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Με ηελ νινθιήξωζε απηήο ηεο δηαηξηβήο, ζέιω λα επραξηζηήζω όινπο ηνπο 

ζπλεξγάηεο ηνπ εξγαζηεξίνπ Αλαηνκίαο-Ιζηνινγίαο-Δκβξπνινγίαο πνπ ζπλέβαιαλ 

ζηελ πινπνίεζή ηεο.  

Σνλ θν Σδαλαθάθε Γεώξγην, Καζεγεηή Αλαηνκίαο-Ιζηνινγίαο-Δκβξπνινγίαο θαη 

επηβιέπνληα Καζεγεηή ηεο Γηδαθηνξηθήο Γηαηξηβήο, γηα ηελ ππνκνλή θαη ηελ 

θαζνξηζηηθή ζπκβνιή ηνπ ζε όιε ηε δηάξθεηα ηελ έξεπλαο έωο θαη ηελ νινθιήξωζή 

ηεο.   

Σνλ θν Κνληάθε Γεώξγην, Κνζκήηνξα, Καζεγεηή ηεο Ιαηξηθήο ρνιήο Ηξαθιείνπ 

θαη Γηεπζπληή ηεο Οξζνπαηδηθήο θιηληθήο ΠΑ.Γ.Ν.Η γηα ηε ζπλερή εθπαίδεπζή κνπ 

θαη ηελ ηεθκεξηωκέλε  γλώζε πνπ απέθηεζα ζην δηάζηεκα ηεο εηδηθόηεηαο κνπ θαη 

ζηελ ζπλέρεηα ωο ζπλεπηβιέπνληα ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο ηνπ νπνίνπ νη 

θαηεπζπληήξηεο γξακκέο θαη νη επηζεκάλζεηο ηνπ κνπ ήηαλ ρξήζηκεο. 

Σνλ θν Κξαζαγάθε Κωλ/λν, ζπλεπηβιέπνληα Καζεγεηή Γεξκαηνινγίαο ηεο Ιαηξηθήο 

ρνιήο Ηξαθιείνπ, γηα ηηο εύζηνρεο παξαηεξήζεηο θαη επηζεκάλζεηο  ηνπ. 

Οθείιω ηηο ζεξκέο κνπ επραξηζηίεο ζηελ θ. Νηθίηνβηηο-Σδαλαθάθε Νηξάγθαλα γηα ηηο 

πνιύηηκεο ζπκβνπιέο ηεο θαη ηηο εύζηνρεο θαη επηζηεκνληθά ηεθκεξηωκέλεο 

παξαηεξήζεηο ηεο θαζόιε ηε δηάξθεηα ηεο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο, επίζεο ηηο ζεξκέο 

κνπ επραξηζηίεο ζηελ Γξ. Μπεξδηάθε Καηεξίλα γηα ηελ ζπλερή θαη ζηελή 

παξαθνινύζεζε θαη ηελ βνήζεηά ηεο ζε θάζε ζηάδην εμέιημεο ηεο δηδαθηνξηθήο 

δηαηξηβήο.  

Θα ήζεια λα επραξηζηήζω ηνπο Καζεγεηέο κνπ θαη Γηεπζπληέο Οξζνπαηδηθήο 

Κιηληθήο, θν Χαηδεπαύινπ Αιέμαλδξν θαη θν Καηώλε Παύιν γηα ηε πξνηξνπή 

έλαξμεο ηεο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο θαη ηε ζηνρεπκέλε θαζνδήγεζή ηνπο ζηελ 

πξνζπάζεηα απηή.   

Θα ήζεια λα επραξηζηήζω ηα ππόινηπα κέιε ηεο επηακεινύο επηηξνπήο πνύ 

απνδέρζεθαλ ηελ πξόηαζε γηα ηελ ζπκκεηνρή ηνπο ζηελ παξνπζίαζε θαη ηελ 

αμηνιόγεζε ηεο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο. Σελ θα Σδαξδή Μαξία, Αλαπιεξώηξηα 

Καζεγήηξηα ηκήκαηνο Παζνινγηθήο Αλαηνκηθήο Ιαηξηθήο ρνιήο Ηξαθιείνπ. Σνλ  

θν Κνπηζόπνπιν Αλαζηάζην, Αλαπιεξωηή θαζεγεηή Παζνινγηθήο - Αλαηνκηθήο ηεο 

Ιαηξηθήο ρνιήο Ηξαθιείνπ. Σνλ θν Χαηδεδάθε Αδάκ, Καζεγεηή Αγγεην-

αθηηλνινγίαο θαη Δπεκβαηηθήο Αθηηλνινγίαο ηεο Ιαηξηθήο ρνιήο Ηξαθιείνπ. Σνλ θν 

Eelco De Bree, Αλαπιεξωηή Kαζεγεηή Γεληθήο Χεηξνπξγηθήο ηεο Ιαηξηθήο ρνιήο 

Ηξαθιείνπ.  

Δπηπξνζζέηωο, ζεωξώ ζεκαληηθή θαη πνιύηηκε ήηαλ επίζεο ε βνήζεηα ζηα πεηξάκαηα 

από ηα κέιε ηνπ εξγαζηεξίνπ Αλαηνκίαο-Ιζηνινγίαο-Δκβξπνινγίαο, Χαιθηαδάθε 

Γεωξγία, Γξ. Βνπδνύξε Καιιηξξόε, Γηαηαγάλα Δηξήλε θαη Καβάζε Ραθαέια. 



 
 

 

Πεξίιεςε 

Τα ζαξθψκαηα ζπληζηνχλ ην 1% πεξίπνπ ηνπ ζπλφινπ ησλ θαθνήζσλ λενπιαζηψλ 

θάζε ρξφλν, είλαη κεζεγρπκαηηθήο πξνέιεπζεο θαη θαηαηάζζνληαη κε βάζε ηνλ ηχπν 

ηνπ ηζηνχ πξνέιεπζεο ηνπο. Τν νζηενζάξθσκα είλαη έλαο φγθνο πςειήο θαθνήζεηαο, 

πνπ ραξαθηεξίδεηαη απφ ηελ παξνπζία λενπιαζκαηηθψλ θπηηάξσλ πνπ παξάγνπλ 

νζηενεηδέο. Απνηειεί ηνλ δεχηεξν ζε ζπρλφηεηα πξσηνπαζή φγθν ησλ νζηψλ κεηά ην 

κπέισκα θαη ην 20%  φισλ ησλ ζαξθσκάησλ ησλ νζηψλ. Τν νζηενζάξθσκα 

εκθαλίδεηαη πην ζπρλά ζηελ δεχηεξε δεθαεηία ηεο δσήο θαη κε κηθξφηεξε ζπρλφηεηα 

ζηελ έθηε δεθαεηία. Η εμσθπηηάξηα ζεκέιηα νπζία (ECM) ηνπ νζηενζαξθψκαηνο 

είλαη πινχζηα ζε θνιιαγφλν, γιπθνπξσηετλεο θαη πξσηενγιπθάλεο (Benayahu et al., 

2001; Piepkorn et al., 1988; Roughley, 2006). 

Οη πινχζηεο ζε ιεπθίλε πξησηενγιπθάλεο (SLRPs) απνηεινχλ θχξηα κφξηα ηεο 

εμσθπηηάξηαο ζεκέιηαο νπζίαο ηνπ ζπλδεηηθνχ ηζηνχ θαη δηαδξακαηίδνπλ ζεκαληηθφ 

ξφιν ζηελ αλάπηπμε θαη ηελ εμέιημε ησλ φγθσλ κεζεγρπκαηηθήο πξνέιεπζεο 

(Nikitovic et al., 2012). Επίζεο, νη SLRPs απνηεινχλ ηηο πην άθζνλεο 

πξσηενγιπθάλεο ηνπ νζηενεηδνχο (Waddington and Langley 1998; Young et al., 

2005). Αιιαγέο ζηελ έθθξαζε ησλ SLRPs έρνπλ παξαηεξεζεί ζε πνηθηιία ηχπσλ 

θαξθηληθψλ θπηηάξσλ, φπσο ηνπ νζηενζαξθψκαηνο, ηνπ ηλνζαξθψκαηνο θαη ηνπ 

ρνλδξνζαξθψκαηνο. Τα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ SLRPs εκθαλίδνπλ δνκηθή 

νκνινγία θαη θαηαηάζζνληαη ζε πέληε θαηεγνξίεο (Schaefer and Iozzo 2008). Η 

θαηεγνξία Ι πεξηιακβάλεη ηελ δηαθνζκηηίλε (decorin) θαη ηελ δηγιπθάλε (biglycan), ε 

θαηεγνξία ΙΙ ηηο ηλνκνδνπιίλε (fibromodulin), ινπκηθάλε (lumican), PRELP, 

θεξαηνθάλε (keratocan) θαη νζηενθαηρεξίλε (osteocadherin) θαη ε θαηεγνξία ΙΙΙ ηελ 

επηθπθάλε (epiphycan) θαηνζηενγιπθίλε/ κηκεθάλε (asteoglycin/mimecan) (Hocking 



 
 

 

et al., 1998; Fisher et al., 1989; Oldberg et al., 1989; Blochberger et al., 1992; 

Bengtsson et al., 1995; Sommarin et al., 1998; Friedman et al., 2000). Επίζεο, 

ηειεπηαίεο έρνπλ αλαθαιπθηεί ε νπηηθίλε (opticin) θαη ε αζπνξίλε (asporin) (Reardon 

et al., 2000; Lorenzo et al., 2001). Οη θαηεγνξίεο IVθαη V έρνπλ ραξαθηεξηζηεί σο 

κε-θαλνληθέο (Schaefer and Iozzo 2008). Ο πξσηετληθφο θνξκφο ησλ SLRPs έρεη 

κέγεζνο 40-50 kDa κε κνηίβα πινχζηα ζε ιεπθίλε, ηα νπνία επαλαιακβάλνληαη 9-10 

θνξέο ζην C-ηειηθφ άθξν ηνπο. Σηελ N-ηειηθή πεξηνρή ηνπο νη SLRPs θέξνπλ 

γιπθνδακηλνγιπθαληθέο αιπζίδεο κε δηαθνξεηηθή ρεκηθή ζχζηαζε (Nikitovic et al., 

2008; McEwan et al., 2006). Ο βαζκφο ην είδνο γιπθνδπιίσζεο θαίλεηαη λα παίδεη 

ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ νζηενγέλεζε θαη ηε ρνλδξνγέλεζε (Rada et al., 2000). Τν 

ραξαθηεξηζηηθφ ζε ζρήκα πεηάινπ αιφγνπ ηνπ πξσηετληθνχ ηνπο θνξκνχ, ηνπο 

επηηξέπεη λα αιιειεπηδξνχλ κε ζπζηαηηθά ηεο ECM, φπσο νη απμεηηθνί παξάγνληεο, 

επεξεάδνληαο πνηθίιεο θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο (Nikitovic et al., 2008; Nikitovic et al., 

2012). 

Σηελ παξνχζα δηδαθηνξηθή δηαηξηβή κειεηήζεθε ν ξπζκηζηηθφο ξφινο δχν 

ζεκαληηθψλ SLRP, ηεο ινπκηθάλεο θαη ηεο δηγιπθάλεο, ζηηο θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο 

ηνπ νζηενζαξθψκαηνο.  

Οη θπηηαξηθέο ζεηξέο νζηενζαξθψκαηνο έρεη δεηρζεί φηη εθθξάδνπλ θαη εθθξίλνπλ ηελ 

κηθξή πινχζηα ζε ιεπθίλε πξσηενγιπθάλε (SLRP), ινπκηθάλε (Nikitovic et al., 

2008). Η ινπκηθάλε έρεη πξνεγνπκέλσο απνδεηρηεί φηη ξπζκίδεη ηελ αλάπηπμε θαη ηελ 

θηλεηηθφηεηα ησλ θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθψκαηνο. Σηελ έξεπλα ηεο παξνχζαο 

δηαηξηβήο, θχηηαξα νζηενζαξθψκαηνο ηεο θπηηαξηθήο ζεηξάο Saos 2 ειιεηπή ζε 

έθθξαζε ινπκηθάλεο παξνπζίαζαλ απμεκέλε θπηηαξηθή πξνζθφιιεζε ζε 

ππφζηξσκα ηλνλεθηίλεο (FN) (p≤0.01). Μειεηήζεθε επίζεο ε δξάζε ηνπ απμεηηθνχ 

παξάγνληα transforming growth factorβ2 (TGF- β2). Η εμσγελήο πξνζζήθε ηνπ TGF- 



 
 

 

β2 αχμεζε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά ηελ πξνζθφιιεζε ησλ θπηηάξσλ ζηελ FN (p≤0.01). 

Αληηζέησο, ε κείσζε ηεο δξάζεο ηνπ παξάγνληα απηνχ δελ άιιαμε ηελ ηθαλφηεηα ησλ 

Saos2 θπηηάξσλ κε (siRNA-transfected) ή δίρσο ινπκηθάλε (scramble siRNA-

transfected) λα πξνζθνιιεζνχλ ζηελ FN (p=NS). Τα απνηειέζκαηα απηά πξνηείλνπλ 

κηα αληηζηξφθσο αλάινγε ζρέζε κεηαμχ ηεο έθθξαζεο ηεο ινπκηθάλεο θαη ηεο 

ηθαλφηεηαο πξνζθφιιεζεο ησλ θπηηάξσλ Saos2 ε νπνία ξπζκίδεηαη απφ ηελ 

ελεξγνπνίεζε ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ κνλνπαηηνχ ηνπ TGF-β2. Σηελ ζπλέρεηα, 

παξαηεξήζεθε κηα ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή αχμεζε ζηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ Smad 2 

ζεκαηνδνηηθνχ κνξίνπ ζηα θχηηαξα κε ειεηπή έθθξαζε ινπκηθάλεο (p≤0.01) ε νπνία 

αλαζηάιζεθε κε ηελ παξνπζία αληηζσκάησλ έλαληη ηνπ TGF- β2. Τν ηειεπηαίν, 

απνδεηθλχεη φηη ε ινπκηθάλε απνηειεί ξπζκηζηή ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ άμνλα TGF- 

β2/Smad 2. Επηπξφζζεηα, ζηελ δηαηξηβή παξνπζηάδνληαη απνηειέζκαηα γηα ηελ 

έθθξαζε ηεο β1-ηληεγθξίλεο θαη ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο pFAK (εζηηαθή θηλάζε 

πξνζθφιιεζεο), πνπ είλαη ζεκαληηθά κφξηα γηα ηελ πξφζδεζε ησλ θχηηαξσλ ζηελ 

FN. Σπκπεξαζκαηηθά, ε κειέηε πεξηγξάθεη έλα θαηλνχξην κεραληζκφ ζεκαηνδφηεζεο 

ζηα αλζξψπηλα θχηηαξα νζηενζαξθψκαηνο: ε έθθξηζε ηεο ινπκηθάλεο ζηνλ 

εμσθπηηάξην ρψξν απνηειεί έλαλ ελδνγελή αλαζηνιέα ηεο δξάζεο ηνπ απμεηηθνχ 

παξάγνληα TGF-β2 θαη έρεη σο απνηέιεζκα ηελ αιιαγή ησλ κνξίσλ pSmad 2, β1 

ηληεγθξίλεο θαη pFAK θαη ηελ ξχζκηζε ηεο πξνζθνιιεηηθήο ηθαλφηεηαο ησλ 

θπηηάξσλ ηνπ νζηενζάξθσκαηνο (Nikitovic et al., 2011). 

Σηελ ζπλέρεηα, κειεηήζεθε ε επίζεο ιεηηνπξγηθά ζεκαληηθή SLRP, δηγιπθάλε ζηα 

θχηηαξα ηνπ νζηενζαξθψκαηνο. Η δηγιπθάλε ζπκκεηέρεη ζηελ νκνηφζηαζε θαη ζηελ 

αλάπηπμε ησλ νζηψλ θαζψο θαη ζηελ παζνινγία ηνπο. Η θπηηαξηθή ζεηξά πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνχζα δηαηξηβή ήηαλ ε MG63. Τα απνηειέζκαηα αξρηθά 

έδεημαλ φηη ε δηγιπθάλε απμάλεη ηνλ ξπζκφ αλάπηπμεο ησλ θπηηάξσλ ηνπ 



 
 

 

νζηενζαξθψκαηνο (p≤ 0.001). Σηελ ζπλέρεηα, ν IGF-I απνδείρηεθε φηη απμάλεη 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά ηελ έθθξαζε ηεο δηγιπθάλεο (p≤ 0.01) θαη αληηζέησο ε 

έιιεηςε έθθξαζεο ηεο δηγιπθάλεο απφ ηα θχηηαξα κείσζε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά ην 

βαζηθφ αιιά θαη ηνλ επαγφκελν απφ ηνλIGF-Iπνιιαπιαζηαζκφ ησλ MG63 θπηηάξσλ 

(p≤ 0.001; p≤ 0.01). Η παξαπάλσ ξχζκηζε ηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ ήηαλ απνηέιεζκα 

ηεο ζεκαηνδφηεζεο κέζσ ηνπ ππνδνρέα IGF-IR, ηνπ νπνίνπ ε ελεξγνπνίεζε 

απμήζεθε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά (p≤ 0.01) ζηα MG63 θχηηαξα κε ειιηπή έθθξαζε 

δηγιπθάλεο. Η δηγιπθάλε έρεη δεηρζεί ζε πξνεγνχκελεο κειέηεο φηη κπνξεί λα 

ξπζκίζεη ην ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη Wnt/β-θαηελίλεο. Σηελ παξνχζα κειέηε 

απνδείρηεθε φηη ε δηγιπθάλε απμάλεη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά ηελ έθθξαζε ηεο β-

θαηελίλεο ζε πξσηετληθφ επίπεδνθαζψο θαη ηνλ εληνπηζκφ ηεο ζην θπηηαξφπιαζκα 

(p≤ 0.01), ηελ κεκβξάλε (p≤ 0.01) θαη ηνλ ππξήλα ησλ θπηηάξσλ MG63 

νζηενζαξθψκαηνο (p≤ 0.05). Μειέηεο αλνζνθζνξηζκνχ καο έδεημαλ φηη ε αχμεζε ηεο 

β-θαηελίλεο νθείιεηαη ζηνλ ζπλ-εληνπηζκφ ηεο δηγιπθάλεο θαη ηνπ Wnt ζπλ-

ππνδνρέα LRP6 (low-density lipoprotein receptor-related protein 6) πνπ έρεη σο 

απνηέιεζκα ηελ κείσζε ηεο απνδφκεζεο ηεο β-θαηελίλεο, θαζψο θαη ζπλ-εληνπηζκφ 

ηεο β-θαηελίλεο θαη ηνπ ελεξγνπνηεκέλνπ ππνδνρέα pIGF-IR ζην θπηηαξφπιαζκα θαη 

ζηελ κεκβξάλε ησλ MG-63 θπηηάξσλ. Ο ζπλ-εληνπηζκφο απηφο ήηαλ αθφκα πην 

έληνλνο κεηά ηελ εμσγελή πξνζζήθε δηγιπθάλεο. Παξάιιεια, ε ειιηπή έθθξαζε ηεο 

δηγιπθάλεο κείσζε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά ηελ βαζηθή αιιά θαη ηελ επαγφκελε απφ 

ηνλ IGF-I ελεξγνπνίεζε ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ κνξίνπERK1/2, (p≤ 0.001).  

Σπκπεξαζκαηηθά, ε δηαηξηβή απηή παξνπζηάδεη έλα θαηλνχξην κεραληζκφ φπνπ ε 

δηγιπθάλε κέζσ ηνπ LRP6/β-θάηεληλε/IGF-IR ζεκαηνδνηηθνχ άμνλα εληζρχεη ηελ 

ηθαλφηεηα πνιιαπιαζηαζκνχ ησλ θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθψκαηνο (Aggelidakis et 

al., 2018). 



 
 

 

Σπλνιηθά ηα απνηειέζκαηα ηεο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο πεξηγξάθνπλ δχν λένπο 

κεραληζκνχο κε ηνπο νπνίνπο ειέγρνληαη δχν ζεκαληηθέο ιεηηνπξγίεο ησλ θαξθηληθψλ 

θπηηάξσλ, ε πξνζθφιιεζε θαη ν πνιιαπιαζηαζκφο, απφ ηελ ινπκηθάλε θαη ηελ 

δηγιπθάλε, αληίζηνηρα. Οη δχν απηέο SLRPs απνδεηθλχεηαη φηη κπνξνχλ λα 

απνηεινχλ κφξηα ζηφρνπο γηα ηελ ξχζκηζε ηεο εμέιημεο ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ 

ηνπ νζηενζαξθψκαηνο θαη δεκηνπξγνχλ ηηο πξνυπνζέζεηο γηα κηα πην απνηειεζκαηηθή 

ζεξαπεπηηθή αληηκεηψπηζε  ησλ φγθσλ κεζεγρπκαηηθήο πξνέιεπζεο. 



Abstract 

Osteosarcomas comprise approximately 1% of total malignant tumors diagnosed every 

year and they have a mesenchymal origin. Osteosarcoma is the second most common 

primary bone tumor, after myeloma and 20% of all sarcomas of the bone are 

osteosarcomas. Its incidence is higher during the second decade and lower in the sixth 

decade of the human life. An important characteristic of osteosarcoma is its 

heterogeneity and ability to produce abundant non-mineralized ECM–osteoid, mainly 

consisting of collagen type I, glycoproteins, and proteoglycans (PGs)/GAGs (Benayahu 

et al., 2001; Nikitovic et al., 2013). 

 
The small leucine-rich proteoglycans (SLRPs) were originally defined as proteoglycans 

with a relatively small protein core (36–42 kDa) harboring tandem leucine-rich repeats 

and undergoing post-translational modifications, including substitution with 

glycosaminoglycan side chains of various types (Iozzo and Murdoch 1996; Iozzo 

1997). Their ubiquitous tissue distribution and expression at strategic sites in 

embryogenesis and tissue repair, coupled with their protein conservation, suggests that 

SLRP functions are of no small consequence. Originally, the SLRPs were grouped into 

three distinct classes based on nucleotide and protein sequence conservation, the 

organization of disulfide bonds at their N and C termini, and their genomic organization 

(Iozzo 1997; Danielson et al., 1993). More recently, the SLRP gene family has 

expanded to encompass 18 genes classified into five distinct subfamilies (Schaefer and 

Iozzo 2008; Iozzo et al., 2011), additionally based on N-terminal Cys-rich clusters of 

the protein core and ear repeats (C-terminal repeats specific to SLRPs) (McEwan et al., 

2006), chromosomal organization (Schaefer and Iozzo 2008; Iozzo et al., 2011), and, 

importantly, functional commonality in view of the fact that some SLRPs are not 



classical proteoglycans (Schaefer and Iozzo 2008). Thus, the canonical class I members 

decorin and biglycan contain chondroitin or dermatan sulfate side chains, whereas the 

more recently described asporin does not (Henry et al., 2001; Kisawa et al., 2005). On 

the other hand, all class II members bear keratan sulfate chains or polylactosamine in 

their leucine-rich repeats, whereas class III members carry keratan sulfate 

(osteoglycin), chondroitin/dermatan sulfate (epiphycan), or no glycosaminoglycan 

(opticin) chains (Schaefer and Iozzo 2008, Sanders et al., 2003). However, most non-

canonical class IV and V members (Neame et al., 1994; Pusch et al., 2000; Ohta et al., 

2006) unexpectedly lack any glycosaminoglycan chain, with the exception of 

chondroadherin, which is substituted with keratan sulfate (Neame et al., 1994). 

Therefore, the unique characteristics of their protein cores and the presence of 

glycosaminoglycans, together with specific post-translational modifications, notably 

changes in the degree of glycosaminoglycan epimerization or sulfation, characterize 

this class of proteoglycans with high structural complexity. 

The present PhD thesis investigated the role of two important SLRPs, lumican and 

biglycan, in the regulation of osteosarcoma cell function.  

Our research group has shown that human osteosarcoma cell lines express and secrete 

lumican partly substituted with keratan sulfate glycosaminoglycans Nikitovic et al., 

2008. Lumican appears to have a role in osteosarcoma pathogenesis, as the growth of 

Saos 2 osteosarcoma cells was inhibited by lumican, whereas their migration and 

chemotactic response to fibronectin were found to be promoted (Nikitovic et al., 2008). 

These key tumor cell functions appear to be modulated through, crucial for bone tumor 

cells, Smad signaling pathway (Nikitovic et al., 2008). In this study, we examine the 

effect of lumican on osteosarcoma cell adhesion and investigate the hypothesis that 

lumican through the modulation of the pericellular availability of the transforming 



growth factor-beta (TGF-β) isoform/s regulates its downstream intracellular signaling 

and thus affects cell functions. Human osteosarcoma cell lines were recently shown to 

express and secrete the small leucine rich proteoglycan (SLRP) lumican, with the ability 

to regulate the growth and motility of these cells. In this study, lumican-deficient Saos 

2 cells were demonstrated to have increased adhesive capability onto fibronectin (FN) 

(p≤0.01). Upon neutralization of endogenous transforming growth factor β2 (TGF-β2) 

activity, no difference in the ability of lumican siRNA-transfected and scramble 

siRNA-transfected Saos 2 cells to adhere onto FN was detected (p = NS). Exogenous 

TGF-β2 was shown to stimulate Saos 2 cell adhesion to FN (p≤0.01). These results 

therefore, suggest that the inverse correlation existing between lumican expression and 

Saos 2 cell adhesion is dependent on active TGF-β signaling. Furthermore, the 

significant increase in Smad 2 activation present in lumican-deficient cells (p≤0.01) 

was annulled in the presence of the anti-TGF-β2 peptide, demonstrating that lumican is 

an upstream regulator of the TGF-β2/Smad 2 signaling cascade. Crucial to FN-

dependent adhesion, β1 integrin expression and pFAK activation were likewise 

identified as downstream TGF-β2 effectors regulated by lumican expression. In 

conclusion, this study demonstrates a novel out-in signaling circuit in human 

osteosarcoma cells: secreted to extracellular matrix lumican is an endogenous inhibitor 

of TGF-β2 activity, resulting in downstream effector modulation including pSmad 2, 

integrin β1 and pFAK to regulate osteosarcoma adhesion. 

Furthermore, this study investigated osteosarcoma cell function modulation of the 

equally important SLRP, biglycan. 

Biglycan, a small leucine rich proteoglycan (SLRP), is an important participant in bone 

homeostasis and development as well as in bone pathology. In the present study 

biglycan was identified as a positive regulator of MG63 osteosarcoma cell growth (p ≤ 



0.001). IGF-I was shown to increase biglycan expression (p ≤ 0.01), whereas biglycan-

deficiency attenuated significantly both basal and IGF-I induced cell proliferation of 

MG63 cells (p ≤ 0.001; p ≤ 0.01, respectively). These effects were executed through 

the IGF-IR receptor whose activation was strongly attenuated (p ≤ 0.01) in biglycan-

deficient MG63 cells. Biglycan, previously shown to regulate Wnt/b-catenin pathway, 

was demonstrated to induce a significant increase in b-catenin protein expression 

evident at cytoplasmic (p ≤ 0.01), membrane (p ≤ 0.01), and nucleus fractions in MG63 

cells (p ≤ 0.05). As demonstrated by immunofluorescence, increase in b-catenin 

expression is attributed to co-localization of biglycan with the Wnt co-receptor low-

density lipoprotein receptor-related protein 6 (LRP6) resulting in attenuated b-catenin 

degradation. Furthermore, applying anti-b-catenin and anti-pIGF-IR antibodies to MG-

63 cells demonstrated a cytoplasmic and to the membrane interaction between these 

molecules that increased upon exogenous biglycan treatment. In parallel, the 

downregulation of biglycan significantly inhibited both basal and IGF-I-dependent 

ERK1/2 activation, (p ≤ 0.001). In summary, we report a novel mechanism where 

biglycan through a LRP6/b-catenin/IGF-IR signaling axis enhances osteosarcoma cell 

growth (Aggelidakis et al., 2018). 

In summary, the results of this PhD thesis described two novel mechanisms with which 

two important cancer cell functions were modulated, adhesion and proliferation by 

lumican and biglycan respectively. These SLRPs are suggested to be used as target 

molecules for the regulation of osteosarcoma progression and maybe part of therapy 

treatments for tumors of mesenchymal origin. 
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1.Δηζαγσγή 

1.1 Οζηενζάξθσκα 

1.1.1 Γεληθά 

Σν νζηενζάξθσκα είλαη έλαο όγθνο πςειήο θαθνήζεηαο, πνπ ραξαθηεξίδεηαη από ηελ 

παξνπζία λενπιαζκαηηθώλ αηξαθησεηδώλ θπηηάξσλ  πνπ παξάγνπλ νζηενεηδέο 

(Miller 2008). Απνηειεί ηνλ δεύηεξν ζε ζπρλόηεηα πξσηνπαζή όγθν ησλ νζηώλ κεηά 

ην κπέισκα. Όζνλ αθνξά ηελ επηδεκηνινγία ηνπ νζηενζαξθώκαηνο, εκθαλίδεηαη 

ζπρλόηεξα ζηνπο άληξεο ζε αλαινγία 1,5:1 (1000 έσο 1500 λέα πεξηζηαηηθά αλά έηνο 

ζηελ Ακεξηθή) (Stoller 2007). Σν νζηενζάξθσκα εκθαλίδεηαη πην ζπρλά ζηελ 

δεύηεξε δεθαεηίαο ηεο δσήο. Η ζπρλόηεηα εκθαλίζεσο ηνπ κεηά ηελ έθηε δεθαεηία 

είλαη εμαηξεηηθά πεξηνξηζκέλε. Δπίζεο, ην νζηενζάξθσκα πξνζβάιεη ζπρλόηεξα ηηο 

κεηαθύζεηο ησλ νζηώλ θαη ην 50% απηώλ εκθαλίδεηαη ζην γόλαην (Δηθόλα 1.1) 

(Λακπίξεο 2003; Greenspan et al., 2007). 

