actin. Curr Opin Cell Biol. 2(1): 33-40, 1990 

Price CJ, Brindle NP. Vasodilator-stimulated phosphoprotein is involved in stress-

fiber and membrane ruffle formation in endothelial cells. Arterioscler Thromb 

Vasc Biol. 20(9): 2051-2056, 2000 

Pumiglia KM, Lau L-F, Huang C-K, Burroughs S, Feinstein MB. Activation of 

signal transduction in platelets by the tyrosine phosphatase inhibitor 

pervanadate (vanadyl hydroperoxide). Biochem J 286: 441-449, 1992 

Rafiee P, Lee JK, Leung CC, Raffin TA. TNFa induces tyrosine phosphorylation of 

mitogen-activated protein kinase in adherent human neutrophils. J Immunol 

 



 

154 (9): 4785-4792, 1995 

Rankin S and Rozengurt E. Platelet-derived growth factor modulation of focal 

adhesion kinase (pp125FAK) and paxillin tyrosine phosphorylation in Swiss 

3T3 cells. J Biol Chem 269: 704-710, 1994 

Remick DG, Nguyen DT, Eskandari MK, Strieter RM, Kunkel SL.Cyclosporine A 

inhibits TNF production without decreasing TNF mRNA levels. Biochem 

Biophys Res Commun Jun 15; 161(2): 551-555, 1989 

Rennke HG. How does glomerular epithelial cell injury contribute to progressive 

glomerular cell injury contribute to progressive glomerular damage? Kidney 

Int 45: S58-S63, 1994 

Richardson A, Parsons T. A mechanism for regulation of the adhesion-associated 

proteintyrosine kinase pp125FAK. Nature. 11; 380: 538-540, 1996 

Ridley AJ and Hall A. The small GTP-binding protein rho regulates the assembly of 

focal adhesion and actin stress fibers in response to growth factors. Cell 70: 

389-399, 1992 

Ridley AJ and Hall A. Signal transduction pathways regulating Rho-mediated stress 

fibre formation: requirement for a tyrosine kinase. EMBO J 13: 2600-2610, 

1994 

Ritter M, Dartsch P, Waldegger S, Haller T, Zwierzina H, Lang HJ, Lang F.  Effects 

of bradykinin on NIH 3T3 fibroblasts pretreated with lithium. Mimicking 

events of Ha-ras oncogene expression. Biochim Biophys Acta 21;1358(1):23-

30, 1997 

Rodriguez-Fernandez JL. Why do so many stimuli induce tyrosine phosphorylation 

of FAK?  BioEssays 21: 1069-1075, 1999 

Rollason TP, Brewer DB. A study of glomerular basement membrane anionic sites 

and glomerular visceral epithelial cell coat in protein overload proteinuria in 

the rat. J Pathol 142: 301-316, 1984 

Rosales C, O’Brien V, Kornberg L, Juliano R. Signal transduction by cell adhesion 

receptors. Biochim Biophys Acta 1242: 77-98, 1995 

Rozengurt E. Convergent signalling in the action of integrins, neuropeptides, growth 

 



 

factors and oncogenes. Cancer Surv 24: 81-96, 1995 

Rozengurt E and Rodriguez-Fernandez. Tyrosine phosphorylation of p125FAK, 

p130CAS and paxillin in the action of integrins, neuropeptides, bacterial toxins 

and growth factors. In: Maruta H, editor. G proteins, cytoskeleton and cancer. 

Austin, TX: RG Landes Bioscience, 79-100, 1998 

Sako Y and Kusumi A. Compartmentalized structure of the plasma membrane for 

receptor movements as revealed by a nanometer-level motion analysis. J Cell 

Biol 125: 1251-12641994 

Savin VJ, Sharma R, Sharma MS, McCarthy ET, Swan SK, Ellis E, Lovell H, 

Warady B, Gunwar S, Chonko AM, Artero M, Vincenty F. Circulating factor 

associated with increased glomerular permeability to albumin in recurrent 

focal segmental glomerulosclerosis. N Engl J Med 4; 334(14): 878-883, 1996 

Sawada H, Stukenbrok H, Kerjaschki D, Farquhar MG. Epithelial polyanion 

(podocalyxin) is found on the sides but not the soles of the foot processes of 

the glomerular epithelium. Am J Pathol 125(2): 309-318, 1986 

Schaller MD, Otey CA, Hildebrand JD, Parsons JT. Focal adhesion kinase and 

paxillin bind to peptides mimicking beta integrin cytoplasmic domains. J Cell 

Biol 130: 1181-1187, 1995 

Schaller MD and Parsons JT. Focal adhesion kinase and associated proteins. Curr 

Opin Cell Biol 6: 705-710, 1994 

Schaller MD, Borgman CA, Cobb BS, Vines RR, Reynolds AB, Parsons JT. 