Δηθόλα 1.1 

 

Δηθόλα 1.1: πρλόηεξα  ζεκεία εκθάληζεο ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο ζηνλ αλζξώπηλν ζθειεηό 

(Lieberman 2009). 
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1.1.2 Γελεηηθνί παξάγνληεο 

Σν νζηενζάξθσκα έρεη ζπζρεηηζηεί κε πξνεγεζείζα έθζεζε ζε αθηηλνβνιία θαζώο 

θαη κε ην ξεηηλνβιάζησκα. Η αλάπηπμε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο ζρεηίδεηαη κε ην 

γνλίδην ηνπ ξεηηλνβιαζηώκαηνο (RB1), έλα νγθνθαηαζηαιηηθό γνλίδην, ε ζεκεηαθή 

κεηάιιαμε ηνπ νπνίνπ, ζηε ζέζε 13q14 ηνπ ρξσκνζώκαηνο, ζπζρεηίδεηαη κε αύμεζε 

ηεο πηζαλόηεηαο εκθάληζεο νζηενζαξθώκαηνο θαηά 514 θνξέο (Stoller 2007). 

Δπίζεο, έρεη παξαηεξεζεί αύμεζε ηεο επίπησζεο ζε αζζελείο κε p53 κεηάιιαμε, ζε 

άηνκα κε ηελ λόζν Paget ή ζύλδξνκν Rothmund-Thomson ζην γνλίδην RECQL4 ζην 

ρξσκόζσκα 8q24 (Herring 2008). Άιια νγθνγνλίδηα πνπ ππεξεθθξάδνληαη ζηνπο 

ηζηνύο ηνπ νζηενζαξθώκαηνο είλαη ηα MDM2, HER2, c-myc θαη c-fos (Lieberman 

2009; Greenspan et al., 2007). Δπίζεο, απμεκέλε επίπησζε ζην ζύλδξνκν Li 

Fraumeni κε αληηγνλίδηα: Rb, p53, 18q/Rb53,13q (Υαηδεπαύινπ et al., 2004). 

 

1.1.3 Κιηληθή εηθόλα 

ηνπο αζζελείο κε νζηενζάξθσκα ζπρλά παξνπζηάδεηαη δηαιείπσλ πόλνο πνπ 

εμειίζζεηαη ζε ζπλερόκελν (λπρηεξηλό ή πόλν αλάπαπζεο) πνπ δελ ππνρσξεί κε ηελ 

αλαιγεηηθή αγσγή (Lieberman 2009). Δπίζεο, νη πάζρνληεο παξνπζηάδνπλ νίδεκα, 

πεξηνξηζκό θίλεζεο ηνπ άθξνπ ή όπνηα κπνξεί λα ζπλνδεύεηαη κε αδπλακία αλάινγα 

κε ηελ πεξηνρή πνπ βξίζθεηαη. πρλά δηαγηγλώζθεηαη κεηά από αζιεηηθέο 

δξαζηεξηόηεηεο ζε λένπο αζζελείο ζαλ ηπραίν εύξεκα, άιινηε ζεσξνύλ νη αζζελείο 

όηη είλαη απνηέιεζκα παιαηνύ ηξαύκαηνο ζηελ πεξηνρή (Lieberman 2009). Η πην 

ζπρλή πεξηνρή παξνπζίαο ηνπ θιαζζηθνύ νζηενζαξθώκαηνο είλαη: ε κεηάθπζε ζην 

πεξηθεξηθό ηκήκα ηνπ κεξνύ, ην θεληξηθό ηκήκα ηεο θλήκεο, ην θεληξηθό ηκήκα ηνπ 
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βξαρηνλίνπ νζηνύ θαη ζηελ πύειν. Σν 10% ησλ αζζελώλ κε νζηενζάξθσκα 

δηαγηγλώζθεηαη από παζνινγηθό θάηαγκα (Δηθόλα 2.2) (Herring 2008; Wiesel et al., 

2011). 

Δηθόλα 2.2 

 

 

 

 

 

 

1.1.4 Απεηθόληζε 

Κιαζηθά ην νζηενζάξθσκα εκθαλίδεηαη κε αδηεπθξίληζηε εηθόλα απνδόκεζεο θαη 

νζηενπαξαγσγήο ηνπ νζηνύ. ηνπο πεξηζζόηεξνπο αζζελείο κε ζθειεηηθή 

αλσξηκόηεηα ν όγθνο δελ μεπεξλά ηελ επηθπζηαθή πιάθα. ηα πεξηζζόηεξα 

Δηθόλα 2.2: Παζνινγηθό θάηαγκα απνηέιεζκα ηεο παξνπζίαο νζηενζαξθώκαηνο ζην 

πεξηθεξηθό κεξηαίν νζηό. ηα Α θαη Β νη αθηηλνγξαθίεο παξνπζηάδνπλ έλα κεηαηνπηζκέλν 

θάηαγκα ζην πεξηθεξηθό κεξηαίν νζηό. Η κπειώδεο θνηιόηεηα άκεζα πεξηθεξηθά ζην 

θάηαγκα δείρλεη πεξηνρέο κε κεηθηή έληαζε αθηηλνβνιίαο. Παξαηεξείηε πεξηνζηετθή 

αλύςσζε πνπ θαίλεηαη θαιύηεξα ζηελ πιεπξηθή αθηηλνγξαθία αθξηβώο δίπια ζην θάηαγκα 

θαη ππνδειώλεη επίζεο ηελ ύπαξμε παζνινγηθνύ θαηάγκαηνο. ηo C από καγλεηηθό 

ηνκνγξάθν παξνπζηάδνπλ ηελ κάδα ηνπ όγθνπ πνπ δηεζεί ζην καιαθό ηζηό. Σα καύξα ηόμα 

ηεο εηθόλαο δείρλνπλ ην εθηεηακέλν νίδεκα πνπ ζπζρεηίδεηαη κε ην θάηαγκα (Herring 2008). 

A B C 
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πεξηζηαηηθά ηεο λενπιαζίαο απηήο παξαηεξείηαη δηάζπαζε ηνπ θινηνύ κε κάδα 

καιαθώλ κνξίσλ γεηηνληθά κε ηα ηξίγσλα Codman (θπζηνινγηθή αληίδξαζε ηνπ 

νζηνύ θνληά ζηνλ όγθν) (Stoller 2007, 2008). Σν θιαζζηθό νζηενζάξθσκα 

πξνέξρεηαη από ην θινηώδεο νζηνύλ. Η αθηηλνινγηθή δηαθνξηθή δηάγλσζε 

πεξηιακβάλεη ηελ νζηενκπειίηηδα θαη  ην ζάξθσκα Ewing (Stoller 2007, 2008). Σν 

ζπηλζεξνγξάθεκα κε TechnetiumTc 99m ζα εκθαλίζεη ηπρόλ απνκαθξπζκέλεο εζηίεο 

ηνπ όγθνπ. Η αμνληθή ηνκνγξαθία αλαδεηθλύεη κε κεγάιε αθξίβεηα ηελ έθηαζε θαη ηα 

ραξαθηεξηζηηθά ηεο νζηηθήο δηάβξσζεο θαη ειέγρεη ή όρη ηελ ύπαξμε πλεπκνληθώλ 

κεηαζηάζεσλ (Υαηδεπαύινπ et al., 2004). Δπηπξόζζεηα, ε καγλεηηθή ηνκνγξαθία 

απεηθνλίδεη ην κέγεζνο ηνπ κπεινύ πνπ εκπιέθεηαη, ηελ εγγύηεηα κε ηα καιαθά κόξηα  

θαη ηηο λεπξαγγεηαθέο δνκέο θαζώο θαη ηηο γεηηνληθέο κεηαζηάζεηο (Stoller 2007, 

2008) (Δηθόλα 1.3).  

Δηθόλα 1.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D E F 
Δηθόλα 1.3: (A, B, C) Πξσηνγελέο νζηενζάξθσκα. Δηθνληθή αλαπαξάζηαζε ηνπ γνλάηνπ θαη ηνπ ώκνπ 

δείρλεη ζθιεξσηηθέο θαη ιπηηθέο πεξηνρέο νζηενζαξθώκαηνο θαη επηζεηηθέο πεξηνζηετθέο αληηδξάζεηο 

πνπ αθνξνύλ ηελ θεληξηθή θλήκε (A), ην πεξηθεξηθό κεξηαίν νζηό (B) θαη ηνλ εγγύο βξαρίνλα (C). (D, 

E, F) Οζηενζάξθσκα ζηελ θεληξηθή θλήκε. ηεθαληαία(D),νβειηαία (E) Σ1-ζηαζκηζκέλεο εηθόλεο πνπ 

δείρλνπλ αληηθαηάζηαζε ηνπ κπεινύ κε ηελ δηαβξσκέλε θινηώδεο πεξηνρή θαη κηα κάδα καιαθνύ ηζηνύ 

κε ελδηάκεζν ζήκα (ηνμάθηα). Οη πεξηνρέο ηεο ζθιήξπλζεο είλαη κεζαίαο κε κηθξήο αθηηλνβνιίαο 

(θεθάιηα ηόμσλ). Η κάδα ηνπ νζηενζαξθώκαηνο θαη ηνπ καιαθνύ ηζηνύ έρεη απμεκέλε αθηηλνβνιία ζηελ 

T2 spin-echo εηθόλα (F). (Stoller 2008) 
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Η εξκελεία ησλ απνηειεζκάησλ ζα πξέπεη λα γίλεηαη πάληα ιακβάλνληαο αξρηθά 

ππόςε ηα επξήκαηα ηεο απιήο αθηηλνγξαθίαο (Υαηδεπαύινπ etal., 2004). Σέινο, ην 

ζπηλζεξνγξάθεκα αλαδεηθλύεη ηελ νζηενβιαζηηθή δξαζηεξηόηεηα ησλ νζηώλ θαη 

είλαη ζεηηθό ζηηο πεξηπηώζεηο όγθσλ, απνηειεί δε κέζνδν κε πςειή επαηζζεζία ζηελ 

αλαγλώξηζε ηνπ όγθνπ αιιά όρη ζε ηθαλνπνηεηηθά επίπεδα ζηελ δηαθνξηθή δηάγλσζή 

ηνπ (Υαηδεπαύινπ etal., 2004) (Δηθόλα 1.4). 

Δηθόλα 1.4 

 

 

1.1.5 Παζνινγία 

Σν νζηενζάξθσκα έρεη κηθηή εκθάληζε κε πνηθηιία από καιαθή ζαξθσκαηώδε κάδα 

πνπ γίλεηαη ζηαζεξή, ζθηρηή, κε ηλώδε ή ζθιεξπληηθή βιάβε (Δηθόλα 1.5) (Herring 

2008). 

 

Δηθόλα 1.4: πηλζεξνγξάθεκα νζηώλ: 

απμεκέλε θαζήισζε ξαδηνθαξκάθνπ ζην άλσ 

ηξηηεκόξην ηεο δεμηάο θλήκεο 

(Χαηδεπαύινπetal., 2004). 
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Δηθόλα 1.5 

 

 

1.1.6 Κιηληθνί  θαη ηζηνινγηθνί ηύπνη νζηενζαξθώκαηνο 

Σύπνη  ζηενζαξθώκαηνο ζύκθσλα κε ηνπο Λακπίξε 2003 θαη Υαηδεπαύινπ et al., 

2004. 

Α. Ππυηογενέρ οζηεοζάπκυμα: 

1.θιαζηθό θεληξηθό πςειήο θαθνήζεηαο, επηζειηνεηδέο (80%) 

2.θεληξηθό ρακειήο θαθνήζεηαο (<2%) 

3.ηειεαγγεηεθηαηηθό (3%) 

4. πνιπεζηηαθό 

5. γλαζηθό 

Β. Δπιθανειακό οζηεοζάπκυμα 

1.παξανζηηθό (3%-5%), πην ζπρλό ζηηο γπλαίθεο (Υαηδεπαύινπ 2004) 

2.πεξηνζηηθό (1%-2%) 

Δηθόλα 1.5. Οζηενζάξθσκα ζηνλ εγγύο 

βξαρίνλα. Φσηνκηθξνγξαθία νβειηαίαο ηνκήο 

από δείγκα αθξσηεξηαζκνύ. Σν λεόπιαζκα 

είλαη κεηαηνπηζκέλν, έρεη δηεζήζεη ηνλ θινηό 

θαη απμήζεη ην πεξηόζηεν. Η επίθπζε είλαη 

αλέπαθε, παξαβηάδεηαη κόλν αξγόηεξα θαηά 

ηε δηάξθεηα ηεο λόζνπ (κεγέλζπζε x10) 

(Herring 2008). 
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3.επηθαλεηαθό πςειήο θαθνήζεηαο (8%) 

Γ.Γεςηεπογενέρ οζηεοζάπκυμα (6%) 

1.επί εδάθνπο  Paget 

2.κεηά από αθηηλνβνιία 

3.αδηαθνξνπνίεην 

Γ. Δξυζκελεηικό οζηεοζάπκυμα, εξαιπεηικά ζπάνιο (Campbell 2008).(Δικόνα 

1.6) 

Δηθόλα 1.6 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 1.6: Αθηηλνγξαθία από ηνλ πήρε ελόο 

33 εηώλ αζζελή πνπ παξνπζηάδεη αλώξηκε 

νζηενπνίεζε κε ηελ κνξθή κάδαο ηνπ 

καιαθνύ ηζηνύ θαη απνδείρηεθε λα είλαη 

εμσζθειεηηθό νζηενζάξθσκα (Canale and 

Beaty 2008). 
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E. πονδςλικό οζηεοζάζκυμα (1%) (Lieberman 2009). (Δικόνα 1.7) 

Δηθόλα 1.7 

 

 

1.1.7 Ιζηνινγηθή Σαμηλόκεζε 

Οη ηύπνη ηνπ νζηενζαξθώκαηνο ηαμηλνκνύληαη ζε ηξία ζηάδηα, αλάινγα κε ηελ 

βηνινγηθή ηνπο ζπκπεξηθνξά. Η αθηηλνγξαθία είλαη ν θαιύηεξνο πξνγλσζηηθόο 

δείθηεο γηα ηνλ θαζνξηζκό ηεο ζπκπεξηθνξάο ηνπ όγθνπ. Υξεζηκνπνηείηαη έλα 

ζπγθεθξηκέλν ζύζηεκα γηα ηελ ζηαδηνπνίεζε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο πνπ νλνκάδεηαη: 

ύζηεκα ζηαδηνπνίεζεο όγθσλ θαηά Enneking (Musculoskeletal Tumor Society). Σν 

παξαπάλσ ζύζηεκα βαζίδεηαη: 1) ζηνλ βαζκό θαθνήζεηαο, 2) ζηελ αλαηνκηθή 

εληόπηζε, 3) ζηελ παξνπζία ή απνπζία κεηαζηάζεσλ (Υαηδεπαύινπ 2004, Πίλαθαο 

1.1). 

 

 

Δηθόλα 1.7: Δηθόλα από ζπνλδπιηθή 

ζηήιε αζζελνύο κε ζπκπηώκαηα 

ζπκπίεζεο θαηάγκαηνο ηεο ζπνλδπιηθήο 

ζηήιεο. (Α) Η αθηηλνγξαθία δελ 

παξνπζηάδεη θακία δπζκνξθία. ην Σ1 – 

(B) θαη ζην Σ2- (C) καγλεηηθήο 

ηνκνγξαθίαο, ε ίδηα ζπνλδπιηθή ζηήιε 

θαίλεηαη λα παξνπζηάδεη νζηηθό νίδεκα 

ελδεηθηηθό παζνινγηθήο θαηάζηαζεο ή 

θαηάγκαηνο (Lieberman 2009). 
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Άιιεο ηαμηλνκήζεηο αλαθέξνληαη από ηνπο Miller et al., 2012, Greenspan et al. θαη 

θνπειίηνπ 2002. 

Πίλαθαο 1.1 

ηάδην         Ιζηνινγηθή Σαμηλόκεζε                           Θέζε                           Μεηάζηαζε 

   ΙΑ     Υακεινύ βαζκνύ θαθνήζεηα (G1)      Δλδνδηακεξηζκαηηθόο  (Σ1)      Όρη  (Mν) 

   Ι     Υακεινύ βαζκνύ θαθνήζεηα ( G1)     Δμσδηακεξηζκαηηθόο    (Σ2)      Όρη  (Mν) 

   ΙΙΑ   Τςεινύ βαζκνύ θαθνήζεηα   ( G2)      Δλδνδηακεξηζκαηηθόο  (Σ1)      Όρη  (Μν) 

   ΙΙΒ  Τςεινύ βαζκνύ θαθνήζεηα   ( G2)      Δμσδηακεξηζκαηηθόο     (Σ2)     Όρη  (Μν) 

   ΙΙΙΑ           (G1 ή G2 )                                   Δλδνδηακεξηζκαηηθόο   (Σ1)    Ναη (Μ1) 

   ΙΙΙΒ           (G1 ή G2 )                                   Δλδνδηακεξηζκαηηθόο   (Σ2)     Ναη (Μ1) 

(Υαηδεπαύινπ 2004) 

 

1.1.8 Γηάγλσζε 

Α. Κλινική εικόνα  

ηνπο αζζελείο κε νζηενζάξθσκα εκθαλίδεηαη ήπην άιγνο, πνπ ζηελ αξρή έρεη 

δηαιείπνληα ραξαθηήξα, αξγόηεξα εμειίζζεηαη ζε ζπλερόκελν θαη εληνλόηεξν πνπ 

ζπρλά μππλά ηνλ αζζελή ηελ λύρηα. Τπάξρεη έληνλε ηνπηθή επαηζζεζία. πρλά 

ζπλνδεύεηαη από νίδεκα θαη ηνπηθή δηόγθσζε. (Λακπίξε 2003, Υαηδεπαύινπ et al., 

2004). ε νζηενιπηηθνύο ηύπνπο ζαξθσκάησλ ζπρλά δηαπηζηώλνληαη παζνινγηθά 

θαηάγκαηα ζηνπο αζζελείο. 
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Β. Δπγαζηηπιακέρ εξεηάζειρ 

Οη εξγαζηεξηαθέο εμεηάζεηο ησλ αζζελώλ κε νζηενζάξθσκα παξνπζηάδνπλ, πςειέο 

ηηκέο αιθαιηθήο θσζθαηάζεο ALP θαη γαιαθηηθήο αθπδξνγελάζεο LDH θαη 

ζρεηίδνληαη κε θαθή πξόγλσζε. Δπίζεο, νη εμεηάζεηο δείρλνπλ αύμεζε TKE θαη 

αλαηκία. ε πεηξακαηηθό ζηάδην βξίζθεηαη ε ζπζρέηηζε ηεο παξνπζίαο κνλνθισληθώλ 

αληηζσκάησλ θαηά νζηηθώλ κνξθνγελεηηθώλ πξσηετλώλ (BMP) κε ην 

νζηενζάξθσκα. (Υαηδεπαύινπ etal., 2004). 

Γ. Απεικονιζηικόρ έλεγσορ  

Πξαγκαηνπνηείηαη αθηηλνινγηθόο έιεγρνο, ζηνλ νπνίν ν όγθνο παξνπζηάδεηαη ζαλ 

κηθξή νζηενιπηηθή, νζηενζθιπξηληηθή εμεξγαζία πνπ ραξαθηεξίδεηαη από αζαθή 

όξηα, μεθηλά ελδνκπειηθά θαη επεθηείλεηαη ζηα καιαθά κόξηα. Η δηάζπαζε ηνπ 

θινηνύ θαη ε επαθόινπζε ππέξγεξζε ηνπ πεξηνζηένπ από ηνλ όγθν έρεη ζαλ 

απνηέιεζκα ην ζρεκαηηζκό λένπ νζηνύ (Greenspan et al., 2007). 

ηα πεξηθεξηθά ηκήκαηα ηνπ όγθνπ πνπ μεθηλά ε ππέγεξζε ηνπ πεξηνζηένπ 

ζρεκαηίδνληαη ηα ηξίγσλα Godman. ηηο θεληξηθόηεξεο πεξηνρέο ηνπ νζηνύ ε 

ππέγεξζε ηνπ πεξηνζηένπ απνθνιιά ηα αγγεία πξνο ηα έμσ θαη δίλεη αθηηλνινγηθή 

εηθόλα κε αθηηλσηή δηάηαμε «ζαλ αθηίλεο ήιηνπ». Η αγγεηνγξαθία είλαη ζεκαληηθή 

γηα ηελ αλάδεημε ηεο αγγεηνβξίζεηαο θαη ησλ νξίσλ ηνπ όγθνπ, όπσο θαίλεηαη ζηελ 

εηθόλα 1.8 (Greenspan et al., 2007). 
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Δηθόλα 1.8 

 

 

 

Δπηπξόζζεηα ε αμνληθή ηνκνγξαθία απνηειεί εμέηαζε επηινγήο γηα ηελ αλάδεημε ησλ 

νξίσλ ηνπ όγθνπ ηεο νζηηθήο δηάβξσζεο θαζώο θαη γηα ηνλ έιεγρν ύπαξμεο  

πλεπκνληθώλ κεηαζηάζεσλ (Herring 2008). Οη δεπηεξνπαζείο εληνπίζεηο 

εκθαλίδνληαη ζπρλόηεξα ζηνπο πλεύκνλεο θαη κεηά ζηα ζπνλδπιηθά ζώκαηα (Miller 

2008). 

Δπίζεο, ζεκαληηθό δηαγλσζηηθό ξόιν γηα ηνλ έιεγρν κεηαζηάζεσλ απνηειεί ην 

PET/CT θαη ην PET/MRI  (Behzadi et al., 2018). 

Γ. Βιοτία 

Η βηνςία απνηειεί ηελ ηειηθή θάζε ηεο δηάγλσζεο – ζηαδηνπνίεζεο ηνπ όγθνπ θαη ζα 

πξέπεη  λα εθηειείηαη κε ζπγθεθξηκέλεο ρεηξνπξγηθέο-νγθνινγηθέο αξρέο .Έρεη κεγάιε 

Δηθόλα 1.8: πκβαηηθή κνξθή νζηενζαξθώκαηνο: 

αγγεηνγξαθία. Η αξηεξηνγξαθία παξνπζηάδεη 

αγγεηνβξίζεηα ελόο όγθνπ ζηελ αξηζηεξή θλεκηαία 

κεηάθπζε.Δπίζεο, παξαηεξνύληαη κε θπζηνινγηθά 

αγγεία όγθνπ ηνπ καιαθνύ ηζηνύ. Βηνςία 

πξαγκαηνπνηείηαη ζπλήζσο από ηηο πην βηώζηκεο 

(αγγεηνύκελεο) πεξηνρέο (Greenspan et al., 2007). 
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αμία γηα ηνλ παζνινγναλαηόκν, ηνλ νξζνπαηδηθό ρεηξνύξγν, ηνλ νγθνιόγν γηα ηελ 

ηειηθή ζεξαπεία.(Miller 2008) 

Βαζηθέο αξρέο βηνςίαο (Fischgrund 2007-2008; Miller 2008; Υαηδεπαύινπ 2004; 

Herring 2008): 

 ρεδηαζκόο ηεο πξνζπέιαζεο ησλ ηζηώλ από ηνπο νπνίνπο ζα δηέιζεη ε 

βειόλε 

 Απαγνξεύνληαη νη εγθάξζηεο ρεηξνπξγηθέο ηνκέο βηνςίαο 

 Δπηκειήο αηκόζηαζε-απνθπγή αηκαησκάησλ 

 Σαρεία ηζηνινγηθή εμέηαζε 

 Όηαλ δελ είλαη επαξθέο ην πιηθό κε ηελ βηνςία δηα βειόλεο ζα πξέπεη λα  

δηελεξγείηαη αλνηθηή βηνςία 

 Θα πξέπεη λα απνζηέιιεηαη απαξαίηεηα ην πιηθό γηα θαιιηέξγεηα θαη 

γηα ηζηνινγηθό παζνινγναλαηνκηθό έιεγρν κε απνθπγή ιήςεο αληηβηνηηθώλ 

πξηλ ηελ ιήςε 

 Αλαζθόπεζε ησλ θιηληθώλ-αθηηλνινγηθώλ επξεκάησλ κε ηελ βνήζεηα 

αθηηλνινγηθνύ – παζνινγηθνύ ηκήκαηνο πξηλ ηελ βηνςία 

 Η βηνςία ζα πξέπεη λα πξνζαξκνζηεί ζηελ πιεπξά ηεο ηειηθήο 

ζεξαπείαο 

 Να γίλεηαη ην δπλαηόλ κηθξόηεξε ηνκή επηκήθσο ησλ ηλώλ 

 Διαρηζηνπνίεζε ηνπ ηξαπκαηηζκνύ ησλ κπώλ αθαίξεζε ηνπ όγθνπ όζνλ  

είλαη δπλαηόλ απνθπγή δηα κέζνπ ησλ κπώλ 

 Σα ξάκκαηα ζα πξέπεη  λα είλαη θνληά ζηελ ρεηξνπξγηθή ηνκή ώζηε λα 

είλαη δπλαηή ε αθαίξεζε ηνπο καδί κε ην δέξκα ζηελ ηειηθή ζεξαπεία 
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 Θα πξέπεη λα γίλεη επηινγή ηεο θαιύηεξεο πιεπξάο γηα ηελ εθηνκή ηνπ 

όγθνπ ώζηε λα είλαη δπλαηή ε αθαίξεζε ησλ πεξηθεξηθώλ ηκεκάησλ ηνπ 

όγθνπ θαη όρη ηνπ θεληξηθνύ ζεκείνπ όπνπ ππάξρνπλ ζπλήζσο λεθξσηηθνί 

ηζηνί. Η Μειέηε ηεο MRI ζα βνεζήζεη αξθεηά ζην ρεηξνπξγηθό πιάλν. 

 Υξήζε tourniquet όηαλ είλαη εθηθηό 

Δ. Γιαθοπική διάγνυζη 

Η δηαθνξηθή δηάγλσζε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο είλαη ζεκαληηθή γηα λα δηαρσξηζηεί 

από ηα άιια πξσηνπαζή ζαξθώκαηα ιόγσ ηεο δηαθνξεηηθήο ζεξαπείαο. 

Αλνζντζηνρεκηθνί δείθηεο όπσο ε βηκεληίλε, ε νζηενθαιζίλε, ε νζηενλεθηίλε θαη ε 

αιθαιηθή θσζθαηάζε εθθξάδνληαη από ηα θύηηαξα ησλ πεξηζζόηεξσλ 

νζηενζαξθσκάησλ. Δπίζεο, έρεη αλαθεξζεί ζπνξαδηθή έθθξαζε-εζηηαθά θαη 

δεζκίλεο, θπηνθεξαηίλεο, πξσηεΐλεο S100, αθηίλεο θαη ηνπ επηζειηαθνύ κεκβξαληθνύ 

αληηγόλνπ (ΔΜΑ). 

Η Γηαθνξηθή Γηάγλσζε πεξηιακβάλεη: θαινήζεηο θαη θαθνήζεηο βιάβεο: 

 Γηγαληνθπηηαξηθό όγθν νζηώλ 

 Αλεπξπζκαηηθή νζηηθή θύζηε 

 Οζηενβιάζησκα 

 άξθσκα Ewing 

 Λέκθσκα 

 Μεηαζηαηηθό λεόπιαζκα 

(θνπειίηνπ 2002,  Υαηδεπαύινπ 2004) 
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ε πεξίπησζε πνπ ν αζζελήο είλαη παηδί κηθξόηεξν ησλ 5 εηώλ, ζα πξέπεη λα γίλεη 

δηαθνξηθή δηάγλσζε από ην ηζηνθύηησκα, κεηαζηαηηθό όγθν ηνπ Wilm’s, θαη ην 

λεπξνζβιάζηνκα (Herring 2008). 

Μακποζκοπικά Δςπήμαηα (κοπελίηος 2002) 

 Δξπζξόθαηεο ρξνηάο όγθνο 

 Οξηζκέλνη όγθνη κε δηαθνξεηηθό πνζνζηό νζηενπνίεζεο 

 Υσξίο ραξαθηήξεο εηδηθνύο θαη απνθιεηζηηθα δηθνύο ηνπ 

 Μικποζκοπικά Δςπήμαηα (κοπελίηος 2002) 

 Σν θιαζζηθό νζηενζάξθσκα ραξαθηεξίδεηαη από ηελ παξαγσγή θαθνήζνπο 

νζηενεηδνύο ή θαθνήζσλ νζηενδνθίδσλ από ηα πνιιαπιαζηαδόκελα 

λενπιαζκαηηθά θύηηαξα, δηαηαζζόκελα ζε ηαηληνεηδέο, νθηνεηδέο ή 

«δίθελ ηάπεηνο» ζρεκαηηζκνύο. ην θαθόεζεο νζηενεηδέο θαη ζηηο 

θαθνήζεηο νζηενδνθίδεο κπνξεί λα εκθαλίδνληαη θαη λενπιαζκαηηθά 

θύηηαξα πνπ κπνξεί λα είλαη αηξαθηόκνξθα, επηζειηόκνξθα ή 

ζηξνγγπιά θαη κηθξά ζε δηαθνξεηηθέο πνζόηεηεο 

 Δίλαη δπλαηόλ λα ζπλππάξρνπλ πεξηνρέο ρνλδξόκνξθεο ελαιιαζζόκελεο κε 

νζηενβιαζηηθέο αιινηώζεηο. 

 

 πλήζσο ε θπηηαξνινγηθή αηππία είλαη εκθαλήο αιιά ππάξρνπλ θαη 

πεξηπηώζεηο ζηηο νπνίεο δελ είλαη εύθνιν λα δηαγλσζηνύλ. 
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1.1.9 Πξόγλσζε-Θεξαπεία 

Η θιαζηθή ζεξαπεία ηνπ νζηενζαξθώκαηνο είλαη ε λέν-επηθνπξηθή ρεκεηνζεξαπεία, 

αθνινπζεί ε ρεηξνπξγηθή εθηνκή (δηάζσζε ή αθξσηεξηαζκόο ηνπ κέινπο). 

Αθνινπζεί πξόζζεηε επηθνπξηθή ρεκεηνζεξαπεία. Οη πην ζπλεζηζκέλνη 

ρεκεηνζεξαπεπηηθνί παξάγνληεο είλαη: adriamycin (doxorubicin), cisplatinum, 

methotrexate θαη ifosfamide (Fischgrund 2007-2008; Wiesel et al., 2011). 

Η αθηηλνζεξαπεία δελ έρεη ζέζε ζηελ θιαζηθή ζεξαπεία ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. 

Υεηξνπξγείν δηάζσζεο ηνπ άθξνπ επηρεηξείηαη ζην 90% ησλ πεξηπηώζεσλ. Οη 

αζζελείο κε παζνινγηθό θάηαγκα κπνξνύλ λα ζεξαπεπηνύλ κε ρεηξνπξγείν  δηάζσζεο  

ηνπ άθξνπ αιιά ππάξρεη κεγαιύηεξνο θίλδπλνο ηνπηθήο ππνηξνπήο  ζε 

παξεθηνπηζκέλα θαηάγκαηα. Σνπηθή ππνηξνπή κεηά από ρεηξνπξγηθή εθηνκή 

απνηειεί ην 5% ησλ πεξηπηώζεσλ θαη ζπλνδεύεηαη από θαθή πξόγλσζε. Καιή 

ηζηνινγηθή αληίδξαζε θαη επξεία ρεηξνπξγηθή εθηνκή ζρεηίδνληαη κε ρακειό θίλδπλν 

ηνπηθήο ππνηξνπήο. 

Οη επηινγέο αλαθαηαζθεπήο εμαξηώληαη από ηελ  ειηθία ηνπ αζζελνύο θαζώο θαη ηελ 

πεξηνρή πνπ βξίζθεηαη ν όγθνο, πεξηιακβάλεη  κεηαιιηθέο πξνζέζεηο, εκβόιηκα 

αιινκνζρεύκαηα, ζύλζεηα πξνζζεηηθά αιινκνζρεύκαηα, ξπζκηδόκελεο πξνζέζεηο ή 

κνζρεύκαηα αγγεηνύκελεο πεξόλεο (κηθξνρεηξνπξγηθή κέζνδνο). 

Η ζηαδηνπνίεζε ηνπ θαξθηληθνύ όγθνπ απνηειεί ηνλ ζεκαληηθόηεξν πξνγλσζηηθό 

δείθηε. Σν πνζνζηό λέθξσζεο εληόο ηνπ όγθνπ κεηά ηελ λέν-επηθνπξηθή 

ρεκεηνζεξαπεία είλαη ζρεηηθό κε ηελ ζπλνιηθή δηάζσζε (>90% λέθξσζε ζρεηίδεηαη 

κε ζεκαληηθή δηάζσζε). 

Η αύμεζε ηεο LDH θαη ALP έρεη θαηαγξαθεί σο θησρόο πξνγλσζηηθόο παξάγνληαο. 
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Όζνλ αθνξά ηελ ρεηξνπξγηθή ζεξαπεία ησλ θαθνήζσλ όγθσλ, ζθνπόο ηεο είλαη ε 

επξεία εθηνκή ηνπ όγθνπ γηα ηελ κείσζε ηνπ θηλδύλνπ ηνπηθήο ππνηξνπήο. Οη 

επεκβάζεηο δηάζσζεο ηνπ κέινπο πξαγκαηνπνηνύληαη όηαλ πιεξνύληαη δύν βαζηθά 

θξηηήξηα:  

1) Ο ηνπηθόο έιεγρνο ηνπ όγθνπ ζα πξέπεη λα είλαη ηνπιάρηζηνλ 

ηζνδύλακνο κε εθείλνλ πνπ επηηπγράλεη ν αθξσηεξηαζκόο ηνπ 

ζθέινπο. 

2) Σν ζθέινο πνπ πξέπεη λα δηαζσζεί κε ηηο επεκβάζεηο απηέο ζα πξέπεη 

λα είλαη ιεηηνπξγηθό. 

Ο ζηόρνο ζα είλαη ε εθηεηακέλε εθηνκή κε επαξθή πγηή ηζηό πέξημ ηνπ όγθνπ. 

Σα όξηα ηεο ρεηξνπξγηθήο εθηνκήο ηαμηλνκνύληαη κε βάζε ην ζύζηεκα ζηαδηνπνίεζεο 

ηνπ Enneking (Δηθόλα 1.9, Wiesel 2011). 

Δηθόλα 1.9 

 

 

Δηθόλα 1.9: Γηαθνξεηηθνί ηύπνη ρεηξνπξγηθήο εθηνκήο 

νζηενζαξθώκαηνο από ηνλ Martin M. Malawer (Wiesel 

2011). 
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Οη ρεηξνπξγηθέο ηερληθέο είλαη (Campbell 2008): 

Α) Παπςθιαία ή οπιακή εκηομή 

Η εθηνκή γίλεηαη ζηελ αληηδξαζηηθή δώλε ηνπ όγθνπ, ε νπνία ραξαθηεξίδεηαη από 

θιεγκνλώδε θύηηαξα, νίδεκα, ηλώδε ηζηό θαη δνξπθνξηθά θύηηαξα ηνπ όγθνπ. Όηαλ 

αθνξά θαθνήζεηο κεζεγρπκαηηθνύο όγθνπο, ε παξπθηαία εθηνκή έρεη ζαλ απνηέιεζκα 

ηνπηθή ππνηξνπή ζε πνζνζηό 25-50%. Δίλαη ζεκαληηθό λα δηαπηζησζεί αλ ν όγθνο 

έρεη θαιή αληαπόθξηζε ζηελ πξνεγρεηξεηηθή  ρεκεηνζεξαπεία  (πνζνζηά λέθξσζεο 

ηνπ όγθνπ (95-100%). 

Β) Δςπεία εκηομή 

Η εθηνκή πεξηιακβάλεη νιόθιεξν ηνλ όγθν καδί κε ηκήκα πεξηβάιινληνο πγηνύο 

ηζηνύ. Μεηά από επξεία εθηνκή ην πνζνζηό ηνπηθήο  ππνηξνπήο είλαη κηθξόηεξν από 

10 % . 

Γ) Ριζική εκηομή.  

Η αθαίξεζε αθνξά ηνλ όγθν αιιά θαη ην δηακέξηζκα ζην νπνίν εληνπίδεηαη (νζηνύλ, 

γεηηνληθνί πεξηβάιινληεο κύεο, ζύλδεζκνη, ηέλνληεο, ζπλδεηηθνί ηζηνί). 

Γ) Πποεγσειπηηικόρ σειποςπγικόρ ζσεδιαζμόρ γηα ζπνλδπιηθνύο όγθνπο 

(Fischgrund 2007-2008). (Δηθόλα 1.10) 
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Δηθόλα 1.10 

 

Δπικοςπική Θεπαπεία 

Η πνιππαξαγνληηθή ρεκεηνζεξαπεία έρεη ζεκαληηθή ζπκβνιή ηόζν ζηελ 

απνηειεζκαηηθόηεηα ησλ ρεηξνπξγηθώλ επεκβάζεσλ δηάζσζεο ηνπ κέινπο όζν θαη 

ζηελ ειεύζεξε λόζνπ επηβίσζε ησλ αζζελώλ ζηελ πεξίπησζε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο 

(Miller 2010). Ο ζπλεζέζηεξνο κεραληζκόο δξάζεο ηεο ρεκεηνζεξαπείαο είλαη ε 

αύμεζε ηνπ πξνγξακκαηηζκέλνπ θπηηαξηθνύ ζαλάηνπ (θπηηαξηθή απόπησζε). Σα 

πεξηζζόηεξα πξσηόθνιια ρεκεηνζεξαπείαο πεξηιακβάλνπλ πξνεγρεηξεηηθή 

ρεκεηνζεξαπεία γηα 8-24 εβδνκάδεο (Miller2010). Μεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο 

πξνεγρεηξεηηθήο ρεκεηνζεξαπείαο, γίλεηαη εθ λένπ ζηαδηνπνίεζε θαη ε επέκβαζε 

δηάζσζεο ηνπ κέινπο εάλ είλαη δπλαηόλ θαη αθνινπζεί κεηεγρεηξεηηθή 

ρεκεηνζεξαπεία γηα   6-12 κήλεο. Η doxorubicin,  κεγάιεο δόζεηο methotrexate, θαη  

cisplatine ρξεζηκνπνηνύληαη ζπρλόηεξα (Miller 2010). 

Οη αζζελείο κε νζηενζάξθσκα ρσξίο ζπζηεκαηηθέο κεηαζηάζεηο έρνπλ κέρξη 60-80% 

πηζαλόηεηα γηα καθξνρξόληα επηβίσζε ειεύζεξεο λόζνπ κε ην ζπλδπαζκό 

πνιππαξαγνληηθήο ρεκεηνζεξαπείαο θαη ρεηξνπξγηθήο επέκβαζεο  κε επξεία εθηνκή 

Δηθόλα 1.10: Πξνηεηλόκελα 

ρεηξνπξγηθά ζηάδηα γηα όγθνπο 

ηεο ζπνλδπιηθήο ζηήιεο. Α: 

εμσ-νζηηθνί καιαθνί ηζηνί, B: 

ελδν-νζηηθνί (επηθαλεηαθνί), C: 

ελδν-νζηηθνί (βαζείο), D: εμσ-

νζηηθνί (εμσκεληγγηθνί). Σα 

λνύκεξα 1-12 είλαη πηζαλέο 

ζέζεηο όγθσλ. (Fischgrund 

2007-2008). 

. 
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ηνπ όγθνπ θαη 10%-20% επηβίσζεο ζε πεξηπηώζεηο κε παξνπζία κεηαζηάζεσλ 

(Miller 2010). Η πιήξεο ρεηξνπξγηθή αθαίξεζε ησλ κεηαζηάζεσλ αλ είλαη δπλαηή ζα 

παίμεη ξόιν ζηελ πξόγλσζε ηνπ αζζελνύο. Η πξόγλσζε ζα εμαξηεζεί από ηελ 

έθθξαζε P – γιπθνπξσηεηλώλ, ηελ δηήζεζε κεγάισλ αγγείσλ θαη ην κεγάιν κέγεζνο 

ηνπ όγθνπ (Υαηδεπαύινπ et al., 2004). 

 

1.1.10 Δπηβίσζε 

Η 5εηήο επηβίσζε ζηνπο αζζελείο κε εληνπηζκέλν νζηενζάξθσκα ζηα άθξα είλαη 

65%-70%. Η 5εηήο επηβίσζε κε ππειηθό νζηενζάξθσκα είλαη 25%. Η 5εηεο επηβίσζε 

ζε αζζελείο κε κεηαζηαηηθή λόζν είλαη 20%. Οη πην ζπλεζηζκέλεο κεηαζηάζεηο είλαη 

ζηνπο πλεύκνλεο θαη ακέζσο κεηά ζηα νζηά. Δπηζεηηθή θαζπζηεξεκέλε ζεξαπεία  >1 

έηνπο ζε πλεπκνληθέο κεηαζηάζεηο κε ζσξαθνηνκή επηηπγράλνπλ πεξίπνπ 30% 5εηή 

επηβίσζε. Οη αζζελείο κε νζηηθέο κεηαζηάζεηο εκθαλίδνπλ ηελ ρεηξόηεξε πξόγλσζε 

πεληαεηνύο επηβίσζεο. Οη γεηηνληθέο κεηαζηάζεηο πεξηιακβάλνπλ ην 10% θαη έρνπλ 

παξόκνηα πξόγλσζε κε ηηο πλεπκνληθέο κεηαζηάζεηο (Υαηδεπαύινπ et al., 2004; 

Λακπίξεο 2003; Miller 2010; θνπειίηνπ 2002). 

 

2.1 Δμσθπηηάξηα ζεκέιηα νπζία (ECM) θαη κηθξέο πινύζηεο ζε ιεπθίλε 

πξσηενγιπθάλεο (SLRPs) 

 

2.1.1 πλδεηηθόο ηζηόο – Δμσθπηηάξηα ζεκέιηα νπζία (ECM) 

ηνλ αλζξώπηλν νξγαληζκό αλαγλσξίδνληαη ηέζζεξα είδε ηζηώλ: ν επηζειηαθόο, ν 

λεπξηθόο, ν κπτθόο θαη ν εξεηζηηθόο ή ζπλδεηηθόο. ηνπο ζπλδεηηθνύο ηζηνύο αλήθνπλ 
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ηζηνί κε θνηλή πξνέιεπζε αιιά δηαθνξεηηθέο ιεηηνπξγίεο, όπσο παξαδείγκαηνο ράξηλ 

ν νζηίηεο ηζηόο, ην αίκα θαη ν ζηεξηθηηθόο ηζηόο. Κύξην ραξαθηεξηζηηθό όισλ απηώλ 

ησλ ηύπσλ είλαη πσο απνηεινύληαη από θύηηαξα θαη άθζνλε εμσθπηηάξηα ζεκέιηα 

νπζία (extracellular matrix – ECM).  Η εμσθπηηάξηα ζεκέιηα νπζία, πέξα από δνκηθή 

θαη κεραληθή ζηήξημε, ζπκβάιιεη επίζεο ζηελ θπηηαξηθή αλάπηπμε, επηβίσζε, 

δηαθνξνπνίεζε θαη κνξθνγέλεζε ησλ ηζηώλ (Pickup et al., 2014). Η ζεκαζία ηεο 

γίλεηαη έληνλα θαλεξή από ην κεγάιν πιήζνο ζπλδξόκσλ, ζνβαξά θαη κε, πνπ 

πξνθύπηνπλ από γελεηηθέο αλσκαιίεο ησλ πξσηετλώλ ηεο εμσθπηηάξηαο ζεκέιηαο 

νπζίαο (Jarvelainen et al., 2009). Παξάγεηαη από ηελ πιεηνςεθία ησλ ζηεξηθηηθώλ 

θπηηάξσλ ηνπ ζπλδεηηθνύ ηζηνύ. Σα ζηεξηθηηθά θύηηαξα παίδνπλ θαζνξηζηηθό ξόιν 

ζηε κεραληθή ζηήξημε ησλ ηζηώλ, θαζώο δηαζέηνπλ κεραληζκνύο πξνζθόιιεζεο, 

κέζσ ησλ νπνίσλ αιιειεπηδξνύλ θαηά θύξην ιόγν κε ηελ εμσθπηηάξηα ζεκέιηα 

νπζία. Σα θπξηόηεξα ζπζηαηηθά ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο είλαη νη ηληδηθέο πξσηεΐλεο, 

νη πξσηενγιπθάλεο (PGs) θαη νη γιπθνδακηλνγιπθάλεο (GAGs) (Jarvelainen et al., 

2009; Schaefer and Schaefer, 2010). Οη θπξηόηεξεο ηληδηθέο πξσηεΐλεο ηεο 

εμσθπηηάξηαο ζεκέιηαο νπζίαο είλαη ην θνιιαγόλν, ε ηληδίλε, ε ειαζηίλε θαη ε 

ηλνλεθηίλε (Frantz et al., 2010).  

2.1.2 Πξσηενγιπθάλεο  

Οη πξσηενγιπθάλεο (PGs) απνηεινύληαη από έλαλ πξσηετληθό θνξκό, πάλσ ζηνλ 

νπνίν κία ή πεξηζζόηεξεο αιπζίδεο γιπθνδακηλνγιπθαλώλ ζπλδένληαη νκνηνπνιηθά. 

Παξά ην γεγνλόο όηη κόλν έλα κηθξό πνζνζηό πξσηετλώλ έρνπλ ηε δπλαηόηεηα λα 

γιπθνδπιηώλνληαη θαη λα γίλνληαη πξσηενγιπθάλεο, είλαη πιένλ απνδεδεηγκέλν όηη ηα 

καθξνκόξηα απηά επηηεινύλ πιήζνο ιεηηνπξγηώλ. Οη ιεηηνπξγίεο απηέο εμαξηώληαη 

από ηνλ ηύπν ηεο πξσηενγιπθάλεο θαη ηελ ηνπνινγία ηεο ζηνλ νξγαληζκό. Δπίζεο 

παίδνπλ ζεκαληηθό ξόιν ζε ζπνλδπισηνύο θαη αζπόλδπινπο νξγαληζκνύο, ζε όηη 
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αθνξά ηελ αλάπηπμε, δηαηήξεζε θαη επηδηόξζσζε ησλ ηζηώλ ηνπο (Couchman and 

Pataki, 2012). 

ηνλ νξγαληζκό, όιεο νη αιπζίδεο γιπθνδακηλνγιπθαλώλ, εθηόο ηνπ παινπξνληθνύ 

νμένο (HA), κπνξνύλ λα ζπλδεζνύλ νκνηνπνιηθά κε έλαλ πξσηετληθό θνξκό 

πξνθεηκέλνπ λα πξνθύςεη κία πξσηενγιπθάλε. Η νκνηνπνιηθή απηή έλσζε 

ζπληειείηαη κέζσ ελόο ζπγθεθξηκέλνπ ηξηζαθραξίηε, ν νπνίνο πεξηιακβάλεη δύν 

θαηάινηπα γαιαθηόδεο (Gal) θαη έλα θαηάινηπν μπιόδεο (Xyl).  

Καηά ζπλέπεηα ε ζπλνιηθή έλσζε έρεη ηε κνξθή: 

 GAG-GalGalXyl-O-CH2-protein  

Σα θαηάινηπα απηά ζπλδένληαη κε ηνλ πξσηετληθό θνξκό κέζσ ελόο Ο-γιπθνδηηηθνύ 

δεζκνύ ζε έλα θαηάινηπν ζεξίλεο. Οξηζκέλεο κνξθέο ζεητθήο θεξαηάλεο (KS) 

ζπλδένληαη ζηνλ θνξκό απηό κέζσ Ν-αζπαξαγηληιηθνύ δεζκνύ (Gandhi and Mancera, 

2008). 

Πξνθεηκέλνπ λα ηαμηλνκεζνύλ νη πξσηενγιπθάλεο, ζα ιεθζνύλ ππόςηλ ηξία 

θξηηήξηα. Σα θξηηήξηα απηά είλαη: ε ηνπνινγία ηνπο (θπηηαξηθή ή ππνθπηηαξηθή), ε 

ζπλνιηθή έθθξαζε γνληδίσλ/πξσηετλώλ θαη ε παξνπζία ζπγθεθξηκέλσλ πξσηετληθώλ 

κνλάδσλ πάλσ ζηνπο αληίζηνηρνπο πξσηετληθνύο θνξκνύο. Με βάζε ηα παξαπάλσ, 

πξνθύπηνπλ νη εμήο PGs. (Δηθόλα 1.11). 
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Δηθόλα 1.11 

 

 

 

 

Λακβάλνληαο ππόςηλ ην θξηηήξην ηεο ηνπνινγίαο ησλ πξσηενγιπθαλώλ, πξνθύπηεη 

κόλν κία ελδνθπηηαξηθή πξσηενγιπθάλε, ε ζεξγιίλε, ε νπνία είλαη ε κόλε πνπ θέξεη 

αιπζίδα επαξίλεο (Iozzo and Schaefer, 2015). Δπίζεο, είλαη παθεηαξηζκέλε κέζα ζε 

Δηθόλα 1.11:  Καηεγνξηνπνίεζε πξσηενγιπθαλώλ (PGs). (Iozzo and Schaefer 2015) 
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θνθθία καζηνθπηηάξσλ θαη ιεηηνπξγεί ζαλ βηνινγηθή «θόιια» γηα ηελ πιεηνςεθία 

ησλ πξσηεαζώλ πνπ βξίζθνληαη κέζα ζε απηά ηα θνθθία (Douaiher et al., 2014). ηελ 

θπηηαξηθή επηθάλεηα εληνπίδνληαη δύν θαηεγνξίεο πξσηενγιπθαλώλ, νη 

δηακεκβξαληθέο θαη νη GPI-anchored. ηηο δηακεκβξαληθέο αλήθνπλ νη ζπλδεθάλεο 1-

4, ε NG2, ε β-γιπθάλε θαη ε θσζθαθάλε, ελώ ε κνλαδηθέο GPI-anchored 

πξσηενγιπθάλεο είλαη νη γιππηθάλεο 1-6. Γύξσ από ην θύηηαξν εληνπίδνληαη νη 

πξσηενγιπθάλεο βαζηθήο κεκβξάλεο, νη νπνίεο είλαη ε perlecan, ε agrin, ην 

θνιιαγόλν ΥVIII θαη ην θνιιαγόλν XV. Σέινο, εμσθπηηαξηθά δηακνξθώλνληαη ηξείο 

ππνθαηεγνξίεο, νη παιεθηάλεο/ιεθηηθάλεο, νη κηθξέο πινύζηεο ζε ιεπθίλε 

πξσηενγιπθάλεο (SLRPs) θαη νη spock. ηηο παιεθηάλεο-ιεθηηθάλεο αλήθνπλ νη: 

αγγξηθάλε, βεξζηθάλε, λεπξνθάλε θαη κπξεβηθάλε. Η κνλαδηθή ππνθαηεγνξία ζηηο 

spock είλαη ηεζηηθάλεο 1-3. Οη SLRPs ηαμηλνκνύληαη ζε 5 ηάμεηο (Iozzo and Schaefer, 

2015) (Πίλαθαο 1.2). 

 

Πίλαθαο 1.2 

Τάξθ Ι Ταξθ ΙΙ Τάξθ ΙΙΙ Τάξθ ΙV Τάξθ V 

Διγλυκάνθ 

Ντεκορίνθ 

Αςπορίνθ 

ECM2 

ECMX 

 

Ινομοδουλίνθ 

Λουμικάνθ 

PRELP 

Κερατοκάνθ 

Osteoadherin 

Epiphycan 

Opticin 

Osteoglycin 

Chondreadherin 

Nyctalopin 

Tsukushi 

Podocan 

Podocan-Like 1 
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2.2 Μηθξέο πινύζηεο ζε ιεπθίλε πξσηενγιπθάλεο (SLRPs)  

 

2.2.1 Δηζαγσγή 

Η ηάμε ησλ κηθξώλ πινύζησλ ζε ιεπθίλε πξσηενγιπθαλώλ (SLRPs) είλαη κηα 

νηθνγέλεηα νκόινγσλ πξσηενγιπθαλώλ κε κηθξό (36 – 42 kDa) πξσηετληθό θνξκό 

ζπγθξηηηθά κε ηηο κεγαιύηεξεο πξσηενγιπθάλεο ηνπ ρόλδξνπ θαη ηηο κεζεγρπκαηηθέο 

πξσηενγιπθάλεο. Οη SLRPs εθθξάδνληαη ζηηο πεξηζζόηεξεο πεξηνρέο ηνπ ζθειεηνύ 

θαη θαηέρνπλ εηδηθνύο ξόινπο θαηά ηε δηάξθεηα όισλ ησλ θάζεσλ ηνπ ζρεκαηηζκνύ 

ησλ νζηώλ. Γξνπλ θαη κεηαβάιινπλ ζεκαληηθέο ιεηηνπξγίεο ησλ θπηηάξσλ όπσο ν 

θπηηαξηθόο πνιιαπιαζηαζκόο, ε ελαπόζεζε νξγαληθήο εμσθπηηάξηαο ζεκέιηαο 

νπζίαο, ε αλαθαηαζθεπή θαη ε ελαπόζεζε αλόξγαλεο νπζίαο. Απηό επηηπγράλεηαη 

κέζσ ησλ βαζηθώλ ζεκαηνδνηηθώλ κνλνπαηηώλ πνπ ξπζκίδνπλ ηελ νζηενγέλεζε, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ δξαζηεξηνηήησλ ηνπ απμεηηθνύ παξάγνληα ηνπ 

κεηαζρεκαηηζκνύ-β (TGF-β), ησλ κνξθνγελεηηθώλ πξσηετλώλ ησλ νζηώλ (BMPs), 

ησλ πξσηετλώλ Wnt θαη ηνπ ππξεληθνύ παξάγνληα NF-θΒ, πνπ επεξεάδνπλ ηόζν ηνλ 

αξηζκό ησλ δηαζέζηκσλ νζηενβιαζηώλ όζν θαη ηελ αθόινπζε αλάπηπμε, 

δηαθνξνπνίεζε θαη ιεηηνπξγία ηνπο. Από ηελ άιιε πιεπξά, ε κείσζε ησλ SLRPs 

ζπζρεηίδεηαη κε εθθπιηζηηθέο αζζέλεηεο, όπσο ηελ νζηενπόξσζε θαη ηνλ έθηνπν 

ζρεκαηηζκό ησλ νζηώλ.  

 

2.2.2 Γνκή θαη ηαμηλόκεζε ησλ SLRPs 

Οη κηθξέο πινύζηεο ζε ιεπθίλε πξσηενγιπθάλεο (SLRPs) αξρηθά νξίζηεθαλ σο 

πξσηενγιπθάλεο κε ζρεηηθά κηθξό πξσηετληθό θνξκό (36 – 42 kDa) πνπ έρνπλ 
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δηαδνρηθέο επαλαιήςεηο ιεπθίλεο θαη πθίζηαληαη κεηά-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο πξνζζήθεο πιεπξηθώλ αιπζίδσλ γιπθνδακηλνγιπθαλώλ 

πνηθίισλ ηύπσλ (Iozzo and Murdoch 1996, Iozzo 1997). Η θαηαλνκή θαη ε έθθξαζε 

ηνπο ζε ζηξαηεγηθέο ζέζεηο ζηελ εκβξπνγέλεζε θαη ηελ επηδηόξζσζε ηνπ ηζηνύ 

θαηαδεηθλύνπλ όηη νη ιεηηνπξγίεο ησλ SLRPs έρνπλ ζεκαληηθέο ζπλέπεηεο. Αξρηθά, νη 

SLRPs ηαμηλνκήζεθαλ ζε ηξεηο μερσξηζηέο ηάμεηο βάζεη ηεο ζπληήξεζεο ηεο 

αιιεινπρίαο ησλ λνπθιενηηδίσλ, ηεο νξγάλσζεο ησλ δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ ζην N-

ηειηθό άθξν θαη ην C-ηειηθό άθξν ηνπο, θαη ηεο γνληδησκαηηθήο νξγάλσζήο ηνπο 

(Iozzo 1997, Danielson et al., 1993). Πξόζθαηα, ε γνληδηαθή νηθνγέλεηα ησλ SLRPs 

επεθηάζεθε θαη πεξηιακβάλεη 18 γνλίδηα πνπ ηαμηλνκνύληαη ζε πέληε μερσξηζηέο 

ππννηθνγέλεηεο (Πίλαθαο 2.3) (Schaefer and Iozzo 2008, Iozzo et al., 2011), 

επηπξνζζέησο βάζεη ησλ πινύζησλ ζε θπζηεΐλε ζπκπιεγκάησλ ηνπ Ν-ηειηθνύ άθξνπ 

ηνπ πξσηετληθνύ ππξήλα θαη ησλ επαλαιήςεσλ EAR (επαλαιήςεηο ηνπ C-ηειηθνύ 

άθξνπ εηδηθέο γηα ηηο SLRPs) (McEwan et al., 2006), ηεο νξγάλσζεο ησλ 

ρξσκνζσκάησλ (Schaefer and Iozzo 2008, Iozzo et al., 2011) θαη ηεο ζεκαληηθήο 

ιεηηνπξγηθήο θνηλνηνπίαο ελ όςεη ηνπ γεγνλόηνο όηη κεξηθέο SLRPs δελ είλαη ηππηθέο 

πξσηενγιπθάλεο (Schaefer and Iozzo 2008). Δπνκέλσο, ηα κέιε ηεο ηάμεσο I, ε 

ληεθνξίλε (DCN) θαη ε δηγιπθάλε (BGN), πεξηέρνπλ πιεπξηθέο αιπζίδεο 

ρνλδξντηίλεο ή ζεηηθήο δεξκαηάλεο, ζε αληίζεζε κε ηελ αζπνξίλε πνπ πεξηγξάθεθε 

πην πξόζθαηα (Henry et al., 2001, Kizawa et al., 2005). Από ηελ άιιε πιεπξά, όια ηα 

κέιε ηεο ηάμεσο II θέξνπλ αιπζίδεο ζεηηθήο θεξαηάλεο ή πνιπιαθηνδακίλεο ζηηο 

πινύζηεο ζε ιεπθίλε επαλαιήςεηο ηνπο, ελώ ηα κέιε ηεο ηάμεσο III κεηαθέξνπλ 

ζεηηθή θεξαηάλε (νζηενγιπθίλε), ρνλδξντηίλε/ζεηηθή δεξκαηάλε (επηθπθάλε) ή 

θαζόινπ αιπζίδεο γιπθνδακηλνγιπθαλώλ (νπηηθίλε) (Schaefer and Iozzo 2008, 

Sanders et al., 2003). Ωζηόζν, ηα πεξηζζόηεξα κέιε ησλ κε θαλνληζηηθώλ ηάμεσλ IV 
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θαη V (Neame et al., 1994, Pusch et al., 2000, Ohta et al., 2006, Shimizu-Hirota et al., 

2004) σο κε αλακελόκελν δελ έρνπλ αιπζίδεο γιπθνδακηλνγιπθαλώλ κε εμαίξεζε ηε 

ρνλδξναληρεξίλε, πνπ ππνθαζίζηαηαη από ζεηηθή θεξαηάλε (Neame et al., 1994). 

Δπνκέλσο, ηα κνλαδηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ πξσηετληθώλ ηνπο θνξκώλ θαη ε 

παξνπζία ησλ γιπθνδακηλνγιπθαλώλ καδί κε ηηο εηδηθέο κεηακεηαθξαζηηθέο 

ηξνπνπνηήζεηο - αμηνζεκείσηεο αιιαγέο ζην βαζκό ηνπ επηκεξηζκνύ θαη ηεο ζείσζεο 

ησλ γιπθνδακηλνγιπθαλώλ - ραξαθηεξίδνπλ απηήλ ηελ ηάμε ησλ πξσηενγιπθαλώλ κε 

πςειή δνκηθή πνιππινθόηεηα. 

 

Πίλαθαο 1.3 

Σάμεηο ησλ SLRPs: νξγάλσζε θαη αιιειεπηδξώζεο πξσηεΐλεο. 