pp125FAK a structurally distinctive protein-tyrosine kinase associated with 

focal adhesions. Proc Natl Acad Sci U S A 1; 89(11): 5192-5196, 1992 

Schlaepfer DD, Hunter T. Signal transduction from the extracellular matrix--a role 

for the focal adhesion protein-tyrosine kinase FAK. Cell Struct Funct. 21(5): 

445-450, 1996 

Schlaepfer DD, Hauck CR, Sieg DJ. Signaling through focal adhesion kinase. Progr 

Biophys Mol Biol 71: 435-478, 1999 

Schnabel E, Anderson JM, Farquhar MG. The tight junction protein Z0-1 is 

concentrated along the slit diaphragms of the glomerular epithelium. J Cell 

 



 

Biol 111: 1255-1263, 1990 

Schwartz MA, Schaller MD, Ginsberg MH. Integrins: emerging paradigms of signal 

transduction. Annu Rev Cell Dev Biol. 11:549-99, 1995 

Schwob E, Martin RP. New yeast actin-like gene required late in the cell cycle. 

Nature 355: 179-182, 1992 

Seiler MW, Venkatachalam MA, Cotran RS. Glomerular epithelium: structural 

alterations induced by polycations. Science. 1; 189(4200): 390-393, 1975 

Seufferlein T and Rozengurt E. Sphingosylphosphorylcholine rapidly induces 

tyrosine phosphorylation of p125FAK and paxillin, rearrangement of the actin 

cytoskeleton and focal contact assembly. J Biol Chem 270 (41): 24343-24351, 

1995 

Shankland SJ, Eitner F, Hudkins KL, Goodpaster T, D'Agati V, Alpers CE. 

Differential expression of cyclin-dependent kinase inhibitors in human 

glomerular disease: role in podocyte proliferation and maturation. Kidney Int 

58(2): 674-683, 2000 

Shasby DM, Shasby SS, Sullivan JM, Peach MJ. Role of endothelial cell 

cytoskeleton in control of endothelial permeability. Circ Res 51: 657-661, 

1982 

Sheehan B, Fuller SD, Pique ME and Yeager M. AVS software for the visualization 

in molecular microscopy. J Struct Biol 116: 99, 1996 

Shen Y, Schaller MD. Focal adhesion targeting: the critical determinant of FAK 

regulation and substrate phosphorylation. Mol Biol Cell 10(8): 2507-2518, 

1999. 

Sieg DJ, Hauck CR, Schlaepfer DD. Required role of focal adhesion kinase (FAK) 

for integrin-stimulated cell migration. J Cell Sci 112 (Pt 16): 2677-2691, 1999

Smith RA and Baglioni C. The active form of tumor necrosis factor is a trimer. J Biol 

Chem 25; 262(15): 6951-6954, 1987 

Smith CA, Davis T, Anderson D, Solam L, Beckmann MP, Jerzy R, Dower SK, 

Cosman D, Goodwin RG. A receptor for tumor necrosis factor defines an 

unusual family of cellular and viral proteins. Science. 25; 248 (4958): 1019-

 



 

1023, 1990  

Stolpen AH, Guinan EC, Fiers W, Pober JS. Recombinant tumor necrosis factor and 

immune interferon act singly and in combination to reorganize human 

vascular endothelial cell monolayers. Am J Pathol 123: 16-24, 1986 

Stossel TP, Chaponnier C, Ezzell RM, Hartwig JH, Janmey PA, Kwiatkowski DJ, 

Lind SE, Smith DB, Southwick FS, Yin HL, et al. Nonmuscle actin-binding 

proteins. Annu Rev Cell Biol 1: 353-402, 1985 

Stournaras C, Stiakaki E, Koukouritaki SB, Theodoropoulos PA, Kalmanti M, 

Fostinis Y, Gravanis A. Altered actin polymerization dynamics in various 

malignant cell types: evidence for differential sensitivity to cytochalasin B. 