Τάξεις των 
SLRPs 

Μζλη των τάξεων Παράμετροι ταξινόμησης 
Παράμετροι 
δζσμευσης 

I 

Διγλυκάνθ (BGN) 
Ντεκορίνθ (DCN) 
Αςπορίνθ 
ECM-2 

Τα Ν-τελικά άκρα ζχουν τυπικό 
ςφμπλεγμα κατάλοιπων κυςτεΐνθσ 
που ςχθματίηει δφο 
διςουλφιδικοφσ δεςμοφσ. Η 
ντεκορίνθ και θ διγλυκάνθ 
μποροφν να υποκαταςτακοφν από 
μία ι δφο πλευρικζσ αλυςίδεσ 
χονδροϊτίνθσ/κειικισ δερματάνθσ. 
Η αςπορίνθ ςτερείται του τυπικοφ 
διπεπτιδίου Ser-Gly και πλευρικϊν 
αμινοξζων που απαιτοφνται για 
τθν προςκικθ 
γλυκοηαμινογλυκανϊν (7, 8). Η 
ECM2 είναι πολφ μεγαλφτερθ και 
δομικά διαφορετικι από τισ 
ςυμβατικζσ SLRPs, οι LRRs τθσ είναι 
κατά 35% ίδιεσ με τισ αντίςτοιχεσ 
περιοχζσ τθσ ντεκορίνθσ και το 
γονίδιο τθσ ECM2 ςυνδζεται με 
φυςικό τρόπο με τθν αςπορίνθ ςτο 
χρωμόςωμα 9 (4). 

Η διγλυκάνθ και θ ντεκορίνθ 
δεςμεφουν τον TGF-β μζςω 
των πρωτεϊνικϊν τουσ 
πυρινων με τιμζσ Kd από 1 
ζωσ 20 nm για κζςθ 
δζςμευςθσ υψθλισ ςυγγζνειασ 
και από 50 ζωσ 200 nm για 
κζςθ δζςμευςθσ χαμθλότερθσ 
ςυγγζνειασ (21), τον TNF-α 
μζςω τόςο του πρωτεϊνικοφ 
πυρινα όςο και των αλυςίδων 
των γλυκοηαμινογλυκανϊν με 
Kds, 0.26 μm και 0.81 μm για 
τθ διγλυκάνθ και τθ ντεκορίνθ 
αντίςτοιχα (26). Η διγλυκάνθ 
δεςμεφει τουσ BMP-4 (22), 
TLR-2/4 (33, 34) και 
BMP2/ALK6 (51). Η ντεκορίνθ 
δεςμεφεται ςτον PDGF (15), 
ςτον υποδοχζα (IGF-I) ςτα 
ενδοκθλιακά κφτταρα με 
ςυγγζνεια ςε εφροσ 
νανογραμμομορίων (Kd = 18 
nm) που μπορεί να ςυγκρικεί 
με τον IGF-I (Kd = 1.2 nm) (27), 
τον EGFR (28), ςτον Met (32) 
και ςτον TLR2/4 (37). Η 
αςπορίνθ δεςμεφει τον TGF-β1 
και αυτι θ δζςμευςθ 
αναςτζλλεται ςθμαντικά από 
τθ ντεκορίνθ, τθ διγλυκάνθ και 
τθν ινομοδουλίνθ (8). 

II 

Ινομοδουλίνθ (FMOD) 
Λουμικάνθ (LUM) 
PRELP 
Κερατοκάνθ (KERA) 

Οι SLRPs τθσ τάξεωσ II περιζχουν 
ςυμπλζγματα κατάλοιπων κειικισ 
τυροςίνθσ ςτα Ν-τελικά άκρα τουσ 
που κα μποροφςαν να 

Η λουμικάνθ υποςτθρίηεται ότι 
δεςμεφει τον FasL (38), 
ρυκμίηει τθ ςθματοδότθςθ του 
TGF-β (40) και αλλθλεπιδρά με 
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Οςτεοαντχερίνθ (OSAD) 
 

ςυνειςφζρουν ςτθν πολυανιονικι 
φφςθ των SLRPs. Αυτζσ οι SLRPs 
περιζχουν πρωταρχικά κειικι 
κερατάνθ και πολυλακτοηαμίνθ, 
μια μθ κειικι μορφι τθσ κειικισ 
κερατάνθσ, και τα αντίςτοιχα 
γονίδιά τουσ ζχουν παρόμοια 
εξονικι οργάνωςθ (τρία εξόνια ) με 
ζνα μεγάλο κεντρικό εξόνιο που 
κωδικοποιεί τισ περιςςότερεσ 
πλοφςιεσ ςε λευκίνθ επαναλιψεισ 
(LRRs) (4). 

τον πυρθνικό παράγοντα κΒ 
του p65 (NF-κΒ) (65). 

III 

Επιφυκάνθ (EPYC) 
Οπτικίνθ (OPTC) 
Οςτεογλυκίνθ (OGN) 

 

Τα τρία μζλθ αυτισ τθσ τάξεωσ 
χαρακτθρίηονται από ζναν ςχετικά 
μικρό αρικμό LRRs (επτά LRRs) και 
γονιδιωματικι οργάνωςθ που 
αποτελείται από επτά εξόνια. Αν 
και οι περιςςότερεσ SLRPs ζχουν 
αλλθλουχία για τθν προςκικθ 
γλυκοηαμινογλυκανϊν, οριςμζνεσ 
υπάρχουν ωσ γλυκοπρωτεΐνεσ 
ςτουσ ιςτοφσ (4, 9).  

Η οπτικίνθ δεςμεφει τθν 
αυξθτικι ορμόνθ (9). 

IV 

Χονδροαντχερίνθ (CHAD) 
Νυκταλοπίνθ (NYC) 
Tsukushi (TSKU) 

 

Η τάξθ IV, μια μθ κανονιςτικι τάξθ 
των SLRPs, υποςτθρίηεται ότι 
αποτελείται από χονδροαντχερίνθ 
και νυκταλοπίνθ (10, 11) και ζνα 
νζο μζλοσ που ονομάηεται Tsukushi 
(12). Η νυκταλοπίνθ είναι πολφ 
ενδιαφζρουςα επειδι αποτελεί το 
πρϊτο μζλοσ ςτερεωμζνο ςε 
γλυκοςιλφωςφατιδιλινοςιτόλθ που 
περιγράφεται και το δεφτερο που 
ςυνδζεται ςτο χρωμόςωμα Χ (11). 
Ο Tsukushi ζχει αντίςτοιχεσ 
λειτουργικζσ ιδιότθτεσ με τισ SLRPs 
τθσ τάξεωσ I (12). 

Ο Tsukushi είναι αναςτολζασ 
των μορφογενετικϊν 
πρωτεϊνϊν των οςτϊν και 
ςχθματίηει τριμερζσ 
ςφμπλεγμα με μορφογενετικζσ 
πρωτεΐνεσ των οςτϊν και 
χορδίνθ (12). 

V 

Ποδοκάνθ (PODN) 
Πρωτεΐνθ 1 τφπου ποδοκάνθσ 
(PODN-1) 
 

Η τάξθ V, μια νζα μθ κανονιςτικι 
τάξθ των SLRPs, υποςτθρίηεται ότι 
περιζχει δφο γονίδια, τθν 
ποδοκάνθ που εντοπίηεται ςτο 
χρωμόςωμα 1 και μια ιδιαίτερα 
ομόλογθ πρωτεΐνθ 1 τφπου 
ποδοκάνθσ (NCB1 αρικμόσ 
ειςαγωγισ 079101) που 
εντοπίηεται ςτο χρωμόςωμα 19. Αν 
και αυτζσ οι πρωτεΐνεσ ζχουν 
διαφορετικό ςφμπλεγμα πλοφςιο 
ςε κυςτεΐνθ του Ν-τελικοφ άκρου, 
ζχουν 20 LRRs με ομολογία ςτα 
μόρια των τάξεων I και II. Επιπλζον, 
θ ποδοκάνθ δεςμεφει το 
κολλαγόνο I και εμποδίηει τθν 
κυτταρικι ανάπτυξθ μζςω 
επαγωγισ τθσ p21, και άλλα μζλθ 
των SLRPs ζχουν αυτζσ τισ δφο 
λειτουργικζσ ιδιότθτεσ (13). 

Η ποδοκάνθ δεςμεφει το 
κολλαγόνο και αυξάνει τθν 
ζκφραςθ τθσ p21 (13). 
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2.2.3 Λεηηνπξγηθό δίθηπν ησλ SLRPs 

Μεηά ηε ζύλζεζε νη πεξηζζόηεξεο SLRPs εθθξίλνληαη ζηελ ECM, όπνπ είηε 

δηαζθνξπίδνληαη θαη δεζκεύνληαη ζηα ζπζηαηηθά ηεο π.ρ. θνιιαγόλα, ή παξακέλνπλ 

ειεύζεξεο. Η ζπγθέληξσζε ησλ SLRPs ζηελ εμσθπηηάξηα ζεκέιηα νπζία θαίλεηαη όηη 

είλαη απζηεξά πξνθαζνξηζκέλε κε ζπγθεθξηκέλεο SLRPs λα θαηαλέκνληαη θπξίσο 

ζηελ εμσθπηηάξηα ζεκέιηα νπζία ηνπ ζπλδεηηθνύ ηζηνύ (δειαδή αθόκα πεξηζζόηεξν 

απνκαθξπζκέλεο από ην θύηηαξν), ελώ άιιεο ζπγθεληξώλνληαη ζηελ εμσθπηηάξηα 

ζεκέιηα νπζία πνπ πεξηβάιιεη άκεζα ηα θύηηαξα (Henry et al., 2001, Schaefer and 

Schaefer 2010, Gruber et al., 2002). Δπηπιένλ, ε ζπγθέληξσζε ησλ SLRPs ζε 

ζπγθεθξηκέλεο πεξηνρέο ηνπ θπηηάξνπ εμαξηάηαη από ηνλ ηζηό πξνέιεπζεο (Eggli et 

al., 1985, Vanderploeg et al., 2012). Οη SLRPs ηεο εμσθπηηάξηαο ζεκέιηαο νπζίαο ηνπ 

ζπλδεηηθνύ ηζηνύ δεζκεύνληαη ζε πνηθίινπο ηύπνπο θνιιαγόλσλ θαη έηζη ξπζκίδνπλ 

ηελ θηλεηηθή, ηε ζπγθέληξσζε θαη ηελ ηδηαίηεξε νξγάλσζε ησλ ηληδίσλ ηνπ δέξκαηνο, 

ησλ ηελόλησλ, ησλ νζηώλ θαη ηνπ θεξαηνεηδνύο ρηηώλα (Δηθόλα 1.12A) (Iozzo 1997, 

Reed and Iozzo 2002, Zhang et al., 2006, Chakravarti et al., 2006).   

Ωζηόζν, πέξα από ην γεγνλόο όηη είλαη απνκαθξπζκέλεο θπξίσο ζηελ εμσθπηηάξηα 

ζεκέιηα νπζία, νη SLRPs ηεο εμσθπηηάξηαο ζεκέιηαο νπζίαο ηνπ ζπλδεηηθνύ ηζηνύ 

ππάξρνπλ επίζεο θαη σο δηαιπηά κόξηα, π.ρ. όηαλ απειεπζεξώλνληαη από ηελ 

εμσθπηηάξηα ζεκέιηα νπζία κε πξσηενιπηηθή πέςε ησλ ηζηώλ πνπ έρνπλ ππνζηεί 

βιάβε. Σόζν νη δεζκεπκέλεο όζν θαη νη δηαιπηέο SLRPs αιιειεπηδξνύλ κε πνηθίινπο 

απμεηηθνύο παξάγνληεο, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ TGF-β (Δηθόλα 1.12Β) 

(Hildebrand et al., 1994), ηεο κνξθνγελεηηθήο πξσηεΐλεο ησλ νζηώλ BMP4 (Chen et 

al., 2004), ηεο πξσηεΐλεο WISP-1 (Wnt1-πξνθιεηά εθθξηλόκελε πξσηεΐλε-1) 

(Desnoyers et al., 2001), ηνπ παξάγνληα von Willebrand (Guidetti et al., 2004), ηνπ 
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απμεηηθνύ παξάγνληα αηκνπεηαιίσλ PDGF (Nili et al., 2003), ηνπ παξάγνληα 

λέθξσζεο όγθσλ TNF-α (Tufvesson and Thorsson 2002) θαη ηνπ απμεηηθνύ 

παξάγνληα I ηύπνπ ηλζνπιίλεο (IGF-I) (Schonherr et al., 2005). 

Δηθόλα 1.12 

 

Δηθόλα 1.12: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ ξόισλ ησλ SLRPs θαη ηα εηδηθά ζεκαηνδνηηθά 

κνλνπάηηα ηνπο ζηελ νζηενγέλεζε θαη ηελ αλαθαηαζθεπή. A. Οη SLRPs έρνπλ εηδηθνύο ξόινπο 

ζε όιεο ηηο θάζεηο ηνπ ζρεκαηηζκνύ ησλ νζηώλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ πεξηόδσλ πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηνλ θπηηαξηθό πνιιαπιαζηαζκό, ηελ ελαπόζεζε ηεο νξγαληθήο ζεκέιηαο νπζίαο, 

ηελ αλαθαηαζθεπή θαη ηελ ελαπόζεζε αλόξγαλεο νπζίαο. B. Η δέζκεπζε ηνπ TGF-β ζηηο SLRPs 

(ηε ληεθνξίλε θαη ηε ινπκηθάλε) ξπζκίδεη ηε ζεκαηνδόηεζε θαζνδηθήο ξνήο ησλ Smad2/3 

δηεπθνιύλνληαο ή εκπνδίδνληαο ηελ παξνπζίαζε ηνπ πξνζδέηε ζηνπο αληίζηνηρνπο ππνδνρείο, 

ώζηε λα ειέγρεηαη ν ζρεκαηηζκόο ησλ νζηώλ. C. Η δηγιπθάλε δηεγείξεη ηε θσζθνξπιίσζε ηεο 

ξπζκηδόκελεο από εμσθπηηάξην ζήκα θηλάζεο ERK θαη ηε κεηαγσγή ηνπ ζήκαηνο κέζσ ηνπ 

κεηαγξαθηθνύ παξάγνληα Runx2, ώζηε λα πξνσζήζεη ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ νζηενβιαζηώλ. D. 

Η δηγιπθάλε δηαηεξεί ηε δέζκεπζε ηνπ BMP2/ALK6 γηα λα βειηηώζεη ηε θσζθνξπιίσζε ησλ 

Smad1/5/8, ώζηε λα δηεπθνιύλεη ηε ζεκαηνδόηεζε θαζνδηθήο ξνήο πνπ ζρεηίδεηαη κε ηελ 

νζηενγέλεζε. E. Η δηγιπθάλε πξνσζεί ηε δέζκεπζε ηνπ Wnt3a ζηελ ππνκνλάδα ηνπ 

ζπλππνδνρέα LRP6 (πνπ ρξεζηκνπνηεί ηνλ ππνδνρέα ησλ πξσηετλώλ κε ειηθνεηδή κνξθή 
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(Frizzled) γηα νινθιεξσκέλε ζεκαηνδόηεζε κέζσ ησλ Wnt) θη έηζη ελεξγνπνηεί ηε 

ζεκαηνδόηεζε ηεο β-θαηελίλεο, ώζηε λα πξνσζήζεη ηελ αλάπηπμε ησλ νζηώλ. TCF, 

παξάγνληαο Σ θπηηάξσλ. 

 

Απηή ε βηνινγηθή αιιειεπίδξαζε ξπζκίδεη ηε βηνδηαζεζηκόηεηα ησλ απμεηηθώλ 

παξαγόλησλ κέζσ ηνπ ζρεκαηηζκνύ εηδηθώλ βαζκίδσλ ζπγθέληξσζεο. Από ηελ άιιε 

πιεπξά, ε πεξηθπηηαξηθή ζπγθέληξσζε ησλ SLRPs επηηξέπεη ζε απηά ηα κόξηα λα 

αιιειεπηδξνύλ κε δηαθνξεηηθνύο πξνζδέηεο θαη ππνδνρείο ηεο θπηηαξηθήο 

επηθάλεηαο, θαη έηζη ξπζκίδνπλ κηα επξεία πνηθηιία αιιειεπηδξάζεσλ ηεο θπηηαξηθήο 

ζεκέιηαο νπζίαο (Schaefer and Iozzo 2008). Η πεξηθπηηαξηθή ληεθνξίλε δεζκεύεη ηνλ 

ππνδνρέα EGF θαη ηνλ ErbB4 ζηα θύηηαξα ησλ όγθσλ, νδεγώληαο ζε πξνζσξηλή 

ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνύ MAPK, ζε θηλεηνπνίεζε ησλ επηπέδσλ ηνπ 

ελδνθπηηαξηθνύ Ca
2+

 θαη ζε ελεξγνπνίεζε ηνπ αλαζηνιέα ηεο θπθιηθν-εμαξηώκελεο 

θηλάζεο p21
WAF1

 (De Luca et al., 1996) κε αθόινπζε αξλεηηθή ξύζκηζε ηνπ ππνδνρέα 

(Csordas et al., 2000, Santra et al., 1997, Moscatello et al., 1998). Δπηπιένλ, ε 

ληεθνξίλε δεζκεύεηαη απεπζείαο ζηνλ Met, ηνλ ππνδνρέα ηνπ επαηνθπηηαξηθνύ 

απμεηηθνύ παξάγνληα (Goldoni et al., 2009), πνπ είλαη αμηνζεκείσηνο, θαζώο ε 

ζεκαηνδόηεζε κέζσ ηνπ Met νδεγεί ζηε θσζθνξπιίσζε ηεο β-θαηελίλεο, ελόο 

γλσζηνύ κεζνιαβεηή ηνπ εμαηξεηηθά ζεκαληηθνύ ζεκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνύ ησλ 

Wnt πνπ ξπζκίδεη ζεηηθά ηελ θηλεηηθόηεηα ησλ θπηηάξσλ ησλ όγθσλ, ηελ εηζβνιή 

ζηνπο ηζηνύο θαη ηε κεηάζηαζε.  

 ε θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο, ε ζεκαηνδόηεζε ηεο ληεθνξίλεο κέζσ ηνπ 

ππνδνρέα ηνπ IGF-I αζθεί αληηαπνπησηηθή επίδξαζε επλνώληαο κε απηόλ ηνλ ηξόπν 

ηε θπζηνινγηθή θπηηαξηθή αλάπηπμε. Με ηε δέζκεπζε ζηνλ ππνδνρέα ηνπ IGF-I, ε 

ληεθνξίλε ππξνδνηεί ηε θσζθνξπιίσζε θαη ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο θαηάληη 
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ζεκαηνδόηεζεο ηεο θηλάζεο PI3K (phosphoinositide 3-kinase), ηεο πξσηετληθήο 

θηλάζεο Β (Akt) θαη ηεο p21
WAF1

 επηθέξνληαο αληηαπνπησηηθό απνηέιεζκα 

(Schonherr et al., 2005). Μηα άιιε SLRP ηεο ηάμεσο I, ε δηγιπθάλε, δξα σο 

ζεκαηνδνηηθό κόξην πνπ είλαη ζεκαληηθό γηα ην θπζηθό αλνζνπνηεηηθό ζύζηεκα. ε 

θαηαπόλεζε ή ηξαπκαηηζκό ησλ ηζηώλ, ε απνκαθξπζκέλε θαη αλνζνπνηεηηθά 

αδξαλήο δηγιπθάλε απειεπζεξώλεηαη από ηελ εμσθπηηάξηα ζεκέιηα νπζία κέζσ ελόο 

απξνζδηόξηζηνπ κέρξη ζηηγκήο πξσηενιπηηθνύ κεραληζκνύ. Η δηαιπηή δηγιπθάλε 

αιιειεπηδξά κε ηνπο ππνδνρείο ηύπνπ Toll ηεο θπζηθήο αλνζίαο TLR-2 θαη TLR-4 

ζηα καθξνθάγα θύηηαξα, αλαιακβάλνληαο ηνλ ξόιν ελδνγελνύο πξνζδέηε θαη 

ζπλεπώο ππξνδνηώληαο κηα θιεγκνλώδε αληίδξαζε (Schaefer et al., 2005, Babelova 

et al., 2009). Απηόο ν ξόινο ζα κπνξνύζε λα είλαη ζρεηηθόο θαη ζηε βηνινγία ησλ 

όγθσλ, θαζώο ε ζεκαηνδόηεζε ηνπ ελεξγνύ ππνδνρέα ηύπνπ Toll ζε θύηηαξα όγθσλ 

θάλεθε όηη επεξεάδεη ηηο ιεηηνπξγίεο ησλ επηκνιπλζκέλσλ θπηηάξσλ (Huang et al., 

2008, Parkinson 2008). Μηα βηβιηνγξαθηθή αλαθνξά (Merline et al., 2011) έδεημε όηη 

θαη ε ληεθνξίλε δεζκεύεηαη ζηνλ TLR-2/4, θαη έηζη πξνθαιεί ηελ εθθίλεζε ηνπ 

θιεγκνλώδε πξνγξακκαηηζκέλνπ θπηηαξηθνύ ζαλάηνπ 4 (PDCD4) ζηα καθξνθάγα 

θύηηαξα. Δπηπιένλ, ε ληεθνξίλε απνηξέπεη ηε κεηαθξαζηηθή θαηαζηνιή ηνπ PDCD4 

κέζσ ηεο πξόθιεζεο ηνπ microRNA-21, ελόο θαηαζηνιέα ηνπ PDCD4. Δπνκέλσο, ε 

ληεθνξίλε κπνξεί λα πξνσζήζεη ηε θιεγκνλώδε δξαζηεξηόηεηα θαη παξάιιεια λα 

επηβξαδύλεη ηελ αλάπηπμε ησλ όγθσλ κέζσ ηεο πξόθιεζεο ηνπ PDCD4 θαη ηνπ 

microRNA-21. 

 Έρνπλ επίζεο αλαγλσξηζηεί επηπξόζζεηα ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα γηα ηελ 

SLRP ηεο ηάμεσο II, ηε ινπκηθάλε (LUM). Η ζεκαηνδόηεζε ηνπ πξνζδέηε Fas-FasL, 

ελόο βαζηθνύ θπηηαξηθνύ κνλνπαηηνύ, βξέζεθε όηη δηαθόπηεηαη ζηα θεξαηνθύηηαξα 

ηνπ ζηξσκαηηθνύ θεξαηνεηδνύο ρηηώλα ηεο ινπκηθάλεο LUM
–/–

 (Vij et al., 2004). 
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πλεπώο, έρεη πξνηαζεί όηη ζα κπνξνύζε ε ινπκηθάλε λα δεζκεύζεη απεπζείαο ηνλ 

πξνζδέηε FasL, δηεπθνιύλνληαο κε απηόλ ηνλ ηξόπν ηελ πξόθιεζε ηνπ Fas. 

Αλεπαξθήο ζεκαηνδόηεζε κέζσ ηνπ πξνζδέηε Fas-FasL ζε πνληίθηα κε LUM
–/–

 

νδεγεί ηειηθά ζε κεησκέλε απόπησζε ησλ ζηξσκαηηθώλ θπηηάξσλ, εμαζζελεκέλε 

πξόθιεζε ησλ θιεγκνλσδώλ θπηνθηλώλ, εμαζζελεκέλε επηζηξάηεπζε ησλ 

θιεγκνλσδώλ θπηηάξσλ θαη θαζπζηεξεκέλε επνύισζε ηνπ θεξαηνεηδνύο ρηηώλα. Η 

ινπκηθάλε θαίλεηαη όηη ειέγρεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ ηλνβιαζηώλ κέζσ ηεο 

ξύζκηζεο εηδηθώλ κεζνιαβεηώλ ηεο θπηηαξηθήο αλάπηπμεο. Δπνκέλσο, νη ηλνβιάζηεο 

ηεο LUM
–/–

 έρνπλ κεησκέλε p21
WAF1

, έλαλ θύξην αλαζηνιέα ησλ θπθιηθν-

εμαξηώκελσλ θηλαζώλ, θαη κηα επαθόινπζε αύμεζε ζε θπθιίλεο A, D1 θαη E. 

Δπηπιένλ, ν θαηαζηνιέαο όγθσλ p53, έλαο ξπζκηζηήο αλνδηθήο ξνήο ηεο p21
WAF1

, 

είλαη αξλεηηθά ξπζκηζκέλνο ζηηο ηλνβιάζηεο ηεο LUM
–/–

, θαηαδεηθλύνληαο ηε 

ξύζκηζε ηεο p21
WAF1 

από ηε ινπκηθάλε κε ηξόπν εμαξηώκελν από ηελ πξσηεΐλε p53 

(Vij et al., 2004). Βξέζεθε όηη ε ππεξέθθξαζε ηεο ινπκηθάλεο θαηαζηέιιεη ηελ 

νγθνγόλν κεηακόξθσζε ησλ ηλνβιαζηώλ ησλ αξνπξαίσλ πνπ πξνθαιείηαη από ηα v-

src θαη v-K-ras (39), θαηαδεηθλύνληαο όηη ε αξλεηηθή ξύζκηζε ηεο έθθξαζεο ηεο 

ινπκηθάλεο ελδερνκέλσο παίδεη ξόιν ζηελ αλάπηπμε νξηζκέλσλ κνξθώλ θαξθίλνπ ζε 

αλζξώπνπο. ε κηα κειέηε από ηνπο Nikitovic et al. (Nikitovic et al., 2008) βξέζεθε 

όηη ε ινπκηθάλε ξπζκίδεη ην εμαηξεηηθά ζεκαληηθό ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη ηεο 

πξσηεΐλεο Smad ζηα θύηηαξα ησλ όγθσλ ησλ νζηώλ. 

 Γεδνκέλνπ ηνπ γεγνλόηνο όηη ε παξαγσγή, ε αλαλέσζε θαη ε ηειηθή 

ζπγθέληξσζε ησλ SLRPs είλαη δπλακηθέο δηαδηθαζίεο, ε επκεηάβιεηε δηαζεζηκόηεηα 

ησλ SLRPs ζε δηαθνξεηηθνύο ρώξνπο ζα δηεπθόιπλε ηα ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα λα 

ξπζκίζνπλ εηδηθέο βηνινγηθέο θαη παζνινγηθέο δηαδηθαζίεο (Merline et al., 2009). 

Ωζηόζν, νη αθξηβείο κεραληζκνί πνπ ξπζκίδνπλ ηελ ηζνξξνπία αλάκεζα ζηηο 
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ειεύζεξεο θαη ηηο δεζκεπκέλεο SLRPs πξέπεη ζαθώο λα κειεηεζνύλ πεξηζζόηεξν. Θα 

πξέπεη λα δνζνύλ απαληήζεηο ζε ζεκαληηθέο εξσηήζεηο, όπσο κε πνηνλ ηξόπν νη 

αιιαγέο ζηε ζύλζεζε ηεο εμσθπηηάξηαο ζεκέιηαο νπζίαο εθηξέπνπλ πεξηζζόηεξεο 

δεζκεπκέλεο SLRPs ζηελ ειεύζεξε δεμακελή θαη ζε πνην βαζκό ε απειεπζέξσζή 

ηνπο εμαξηάηαη από ηελ απνδόκεζε ηεο δηαηεξεκέλεο εμσθπηηάξηαο ζεκέιηαο νπζίαο. 

Δπηπιένλ, πξέπεη λα ιεθζνύλ ππόςε θαη νη δξαζηεξηόηεηεο ησλ επεμεξγαζκέλσλ 

ζξαπζκάησλ ησλ SLRPs ζε ζρέζε κε ηηο πξόδξνκεο πξσηεΐλεο, πνπ είλαη ηδηαίηεξα 

ζρεηηθέο ζε παζνινγηθέο ζπλζήθεο. Πξάγκαηη, ζπκβαίλεη ζεκαληηθή πξσηεόιπζε 

ζηνπο πξσηετληθνύο θνξκνύο ησλ SLRPs ηόζν ζε θπζηνινγηθνύο όζν θαη ζε ηζηνύο 

αξζξώζεσλ, κε εηδηθνύο θαηαβνιίηεο δηγιπθάλεο θαη ηλνκνδνπιίλεο πνπ 

αλαγλσξίδεηαη κόλν ζε ρόλδξν θαηεζηξακκέλσλ αξζξώζεσλ (Young et al., 2005). 

 Σα ζπγθεληξσηηθά επξήκαηα πνπ ζπλνςίζηεθαλ παξαπάλσ δείρλνπλ κε 

ζαθήλεηα όηη πνιπάξηζκα κνλνπάηηα κπνξνύλ λα επεξεαζηνύλ από ηηο SLRPs. Πξνο 

ην παξόλ δελ είλαη απόιπηα ζαθέο αλ ηα ίδηα κνλνπάηηα είλαη ιεηηνπξγηθά ζηε 

βηνινγία ησλ νζηώλ θαη ησλ κπνζθειεηηθώλ ηζηώλ. Ωζηόζν, απηέο νη έξεπλεο 

παξέρνπλ κηα ζεκειηώδε πιαηθόξκα γηα ηελ αλάπηπμε θαη ηελ εκβάζπλζε ηεο 

θαηαλόεζήο καο ζρεηηθά κε ηε ιεηηνπξγία ησλ SLRPs ζηα νζηά (Δηθόλα 1.12Β). 

 

2.2.4 Βαζηθνί ξόινη ησλ SLRPs ζηε θπζηνινγία ησλ νζηώλ 

Έρεη πιένλ θαζηεξσζεί αθιόλεηα όηη εηδηθέο SLRPs εκπιέθνληαη ιεηηνπξγηθά ζηε 

θπζηνινγηθή αλάπηπμε ησλ νζηώλ θαη ηελ νκνηόζηαζε. Υξεζηκνπνηώληαο έλαλ 

ζπλδπαζκό επηηόπηνπ πβξηδηζκνύ θαη αλνζντζηνρεκείαο, νη SLRPs ηεο ηάμεσο I (ε 

δηγιπθάλε θαη ε ληεθνξίλε) έρνπλ ζπγθεληξσζεί ζε πνιιέο πεξηνρέο ηνπ ζθειεηνύ, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ αξζξηθνύ ρόλδξνπ θαη ηνπ ρόλδξνπ ηεο επίθπζεο, ησλ 



34 
 

αγγεηαθώλ θαλαιηώλ, ησλ ππνρόλδξησλ πεξηνρώλ θαη ηνπ πεξηόζηενπ (Bianco et al., 

1990). Οη SLRPs έρνπλ εηδηθνύο ξόινπο ζε όιεο ηηο θάζεηο ηνπ ζρεκαηηζκνύ ησλ 

νζηώλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ πεξηόδσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηνλ θπηηαξηθό 

πνιιαπιαζηαζκό, ηελ ελαπόζεζε νξγαληθήο ζεκέιηαο νπζίαο, ηελ αλαθαηαζθεπή θαη 

ηελ ελαπόζεζε αλόξγαλεο νπζίαο (Waddington et al., 2003, Parisuthiman et al., 

2005). Η γεληά ησλ κεηαιιαγκέλσλ πνληηθηώλ κε ζηνρεπκέλε δηαγξαθή ηεο 

δηγιπθάλεο έδεημε όηη ηα πνληίθηα κε έιιεηςε δηγιπθάλεο είλαη βηώζηκα θαη δελ έρνπλ 

εθηεηακέλεο αλσκαιίεο ζηε ζθειεηηθή δηάηαμε θαηά ηε γέλλεζή ηνπο. Ωζηόζν, κε ην 

πέξαζκα ηνπ ρξόλνπ, ηα καθξά νζηά ηνπο εκθαλίδνπλ κεησκέλν κήθνο ζε ζπλδπαζκό 

κε κεησκέλε νζηηθή ππθλόηεηα θαη κάδα ζπγθξηηηθά κε ηα πνληίθηα αληίζηνηρεο 

ειηθίαο ηεο νκάδαο ειέγρνπ (Xu et al., 1998). Η έιιεηςε δηγιπθάλεο νδεγεί ζε 

δνκηθέο αλσκαιίεο ζηα ηλίδηα θνιιαγόλνπ ζηα νζηά, ηε δεξκίδα θαη ηνπο ηέλνληεο θαη 

ζε έλαλ ππνθιηληθό δεξκαηηθό θαηλόηππν κε ιέπηπλζε ηεο δεξκίδαο, αιιά ρσξίο 

εκθαλή επζξαπζηόηεηα ηνπ δέξκαηνο (Corsi et al., 2002). Δπηπιένλ, ηα αξζεληθά 

πνληίθηα πνπ είραλ κεησκέλε δηγιπθάλε (ην γνλίδην ηεο δηγιπθάλεο εληνπίδεηαη ζην 

ρξσκόζσκα Υ, θαη επνκέλσο ηα αξζεληθά πνληίθηα δελ πεξηέρνπλ δεύηεξν 

αιιειόκνξθν ηεο δηγιπθάλεο), πξνζδηνξηζκέλε σο BGN
–/0, +/0

, εκθαλίδνπλ κεησκέλν 

ζρεκαηηζκό ησλ νζηώλ ζπγθξηηηθά κε ηα πνληίθηα ηεο νκάδαο ειέγρνπ, 

θαηαδεηθλύνληαο όηη ε δηγιπθάλε είλαη ζεκαληηθή γηα ηα θύηηαξα πνπ ειέγρνπλ ηελ 

παξαγσγή ησλ νζηώλ (Corsi et al., 2002). 

Γιγλςκάνη 

Η δηγιπθάλε (BGN) απνηειεί κέινο ηεο θαηεγνξίαο Ι ησλ SLRP νη νπνίεο πεξηέρνπλ 

δύν αιπζίδεο ζεηηθήο ρνλδξνηηίλεο ή ζεηηθήο δεξκαηάλεο ζπλδεδεκέλεο νκνηνπνιηθά 

ζην N-άθξν (Mac Ewan et al., 2006). Πξόζθαηεο έξεπλεο έρνπλ απνδείμεη ηνλ ξόιν 

ηεο δηγιπθάλεο ζηελ βηνινγία ηνπ θαξθίλνπ θαη εηδηθόηεξα ζηελ ξύζκηζε ηνπ 
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πνιιαπιαζηαζκνύ, ηεο απόπησζεο, ηεο κεηαλάζηεπζεο, ηεο θηλεηηθόηεηαο θαη ζηελ 

δεκηνπξγία θιεγκνλήο (Neill et al., 2015, Schaefer et al., 2017). Ο βαζηθόο ξόινο ηεο 

δηγιπθάλεο ζηελ αλάπηπμε ησλ νζηώλ επηβεβαηώλεηαη από παξαηεξήζεηο ηνπ κπεινύ 

ησλ νζηώλ ζε πνληίθηα κε κεδεληθή δηγιπθάλε όπνπ δηαπηζηώλεηαη θαζπζηεξεκέλε 

νζηενγέλεζε (Chen et al., 2003). πγθεθξηκέλα, ηα πνληίθηα κε έιιεηςε δηγιπθάλεο 

αλαπηύζζνπλ ειηθηαθά εμαξηώκελε νζηενπελία θαη έρνπλ πνιιαπιά κεηαβνιηθά 

κεηνλεθηήκαηα ζηα ζηξσκαηηθά θύηηαξα ηνπ κπεινύ ησλ νζηώλ ηνπο, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο απμεκέλεο απόπησζεο, ηνπ κεησκέλνπ αξηζκνύ κνλάδσλ 

ζρεκαηηζκνύ απνηθηώλ θαη ηεο κεησκέλεο παξαγσγήο θνιιαγόλνπ (Chen et al., 

2003). Δπνκέλσο, ε ζηξαηεγηθή ηεο ρξήζεο πνληηθηώλ κε έιιεηςε κίαο ή 

πεξηζζόηεξσλ SLRPs επηηξέπεη ηελ αλαγλώξηζε πξώηκσλ κνξηαθώλ γεγνλόησλ πνπ 

πξνθαινύλ ζθειεηηθέο αλσκαιίεο πνπ εμαξηώληαη από ηε ιεηηνπξγία ησλ SLRPs. 

 Λακβάλνληαο ππόςε ην γεγνλόο όηη ην γνλίδην ηεο δηγιπθάλεο εληνπίδεηαη 

ζην ρξσκόζσκα Υ, νη αζζελείο κε ην ζύλδξνκν Turner (45 ρξσκνζώκαηα, X0) έρνπλ 

κεησκέλε έθθξαζε δηγιπθάλεο θαη εκθαλίδνπλ ρακειό αλάζηεκα, ζηεηξόηεηα θαη 

πξώηκε νζηενπόξσζε. Αληηζέησο, νη αζζελείο κε ππεξάξηζκα θπιεηηθά 

ρξσκνζώκαηα (π.ρ. κε ην ζύλδξνκν Klinefelter) εκθαλίδνπλ απμεκέλε έθθξαζε 

δηγιπθάλεο θαη καθξύηεξα άθξα (Geerkens et al., 1995). Δπνκέλσο, ν νζηέτλνο 

κεηαβνιηζκόο ζε πνληίθηα κε έιιεηςε δηγιπθάλεο ζα κπνξνύζε λα εμαξηάηαη από ην 

θύιν. Πξάγκαηη, ζε αληίζεζε κε ηα αξζεληθά πνληίθηα, ν ηζηόο ησλ νζηώλ ησλ 

ζειπθώλ πνληηθηώλ επεξεάδεηαη ιηγόηεξν, θαηαδεηθλύνληαο δηαθνξά κεηαμύ ησλ 

θύισλ ζηε ιεηηνπξγία ηεο δηγιπθάλεο ζηνλ ζθειεηό. 

 Η δηγιπθάλε κπνξεί επίζεο λα ειέγρεη ηα βαζηθά ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα 

πνπ ξπζκίδνπλ ην νζηενγελεηηθό πξόγξακκα, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο 

δξαζηεξηόηεηαο ησλ πνιπιεηηνπξγηθώλ θπηνθηλώλ TGF-β (Bi et al., 2005), ηεο BMP4 
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(Chen et al., 2004, Young et al., 2002) θαη ησλ Wnt (Berednesen et al., 2011) (Δηθόλα 

1.12C-E). Ωο εθ ηνύηνπ, ε δηγιπθάλε κπνξεί λα επεξεάζεη ηνλ αξηζκό ησλ 

δηαζέζηκσλ νζηενγελεηηθώλ πξνδξόκσλ, όπσο επίζεο θαη ηεο αθόινπζεο αλάπηπμεο, 

δηαθνξνπνίεζεο θαη ιεηηνπξγίαο ηνπο ζηνλ ζρεκαηηζκό ησλ νζηώλ. 

 Η θαηλνηππηθή αλάιπζε ησλ πνληηθηώλ κε δηπιά κεδεληθή DCN
–/–

/BGN
–/–

απνθαιύπηεη όηη ν παζνινγηθόο θαηλόηππνο ησλ νζηώλ είλαη πην ζνβαξόο θαη γίλεηαη 

εκθαλήο λσξίηεξα ζπγθξηηηθά κε ηα πνληίθηα κε έιιεηςε δηγιπθάλεο. Πέξα από ηε 

ζπλνιηθή θαηλνηππηθή εκθάληζε ηνπ ζθειεηνύ, ε δηπιή έιιεηςε δηγιπθάλεο θαη 

ληεθνξίλεο έρεη σο απνηέιεζκα κηα εληππσζηαθή αιιαγή ζην ζρήκα θαη ηελ 

νξγάλσζε ησλ ηληδίσλ ηνπ θνιιαγόλνπ ζε κεγαιύηεξν βαζκό από ηελ αζξνηζηηθή 

επίδξαζε. Δπνκέλσο, ε επίδξαζε ηεο έιιεηςεο ληεθνξίλεο/δηγιπθάλεο ζηα νζηά είλαη 

πηζαλώο ζπλεξγηζηηθή, αλ θαη ε έιιεηςε ληεθνξίλεο δελ θαίλεηαη λα επεξεάδεη ηνλ 

θαηλόηππν ηνπ νζηνύ από κόλε ηεο (Corsci et al., 2002). Απηό κπνξεί λα εμεγεζεί ελ 

κέξεη από ηελ πξόηαζε όηη ε απνπζία δηγιπθάλεο θαη ληεθνξίλεο απνηξέπεη ηνλ 

απμεηηθό παξάγνληα TGF-β από ηελ θαηάιιειε απνκάθξπλζε κέζα ζηελ 

εμσθπηηάξηα ζεκέιηα νπζία. Πξώηα, ε ληεθνξίλε θαη αθνινύζσο ε δηγιπθάλε, ε 

αζπνξίλε θαη ε ηλνκνδνπιίλε βξέζεθαλ όηη δεζκεύνπλ ηνλ TGF-β (Hildebrand et al., 

1994, Kresse and Schonherr 2001) ζρεκαηίδνληαο ζπκπιέγκαηα SLRP∙TGF-β πνπ 

είηε εμαιείθνληαη από ηνλ ηζηό (κέζσ ηεο θπθινθνξίαο ή ηεο απέθθξηζεο κέζσ ησλ 

νύξσλ) είηε είλαη απνκαθξπζκέλα ζηελ εμσθπηηάξηα ζεκέιηα νπζία κε ηελ παξνπζία 

ηνπ θνιιαγόλνπ I, θαη θαηά ζπλέπεηα ξπζκίδνπλ αξλεηηθά ηε ζεκαηνδόηεζε ηνπ 

TGF-β (Abdel-Wahab et al., 2002, Schaefer et al., 2001, Schonherr et al., 1998). 

Ωζηόζν, ε αιιειεπίδξαζε ησλ SLRPs κε ηνλ TGF-β ζα κπνξνύζε επίζεο λα 

βειηηώζεη ηε βηνδξαζηηθόηεηα ηνπ TGF-β, όπσο θαίλεηαη ζηελ πεξίπησζε ηεο 

ληεθνξίλεο ζηε δηαδηθαζία ηνπ ζρεκαηηζκνύ ησλ νζηώλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 
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αλαθαηαζθεπήο (Takeuchi et al., 1994) ή ηνπ ζρεκαηηζκνύ ησλ κπώλ (Riquelme et 

al., 2001). Δπνκέλσο, ε άκεζε δέζκεπζε ηνπ πιενλάδνληα TGF-β ζηνπο ππνδνρείο 

ηνπ ζηα ζηξσκαηηθά θύηηαξα ηνπ κπεινύ ησλ νζηώλ ζα κπνξνύζε λα πξνθαιέζεη 

αιιαγή πνξείαο από ηελ αλάπηπμε ζηελ απόπησζε θαη επνκέλσο λα νδεγήζεη ηειηθά 

ζε κεησκέλν αξηζκό νζηενπξνγνληθώλ θπηηάξσλ θαη αθόινπζν κεησκέλν ζρεκαηηζκό 

ησλ νζηώλ (Bi et al., 2005). Δπηπιένλ, ε δηγιπθάλε πξνσζεί ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ 

νζηενβιαζηώλ κέζσ ηεο θσζθνξπιίσζεο ηεο ξπζκηδόκελεο από εμσθπηηάξην ζήκα 

θηλάζεο (ERK) θαη ηεο κεηαγσγήο ηνπ ζήκαηνο κέζσ ηνπ κεηαγξαθηθνύ παξάγνληα 

Runx2 (Δηθόλα 1.12C) (Wang et al., 2010). Δλαιιαθηηθά, ν πξσηετληθόο ππξήλαο ηεο 

δηγιπθάλεο κπνξεί λα δεζκεπηεί ζηνλ BMP2 θαη ηνπο BMP2∙ALK6 (θηλάζε 6 ηύπνπ 

ππνδνρέα αθηηβίλεο), θαη έηζη δηαηεξεί ηε δέζκεπζε ηνπ BMP2∙ALK6 (Δηθόλα 

1.12D). Σν ζύκπιεγκα BMP2∙δηγιπθάλε∙ALK6 κπνξεί λα επηηύρεη ηε 

θσζθνξπιίσζε ησλ πξσηετλώλ Smad1/5/8 θαη επνκέλσο λα δηεπθνιύλεη ηε 

ζεκαηνδόηεζε θαζνδηθήο ξνήο ηνπο πνπ ζρεηίδεηαη κε ηελ νζηενγέλεζε (Mochida et  

al., 2006). Πξόζθαηα πξνηάζεθε όηη ε δηγιπθάλε ππνζηεξίδεη ηε ζεκαηνδόηεζε ησλ 

πξσηετλώλ Wnt ζε δώληα νξγαληζκό κε επεξγεηηθό ηξόπν γηα ηνλ ζρεκαηηζκό ησλ 

νζηώλ (Berendsen et al., 2011). ε απηήλ ηελ ηειεπηαία κειέηε, ε δηγιπθάλε 

πξνώζεζε ηε δέζκεπζε ηεο πξσηεΐλεο Wnt3a ζηε ζεκέιηα νπζία ησλ νζηώλ κέζσ ηεο 

άκεζεο αιιειεπίδξαζεο πνπ πεξηιάκβαλε πεξαηηέξσ επαθή κε έλαλ βαζηθό 

ζπλππνδνρέα ησλ πξσηετλώλ Wnt ζηα νζηά, ηνλ LRP6 (πξσηεΐλε 6 ζρεηηδόκελε κε 

ηνλ ππνδνρέα ηεο ιηπνπξσηεΐλεο ρακειήο ππθλόηεηαο) (Δηθόλα 1.12E). 

Λοςμικάνη 

Η ινπκηθάλε είλαη κηα ζεκαληηθή πξσηενγιπθάλε ηεο ζεκέιηαο νπζίαο ησλ νζηώλ. 

Δθθξίλεηαη ηόζν από δηαθνξνπνηεκέλνπο όζν θαη από ώξηκνπο νζηενβιάζηεο, αιιά 

όρη από πξόδξνκεο κνξθέο νζηενβιαζηώλ, θαη επνκέλσο κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί 
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σο δείθηεο δηάθξηζεο αλ έλα θύηηαξν είλαη πξόδξνκν ή δηαθνξνπνηεκέλνο 

νζηενβιάζηεο (Raouf et al., 2002). Η έθθξαζε ηεο θεξαηνθάλεο (KERA) 

ζπζρεηίδεηαη κε έλαλ πην δηαθνξνπνηεκέλν θαηλόηππν νζηενβιαζηώλ, ελώ ε 

ηζηνκνξθνκεηξηθή αλάιπζε θαηαδεηθλύεη όηη ηα πνληίθηα κε KERA
–/– 

έρνπλ 

ζεκαληηθά κεησκέλνπο ξπζκνύο ζρεκαηηζκνύ ησλ νζηώλ θαη απόζεζεο αλόξγαλεο 

νπζίαο (Igwe et al., 2011). Σα αξζεληθά πνληίθηα κε έιιεηςε επηθπθάλεο (Dspg3) 

επίζεο έρνπλ ζεκαληηθά θνληύηεξα κεξηαία νζηά από ηα πνληίθηα ειέγρνπ ζηνπο 9 

κήλεο. Οη αξζξώζεηο ησλ γνλάησλ ζε πνληίθηα κε δηπιά κεδεληθή Dspg3/δηγιπθάλε 

εκθαλίδνπλ απμεκέλε έθθξαζε πξσηεΐλεο ζεκέιηαο νπζίαο ζπγθξηηηθά κε ηα πνληίθηα 

ειέγρνπ. Απηή ε βειηησκέλε έθθξαζε πεξηιακβάλεη επίζεο άιια κέιε ησλ SLRPs, 

όπσο ηελ αζπνξίλε, ηελ ηλνκνδνπιίλε θαη ηε ινπκηθάλε, επηδεηθλύνληαο 

αληηζηαζκηζηηθνύο κεραληζκνύο κεηαμύ ησλ δηαθνξεηηθώλ κειώλ ηεο νηθνγέλεηαο 

ησλ SLRPs (Nuka et al., 2010). Η ζεκαζία ησλ SLRPs ζηελ νκνηόζηαζε ησλ νζηώλ 

αλαδεηθλύεηαη κε ην εύξεκα όηη ην θάζε κέινο από απηέο εκθαλίδεη αιιαγέο πνπ 

αληαλαθινύλ ηελ αιιαγκέλε νκνηόζηαζε ηνπ γεξάζθνληνο ζθειεηνύ (Singh et al., 

2009). Άιιν παξάδεηγκα ηεο ζεκαζίαο ησλ SLRPs ζηε βηνινγία ησλ νζηώλ είλαη ην 

γεγνλόο όηη ε πινύζηα ζε ιεπθίλε επαλαιακβαλόκελε δνκή επεξεάδεη αξλεηηθά ηελ 

νζηενθιαζηνγέλεζε εκπνδίδνληαο πηζαλόο ηε δξαζηεξηόηεηα ηνπ NF-θΒ (Rucci et 

al., 2009). 

 

2.2.5 Ρόινη ζηηο εθθπιηζηηθέο λόζνπο ησλ νζηώλ 

Η βηνινγία ησλ SLRPs είλαη επίζεο ζηελά ζπλδεδεκέλε κε εθθπιηζηηθέο δηαδηθαζίεο 

ζηνλ ζθειεηό. Πξνεγνύκελεο κειέηεο έδεημαλ όηη ε ζηνρεπκέλε δηαηαξαρή ηνπ 

γνληδίνπ ηεο δηγιπθάλεο νδεγεί ζε θαηλόηππν ηύπνπ νζηενπόξσζεο ζηα πνληίθηα (Xu 
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et al., 1998). Αθνινύζσο, πξνηάζεθε όηη νη ηξνπνπνηεκέλνη θαηλόηππνη θνιιαγόλνπ 

ζε πνληίθηα κε έιιεηςε κίαο ή πεξηζζόηεξσλ SLRPs εκθαλίδνπλ κηα ζπλεξγαηηθή, 

αιιεινδηάδνρε, ρξνληθά νξγαλσκέλε δξάζε ησλ SLRPs πνπ ζπλνιηθά 

δηακνξθώλνπλ ηελ αξρηηεθηνληθή θαη ηηο κεραληθέο ηδηόηεηεο ηεο ζεκέιηαο νπζίαο ηνπ 

θνιιαγόλνπ (Ameye and Young 2002). Η αλάπηπμε ηεο νζηενπόξσζεο κεηαμύ 

άιισλ λόζσλ ζε πνληίθηα κε έιιεηςε ζε SLRPs θαηαδεηθλύεη όηη νη κεηαιιάμεηο ζηηο 

SLRPs ελδερνκέλσο λα απνηεινύλ ηκήκα κε δηαγλσζκέλσλ πξνδηαζεζηθώλ 

γελεηηθώλ παξαγόλησλ εηδηθώλ γηα ηε λόζν (Ameye and Young 2002). Από ηελ άιιε 

πιεπξά, βξέζεθε όηη ε έιιεηςε δηγιπθάλεο πξνζηαηεύεη από ηελ απμεκέλε 

αλαθαηαζθεπή ηνπ δνθηδώδνπο νζηνύ θαη ηελ νζηηθή απώιεηα σο απάληεζε ζηελ 

κείσζε ησλ νηζηξνγόλσλ, ππνζηεξίδνληαο ηελ άπνςε όηη ε δηγιπθάλε κπνξεί λα 

ξπζκίδεη ηόζν ηνλ ζρεκαηηζκό όζν θαη ηελ επαλαξξόθεζε ησλ νζηώλ επεξεάδνληαο 

ηειηθά ηε δηαδηθαζία ηεο νζηηθήο αλαθαηαζθεπήο (Nielsen et al., 2003). 

 Πέξα από ηε θπζηνινγηθή νζηηθή αλαθαηαζθεπή, νη SLRPs θαίλεηαη όηη 

ζπλεηζθέξνπλ ζηελ έθηνπε νζηενπνίεζε (Kilts et al., 2009) ησλ καιαθώλ ηζηώλ. Αλ 

θαη ηα πνληίθηα κε κεκνλσκέλε έιιεηςε ηόζν δηγιπθάλεο όζν θαη ηλνκνδνπιίλεο 

αλαπηύζζνπλ έθηνπα νζηά ζε ηέλνληεο, ην απνηέιεζκα απηό κεγεζύλεηαη όηαλ νη δύν 

SLRPs θαηαζηέινληαη ηαπηόρξνλα, θαη θαηά ζπλέπεηα θαηαδεηθλύνπλ ζπλεξγηζηηθή 

δξάζε απηώλ ησλ δύν SLRPs ζηε ζπγθεθξηκέλε ιεηηνπξγία (Ameye et al., 2002). 

Πξόζθαηα, ηα πεηξάκαηα νζηεόιπζεο ζε δώληα νξγαληζκό έδεημαλ όηη ε επαγόκελε 

από ιηπνπνιπζαθραξίηεο νζηεόιπζε ζπλέβε γξεγνξόηεξα θαη πην εθηεηακέλα ζε 

πνληίθηα κε έιιεηςε δηγιπθάλεο ζπγθξηηηθά κε ηα πνληίθηα ειέγρνπ ιόγσ ηεο 

απμεκέλεο δηαθνξνπνίεζεο ησλ νζηενθιαζηώλ θαη ηεο δεπηεξεύνπζαο 

δξαζηεξηόηεηαο ζπγθξηηηθά κε ηνπο ηξνπνπνηεκέλνπο νζηενβιάζηεο (Bi et al., 2006). 

Δπηπιένλ, ε απνξξύζκηζε ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο ηεο ζεκέιηαο νπζίαο, 
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ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο δηγιπθάλεο, θάλεθε ζε πνληίθηα κε ππνθσζθαηαηκία θαη 

νζηενκαιάθπλζε (Miao et al., 2001). Αλαινγηδόκελνη όηη ε κείσζε ησλ SLRPs 

επηδεηλώλεη ηηο εθθπιηζηηθέο λόζνπο, όπσο ηελ νζηενπόξσζε, ηελ νζηεναξζξίηηδα θαη 

ηνλ έθηνπν ζρεκαηηζκό ησλ νζηώλ θαη ιακβάλνληαο ππόςε έλαλ ζπλερή γεξάζθνληα 

πιεζπζκό κε άθζνλα ζθειεηηθά πξνβιήκαηα ε αμηνπνίεζε ησλ SLRPs  κπνξεί λα 

απνηειέζεη ηε βάζε κηαο θαηλνηόκνπ ζεξαπείεο,. 

2.2.6 Ρόινη ζηελ εμέιημε ησλ όγθσλ ησλ νζηώλ 

Οη θαθνήζεηο όγθνη ησλ νζηώλ ραξαθηεξίδνληαη από ηελ παξνπζία αδηαθνξνπνίεησλ 

νζηενπξνγνληθώλ θπηηάξσλ πνπ πνιιαπιαζηάδνληαη θαη αλαπηύζζνπλ κηα κάδα 

ηζηνύ όγθσλ πνπ αλαγλσξίδεηαη σο νζηενζάξθσκα. Δίλαη γλσζηό όηη ε έθθξαζε θαη 

ε επαθόινπζε ιεηηνπξγία ησλ SLRPs ζε πξσηνπαζείο όγθνπο ησλ νζηώλ δηαθέξνπλ 

ζπγθξηηηθά κε ηνλ ηζηό πνπ δελ λνζεί. Η απνπζία έθθξαζεο δηγιπθάλεο πνπ 

παξαηεξήζεθε ζε βηνςίεο νζηενζαξθώκαηνο όπσο θαη ζε νξηζκέλεο θπηηαξηθέο 

ζεηξέο νζηενζαξθώκαηνο νδεγεί ζε ηξνπνπνίεζε ηεο εμσθπηηάξηαο ζεκέιηαο νπζία 

θαη σο εθ ηνύηνπ  ζε ιηγόηεξν αζβεζηνπνηεκέλν νζηενεηδέο ηνπ νζηενζαξθώκαηνο 

(Benayahu et al., 2001). Ο έιεγρνο ησλ νκάδσλ ησλ γνληδίσλ πνπ ξπζκίδνπλ ηε 

ζπκπεξηθνξά ησλ πξν-νζηενβιαζηώλ κε κεδεληθή δηγιπθάλε ρξεζηκνπνηώληαο 

κηθξνζπζηνηρίεο νιηγνλνπθιενηηδίσλ απνθάιπςαλ όηη ε έιιεηςε δηγιπθάλεο 

επεξεάδεη ηα γνλίδηα πνπ ειέγρνπλ ηε θιεγκνλή, ηελ αλνζνινγηθή απάληεζε θαη ηελ 

αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ ησλ όγθσλ (Chen et al., 2005). Πξάγκαηη, ε δηγιπθάλε 

επεξεάδεη ηε ζπκπεξηθνξά ησλ θπηηάξσλ ησλ όγθσλ ησλ νζηενβιαζηώλ, θαζώο 

πξόζθαηα πξνηάζεθε όηη ηα θύηηαξα ηνπ νζηενζαξθώκαηνο αμηνπνηνύλ ηνλ 

κεηαγξαθηθό παξάγνληα Runx2 θαη ηνλ άμνλα FGF-2/ζπλδεθάλε/πξσηενγιπθάλε 

ζεηηθήο επαξάλεο, έλαλ βαζηθό κεζνιαβεηή ηνπ νζηενγελεηηθνύ πξνγξάκκαηνο, ώζηε 
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λα ξπζκίζνπλ ηε κεηαλάζηεπζή ηνπο κε ηξόπν εμαξηώκελν από ηελ έθθξαζε ηεο 

δηγιπθάλεο (Datsis et al., 2011). Δπηπιένλ, νη δείθηεο ηνπ νζηενζαξθώκαηνο πνπ 

παξνπζηάδνπλ κηθξή απάληεζε ζηε ζεξαπεία (ε απάληεζε βαζκνύ I/II ζηελ θιίκαθα 

Huvos πξνζδηνξίδεη όγθνπο κε κηθξή ή θαζόινπ απάληεζε ζηε ρεκεηνζεξαπεία) είλαη 

θπξίσο πξντόληα γνληδίσλ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε κηθξνπεξηβαιινληηθή αλαθαηαζθεπή 

θαη δηαθνξνπνίεζε ησλ νζηενθιαζηώλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο δηγιπθάλεο 

(Mintz et al., 2005). Από ηελ άιιε πιεπξά, ε γνληδηαθή αλάιπζε έδεημε όηη ε 

δηγιπθάλε έρεη ηε κεγαιύηεξε έθθξαζε (από 137 γνλίδηα) ζε κεγάινπο θπηηαξηθνύο 

όγθνπο ησλ νζηώλ (Strauss et al., 2004). Δπηπιένλ, κηα νκάδα ρνλδξνζαξθσκάησλ, 

πνπ έρνπλ θαζηεξσζεί επηδεκηνινγηθά σο ην δεύηεξν ζπρλόηεξν πξσηνπαζέο 

θαθόεζεο λεόπιαζκα ηνπ ζθειεηνύ ζε ελήιηθεο (Huvos 1991), βξέζεθε όηη ε 

δηγιπθάλε ξπζκίδεη ζεηηθά ηα επίπεδα κεηαγξαθήο ηεο ληεθνξίλεο (Soderstrom et al., 

2002), ελώ θπηηαξηθή ζεηξά αλζξώπηλνπ ρνλδξνζαξθώκαηνο βξέζεθε όηη εθθξάδεη 

κεγαιύηεξα πνζά δηγιπθάλεο θαη θαζόινπ ληεθνξίλε (Chansky et al., 1998). 

 Η ληεθνξίλε είρε θαηά πνιύ κεησκέλε έθθξαζε ζηνπο αζζελείο κε 

νζηενβιαζηηθό νζηενζάξθσκα ζπγθξηηηθά κε ηνπο αζζελείο ρσξίο νζηενβιαζηηθό 

νζηενζάξθσκα, γεγνλόο πνπ ζα κπνξνύζε λα ζπζρεηίδεηαη κε ρεηξόηεξε πξόγλσζε 

γηα ηελ πξώηε νκάδα αζζελώλ (Kubista et al., 2011). Η αλνζνηζηνρεκεία πνπ 

ρξεζηκνπνηεί πνιπθισληθά θαη κνλνθισληθά αληηζώκαηα ελαληίνλ ησλ κνξίσλ ηεο 

εμσθπηηάξηαο ζεκέιηαο νπζίαο, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο ληεθνξίλεο, έρεη 

απνδεηρζεί όηη είλαη ρξήζηκν εξγαιείν γηα ηνλ δηαθνξηθό ραξαθηεξηζκό ησλ 

νζηενεηδώλ ζε κηα νκάδα 20 νζηενζαξθσκάησλ κε δηάθνξεο παξαιιαγέο ηνπ 

ζρεκαηηζκνύ ησλ νζηενεηδώλ (Schulz et al., 1998). Δίλαη ζεκαληηθό όηη αξθεηέο 

κειέηεο έρνπλ δείμεη όηη ν ηζηνινγηθόο ππόηππνο ηνπ νζηενζαξθώκαηνο είλαη 

πξνγλσζηηθόο παξάγνληαο γηα ηελ απάληεζε ζηε ρεκεηνζεξαπεία (Bacci et al., 1998, 
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Hauben et al., 2002) θαη ζπζρεηίδεηαη κε ηελ πεξίνδν ρσξίο λόζν (Bacci et al., 2006, 

Hauben et al., 2006) θαη ηε ζπλνιηθή επηβίσζε (Ferrari et al., 2001). Δπηπιένλ, 

βξέζεθε όηη ε ληεθνξίλε θαηαζηέιιεη ηε κεηάζηαζε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο ησλ 

πνληηθηώλ ζηνπο πλεύκνλεο, γεγνλόο πνπ ζπζρεηίζηεθε κε κηθξόηεξεο ηθαλόηεηεο 

πξνζθόιιεζεο θαη θηλεηηθόηεηαο ησλ θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο κε έθθξαζε 

ληεθνξίλεο (Shintani et al., 2008). Απηά ηα επξήκαηα ζπζρεηίδνληαη ηδηαίηεξα κε ηηο 

θαιά θαζηεξσκέλεο αληηθαξθηληθέο ηδηόηεηεο ηεο ληεθνξίλεο (Reed and Iozzo 2002). 