Biochem Pharmacol 52: 1339-1346, 1996 

Striker GE, Striker LJ. Biology of disease: Glomerular cell culture. Lab Invest 53: 

122-131, 1985 

Suranyi MG, Guasch A, Hall BM, Myers BD. Elevated levels of tumor necrosis 

factor-alpha in the nephrotic syndrome in humans. Am J Kidney Dis 21(3): 

251-259, 1993 

Symons M.,Rho family GTPases: the cytoskeleton and beyond. Trends Biochem Sci 

21: 178-181, 1996 

Tabibzadeh S, Kong QF, Kapur S, Satyaswaroop PG, Aktories K. Tumor necrosis 

factor-a mediated dyscohesion of epithelial cells is associated with disordered 

expression of cadherin /*-catenin and disassembly of actin filaments. Hum 

Reprod 10 (4): 994-1004, 1995 

Tachibana K, Sato T, D’Avirro N, Morimoto C. Direct association of pp125FAK 

with paxillin, the focal adhesion-targeting mechanism of pp125FAK. J Exp 

Med 182: 1089-1100, 1995 

Tapon N and Hall A. Rho, rac and cdc42 GTPases regulate the organization of the 

actin cytoskeleton. Curr Opin Cell Biol 9: 86-92, 1997 

Taverne J, Tavernier J, Fiers W, Playfair JH. Recombinant tumour necrosis factor 

inhibits malaria parasites in vivo but not in vitro. Clin Exp Immunol 67(1):1-

4, 1987 

 



 

Theodoropoulos PA, Stournaras C, Stool B, Markogiannakis E, Lang F, Gravanis A, 

Haussinger D. Hepatocyte swelling leads to rapid decrease of the G-/Total 

actin ratio and increases actin mRNA levels. FEBS Lett 311: 241-245, 1992 

Thomas JW, Cooley MA, Broome JM, Salgia R, Griffin JD, Lombardo CR, Schaller 

MD. The role of focal adhesion kinase binding in the regulation of tyrosine 

phosphorylation of paxillin. J Biol Chem  17; 274(51): 36684-36692, 1999 

Τidball JG and Spencer MJ. PDGF stimulation induces phosphorylation of talin and 

cytoskeletal reorganization in skeletal muscle. J Cell Biol 123: 627-635, 1993

Turner CE, Glenney JR, Burridge K. Paxillin: a new vinculin-binding protein present 

in focal adhesions. J Cell Biol 111, 1059-1068, 1990 

Turner CE, Schaller MD, Parsons JT. Tyrosine phosphorylation of the focal adhesion 

kinase pp125FAK during development: relation to paxillin. J Cell Science 

105: 637-645, 1993 

Turner CE. Paxillin. Int J Biochem Cell Biol 30: 955, 1998 

Vandekerckhove J, Weder K. At least six different actins are expressed in a higher 

mammal: an analysis based on the amino acid sequence of the amino-terminal 

tryptic peptide. J Mol Biol 122: 783-802, 1978 

Vasmant D, Maurice M, Feldmann G. Cytoskeleton ultrastructure of podocytes and 

glomerular endothelial cells in man and in the rat. Anat Rec 210(1): 17-24, 

1984 

Wachsstock DH, Wilkins JA, Lin S. Specific interaction of vinculin with alpha –

actinin. Biochem Biophys Res Commun 146(2): 554-560, 1987 

Wardle N. Minimal change nephropathy: how does the immune system affect the 

glomerulus? Nephrol Dial Transplant 8 (8): 787, 1993 

Welling LW, Zupka TM, Welling DT. Mechanical properties of basement 

membrane. News in Physiological Sciences 10, 30-35, 1995. 

Wright SC, Kumar P, Tam AW, Shen N, Verma M, Larrick JW. Apoptosis and DNA 

fragmentation precede TNF-induced cytolysis in U937 cells. J Cell Biochem 

48*4): 344-355, 1992 

Wojciak – Scothard B, Entwistle A, Garg R, Ridely AJ. Regulation of TNF-alpha-

 



 

induces reorganization of the actin cytoskeleton and cell-cell junctions by 

Rho, Rac and Cdc 42 in human endothelial cells. J Cell Physiol 176: 150-165, 

1998 

Wu YN, Yang YC, Wagner PD. Modification of chromaffin cells with pertussis 

toxin or N-ethylmaleimide lowers cytoskeletal F-actin and enhances Ca2+-

dependent secretion. J Biol Chem 267: 8396-8403, 1992  

Xiong WC, Macklem M and Parsons JT. Expression and characterization of splice 

variants of PYK2, a focal adhesion kinase-related protein, J. Cell Sci., 111: 