Δίλαη ελδηαθέξνλ όηη ε κόλε εμαίξεζε ζην θαζηεξσκέλν κνληέιν νγθνθαηαζηνιήο 

είλαη ε πεξίπησζε ησλ ηδηαίηεξα επηζεηηθώλ θπηηάξσλ ηνπ αλζξώπηλνπ 

νζηενζαξθώκαηνο MG-63, πνπ βξέζεθε όηη παξάγνπλ δηαξθώο ληεθνξίλε θαη είλαη 

αλζεθηηθά ζηελ αλαζηνιή ηεο αλάπηπμεο πνπ πξνθαιείηαη από ηε ληεθνξίλε 

(Zafiropoulos et al., 2008). 

 Ο ξόινο ηεο ινπκηθάλεο ζηελ παζνγέλεζε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο έρεη ήδε 

εξεπλεζεί (Nikitovic et al., 2008). Πξάγκαηη, ε γεληά ησλ θπηηάξσλ ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο κε έιιεηςε ινπκηθάλεο θαηέδεημε όηη ε έθθξαζε ηεο ινπκηθάλεο 

ίζσο λα ζπζρεηίδεηαη ζεηηθά κε ηε δηαθνξνπνίεζε θαη αξλεηηθά κε ηελ εμέιημε ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο (Nikitovic et al., 2008). Δπηπιένλ, πεξηγξάθεθε έλα θαηλνηόκν 

ζεκαηνδνηηθό θύθισκα από έμσ πξνο ηα κέζα ζηα θύηηαξα ηνπ αλζξώπηλνπ 

νζηενζαξθώκαηνο: βξέζεθε όηη ε εθθξηλόκελε ινπκηθάλε είλαη ελδνγελήο 

αλαζηνιέαο ηεο δξαζηεξηόηεηαο ηνπ TGF-β2, θαηαιήγνληαο ζε ξύζκηζε θαζνδηθήο 

ζεκαηνδόηεζεο ηνπ κεζνιαβεηή, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο θσζθνπξσηεΐλεο 

Smad2, ηεο ηληεγθξίλεο β1 θαη ηεο θσζθνξπιησκέλεο θηλάζεο εζηηαθήο 

πξνζθόιιεζεο, ώζηε λα ξπζκίζεη ηελ πξνζθόιιεζε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο 

(Nikitovic et al., 2011). Από ηελ άιιε πιεπξά, θάλεθε όηη ε έθθξαζε ηεο 

ηλνκνδνπιίλεο ξπζκίδεηαη από ην ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη ηεο κνξθνγελεηηθήο 
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πξσηεΐλεο ησλ νζηώλ θαη επνκέλσο ζπζρεηίδεηαη πηζαλώο κε ηελ θπηηαξηθή 

κεηακόξθσζε νζηενβιαζηηθήο πξνέιεπζεο (Gori et al., 2001). 

2.2.7 Πηζαλνί ζεξαπεπηηθνί παξάγνληεο γηα λόζνπο ησλ νζηώλ 

Ωο ξπζκηζηέο ησλ ζεκαηνδνηηθώλ κνξίσλ, νη SLRPs ίζσο πξνζθέξνπλ ειπίδα γηα ηε 

ζεξαπεία θαη ηελ πξόιεςε ησλ λόζσλ. Έρεη πξνηαζεί όηη ε ξύζκηζε ηεο έθθξαζεο 

ηνπ γνληδίνπ ηεο δηγιπθάλεο εθπξνζσπεί έλαλ κεραληζκό πνπ εμνπδεηεξώλεη ηελ 

απώιεηα ηνπ αζβεζηνπνηεκέλνπ νζηνύ ζε ζπλζήθεο κείσζεο ησλ νηζηξνγόλσλ 

(Nielsen et al., 2003). Η εθαξκνγή ππεξήρσλ ρακειήο έληαζεο ζην ζεκείν 

επνύισζεο ηνπ κνζρεύκαηνο ηνπ ηέλνληα θαη ηνπ νζηνύ δξαζηεξηνπνίεζε ηελ 

ελδνγελή έθθξαζε ηεο δηγιπθάλεο θαη ηνπ θνιιαγόλνπ I, βειηηώλνληαο έηζη ηελ 

επνύισζε ηνπ ηέλνληα θαη ηνπ νζηνύ (Papatheodorou et al., 2009). Οη παξαπάλσ 

κειέηεο ππνζηεξίδνπλ ηελ αμηνπνίεζε ηεο ζεξαπείαο κε δηγιπθάλε σο αμηόπηζην 

ρώξν ζεξαπείαο γηα ηε κείσζε ή ηνλ απνθιεηζκό ησλ εθθπιηζηηθώλ λόζσλ ησλ 

νζηώλ. Η απόδεημε ηεο αξρήο ηεο πηζαλόηεηαο κηαο ηέηνηαο εθαξκνγήο πξνέξρεηαη 

από κηα πξόζθαηε κειέηε πνπ δείρλεη όηη νη ελέζεηο δηγιπθάλεο ζε mdx πνληίθηα κε 

έιιεηςε δπζηξνθίλεο κπνξνύλ λα επηδηνξζώζνπλ πνιπάξηζκα ειαηηώκαηα πνπ 

κηκνύληαη ηε κπτθή δπζηξνθία, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο βειηίσζεο ηεο κπτθήο 

ιεηηνπξγίαο (Amenta et al., 2011). ε απηό ην ζεκείν, κπνξεί λα ζεκεησζεί όηη ε 

εμσγελώο εθαξκνζκέλε αλαζπλδπαζκέλε δηγιπθάλε ζα κπνξνύζε λα δηαζώζεη ηελ 

εμαζζελεκέλε ζεκαηνδόηεζε ηνπ LRP6 πνπ πξνθιήζεθε από κεηάιιαμε ζηελ 

εμσθπηηάξηα πεξηνρή ηνπ ππνδνρέα ησλ πξσηετλώλ Wnt (Abdel-Wahab et al., 2002). 

Δπνκέλσο, ε εηδηθή ηνπνζεζία θαη ιεηηνπξγία ησλ SLRPs έμσ από ην θύηηαξν 

παξέρνπλ πξνζβαζηκόηεηα γηα απνηειεζκαηηθή θαη απιή ζεξαπεπηηθή παξέκβαζε. 
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 ηελ πεξίπησζε ησλ πξσηνπαζώλ όγθσλ ησλ νζηώλ (νζηενζαξθώκαηα) 

βξέζεθε όηη ηα θύηηαξα ηνπ νζηενζαξθώκαηνο κε έθθξαζε ληεθνξίλεο έρνπλ 

κεησκέλε ηθαλόηεηα λα πξνθαιέζνπλ κεηαζηάζεηο ζηνπο πλεύκνλεο ζην κνληέιν 

πνληηθηώλ, θαη επνκέλσο δείρλνπλ όηη ε ληεθνξίλε έρεη ζεξαπεπηηθή δπλαηόηεηα λα 

κεηώζεη ηε κεηάζηαζε ζηνπο πλεύκνλεο ζην νζηενζάξθσκα (Shintani et al., 2008). 

Μηα ζεκαληηθή πιεπξά ζρεηηθά κε ηνλ ξόιν ησλ SLRPs ζηελ αλάπηπμε θαη ηελ 

εδξαίσζε ησλ όγθσλ είλαη ν ξόινο ηνπ κηθξνπεξηβάιινληνο ησλ όγθσλ. Πξάγκαηη, 

πνιιέο SLRPs, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο δηγιπθάλεο, ηεο ληεθνξίλεο θαη ηεο 

ηλνκνδνπιίλεο, εθθξάδνληαη ζην ζηξώκα θαη ηνπιάρηζηνλ ε ηλνκνδνπιίλε θαίλεηαη 

όηη ειέγρεη ηε δνκή θαη ηελ αθεξαηόηεηά ηνπ (Oldberg et al., 2007). 

2.3 Απμεηηθόο παξάγνληαο ηνπ κεηαζρεκαηηζκνύ TGF-β  

Έρεη βξεζεί όηη νη GFs όπσο  ν απμεηηθόο παξάγνλ ηνπ κεηαζρεκαηηζκνύ (TGF-β), ν 

βαζηθόο απμεηηθόο παξάγνληαο ησλ ηλνβιαζηώλ (bFGF) θαη ν απμεηηθόο παξάγνληαο 

ησλ αηκνπεηαιίσλ  (PDGF) πξνάγνπλ ηελ αλάπηπμε  ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. Ο bFGF 

θαη ν PDGF έρνπλ ηζρπξή κηηνγνληθή δξάζε ζε θύηηαξα νζηηθήο πξνέιεπζεο, ελώ ν 

ξόινο ηνπ TGF-β θαίλεηαη λα είλαη πεξηζζόηεξν ζύλζεηνο (Robken et al, 1987; 

Gebken et al, 1999).  

Η νηθνγέλεηα ηνπ TGF-β απνηειείηαη από ηηο ηζνκνξθέο ηνπ TGF-β  (1,2 θαη 3), ηηο 

αθηηβίλεο (Activins), ηηο λόληαιο (Nodals), ηηο κνξθνγελεηηθέο πξσηετλεο ησλ νζηώλ 

(BMPs),  ην παξάγνληα αλάπηπμεο θαη δηαθνξνπνίεζεο (GDF) θαη ηνλ αλαζηαιηηθό 

παξάγνληα ηνπ Mullerian. Η ελεξγή κνξθή ηνπ TGF-β είλαη έλα δηκεξέο 25 kDa, ην 

νπνίν απνηειείηαη από δύν πνιππεπηίδηα πνπ ελώλνληαη κέζσ πδξνθνβηθώλ 

αιιειεπηδξάζεσλ θαη κηαο δηζεητθήο έλσζεο. Δθθξίλεηαη ζε κή ελεξγή κνξθή (TGF-

β-LAP)  θαη ελεξγνπνηείηαη κε ηελ δξάζε ησλ πξσηεαζώλ  (Munger et al, 1997).  
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Δηθόλα 1.13 

 

Δηθόλα 1.13: Πξσηενγιπθάλεο σο ξπζκηζηέο ηεο δξαζηεξηόηεηαο ησλ απμεηηθώλ παξαγόλησλ 

ζηα νζηά (Mintz, 2006) .  

 

Μεηά ηε ελεξγνπνίεζή ηνπ, ν TGF-β πξνθαιεί ηε ζεκαηνδόηεζε,  κέζσ 

αιιειεπίδξαζεο θαη έλσζεο ηνπ, κε ηνπο δύν αληίζηνηρνπο ππνδνρείο ηεο θηλάζεο ηεο 

ζεξίλεο / ζξενλίλεο, πνπ αλαθέξνληαη ζαλ ππνδνρείο ηύπνπ Ι θαη ΙΙ. Ο ππνδνρέαο ΙΙ 

θσζθνξπιηώλεη ηνλ ηύπνπ Ι ππνδνρέα πνπ επάγεη ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο θίλαζεο 

(Massaque, 2005). Τπάξρνπλ θαη αλαπιεξσκαηηθνί   ππνδνρείο γηα ην TGF-β, ζηνπο 

νπνίνπο πεξηιακβάλεηαη ν ηύπνο ΙΙΙ (ΣβR-III)  ππνδνρέαο πνπ νλνκάδεηαη θαη 

κπεηαγιπθάλε (Δηθόλα 1.13). Η κπεηαγιπθάλε είλαη κηα πξσηενγιπθάλε πνπ 

ιεηηνπξγεί ζαλ ζπλππνδνρέαο παξνπζηάδνληαο ηνπο πξνζδέηεο ζην ππνδνρέα ηύπνπ ΙΙ 

(Blobe et al. 2002). Ο θύξηνο κεραληζκόο κεηαηξνπήο ηνπ ζήκαηνο ηνπ  TGF-β 

πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηεο θσζθνξπιίσζεο  ησλ πξσηετλώλ Smad από ηνλ 

ππνδνρέα ηύπνπ Ι. Οη θσζθνξπιησκέλεο πξσηεΐλεο Smad ζπγθεληξώλνληαη ζηνλ 
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ππξήλα, όπνπ ζπλεξγάδνληαη κε άιινπο κεηαγξαθηθνύο παξάγνληεο ζηε ξύζκηζε ηεο 

έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ  (Massaque et al, 2005). Δίλαη γλσζηό όηη νη ηζνκνξθέο ηνπ 

TGF-β ελεξγνπνηνύλ ηα Smad 1 θαη 2. 

Ο TGF-β, αλάινγα κε ηνλ ηύπν ηνπ θπηηάξνπ θαη ηελ πξνέιεπζε ηνπ ζήκαηνο, 

κπνξεί λα πξνθαιεί δηέγεξζε ή αλαζηνιή ζηηο δηάθνξεο θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο, όπσο 

ζηνλ θπηηαξηθό πνιιαπιαζηαζκό, ηελ απόπησζε θαη ηελ δηαθνξνπνίεζε (Siegel & 

Massague, 2003).  Δίλαη ελδηαθέξνλ όηη ν TGF-β επάγεη όιεο απηέο ηηο επηδξάζεηο 

κέζσ ησλ ππνδνρέσλ ηνπ θαη ησλ Smad πξσηετλώλ.   

  Ο TGF-β είλαη άθζνλνο ζην νζηίηε ηζηό (Seyedin et al, 198) θαη δηεγείξεη ην 

ζρεκαηηζκό λένπ νζηνύ in vivo κεηά από ηνπηθή ή ζπζηεκαηηθή ρνξήγεζε 

(Critchlow et al, 1994; Noda & Camilliere, 1989). Τςεινύ βαζκνύ θαθνεζείαο 

νζηενζαξθώκαηα εθθξάδνπλ πςειόηεξα επίπεδα TGF-β ζπγθξηλόκελα κε εθείλα ηνπ 

ρακεινύ βαζκνύ θαθνεζείαο, ζέηνληαο ηελ πηζαλόηεηα ν TGF-β λα εκπιέθεηαη ζηε 

δηαθνξνπνίεζε ησλ όγθσλ ησλ νζηώλ (Franchi et al, 1989).    Δλδηαθέξνπζα είλαη ε 

πξόζθαηε παξαηήξεζε πνπ έγηλε ζε δηάθνξα πεηξακαηηθά κνληέια θπηηαξηθώλ 

ζεηξώλ νζηενζαξθώκαηνο, όηη ε δξάζε ηνπ TGF-β πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηεο 

απμεκέλεο βηνζύλζεζεο ηεο δηγιπθάλεο ε νπνία αλαζηέιινληαλ  από ηε παξνπζία 

κηαο άιιεο κηθξήο πξσηενγιπθάλεο ηεο δηαθνζκηηίλεο (Hausser et al, 1994).  

 

2.4 Απμεηηθόο παξάγνληαο IGF-I θαη ππνδνρέαο IGF-IR 

Οη ηλζνπιηλόκνξθνη απμεηηθνί παξάγνληεο IGFs είλαη πνιππεπηηδηθέο νξκόλεο πνπ 

πξνθαινύλ ηε δηαίξεζε πιήζνπο πγηώλ θαη θαξθηληθώλ θπηηαξηθώλ ηύπσλ (Furlanetto 

et al., 1994). Η «νηθνγέλεηα» ησλ IGFs απνηειείηαη από ηνπο IGF πξνζδέηεο (IGF-I 
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θαη IGF-II), ηνπο ππνδνρείο θπηηαξηθήο επηθάλεηαο (IGF-IR ππνδνρέαο, IGF-IIR 

ππνδνρέαο θαη ππνδνρέαο ηλζνπιίλεο IR), πνπ ξπζκίδνπλ ηηο βηνινγηθέο επηδξάζεηο 

ησλ ΙGFs, όπσο επίζεο θαη από πξσηεΐλεο πξόζδεζεο  ησλ IGFs (IGFBPs) (LeRoith 

and Roberts, 2003)(Δηθόλα 1.14).  

Δηθόλα 1.14 

 

 

Μέρξη ζήκεξα έρνπλ εληνπηζηεί ζηελ θπθινθνξία θαη ζηελ ECM ηνπιάρηζηνλ 6 

πξσηεΐλεο IGFBPs θαη ν ξόινο απηώλ είλαη ε επίδξαζε ζηελ εκηδσή θαη ζηε 

βηνελεξγόηεηα ησλ πξνζδεηώλ IGFs (Kooijman et al., 2006). πλνιηθά όιε ε 

νηθνγέλεηα ησλ IGFs παίδεη θαηαιπηηθό ξόιν ζηελ αύμεζε θαη δηαθνξνπνίεζε ησλ 

ηζηώλ θαη ξπζκίδεη ηε ζπλνιηθή αλάπηπμε, θπξίσο πξνγελλεηηθά.  

Δπίζεο έρεη απνδεηρηεί όηη ζπκκεηέρεη ζε δηάθνξεο παζνθπζηνινγηθέο θαηαζηάζεηο, 

κία από ηηο νπνίεο είλαη θαη ε νγθνγέλεζε (LeRoith and Roberts, 2003).  

Σα ώξηκα πεπηίδηα IGF-1 θαη IGF-2 απνηεινύληαη από Β θαη Α πεξηνρέο, νη νπνίεο 

είλαη νκόινγεο κε ηηο Β θαη Α αιπζίδεο ηεο ηλζνπιίλεο. ε αληίζεζε όκσο κε ηελ 

ηλζνπιίλε, ηα IGF πεπηίδηα δελ έρνπλ δηαζπαζηεί, αιιά παξακέλνπλ ελσκέλα ζηα 

ώξηκα πεπηίδηα από C πεξηνρέο αλάινγεο κε ην C πεπηίδην ηεο ηλζνπιίλεο. Σόζν ην 

IGF-1, όζν θαη ην IGF-2, πεξηέρνπλ κία επηπιένλ D επηθξάηεηα ε νπνία δελ ππάξρεη 

Δηθόλα 1.14: Η νηθνγέλεηα IGF 

απνηεινύκελε απν ηνπο πξνζδέηεο, ηνπο 

ππνδνρείο θαη ηηο IGFBP πξσηεΐλεο. 

Leroith et al., 2003. 
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ζηελ ηλζνπιίλε. Οη πξόδξνκεο κνξθέο ησλ νξκνλώλ IGF-1 θαη  IGF-2 πεξηέρνπλ ζηε 

C επηθξάηεηα έλα Δ πεπηίδην, ην νπνίν δηαζπάηαη ζην ζύκπιεγκα Golgi θαηά ηε 

δηάρπζε (Daughaday and Rotwein, 1989). Η έθθξαζε ηνπ IGF-2 γνληδίνπ είλαη 

έληνλε πξηλ ηε γέλλεζε ζηα ηξσθηηθά θαη κεηώλεηαη ζεκαληηθά κεηά από απηήλ. 

Μόλν ην ρνξηνεηδέο πιέγκα θαη ε αξαρλνεηδήο κήληγγα ζπλζέηνπλ IGF-2 ζε ελήιηθα 

άηνκα. Αληίζεηα, ε έθθξαζε ηνπ IGF-1 είλαη ρακειή θαηά ηα εκβξπηθά ζηάδηα ησλ 

πνληηθηώλ θαη απμάλεηαη ζεκαληηθά θαηά ηελ εθεβεία θαη ηελ ελήιηθε δσή, όπνπ ε 

επαηηθή παξαγσγή παίδεη θαζνξηζηηθό ξόιν ζηε γεληθή ξύζκηζε ησλ επηπέδσλ ηνπ 

IGF-1. Ο IGF-1 αζθεί ελδνθξηληθέο, παξαθξηληθέο θαη απηνθξηληθέο επηδξάζεηο θαη 

επίζεο παξάγεηαη από έλαλ αξηζκό άιισλ νξγάλσλ όπσο ην λεθξό, ηνλ πλεύκνλα θαη 

ηα νζηά. Δπνκέλσο, ε ηειηθή εηθόλα δείρλεη όηη ν IGF-2 είλαη παξάγνληαο ηεο 

εκβξπηθήο αλάπηπμεο θαη ν IGF-1 παξάγνληαο αλάπηπμεο ζε ελήιηθα άηνκα. Παξόια 

απηά, ην κνηίβν απηό ηζρύεη κόλν γηα ηελ αλάπηπμε ησλ ηξσθηηθώλ, θαζώο ζηνλ 

άλζξσπν ηόζν ν IGF-1 όζν θαη ν IGF-2 παξάγνληαη ζε πιήζνο ηζηώλ θαζ’ όιε ηε 

δηάξθεηα ηεο δσήο ηνπ. ηελ πξαγκαηηθόηεηα, ηα επίπεδα ηνπ IGF-2 ζηελ θπθινθνξία 

ηνπ αίκαηνο ησλ αλζξώπσλ είλαη αξθεηέο θνξέο πςειόηεξα από απηά ηνπ IGF-1, 

γεγνλόο πνπ είλαη ζπκβαηό κε ην ζελάξην όηη ν IGF-1 θαη ν IGF-2 έρνπλ 

απνθιίλνληεο ξόινπο ζηελ αλζξώπηλε θπζηνινγία (Daughaday and Rotwein, 1989). 

Οη πξνζδέηεο IGF-1 θαη IGF-2 αιιειεπηδξνύλ κε κία ζεηξά κεκβξαληθώλ ππνδνρέσλ, 

νη νπνίνη κπνξεί λα βξίζθνληαη κόλνη ή ζε ζπλδπαζκνύο ζηα  θύηηαξα ζηόρνπο. Σόζν 

ν IGF-1 όζν θαη ν IGF-2 αιιειεπηδξνύλ κε ηνλ IGF-1R – ππνδνρέαο θηλάζεο 

ηπξνζίλεο – ν νπνίνο είλαη δνκηθά θαη ιεηηνπξγηθά ζρεηηδόκελνο κε ηνλ IR (insulin 

receptor). O IGF-2 κπνξεί επίζεο λα πξνζδεζεί ζηνλ IGF-2R. Οη πεξηζζόηεξεο, αλ όρη 

όιεο, νη κεηέπεηηα ελέξγεηεο ηνπ IGF-1 είλαη απνηέιεζκα ηεο ελεξγνπνίεζεο ηνπ από 

ηνλ IGF-1R, θαζώο ν IGF-1 δελ επηδξά κε ηνλ IR (Frasca et al., 1999; LeRoith et al., 
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1995; Pandini et al., 2002). Όηαλ νη πξνζδέηεο IGF-1 θαη IGF-2 ζπλδένληαη κε ηελ 

εμσθπηηαξηθή ππνκνλάδα ηνπ IGF-1R, επάγεηαη ε αιιαγή ζηε ζηεξενδηάηαμε ηεο 

trans- κεκβξάλεο ηεο β ππνκνλάδαο, πνπ έρεη σο ζπλέπεηα ηελ trans-

απηνθσζθνξπιίσζε ζηελ πεξηνρή ηεο θπηηαξνπιαζκαηηθήο θηλάζεο ηεο ηπξνζίλεο 

ηεο β ππνκνλάδαο. Έηζη ν ππνδνρέαο θηλάζεο ηπξνζίλεο ελεξγνπνηείηαη θαη επηπιένλ 

θαηάινηπα ηπξνζίλεο απνθσζθνξπιηώλνληαη. ηε ζπλέρεηα έρνπκε κία ζεηξά 

αιπζηδσηώλ αληηδξάζεσλ πνπ έρνπλ σο ηειηθό ζηόρν κέιε από ηηο νηθνγέλεηεο ησλ 

ETS θαη FOX  κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ. Ρύζκηζε ηεο ιεηηνπξγίαο ησλ 

κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ παξέρεη έλα κεραληζκό κε ηνλ νπνίν ε δξάζε ηνπ IGF  

ζηελ θπηηαξηθή επηθάλεηα κπνξεί λα πξνθαιέζεη αιιαγέο ζηε γνληδηαθή έθθξαζε θαη 

ηειηθά λα επεξεάζεη ηνπο ξπζκνύο πνιιαπιαζηαζκνύ, δηαθνξνπνίεζεο θαη 

απόπησζεο ησλ IGFs. 

 

2.5 εκαηνδνηηθό κνλνπάηη Wnt/β-θαηελίλεο 

Σν κνλνπάηη ζεκαηνδόηεζεο Wnt είλαη έλα εμαηξεηηθά δηαηεξεκέλν ζύζηεκα πνπ 

ξπζκίδεη ηηο ζύλζεηεο βηνινγηθέο δηεξγαζίεο ζε όια ηα κεηάδσα. ε θπηηαξηθό 

επίπεδν, νη εθθξηλόκελεο πξσηεΐλεο ηνπ κνλνπαηηνύ Wnt ρξεζηκεύνπλ γηα λα 

αιιάδνπλ ηελ ζπκκεηξία θαη λα παξέρνπλ ζηα θύηηαξα πιεξνθνξίεο ζέζεο πνπ είλαη 

θξίζηκεο γηα ην ζρεδηαζκό νιόθιεξνπ ηνπ ζώκαηνο. ηνλ νξγαληζκό, 

ρξεζηκνπνηνύληαη ζήκαηα Wnt γηα ηελ νξγάλσζε ησλ ζεκειησδώλ αλαπηπμηαθώλ 

δηαδηθαζηώλ, πεξηιακβαλνκέλεο ηεο πξνδηαγξαθήο ηνπ θέθαιν - νπξαίνπ άμνλα ηνπ 

ζώκαηνο θαη ησλ επαθόινπζσλ θηλήζεσλ θαηά ηε γαζηξηδίσζε ησλ εκβξύσλ θαζώο 

ηεο δεκηνπξγίαο πνηθηινκνξθίαο θπηηάξσλ θαη ηζηώλ. Οη ιεηηνπξγίεο ηνπ κνλνπαηηνύ 

Wnt θαίλνληαη θαη ζηελ ελειηθίσζε όπνπ ξπζκίδνπλ ηε ζπκπεξηθνξά ησλ θπηηάξσλ, 
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ηελ νκνηόζηαζε ησλ ηζηώλ θαη ηελ απνθαηάζηαζε βιαβώλ. Η δηαηαξαρή ηεο 

δξαζηεξηόηεηαο ζεκαηνδόηεζεο Wnt θαηά ηελ εκβξπτθή αλάπηπμε ή ζηνπο ελήιηθεο 

έρεη σο απνηέιεζκα έλα θάζκα δηαηαξαρώλ θαη αζζελεηώλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ 

θαη ηνπ θαξθίλνπ. Οη κνξηαθνί κεραληζκνί ηνπ κνλνπαηηνύ πνπ εκπιέθνληαη ζε 

πνιιέο βηνινγηθέο επηδξάζεηο είλαη αληηθείκελν ηεο έξεπλαο (Grainger and Willert, 

2018). 

Όηαλ έλα ζήκα ηνπ κνλνπαηηνύ Wnt έρεη κεηαθηλεζεί θαηά κήθνο ηεο κεκβξάλεο, 

κπνξεί λα ελεξγνπνηεζεί κηα πνηθηιία κνλνπαηηώλ ζεκαηνδόηεζεο. Μηα βαζηθή νδόο 

ζεκαηνδόηεζεο είλαη απηή ζηελ νπνία ζπκκεηέρεη ε β-θαηελίλε (Wnt / β-θαηελίλεο), 

θνηλώο αλαθεξόκελε σο "canonical" ή "cell fate" ζεκαηνδόηεζε (Loh et al., 2016). 

Δπηπξνζζέησο απηήο ηεο νδνύ, ε νπνία δίλεη ζήκα ζηνλ ππξήλα γηα ηελ ελεξγνπνίεζε 

ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ ζηόρσλ, έρνπλ πεξηγξαθεί αξθεηέο άιιεο 

θπηηαξνπιαζκηθέο νδνί θαη κεζνιαβεηέο, πνπ νλνκάδνληαη "non-canonical" ή ¨κε 

ζήκαηα αλεμάξηεηα από ηε β-θαηελίλεο. Παξόιν πνπ απηέο νη ελαιιαθηηθέο νδνί 

ζεκαηνδόηεζεο πηζαλώο εθδειώλνπλ αλεμάξηεηα ζεκαηνδνηηθά γεγνλόηα, δελ 

αιιειναπνθιείνληαη ε κία από ηελ άιιε, απαξαίηεηα. (Grainger and Willert 2018). 

Σν ξπζκηζηηθό κόξην ηεο β-θαηελίλεο δξα σο ν πξσηεύσλ κεζνιαβεηήο ηεο 

ζεκαηνδόηεζεο Wnt είηε κεηαηνπηδόκελν ζηνλ ππξήλα γηα λα ελεξγνπνηήζεη ηελ 

έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ζηόρνπ είηε γηα λα απνηθνδνκήζεη ζπζηαηηθά ηνπ θπηηάξνπ. Η 

ελεξγνπνίεζε ηνπ ζεκαηνδνηηθνύ κνλναπηηνύ Wnt πξνάγεη ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ 

ππνδνρέσλ Fzd θαη Lrp5 / 6 (Δηθόλα 1.15). Η εμσθπηηαξηθή πεξηνρή ηνπ Lrp5 / 6 

απνηειείηαη από ηέζζεξηο πεξηνρέο β-έιηθαο πνπ κεζνιαβνύλ ζε αιιειεπηδξάζεηο κε 

αξθεηά εμσθπηηαξηθά πξνζδέκαηα (Grainger and Willert, 2018). Απνπζία Wnt, ε 

θπηηαξνπιαζκαηηθή πξσηεΐλε ηεο β-θαηελίλεο απνηθνδνκείηαη ζπλερώο από ηε δξάζε 

ηνπ ζπκπιέγκαηνο Axin, ην νπνίν απνηειείηαη από ηελ πξσηεΐλε Axin, ην γνληδηαθό 

https://paperpile.com/c/twbE2M/2nNO+bgXH
https://paperpile.com/c/twbE2M/2nNO+bgXH
https://paperpile.com/c/twbE2M/2nNO+bgXH
https://paperpile.com/c/twbE2M/2nNO+bgXH
https://paperpile.com/c/twbE2M/2nNO+bgXH
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πξντόλ APC, ηελ θηλάζε θαδεΐλεο 1 (CK1) θαη ηελ  θηλάζε ζπλζάζεο γιπθνγόλνπ 3 

(GSK3). Η CK1 θαη ε GSK3 θσζθνξπιηώλνπλ δηαδνρηθά ηελ ακηλνηειηθή πεξηνρή 

ηεο β-θαηελίλεο, κε απνηέιεζκα ηελ αλαγλώξηζε ηεο β-θαηελίλεο από β-Trcp, κηα 

ππνκνλάδα ιηγάζεο νπκπηθνπτηίλεο Δ3 θαη ηελ επαθόινπζε νπβηθηηηλπιίσζε ηεο β-

θαηελίλεο θαη πξσηεαζσκηθή απνηθνδόκεζή ηεο. Απηή ε ζπλερήο εμάιεηςε ηεο β-

θαηελίλεο παξεκπνδίδεη ηελ β-θαηελίλε λα θζάζεη ζηνλ ππξήλα, θαη ηα γνλίδηα-ζηόρνη 

Wnt θαηαζηέιινληαη έηζη από ηελ νηθνγέλεηα πξσηετλώλ TCF / LEF. Η νδόο Wnt / β-

θαηελίλεο ελεξγνπνηείηαη όηαλ έλαο ζπλδεηήξαο Wnt δεζκεύεηαη ζηνλ ππνδνρέα Fz ή 

Fzd θαη ηνλ LRP6 ή ηνλ παξόκνην LRP5 ππνδνρέα. Ο ζρεκαηηζκόο ελόο πηζαλνύ 

ζπκπιόθνπ Wnt-Fz-LRP6, καδί κε ηελ πξόζιεςε ηεο πξσηεΐλεο Dvl, έρεη σο 

απνηέιεζκα θσζθνξπιίσζε θαη ελεξγνπνίεζε LRP6 θαη ηελ πξόζιεςε ηνπ 

ζπκπιόθνπ Axin ζηνπο ππνδνρείο. Απηά ηα γεγνλόηα νδεγνύλ ζηελ αλαζηνιή ηεο 

θσζθνξπιίσζεο β-θαηελίλεο κε ηε κεζνιάβεζε ηνπ Axin θαη ζπλεπώο ζηε 

ζηαζεξνπνίεζε ηεο β-θαηελίλεο, ε νπνία ζπζζσξεύεηαη θαη κεηαθηλείηαη ζηνλ 

ππξήλα γηα λα ζρεκαηίζεη ζύκπινθα κε TCF / LEF θαη ελεξγνπνηεί ηελ έθθξαζε 

γνληδίσλ ζηόρσλ Wnt (MacDonald et al., 2009). Έρεη απνδεηρζεί όηη έλα από ηα 

γνλίδηα πνπ επεξεάδεηαη από ην ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη Wnt είλαη απηό ηεο  

θπθιίλεο D1 (Frysak et al. 2015). Η θπθιίλε D1 είλαη έλα κόξην πνπ ειέγρεη 

κεηαγξαθηθά, κεηαθξαζηηθά θαη κεηα-κεηαθξαζηηθά ηνλ θπηηαξηθό θύθιν θαη 

επνκέλσο ηελ αλάπηπμε ησλ θαξθηληθώλ όγθσλ (Qie and Diehl 2016). 

 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/twbE2M/Hqo4
https://paperpile.com/c/twbE2M/1KMp
https://paperpile.com/c/twbE2M/hoR2
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Δηθόλα 1.15 

 

 

Δηθόλα 1.15: εκαηνδόηεζε κνλνπαηηώλ β-θαηελίλεο/Wnt. Απελεξγνπνηεκέλν κνλνπάηη 

(αξηζηεξά) θαη ελεξγνπνηεκέλε νδόο (δεμηά )(MacDonald et al., 2009) 

 

Λόγσ ησλ πνιιώλ δξάζεσλ ζηα θύηηαξα, ε αλαζηνιή ηεο ζεκαηνδόηεζεο Wnt ζα 

κπνξνύζε λα είλαη ζηόρνο ζηε ζεξαπεία ησλ θαξθίλσλ, ελώ ε ελεξγνπνίεζε 

ζεκαηνδόηεζεο ηνπ Wnt ζα ήηαλ ρξήζηκε ζηελ θαηαλόεζε κεραληθήο ησλ ηζηώλ θαη 

ζηελ αλαπηπμηαθή βηνινγία. 

 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/twbE2M/Hqo4
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2.6 ηόρνη ηεο δηαηξηβήο 

πκπεξαζκαηηθά, αλαιύζεθε ζηελ εηζαγσγή ν ζεκαληηθόο ξόινο ησλ SLRPs ζηε 

θπζηνινγία θαη ηηο λόζνπο ησλ νζηώλ. Έρεη θαζηεξσζεί όηη απηέο νη κηθξέο 

πξσηενγιπθάλεο ξπζκίδνπλ εηδηθά ηόζν ηελ νζηηθή νζηενγέλεζε όζν θαη ηελ 

αλαθαηαζθεπή, θαη επίζεο ζπκκεηέρνπλ ζηελ εμέιημε θνηλώλ εθθπιηζηηθώλ λόζσλ 

ησλ νζηώλ. Υξεηάδεηαη πεξαηηέξσ κειέηε γηα ηελ πεξηγξαθή ησλ εηδηθώλ 

ζεκαηνδνηηθώλ κνλνπαηηώλ ζηελ αλάπηπμε θαη ηελ νκνηόζηαζε ηνπ ζθειεηνύ. Λόγσ 

ηεο ζπκκεηνρήο ησλ SLRPs ζε πνιιαπιέο εθθπιηζηηθέο, θιεγκνλώδεηο θαη 

λενπιαζκαηηθέο λόζνπο, αλακέλεηαη όηη θάπνηα από ηα πξντόληα ησλ γνληδίσλ πνπ 

εθθξίλνληαη από ηηο SLRPs ζα κπνξνύζαλ λα γίλνπλ αμηόπηζηνη βηνδείθηεο γηα ηηο 

λόζνπο ησλ νζηώλ θαη ίζσο ζηόρνη γηα θαηλνηόκεο ζεξαπεπηηθέο παξεκβάζεηο. ηελ 

παξνύζα δηδαθηνξηθή δηαηξηβή παξνπζηάδνληαη ζεκαηνδνηηθνί κεραληζκνί κε ηνπο 

νπνίνπο ηα SLRPs θαη πην ζπγθεθξηκέλα ε ινπκηθάλε θαη ε δηγιπθάλε, δξνπλ θαη 

ξπζκίδνπλ θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο: 

1) Πξνεγνύκελεο κειέηεο ηνπ εξγαζηεξίνπ (Nikitovic et al., 2008) απέδεημαλ όηη 

ζε αλζξώπηλεο θπηηαξηθέο ζεηξέο νζηενζαξθώκαηνο εθθξάδεηαη θαη 

εθθξίλεηαη ινπκηθάλε κε γιπθνδακηλνγιπθαληθέο αιπζίδεο ζεηηθήο θεξαηίλεο. 

Η ινπκηθάλε παξνπζηάδεηαη λα δξα ζηελ παζνγέλεηα ηνπ νζηενζαξθώκαηνο, 

αθνύ ε αλάπηπμε ησλ Saos 2 θπηηάξσλ κεηώζεθε κε ηελ πξνζζήθε ηεο, ελώ ε 

κεηαλαζηεπηηθή θαη ρεκεηνηαθηηθή ηθαλόηεηα ησλ θπηηάξσλ απηώλ απμήζεθε 

ζεκαληηθά (Nikitovic et al., 2008). Οη παξαπάλσ ιεηηνπξγίεο ησλ θαξθηληθώλ 

θπηηάξσλ ξπζκίδνληαη από ζεκαληηθά κνλνπάηηα ησλ όγθσλ ησλ νζηώλ, όπσο 

ην Smad ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη (Nikitovic et al., 2008). ηελ παξνύζα 

δηαηξηβή κειεηήζεθε ε δξάζε ηεο ινπκηθάλεο ζηελ πξνζθόιιεζε θπηηάξσλ 
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ηνπ νζηενζαξθώκαηνο θαη δηεξεπλήζεθε ν ξόινο ηεο ινπκηθάλεο ζηελ 

ξύζκηζε ηεο δηαζεζηκόηεηαο ησλ ηζνκνξθώλ ηνπ απμεηηθνύ παξάγνληα ηνπ 

κεηαζρεκαηηζκνύ β (transforming growth factor-β, TGF-β) θαη ηελ πεξαηηέξσ 

κεηαβνιή ηεο ελδνθπηηαξηθήο ζεκαηνδόηηζεο θαη ηεο ξύζκηζεο ησλ 

θπηηαξηθώλ ιεηηνπξγηώλ. 

2) εκαηνδνηηθά κόξηα θαηάληη ηεο δηγιπθάλεο έρνπλ ζπζρεηηζηεί κε ηελ 

αλάπηπμε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο θαζώο θαη ηελ πξόγλσζή ηνπ. Πξόζθαηα 

έρεη δεηρζεί όηη ε κείσζε ηνπ ππνδνρέα  LRP6 (low-density lipoprotein 

receptor related protein 6 ) ηνπ ζπκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνύ Wnt/b-catenin, κε 

ηελ ρξήζε microRNA-183 (miR-183), αλέζηεηιε ηνλ πνιιαπιαζηαζκό θαη ηελ 

δηήζεζε θπηηάξσλ ηνπ ηλνζαξθώκαηνο (Yang et al., 2018). Σν ζεκαηνδνηηθό 

κνλνπάηη ηνπ Wnt ζεσξείηαη έλα από ην θύξηα κνλνπάηηα ηεο παζνγέλεζεο 

ηνπ θαξθίλνπ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο (Cai et al., 2014). ηελ παξνύζα 

δηαηξηβή, βάζε ηεο ζεκαζίαο ηεο δηγιπθάλεο ζηελ ξύζκηζε ηεο 

ζεκαηνδόηεζεο ησλ ιεηηνπξγηώλ ησλ θπηηάξσλ νζηενβιαζηηθήο πξνέιεπζεο, 

εμεηάζακε ηελ δξάζε ηεο ζηνλ πνιιαπιαζηαζκό ηνπ νζηενζαξθώκαηνο 

θαζώο θαη ζηα ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα πνπ εκπιέθνληαη ζε απηόλ.  
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2.Υθζηά ηαζ Μέεμδμζ 

2.1 Υλικά 

Τα ακηίζςια  έκακηζ ηδξ θμοιζηάκδξ (L-21, 1/100 αναίςζδ), Smad 2 (S-20, 1/200) , 

δζβθοηάκδξ (sc100857, 1/100), α-ηαηεκίκδξ (sc7963, 1/300 ηαζ 1/50 βζα ημκ 

ακμζμθεμνζζιό), IGF-IR (sc81464, 1/100), pERK1/2 (sc136521, 1/100) ηαζ 

fibrillarin (sc374022) αβμνάζεδηακ από ηδκ SantaCruz. Τμ ακηίζςια εκακηίμκ ηδξ 

αηηίκδξ ήηακ από ηδκ Millipore (MAB150, 1/500) ηαζ από ηδκ Thermoscientific βζα 

ημ ERK (MA5-15343, 1/500 dilution) ηαζ pIGF-IR (PA5-37602, 1/500 ηαζ 1/50 βζα 

ακμζμθεμνζζιό), βζα ηδκ ημοιπμοθίκδ (Sigma-AldrichT4026, 1/1,000) ηαζ βζα ημ 

LRP6 (ElabscienceE-AB17347, 1/50). Τμ πμθοηθμκζηό ακηίζςια βζα ημ 

θςζθμνοθζςιέκμ Smad 2 (pSmad2, Ser465/467) αβμνάζεδηε από ηδκ εηαζνία 

CellSignaling. Τμ ακηίζςια έκακηζ ηδξ FAK αβμνάζεδηε από ηδκ BDTransduc-

tionLaboratories εκώ ημ ακηίζςιαp-FAK (Y397) αβμνάζεδηε από ηδκ εηαζνία 

Millipore. Τα δεύηενα ακηζζώιαηα HRPanti-rabbit (AP182PR), ηαζ anti-mouse 

(AP192PM) πνδζζιμπμζήεδηακ ζε αναίςζδ 1/3,000 ηαζ αβμνάζηδηακ από ηδκ 

Millipore. Η ελςβεκήξ δζβθοηάκδ (2667-CM), μ TGF-α2 (302-B2), ημ ακηίζςια βζα 

ημκ TGF-α1-2 ηαζ μ IGF-I (insulin-likegrowthfactorI, 291-G1) πνμιδεεύηδηακ από 

ηδκ R&D Diagnostics. Φνδζζιμπμζήεδηακ επίζδξ, μ ακαζημθέαξ ημο ERK1/2 

(CellSignalingTechnology, U016) ηαζ μ ακαζημθέαξ ημο IGF-IR (Sigma-Aldrich, 

AG1024).  

Όθα ηα ακηζδναζηήνζα βζα ηζξ ηοηηανμηαθθζένβεζεξ αβμνάζηδηακ από ηδκ Biosera. Ο 

μνόξ FBS (fetal bovine serum) ήηακ από ηδκ Invitrogen ηαζ ημ ενεπηζηό οθζηό 

DMEM αβμνάζηδηακ από ηδκ εηαζνία Biochrom KG.  
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2.2 Κσηηαροκαλλιέργειες 

Τα ηύηηανα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ ένεοκα ήηακ ηα Saos 2 ηαζ ηα MG63, 

ηοηηανζηέξ ζεζνέξ μζηεμζανηώιαημξ. Όθα ηα ηύηηανα ηαθθζενβήεδηακ ζε ηθίαακμ 

ζημοξ 37
μ
C ηαζ 5% CO2. Σημ ενεπηζηό οθζηό DMEM ηδξ ηαθθζένβεζαξ είπακ 

πνμζηεεεί 10% μνόξ (FBS, fetal bovine serum), 4 mM βθμοηαιίκδξ L, 2 g/Lδζ-

ακεναηζημύ καηνίμο, 100 IU/mL πεκζηζθίκδξ ηαζ 100 g/mL ζηνεπημιοηίκδξ. Τα 

ηύηηανα ηαθθζενβήεδηακ ζε θθάζηεξ ηαθθζένβεζαξ 75 cm
2 

ηαζ ημ ιέζμ ηδξ 

ηαθθζένβεζαξ άθθαγε ηάεε δεύηενδ διένα. Καηά ηδκ πναβιαημπμίδζδ ηςκ 

πεζναιάηςκ ηαζ πνζκ ηδ δζέβενζδ ιε πανάβμκηεξ όπςξ μ TGF-α2 (10 ng/mL), δ 

δζβθοηάκδ 10ιg/ml ή μ IGF-I 10 ng/ml, ημ anti-TGF-α1 ηαζ 2 (0,5 ιg/ml) ηα ηύηηανα 

επςάζηδηακ βζα 24 ώνεξ ιε DMEM πςνίξ μνό. Τα ηύηηανα ηαθθζενβήεδηακ 

επζπθέμκ 24 ή 48 ώνεξ πνζκ ηδκ απμιόκςζδ ημο RNA ή ηδκ ζοθθμβή ηςκ πνςηεσκώκ 

ακηίζημζπα. Σηζξ πενζπηώζεζξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε ακαζημθέαξ (ακαζημθέαξ ERK ή 

IGF), αοηόξ πνμζηέεδηε 1 ώνα πνζκ ηδκ πνμζεήηδ ηςκ άθθςκ παναβόκηςκ. 

 

2.3Απομόνωζη ηοσ RNA και αλσζιδωηή ανηίδραζη πολσμεράζης (PCR) 

πραγμαηικού τρόνοσ (Real-timePCR) 

 

Τμ ιεηαβναθζηόRNA απμιμκώεδηε πνδζζιμπμζώκηαξ ημ ακηζδναζηήνζμ TRIzol 

(GibcoBRL) ζύιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Τμ ζοκμθζηό RNA 

ιεηνήεδηε θεμνζζιμιεηνζηά πνδζζιμπμζώκηαξ ημ ζεη δμηζιαζίαξ ηοηηανζημύ 

πμθθαπθαζζαζιμύ CyQuant-Cell (εηαζνία MolecularProbes). Η ζύκεεζδ ημο cDNA 

πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδ πνήζδ ημο παηέημο ακηζδναζηδνίςκ TAKARA (RR037A) 

RT cDNA. Η διζ-πμζμηζημπμίδζδ ηςκ βμκζδίςκ πνμξ ιεθέηδ έβζκε ιε ημ ζεη 
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Universal qPCR kit (KAPABiosystems; KK4602) ζε ζοκμθζηό όβημ 20 ιL, 

πναβιαημπμζώκηαξ αθοζζδςηέξ ακηζδνάζεζξ πμθοιενάζδξ πναβιαηζημύ πνόκμο (Real-

timePCR) ζε ηοηθμπμζδηή Mx300P. Οζ εηηζκδηέξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ 

ηαηαβνάθμκηαζ ζημκ Πίκαηα 2.1. Σε ηάεε ακηίδναζδ Real-timePCRοπήνπε ηαζ ιζα 

πνόηοπδ ηαιπύθδ παναβςβήξ ημο βμκζδίμο πνμξ ιεθέηδ, αάζδ ηδξ μπμίαξ διζ-

πμζμηζημπμζήεδηε ηάεε ζηόπμξ. Η πμζόηδηα ηάεε ζηόπμο δζμνεώεδηε ζε ζύβηνζζδ 

ιε ηδκ πμζόηδηα ημο βμκζδίμο GAPDH. 

 

Πίνακας 2.1  

Αημθμοεία εηηζκδηώκ 

Primers Sequences 

GAPDH Forward: 5’-GGA AGG TGA AGG TCG GAG TCA-3’ 

Reverse:  5’-GTC ATT GAT GGC AAC AAT ATC CAC T-3’  

α-ηαηεκίκδ Forward: 5’-TTC TGG TGC CAC TAC CAC AGC-3’ 

Reverse:  5’-TGC ATG CCC TCA TCT AAT GTC-3’ 

Κοηθίκδ D1 Forward: 5’-CTC CAC CTC ACC CCC TAA AT-3’ 

Reverse: 5’-AGA GCC CAA AAG CCA TCC-3’ 

δζβθοηάκδ Forward: 5’-TCT GAA GTC TGT GCC CAA-3’ 

Reverse: 5’-TCT GAG ATG CGC AGG TA-3’  

θμοιζηάκδ Forward: 5' CTTCAATCAGATAGCCAGACTGC 3'  

Reverse: 5' AGCCAGTTCGTTGTGAGATAAAC 3' 
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TGFα1 Forward: 5' AAGGACCTCGGCTGGAAGTG 3'  

Reverse: 5' CCCGGGTTATGCTGGTTGTA 3' 

TGFα2 Forward: 5' CTGTCCCTGCTGCACTTTTGT 3'  

Reverse: 5' TCTTCCGCCGGTTGGTCTGTT 3' 

TGFα3 Forward: 5' GGGCTTTGGACACCAATTAC 3'  

Reverse: 5' GCAGATGCTTCAGGGTTCAG 3' 

TGFR1 Forward: 5' TCGTCTGCATCTCACTCA 3'  

Reverse: 5' GATAAATCTCTGCCTCACG 3' 

TGFR2 Forward: 5' GCGGGAGCACCCCTGTGTC 3'  

Reverse: 5' CCCGAGAGCCTGTCCAGAT 3' 

TGFR3 Forward: 5' AATCTGGGCCATGATGCAG 3'  

Reverse: 5' ACTGCTTGTTTTCCGAGGC 3' 

Θερμοκρασίες 

RT-PCR 

(Thermal 

conditions) 

94 °C for 15 min;  

40 cycles at 94 °C for 20 sec;  

55 °C for30 sec;  

72 °C for 30 sec;  

72 °C for 10 min 

 

 

 



59 
 

2.4 Ανοζοαποηύπωζη πρωηεϊνών καηά Western 

Η ζοκμθζηή πνςηεΐκδ πμο εηηνίεδηε ζημ ενεπηζηό ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζοιποηκώεδηε 

πνδζζιμπμζώκηαξ θοβμηεκηνζημύξ ζοβηεκηνςηζημύξ ζςθήκεξ Vivaspin, από ημκ όβημ 

ηςκ 20 mL ζε όβημ ηςκ 500 ιL. Τα πνμζημθθδιέκα ηύηηανα θύεδηακ ιε δζάθοια 

RIPA (50mMTris-HCl, 1% NP-40, 0.25% Na-Deoxycholate, 150mMNaCl, 1mM 

EDTA, πνςηεάζεξ ηαζ θςζθαηάζεξ). Ίζεξ πμζόηδηεξ πνςηεΐκδξ, είηε ηοηηανζηήξ ή 

εηηνζκόιεκδξ οπμαθήεδηακ ζε δθεηηνμθόνδζδ SDS–PAGE πνδζζιμπμζώκηαξ 8% 

βέθδ πμθοαηνοθαιζδίμο οπό ακαβςβζηέξ ζοκεήηεξ. Οζ δζαπςνζζεείζεξ πνςηεΐκεξ 

ιεηαθένεδηακ ζε κζηνμηοηηανζκζηέξ ιειανάκεξ πμο ζηδ ζοκέπεζα, ιεηά από 24 ώνεξ 

επώαζδ ιε 5% βάθα ζημοξ 4
μ
C, επςάζεδηακ βζα 60 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

ιε ηα οπό ιεθέηδ πνώηα ακηζζώιαηα ζε ηάεε πενίπηςζδ. Σηδ ζοκέπεζα, μζ ιειανάκεξ 

πθύεδηακ ζε PBS πμο πενζείπε 0.1% Tween-20 (PBS-Tween) ηαζ επςάζεδηακ ιε ηα 

απαναίηδηα δεύηενα ακηζζώιαηα, βζα ηάεε πενίπηςζδ, επζπθέμκ 60 θεπηά ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο. Τα ακηζζώιαηα ηαηά ηδκ επώαζδ ήηακ δζαθοιέκα ζε PBS-

Tween ηαζ 1% (w/v) βάθα. Μεηά ηδκ πθύζδ, δ πνμζηόθθδζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ 

μπηζημπμζήεδηε ιέζς εκζζποιέκδξ πδιζθςηαύβεζαξ πνδζζιμπμζώκηαξ ημ 

ακηζδναζηήνζμ Lumi Sensor ChemiluminescentHRP substratekit (Genscript; 

L00221V500). 

 

 

 

 

 

 



60 
 

2.5 Απομόνωζη κσηηαροπλαζμαηικών και πσρηνικών πρωηεϊνικών 

δειγμάηων 

 

Τα ηύηηανα αθαζνέεδηακ από θθάζηα ηαθθζένβεζαξ 75 cm
2 

ιε ηδκ πνήζδ 0,25% 

ενορίκδ/EDTA, απεκενβμπμίδζδ ημο εκγύιμο ιε ηδκ πνμζεήηδ PBS ηαζ 

θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 1,100 rpm ζηνμθέξ βζα 5 θεπηά. Τα οπενηείιεκα ηςκ δεζβιάηςκ 

αθαζνέεδηακ ηαζ μζ πεθέηεξ (θοβμηεκηνζιέκα ηύηηανα) επακαδζαθύεδηακ ζε 250 ιL 

παβςιέκμο PBS ιε πνςηεαζζημύξ ηαζ θςζθαηαζζημύξ ακαζημθείξ. Μεηά από 

θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 1,100 rpm ζηνμθέξ βζα 5 θεπηά ζημοξ 4◦C μζ πεθέηεξ 

επακαδζαθύεδηακ ζε 200 ιL 5xCPVNP-40 lysisbuffer (10mMTris-HCl, 10mMNaCl, 

3mMMgCl2, 0.5% NP-40 ιε πνςηεαζζημύξ ηαζ θςζθαηαζζημύξ ακαζημθείξ). Τα 

δείβιαηα ημπμεεηήεδηακ ζε μνζγόκηζμ ακαδεοηήνα ζημοξ 4◦C βζα 10 θεπηά ηαζ 

θοβμηεκηνήεδηακ ζηδκ ζοκέπεζα ζηζξ 1,000 rpm ζηνμθέξ βζα 5 θεπηά ζημοξ 4◦C. Τα 

οπενηείιεκα (ηοηηανμπθαζιαηζηέξ πνςηεΐκεξ) θοθάπηδηακ ζημοξ −80◦C. Οζ πεθέηεξ 

ηςκ δεζβιάηςκ επακαδζαθύεδηακ ζε 100 ιL δζαθύιαημξ RIPA (50mMTris-HCl, 1% 

NP-40, 0.25% Na-Deoxycholate, 150mMNaCl, 1mM EDTA ιε πνςηεαζζημύξ ηαζ 

θςζθαηαζζημύξ ακαζημθείξ), ακαδεύηδηακ ιε δύκαιδ ηαζ έιεζκακ βζα 1 ώνα ζε 

επίπεδμ ακαδεοηήνα ζημοξ 4◦C. Σηδ ζοκέπεζα πναβιαημπμζήεδηε ηαζ πάθζ 

θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13,000 rpm ζηνμθέξ βζα 30 θεπηά ζημοξ 4◦C ηαζ ηα οπενηείιεκα  

(πονδκζηέξπνςηεΐκεξ) θοθάπηδηακ ζημοξ−80◦C, όπςξ ηαζ μζ πεθέηεξ (ιειανακζηέξ 

πνςηεΐκεξ). 
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2.6 Σίγανζη  με siRNA 

Γζα ηα πεζνάιαηα επζιόθοκζδξ ιε ιζηνά ζε ιέβεεμξ RNA (siRNA) ηα ηύηηανα 

αθαζνέεδηακ από ηδκ θθάζηα ηαθθζένβεζαξ ιε ηδκ πνήζδ 0,25% ενορίκδ/EDTA ηαζ 

ημπμεεηήεδηακ ιε ζοβηεηνζιέκμ ανζειό ζε άθθα πζάηα ηαθθζένβεζαξ ακάθμβα ιε ηδκ 

ακάβηδ ημο ηάεε πεζνάιαημξ (ππ 8 × 10
5 

ηύηηανα ακά μπή 24-πζάημο). Γζα ηδκ 

αέθηζζηδ επζιόθοκζδ, ηα siRNA ηαζ δ θζπμθεηηαιίκδ 0,25% Lipofectamine
TM

2000 

(Invitrogen) δζαθύεδηακ, πνώηα, ζημ ιεζςιέκμο μνμύ ιέζμ Opti-MEM
a
I (Invitrogen). 

Μεηά από πέκηε θεπηά επώαζδξ, δ αναζςιέκδ Lipofectamine
@ 

2000 (1 ιL ακά 50 ιL 

ιέζμο) ακαιείπεδηε ιε αναζςιέκμ siRNA (100 pmol ακά 50 ιL ιέζμο) ζε ίζεξ 

πμζόηδηεξ βζα 20 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ώζηε κα επζηναπεί ζηα 

ζοιπθέβιαηα θζπμζςιάηςκ ημο siRNA κα ζπδιαηζζημύκ. Σηα ηύηηανα πνμζηέεδηε 

ενεπηζηό πςνίξ μνό ηαζ ακηζαζμηζηά ηαζ ζηδκ ζοκέπεζα ηα ζοιπθέβιαηα ημο siRNA. 

Τμ siRNA βζα ηα οπό ιεθέηδ βμκίδζα ζηόπμοξ ή μ ανκδηζηόξ δείηηδξ εθέβπμο 

scrambled siRNA αθαζνέεδηε από ηζξ ηαθθζένβεζεξ ιεηά από έλζ ώνεξ επώαζδξ ηζ 

ακηζηαηαζηάεδηε ιε θνέζημ ενεπηζηό ιέζμ πμο πενζείπε ακηζαζμηζηά - δ επώαζδ 

ζοκεπίζηδηε βζα 48 ώνεξ ιε ενεπηζηό ή ιε ημοξ επζεοιδημύξ πανάβμκηεξ ζε ηάεε 

πενίπηςζδ. Σε αοηό ημ ζδιείμ ηα ηύηηανα ζοθθέπεδηακ ηαζ πναβιαημπμζήεδηε είηε 

απμιόκςζδ mRNA ή απμιόκςζδ πνςηεσκώκ ή πνδζζιμπμζήεδηακ ζε πεζνάιαηα 

δμηζιώκ ηοηηανζηώκ θεζημονβζώκ ηδξ ιεθέηδξ.  