1981-1991, 1998 

Yamada KM and Geiger B. Molecular interactions in cell adhesion complexes. Curr 

Opin Cell Biol 9: 76-85, 1997 

Yap AS, Keast JR and Manley SW. Thyroid cell spreading and focal adhesion 

formation depend upon protein phosphorylation and actin microfilaments. Exp 

Cell Res 210: 306-314, 1994 

Zachary I, Sinnett-Smith J, Turner CE, Rozengurt E. Bombesin, vasopressin, and 

endothelin rapidly stimulate tyrosine phosphorylation of the focal adhesion-

associated protein paxillin in Swiss 3T3 cells. J Biol Chem 268 (29): 22060-

22065, 1993 

Zimmerle CT and Frieden C. Effect of temperature on the mechanism of actin 

polymerization. Biochemistry 21;25(21): 6432-6438, 1986 

 

 


	ÇÑÁÊËÅÉÏ 2002
	ÇÑÁÊËÅÉÏ 2002
	
	
	
	ÅðéâëÝðùí ÊáèçãçôÞò
	Íéêüëáïò ÔóáðÜñáò \(Áíáðë. Êáèçã�




	ÓõìâïõëåõôéêÞ ÅðéôñïðÞ
	
	
	
	
	
	Íéêüëáïò ÔóáðÜñáò \(Áíáðë. Êáèçã�
	×ñÞóôïò ÓôïõñíÜñáò \(ÊáèçãçôÞò �
	Íéêüëáïò ÔóáðÜñáò \(Áíáðë. Êáèçã�
	×ñÞóôïò ÓôïõñíÜñáò \(ÊáèçãçôÞò �
	Áöéåñþíåôáé éäéáßôåñá óôç ìíÞìç �
	ÐÑÏËÏÃÏÓ






	ÐÅÑÉÅ×ÏÌÅÍÁ
	ÅÉÓÁÃÙÃÇ
	Ôá óðåéñáìáôéêÜ åðéèçëéáêÜ êýôô�
	Ç ëåéôïõñãéêÞ ìïíÜäá ôïõ íåöñïý
	Ôá åðéèçëéáêÜ êýôôáñá Þ ðïäïêýôô�
	Êõôôáñïóêåëåôüò ôùí åðéèçëéáêþí�
	Êõôôáñïóêåëåôüò ôçò áêôßíçò
	ÐñùôåÀíåò óõíäåüìåíåò ìå ôçí áêô�
	ÅóôéáêÝò ðñïóöýóåéò \(Focal Adhesion�
	ÐáñÜãùí íÝêñùóçò üãêùí \(TNFa\) ê�
	Tumor necrosis factor
	O TNFa óôçí ðáèïãÝíåéá ôçò óðåéñáì�
	ÅñåõíçôéêÜ åñùôÞìáôá
	ÕËÉÊÏ ÊÁÉ ÌÅÈÏÄÏÉ
	Âéïëïãéêü õëéêü
	ÌÝèïäïé
	ÊáëëéÝñãåéá ôùí óðåéñáìáôéêþí å�
	Ðñïóäéïñéóìüò åðéðÝäùí ìïíïìåñï�
	Ðïóïôéêüò ðñïóäéïñéóìüò ïëéêþí �
	¢ìåóïò áíïóïöèïñéóìüò
	Áíïóïöèïñéóìüò ãéá ôçí ðáñáôÞñç�
	Äéðëüò áíïóïöèïñéóìüò ãéá ôçí ðá�
	Äéðëüò áíïóïöèïñéóìüò ìå áíôéóþ�
	Öèïñéïìåôñéêüò ðñïóäéïñéóìüò ôç�
	Western blot áíÜëõóç êõôôáñïóêåëåôéê
	Ðñïåôïéìáóßá ôùí êõôôáñéêþí åê÷�
	Çëåêôñïöüñçóç ðñùôåúíþí óå ðçêô�
	ÌåôáöïñÜ ôùí ðñùôåúíþí áðü ôçí ð�
	Õâñéäïðïßçóç ôùí ðñùôåúíþí ôçò í�
	ÁíÜëõóç ðñùôåúíþí öùóöïñõëéùìÝí�
	Ðñïåôïéìáóßá êõôôáñéêþí åê÷õëéó�
	ÁíïóïêáôáêñÞìíéóç ðñùôåúíþí
	Çëåêôñïöüñçóç ôùí äåéãìÜôùí
	ÌÝôñçóç êõôôáñéêïý ðïëëáðëáóéáó�
	ÌÝôñçóç ôïõ êõôôáñéêïý üãêïõ
	ÌåëÝôç ôçò êõôôáñéêÞò áðüðôùóçò
	ÓôáôéóôéêÞ áíÜëõóç
	ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ
	O TNFa ðñïêáëåß áíáäéïñãÜíùóç ôïõ �
	Ï TNFa åðÜãåé ôïí ðïëõìåñéóìü ôçò �
	Ï TNFa åðÜãåé ôçí ôõñïóéíïöùóöïñõ�
	O TNFa äåí ìåôáâÜëëåé ôçí Ýêöñáóç �
	Ç áíáóôïëÞ ôçò ôõñïóéíïöùóöïñõë�
	Ç åðáãùãÞ ôçò ôõñïóéíïöùóöïñõëß�
	Ï TNFa ðñïêáëåß áýîçóç ôïõ êõôôáñé
	Ï TNFa äåí ðñïêáëåß êõôôáñéêÞ õðåñ
	ÓÕÆÇÔÇÓÇ
	ÓÕÌÐÅÑÁÓÌÁÔÁ
	ÐÅÑÉËÇØÇ
	SUMMARY
	ÂÉÂËÉÏÃÑÁÖÉÁ
	ÂÉÏÃÑÁÖÉÊÏ ÓÇÌÅÉÙÌÁ
	
	ÐÑÏÛÐÇÑÅÓÉÁ
	
	Áðü 17/10/1995 ìÝ÷ñé  10/07/1996 Åðéóôçì
	ÉáôñéêÞ Ó÷ïëÞ
	Áðü 10/07/1996 ìÝ÷ñé  16/12/1996 ÅðéìåëÞ




	ÄÇÌÏÓÉÅÕÓÅÉÓ ÓÔÇÍ ÅËËÇÍÉÊÇ ÂÉÂË�
	
	ÓÕÌÌÅÔÏ×Ç ÓÅ ÓÕÍÅÄÑÉÁ


	ÁÍÁÊÏÉÍÙÓÅÉÓ ÓÅ ÄÉÅÈÍÇ ÓÕÍÅÄÑÉÁ
	Ôá åíäïèçëéáêÜ êýôôáñá
	Ç âáóéêÞ ìåìâñÜíç

	ÕëéêÜ
	ÕëéêÜ êáé óõóêåõÝò
	Äéáëýìáôá
	
	Ñõèìéóôéêü äéÜëõìá ëýóçò êõôôÜñ�

	NaF
	KCl
	MgCl2
	EGTA
	DTT
	Triton X – 100
	Óáê÷áñüæç
	
	ÕëéêÜ êáé óõóêåõÝò
	ÌÝèïäïò
	ÕëéêÜ
	ÌÝèïäïò
	ÕëéêÜ



	Äéáëýìáôá
	
	Ñõèìéóôéêü äéÜëõìá ÑÅÌ


	ÌÝèïäïò
	
	
	ÕëéêÜ
	ÌÝèïäïò
	ÕëéêÜ êáé óõóêåõÝò
	Äéáëýìáôá

	ÄéÜëõìá öùóöïñéêþí – öõóéïëïãéêï�
	ÌÝèïäïò
	
	
	2.2.9.1. Ðñïåôïéìáóßá ôùí êõôôáñéê�
	ÕëéêÜ êáé óõóêåõÝò


	ÓõóêåõÞ õðåñÞ÷ùí
	
	
	Äéáëýìáôá





	ÕëéêÜ êáé óõóêåõÝò
	Äéáëýìáôá

	ÓõãêåíôñùìÝíï äéÜëõìá áêñõëáìßä�
	Ñõèìéóôéêü äéÜëõìá äéá÷ùñéóìïý
	Ñõèìéóôéêü äéÜëõìá åðéóôïßâáîçò
	ÓõãêåíôñùìÝíï äéÜëõìá õðåñèåéúê�
	Ñõèìéóôéêü äéÜëõìá ìåôïõóßùóçò 2�
	ÐÞêôùìá äéá÷ùñéóìïý \(8% áêñõëáì�
	ÐÞêôùìá åðéóôïßâáîçò \(10 ml\)
	ÄéÜëõìá çëåêôñïöüñçóçò 10 x \(1 ëß
	ÌÝèïäïò
	Ðñïåôïéìáóßá ôùí äåéãìÜôùí ãéá ô�




	Ãéá ôï ìïíïêëùíéêü áíôßóùìá êáôÜ�
	Äéáëýìáôá
	2.2.10.2. ÁíïóïêáôáêñÞìíéóç ðñùôåú�
	
	
	
	
	2.2.10.3.Çëåêôñïöüñçóç ôùí äåéãìÜô�






	TNFá
	Control 15 min
	Stain DAPI
	Tunel Assay


	6. ÐÅÑÉËÇØÇ
	Abrahamson DR. Structure and development of the glomerular capillary wall and basement membrane. Am J Physiol 253(5 Pt 2): F783-794 1987
	Horwitz AR, Parsons JT. Cell migration--movin' on. Science. 5:1102-1103, 1999