 

 

 

 

 



62 
 

2.7 Δοκιμαζία κσηηαρικής προζκόλληζης 

Πζάηα 96 μπώκ ζηνώεδηακ ιε οπόζηνςια ζκμκεηηίκδξ (FN, 5ιg/cm2) βζα 1 ώνα 

ζημοξ 37
μ
C. Οζ ιδ εζδζηέξ εέζεζξ πνμζηόθθδζδξ ηαθύθεδηακ ιε 1% bovine serum 

albumin (BSA) βζα 30 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Τα ηύηηανα  αθαζνέεδηακ 

από ηδκ θθάζηα ηαθθζένβεζαξ 75 cm
2 

ιε ηδκ πνήζδ 0,25% ενορίκδ/EDTA ηαζ 

ζηνώεδηακ ιε ζοβηέκηνςζδ 10
5
cells ζηζξ μπέξ ιε οπόζηνςια FN. Οζ πνόκμζ 

επώαζδξ αεθηζζημπμζήεδηακ ζε ανπζηά πεζνάιαηα. Τα Saos 2 ηύηηανα αθμύ έιεζκακ 

ζε ενεπηζηό απμοζία μνμύ βζα 24 ώνεξ ιεηά επςάζηδηακ ιε ημοξ ακηίζημζπμοξ οπό 

ιεθέηδ πανάβμκηεξ βζα 48 ώνεξ ζημοξ 37 
μ

C ηαζ 5% CO2. Σε ηάπμζα πεζνάιαηα 

πνδζζιμπμζήεδηακ ηαζ ηύηηανα πμο είπακ πνώηα επζιμθοκεεί ιε siRNAs ηςκ 

βμκζδίςκ οπό ιεθέηδ. Τα ιδ πνμζημθθδιέκα ηύηηανα αθαζνέεδηακ ιε πθύζεζξ ηςκ 

μπώκ πνδζζιμπμζώκηαξ ενεπηζηό απμοζία μνμύ. Ο ανζειόξ ηςκ πνμζημθθδιέκςκ 

ηοηηάνςκ ιεηνήεδηε ιε ημ παηέημ ακηζδναζηδνίςκ θεμνζζιμύ CyQuant 

(MolecularProbes, Invitrogen,) ζύιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Ο 

θεμνζζιόξ ιεηνήεδηε ιε ιδπάκδια ηδξ Biotek ηαζ ιε ηδκ πνήζδ θίθηνςκ 

480/520nm. Γζα ημκ οπμθμβζζιό ημκ δεζβιάηςκ πνδζζιμπμζήεδηε ιζα πνόηοπδ 

ηαιπύθδ από αναζώζεζξ δεζβιάηςκ ιε βκςζηό ανζειό ηοηηάνςκ. 

 

2.8 Δοκιμαζία κσηηαρικού πολλαπλαζιαζμού 

Τα ηύηηανα αθαζνέεδηακ από ηδκ θθάζηα ηαθθζένβεζαξ ιε ηδκ πνήζδ 0,25%  

ενορίκδ/EDTA ηαζ ημπμεεηήεδηακ ιε ζοβηέκηνςζδ 3500 ηύηηανα ακά μπή ζε ιαύνα πζάηα 

ηαθθζένβεζαξ 96 μπώκ. Τα ηύηηανα ιεηά από 24 ώνεξ ζε ενεπηζηό 10% μνμύ είηε 

επζιμθύκεδηακ ιε siRNAs ή επςάζηδηακ βζα αηόια 24 ώνεξ ζε ενεπηζηό απμοζία μνμύ. 

Όθμζ πανάβμκηεξ οπό ιεθέηδ πνμζηέεδηακ ζηδ ζοκέπεζα, ακάθμβα ηδκ πενίπηςζδ ηαζ 
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έιεζκακ βζα 48 ώνεξ ζημοξ 37◦C ηαζ 5% CO2. Ο ανζειόξ ηςκ ηοηηάνςκ ζηδ ζοκέπεζα 

ιεηνήεδηε ιε ημ παηέημ ακηζδναζηδνίςκ θεμνζζιμύ CyQuant (ThermoScientific; 

C7026) ζύιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Ο θεμνζζιόξ ιεηνήεδηε ιε 

ιδπάκδια ηδξ Biotek ηαζ ιε ηδκ πνήζδ θίθηνςκ 480/520nm. Γζα ημκ οπμθμβζζιό ημκ 

δεζβιάηςκ πνδζζιμπμζήεδηε ιζα πνόηοπδ ηαιπύθδ από αναζώζεζξ δεζβιάηςκ ιε 

βκςζηό ανζειό ηοηηάνςκ. 

 

2.9 Ανοζοθθοριζμός κσηηάρων 

Τα MG63 ηύηηανα ηαθθζενβήεδηακ ζε ηοηθζηέξ ηαθοπηνίδεξ ηαζ ημπμεεηήεδηακ ζε 

πζάηα ηαθθζένβεζαξ 24 μπώκ ζε ζοβηέκηνςζδ 50.000 ηύηηανα/μπή. Τζξ πνώηεξ 24 

ώνεξ ηαθθζενβήεδηακ ζε ενεπηζηό ιέζμ ιε 10% μνό ηαζ αημθμύεδζε αθθαβή 

ενεπηζημύ ιε απμοζία μνμύ. Τα ηύηηανα επςάζηδηακ βζα 24 ώνεξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα 

πνμζηέεδηακ μζ οπό ιεθέηδ πανάβμκηεξ βζα ηάεε πενίπηςζδ πεζνάιαημξ. Τα ηύηηανα 

επςάζηδηακ ιε αοημύξ βζα 48 ώνεξ ζημοξ 37
o 

C ηαζ 5% CO2. Καηόπζκ, ηα ηύηηανα 

ιμκζιμπμζήεδηακ ιε δζάθοια 5% θμνιαθδεΰδδξ ηαζ 2% ζαηπανόγδξ ζε PBS βζα 10 

θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Μεηά από 3 πθύζεζξ ιε PBS πμο πενζείπε 1% μνό, 

ζηα ηύηηανα πνμζηέεδηε μ πανάβμκηαξ δζαπεναηόηδηαξ ιειανακώκ TritonX-100 βζα 

10 θεπηά. Αημθμύεςξ μζ ηαθοπηνίδεξ πθύεδηακ ιε PBS δζάθοια ζοιπθδνςιέκμ ιε 

1% μνό, πνζκ ηδκ πνμζεήηδ ημο πνώημο ακηζζώιαημξ. Με ηα πνώηα ακηζζώιαηα 

έβζκε επώαζδ βζα 1 ώνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Οζ ηαθοπηνίδεξ πμο δεκ 

επςάζηδηακ ιε πνώημ ακηίζςια πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ ανκδηζηά δείβιαηα εθέβπμο. 

Οζ ηαθοπηνίδεξ πθύεδηακ λακά ηαζ επςάζηδηακ ζημ ζημηάδζ ζε ηακμκζηέξ ζοκεήηεξ 

βζα 1 ώνα ιε ηα δεύηενα ακηζζώιαηα. Τμ ζςδζμύπμ TO-PRO-3 (MolecularProbes; 

T3605) αναζςιέκμ ζε ζοβηέκηνςζδ 1:1000 ηαζ δζαθοιέκμ ζε απζμκζζιέκμ κενό, 
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εθανιόζηδηε βζα 10 θεπηά ζηζξ ηαθοπηνίδεξ ιε ζημπό κα βίκεζ δ πνώζδ ημο πονήκα. 

Οζ ηαθοπηνίδεξ ζηδ ζοκέπεζα ημπμεεηήεδηακ ζε ακηζηεζιεκμθόνεξ πθάηεξ, 

πνδζζιμπμζώκηαξ βθοηενόθδ ςξ ιμκςηζηό ηαζ απεζημκίζηδηακ πνδζζιμπμζώκηαξ 

ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία (confocal microscopy). 

2.10 Σηαηιζηική ανάλσζη 

Γζα ηδκ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ δεζβιάηςκ πνδζζιμπμζείεδηε ημ student’st-test ζηδκ 

πενίπηςζδ πμο ηα ζοβηνζκόιεκα δείβιαηα ήηακ δύμ ηαζ ιε ANOVA analysis of 

variance ιε Tukey’spost-test ζηδκ πενίπηςζδ πμο ηα ζοβηνζκόιεκα δείβιαηα ήηακ 

πάκς από δύμ. Τμ software πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηζξ παναπάκς ακαθύζεζ ήηακ ημ 

Graph PadPrism (version 4.0). 
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3. Απνηειέζκαηα 

3.1 Πεξίιεςε 

Η ινπκηθάλε αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ πινύζησλ ζε ιεπθίλε πξσηενγιπθαλώλ 

(SLRP), ηα κέιε ηεο νπνίαο απνηεινύλ έλα ζεκαληηθό κέξνο ησλ καθξνκνξίσλ ηεο 

εμσθπηηάξηαο ζεκέιηαο νπζίαο (ECM) (Iozzo, 1997). Αξρηθά αλαθέξζεθε σο έλα 

κόξην πνπ ζπλ-εληνπίδεηαη κε ηηο ίλεο ηνπ θνιιαγόλνπ ζην ζηξώκα ησλ θπηηάξσλ θαη 

ξπζκίδεη ηελ νξγάλσζε θαη ηελ δηάκεηξό ηνπο (Blochbergeretal., 1992). Είλαη γλσζηό 

πιένλ όηη ε ινπκηθάλε εθθξάδεηαη ζε πνιινύο δηαθνξεηηθνύο ηύπνπο αλζξώπηλνπ 

ηζηνύ, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ δέξκαηνο (Chakravartietal., 1998), ησλ αξηεξηώλ 

(Funderburghetal., 1991), ηνπ πλεύκνλα (Dolhnikoffetal., 1998), ησλ αζπόλδπισλ 

δίζθσλ (Sztrolovicsetal., 1999), ησλ λεθξώλ (Schaeferetal., 2000), ησλ νζηώλ 

(Raoufetal., 2002), ηεο ανξηήο (Qinetal., 1999) θαη ηνπ αξζξηθνύ ρόλδξνπ 

(Groveretal., 1995). Σε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο ε ινπκηθάλε ππεξ-εθθξάδεηαη θαηά 

ηελ επνύισζε ηνπ θεξαηνεηδνύο θαη θαηά ηελ ηζραηκία θαη ηελ επαλαηκάησζε ηεο 

θαξδηάο (Babaetal., 2001; Saikaetal., 2000). Τα επίπεδα ηεο ινπκηθάλεο ζην 

κηθξνπεξηβάιινλ ηνπ όγθνπ είλαη ζεκαληηθά, θαζώο έρεη απνδεηρηεί όηη κεησκέλε 

έθθξαζε ησλ κνξίσλ αιιειεπίδξαζεο ηεο νδεγεί ζε θαθή έθβαζε ηνπ επηζεηηθνύ 

θαξθίλνπ ηνπ καζηνύ (Leygueetal., 1998). Επίζεο, απμεκέλε έθθξαζε ησλ κνξίσλ 

αιιειεπίδξαζεο ηεο ινπκηθάλεο έρεη ζπλδεζεί κε πςειό βαζκό δηαθνξνπνίεζεο ηνπ 

όγθνπ, ρακειά επίπεδα έθθξαζεο ηνπ ππνδνρέα ησλ νηζηξνγόλσλ ζε θαξθηληθνύο 

ηζηνύο θαη κε ηελ κηθξή ειηθία ησλ αζζελώλ (Troupetal., 2003). Επηπξόζζεηα, έρεη 

πξνηαζεί όηη ηα δηαθνξεηηθά επίπεδα έθθξαζεο ησλ γιπθνδπιησκέλσλ  κνξθώλ ηεο 

ινπκηθάλεο ζηα θύηηαξα θαη ζην ζηξώκα ησλ ηζηώλ ζπλδένληαη κε ηελ επηζεηηθόηεηα 

ηνπ αδελνθαξθηλώκαηνο θαη ηνπ πιαθώδνπο θαξθηλώκαηνο ηνπ πλεύκνλνο 



66 
 

(Matsudaetal., 2008). Αξθεηέο κειέηεο απνδεηθλύνπλ ηνλ ξόιν ηεο ινπκηθάλεο ζηελ 

έθθξαζε κνξίσλ ξπζκηζηώλ ησλ θπηηαξηθώλ ιεηηνπξγηώλ θαη δίλνπλ θαηλνύξηεο 

πιεξνθνξίεο γηα ηνπο κεραληζκνύο δξάζεο ηεο. Αλαζηνιή ηεο κεηαλάζηεπζεο 

θπηηάξσλ ηνπ κειαλώκαηνο ζε ππόζηξσκα ινπκηθάλεο αλαθέξζεθε λα ζδρεηίδεηαη 

άκεζα από ηελ άκεζε πξόζδεζε ηνπ πξσηετληθνύ θνξκνύ ηεο ινπκηθάλεο κε ηελ 

ηληεξγθξίλε α2β1 (Zeltzetal., 2010), ηελ αλαδηνξγάλσζε ηνπ θπηηαξνζθειεηνύ θαη ηελ 

κείσζε ηεο θσζθνξπιησκέλεο FAKθηλάζεο (Brezillonetal.,2009). Επηπξόζζεηα, κηα 

ηζνκνξθή ηεο ινπκηθάλεο κε κνξηαθό βάξνο 50 kDa βξέζεθε λα αλαζηέιιεη ηελ 

πξνζθόιιεζε θαη ηελ αύμεζε ησλ  HEK θπηηάξσλ κέζσ ηεο ξύζκηζεο ηεο 

ελεξγνπνίεζεο ηνπ κνλνπαηηνύ ησλ ηληεγθξηλώλ ρσξίο λα επεξεάδεηαη ε 

κεηαλαζηεπηηθή ηνπο ηθαλόηεηα (Ishiwataetal., 2010). Σην εξγαζηήξην καο 

απνδείμακε όηη ζε αλζξώπηλεο θπηηαξηθέο ζεηξέο νζηενζαξθώκαηνο εθθξάδεηαη θαη 

εθθξίλεηε ινπκηθάλε κε γιπθνδακηλνγιπθαληθέο αιπζίδεο ζεηηθήο θεξαηίλεο. Η 

ινπκηθάλε παξνπζηάδεηαη λα δξα ζηελ παζνγέλεηα ηνπ νζηενζαξθώκαηνο, αθνύ ε 

αλάπηπμε ησλ Saos 2 θπηηάξσλ κεηώζεθε κε ηελ πξνζζήθε ηεο, ελώ ε 

κεηαλαζηεπηηθή θαη ρεκεηνηαθηηθή ηθαλόηεηα ησλ θπηηάξσλ απηώλ απμήζεθε 

ζεκαληηθά (Nikitovic et al., 2008). Οη παξαπάλσ ιεηηνπξγίεο ησλ θαξθηληθώλ 

θπηηάξσλ ξπζκίδνληαη από ζεκαληηθά κνλνπάηηα ζηνπο όγθσο ησλ νζηώλ, όπσο ην 

Smad ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη (Nikitovic et al., 2008). Σηελ παξνύζα δηαηξηβή 

κειεηήζεθε ε δξάζε ηεο ινπκηθάλεο ζηελ πξνζθόιιεζε θπηηάξσλ ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο θαη δηεξεπλήζεθε ν ξόινο πνπ απηή έρεη ζηελ ξύζκηζε ηεο 

δηαζεζηκόηεηαο ησλ ηζνκνξθώλ ηνπ απμεηηθνύ παξάγνληα ηνπ κεηαζρεκαηηζκνύ β 

(transforming growth factor-β, TGF-β) θαζώο θαη ζηελ πεξαηηέξσ κεηαβνιή ηεο 

ελδνθπηηαξηθήο ζεκαηνδόηεζεο θαη ξύζκηζεο ησλ θπηηαξηθώλ ιεηηνπξγηώλ. 

 



67 
 

3.2 Ο ξόινο ηεο ινπκηθάλεο ζηελ πξνζθόιιεζε ησλ θπηηάξσλ ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο. 

Σε απηήλ ηελ κειέηε ε θπηηαξηθή ζεηξά ηνπ αλζξώπηλνπ νζηενζαξθώκαηνο Saos 2 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζε in vitro κνληέιν γηα λα εμεηαζηεί ε πηζαλή επίδξαζε ηεο 

ινπκηθάλεο ζηηο  πξνζθνιιεηηθέο ηδηόηεηεο ησλ θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. Τα 

θύηηαξα Saos 2 είλαη θαιά δηαθνξνπνηεκέλα θύηηαξα κνξθνινγηθά παξόκνηα κε ηνπο 

νζηενβιάζηεο (Βenayahuetal., 1998). Η ηθαλόηεηα ησλ θπηηάξσλ ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο λα πξνζθνιιώληαη ζηελ ηλνλεθηίλε (FN) ππνινγίζηεθε 

ρξεζηκνπνηώληαο ηελ δνθηκαζία ηεο πξνζθόιιεζεο in vitro, όπνπ ην θαιύηεξν 

ρξνληθό ζεκείν πξνζθόιιεζεο ήηαλ ηα 30 ιεπηά. 

Τα θύηηαξα Saos 2 επηκνιύλζεθαλ κε siRNA ινπκηθάλεο γηα λα δηεξεπλεζεί ε 

πηζαλή ζπκκεηνρή ηεο ινπκηθάλεο ζηελ πξνζθόιιεζε ησλ θπηηάξσλ ηνπ αλζξώπηλνπ 

νζηενζαξθώκαηνο (Nikitovic et. al., 2008). Όπσο επηβεβαηώλεηαη από ην εηθόλα 3.1Α 

ε αλαζηνιή ηεο έθθξαζεο ηνπ mRNA ηεο ινπκηθάλεο ήηαλ ζεκαληηθή (81%) 48 

ώξεο κεηά ηελ επηκόιπλζε (Εηθόλα 3.1Α). Επίζεο ζηα ίδηα θύηηαξα ππήξμε 

ζεκαληηθή κείσζε ζηελ έθθξηζε ηεο ινπκηθάλεο (Εηθόλα1Β). Η κείσζε ηεο 

έθθξαζεο ηεο ινπκηθάλεο αύμεζε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά ηελ ηθαλόηεηα 

πξνζθόιιεζεο ησλ θπηηάξσλ ζηελ FN ζπγθξηηηθά κε ηα θύηηαξα πνπ επηκνιύλζεθαλ 

κε κε θσδηθνπνηεκέλν siScr (p>  0.01) (Εηθόλα3.1C). Αληηζέησο, δελ παξαηεξήζεθε 

θακία δηαθνξά ζηελ πξνζθόιιεζε αλάκεζα ζηα θύηηαξα siScr θαη ζηα θύηηαξα 

ειέγρνπ (Control, C) (Εηθόλα 3.1C). Απηά ηα δεδνκέλα δείρλνπλ όηη ε ηθαλόηεηα ησλ 

θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο λα πξνζθνιιώληαη εηδηθά πάλσ ζην ππόζηξσκα ηεο 

FN εμαξηάηαη από ηε ινπκηθάλε. 
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Εηθόλα 3.1 

.  

Εηθόλα 3.1:Επηκόιπλζε κε siRNA.Τα θύηηαξα Saos 2 επηκνιύλζεθαλ κε επεκβαηηθό RNA 

ελαληίνλ ηεο ινπκηθάλεο θαη κε επεκβαηηθό RNA (siScr) σο αξλεηηθό δείθηε. (A) Η αλαζηνιή 

ηεο έθθξαζεο ηνπ mRNA ινπκηθάλεο επηβεβαηώζεθε κε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο 

πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ ζπγθξηηηθά κε ην siScr ζην ρξνληθό ζεκείν ησλ 48 σξώλ. Τα 

απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ εηο ηξηπινύλ θη 

εθθξάδνληαη σο κέζε ηηκή ± S.E.M. Σηαηηζηηθή ζεκαζία: **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.01 ζπγθξηηηθά 

κε ηα δείγκαηα ειέγρνπ. (B) Έγηλε αλάιπζε γηα ινπκηθάλε κε αλνζναπνηύπσζε θαηά Western 

ζηε ζπλνιηθή εθθξηλόκελε πξσηεΐλε από ηα θύηηαξα Saos 2 siScr θαη siLum. 

Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθόλεο αλνζναπνηύπσζεο παξνπζηάδνληαη. (C) Επίδξαζε ηνπ siRNA 

ινπκηθάλεο ζηελ θπηηαξηθή πξνζθόιιεζε. 48 ώξεο κεηά ηε επηκόιπλζε, ηα επηκνιπζκέλα 

θύηηαξα κε ινπκηθάλε (siLum) θαη απηά κε ηνλ αξλεηηθό δείθηε siScr ζπιιέρζεθαλ θαη 

θαιιηεξγήζεθαλ (10
5 

θύηηαξα) γηα 30 ιεπηά ζε πιάθεο 96 νπώλ πνπ ήηαλ επηζηξσκέλεο κε ηελ 

FN (5 κg/cm
2
). Ο αξηζκόο ησλ πξνζθνιιεκέλσλ θπηηάξσλ πξνζδηνξίζηεθε ρξεζηκνπνηώληαο 

CyQUANT. Τα απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ 

εηο ηξηπινύλ. Μέζεο ηηκέο ± S.E.M. απνηππσκέλεο. Σηαηηζηηθή ζεκαζία: **p ≤ 0.01 αλάκεζα 

ζηα θύηηαξα πνπ επηκνιύλζεθαλ κε ινπκηθάλε θαη ηα siScr. 
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3.3 Δξάζε ηεο ινπκηθάλεο ζηελ TGF-β2 ξπζκηδόκελε θπηηαξηθή 

πξνζθόιιεζε  

Παξνκνίσο κε άιιεο πξσηενγιπθάλεο (Naito, 2005), ε ινπκηθάλε έρεη απνδεηρηεί όηη 

πξνζδέλεηαη κε ηνλ TGF-β2 in vitro (Kao, 2006) θαη κε απηόλ ηνλ ηξόπν κπνξεί λα 

ξπζκίζεη ηελ ζεκαηνδόηεζε ηνπ TGF-β2. Η αξρηθή αλάιπζε ησλ ηζνκνξθώλ ηνπ 

TGF-β (TGF-β-1, 2 θαη 3) θαη ε έθθξαζε ησλ αληίζηνηρσλ ππνδνρέσλ ηνπο (TGFRI, 

TGFRII θαη βήηα γιπθάλεο) έδεημαλ όηη ηα θύηηαξα Saos 2 εθθξάδνπλ όιεο ηηο 

ηζνκνξθέο ηνπ TGF-β θαη ησλ αληίζηνηρσλ ππνδνρέσλ ηνπο ζε δηαθνξεηηθέο 

ζπγθεληξώζεηο (Πίλαθαο 3.1), ζε ζπκθσλία κε πξνεγνύκελεο αλαθνξέο (Franchietal., 

1998) όπνπ ν TGF-β2 ήηαλ ε θπξίαξρε ηζνκνξθή.  

Πίλαθαο 3.1 

Έθθξαζε ησλ ηζνκνξθώλ θαη ππνδνρέσλ TGFβ 

Γνλίδην    Απζαίξεηεο κνλάδεο 

TGFβ1     2.4   

TGFβ2     3.9 

TGFβ3     0.5 

TGFR1     3.7 

TGFR2     2.4 

TGFR3     0.3   

 

Τα αληηζώκαηα anti-TGF-β1 θαη β2 ρξεζηκνπνηήζεθαλ (0.5 κg/ml) γηα λα κειεηεζεί ε 

επίδξαζε ησλ ελδνγελώλ ηζνκνξθώλ ηνπ TGF-β ζηελ πξνζθόιιεζε ησλ θπηηάξσλ Saos 2. 

Όπσο θαίλεηαη ζην Σρήκα 2, ε ρξήζε ησλ δύν αληηζσκάησλ anti-TGF-β2 εκπόδηζε ηελ 
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πξνζθόιιεζε ησλ θπηηάξσλ Saos 2 (p ≤ 0.05) ππνδεηθλύνληαο όηη ν ελδνγελήο TGF-β2 

δξαζηεξηνπνηεί ηελ πξνζθνιιεηηθή ηθαλόηεηα ησλ θπηηάξσλ Saos 2. Παξνκνίσο, ε εμσγελήο 

πξνζζήθε ηνπ TGF-β2 (10 ng/ml) αύμεζε ηελ πξνζθόιιεζε ησλ θπηηάξσλ Saos 2 ζην 

ππόζηξσκα FN (p ≤ 0.01) (Εηθόλα 3.2). Αληηζέησο, ε επώαζε κε ην αληίζσκα TGF-β1 δελ 

επεξέαζε ηηο πξνζθνιιεηηθέο ηθαλόηεηεο ησλ θπηηάξσλ Saos 2 (p = NS) (Εηθόλα 3.2). 

Επηπιένλ, ε πξνζζήθεηνπ TGF-β2 ζε θύηηαξα (πνπ θαιιηεξγήζεθαλ ζε 0% FΒS) θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο ηξηαληάιεπηεο πεξηόδνπ επαλαθαιιηέγεηαο δελ επεξέαζε ηελ πξνζθνιιεηηθή 

ηνπο ηθαλόηεηα (Εηθόλα 3.2). Πεηξάκαηα, επίζεο, έδεημαλ όηη ε πξνζθόιιεζε ησλ θπηηάξσλ 

Saos 2 ζε πιαζηηθό δελ επεξεάζηεθε από ηνλ TGF-β2 (δεδνκέλα πνπ δελ έρνπλ 

παξνπζηαζηεί) ππνδεηθλύνληαο επνκέλσο όηη ν TGF-β2 ξπζκίδεη ζπγθεθξηκέλα ηελ 

εμαξηώκελε από ηελ FN πξνζθόιιεζε ζε θύηηαξα νζηενζαξθώκαηνο. 

Εηθόλα 3.2 

 

Εηθόλα 3.2: Η επίδξαζε ηεο ζεκαηνδόηεζεο ηνπ TGF-β2 ζηελ θπηηαξηθή πξνζθόιιεζε ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο. Τα θύηηαξα Saos 2 επσάζηεθαλ κε ηνλ TGF-β2 (10 ng/ml), ην  anti-TGF-

β1 (0.5 κg/ml) θαη ην anti-TGF-β2 (0.5 κg/ml) γηα 48 ώξεο πξηλ ηε ζπιινγή θαη ηελ 

επαλαθαιιηέξγεηα (10
4 

θύηηαξα) γηα 30 ιεπηά ζε πηάηα 96 νπώλ επηζηξσκέλα κε ηελ FN (5 

κg/cm
2
). Ο αξηζκόο ησλ πξνζθνιιεκέλσλ θπηηάξσλ πξνζδηνξίζηεθε ρξεζηκνπνηώληαο ην ζεη 

θζνξηζκνκεηξηθήο δνθηκαζίαο CyQUANT (εηαηξία Molecular Probes). Τα θύηηαξα πνπ 
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θαιιηεξγήζεθαλ ζε 0% FBS (0%) ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο δείγκαηα ειέγρνπ. Τα απνηειέζκαηα 

αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ εηο ηξηπινύλ. Μέζεο ηηκέο ± 

S.E.M. απνηππσκέλεο. Σηαηηζηηθή ζεκαζία: *p ≤ 0.05: **p ≤ 0.01 αλάκεζα ζηα δείγκαηα 

ειέγρνπ (C) θαη ηηο αληίζηνηρεο επεμεξγαζίεο.  

 

 

Επνκέλσο, ππνζέζακε όηη ε εθθξηλόκελε ινπκηθάλε κπνξεί λα επεξεάζεη ηε 

δξαζηεξηόηεηα ηνπ ελδνγελνύο TGF-β2 ζηελ ξύζκηζε ηεο πξνζθόιιεζεο ησλ 

θπηηάξσλ Saos 2 πνπ εμαξηάηαη από ηελ FN. Η πξνζθνιιεηηθή ηθαλόηεηα ησλ 

αλεπαξθή ζε ινπκηθάλε θπηηάξσλ Saos 2 πνπ επσάζηεθαλ κε ην εηδηθό αληίζσκα 

ηνπ TGF-β2 δελ απμήζεθε ζπγθξηηηθά κε ηα θύηηαξα siScr πνπ επσάζηεθαλ κε ην 

anti-TGF-β2 (Εηθόλα 3.3). Τα παξαπάλσ απνηειέζκαηα ππνδεηθλύνπλ όηη ε 

εθθξηλόκελε ινπκηθάλε ξπζκίδεη ηε δξαζηεξηόηεηα ηνπ TGF-β2 ειέγρνληαο ηελ 

πξνζθνιιεηηθή ηθαλόηεηα ησλ θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο Saos 2 πάλσ ζην 

ππόζηξσκα ηεο FN. 

Εηθόλα 3.3 

 

 

Εηθόλα 3.3: Η επίδξαζε ηεο ινπκηθάλεο ζηε δξάζε ηνπ ελδνγελνύο TGF-β2. 48 ώξεο κεηά ηε 

επηκόιπλζε, θύηηαξα ειέγρνπ (C), ηα siLum θαη siScr θύηηαξα Saos 2 επσάζηεθαλ κε ην anti-
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TGF-β2 (0.5 κg/ml),  ζπιιέρζεθαλ θη επαλαθαιιηεξγήζεθαλ (10
4 

cells) γηα 30 ιεπηά ζε πιάθεο 

96 θπςειώλ επηζηξσκέλεο κε ηελ FN (5 κg/cm
2
). Ο αξηζκόο ησλ πξνζθνιιεκέλσλ θπηηάξσλ 

πξνζδηνξίζηεθε ρξεζηκνπνηώληαο CyQUANT. Τα απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν 

ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ εηο ηξηπινύλ. Μέζεο ηηκέο ± S.E.M. απνηππσκέλεο. Σηαηηζηηθή 

ζεκαζία: *p ≤ 0.05: **p ≤ 0.01 αλάκεζα ζηα δείγκαηα ειέγρνπ (C) θαη ηηο αληίζηνηρεο 

επεμεξγαζίεο. 

 

3.4 Επίδξαζε ηνπ ελδνγελνύο TGF-β2 ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο Smad2 

ησλ θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο 

Η θύξηα ηζνκνξθή ησλ Smad πνπ δξαζηεξηνπνηείηαη κε ηνλ ππνδνρέα TGF-β 

ζηα θύηηαξα Saos 2 έρεη πξνζδηνξηζηεί σο ε Smad 2 (Yuetal., 2004). 

Επνκέλσο, εμεηάζηεθε ν ξόινο ηνπ ελδνγελνύο TGF-β2 ζηα επίπεδα 

θσζθνξπιίσζεο ηεο Smad 2 κε επώαζε ησλ θπηηάξσλ Saos 2 κε ην εηδηθό 

αληίζσκα anti-TGF-β2 γηα 48 ώξεο. Σε απηό ην ζεκείν ε έθθξαζε ηεο Smad 2 

θαη ηα επίπεδα έθθξαζεο ηεο p-Smad κειεηήζεθαλ κε ηελ ρξήζε ησλ εηδηθώλ 

αληηζσκάησλ anti-Smad 2 θαη anti-phospho-Smad 2. Οη πξσηετληθέο πνζόηεηεο 

δηνξζώζεθαλ σο πξνο ηελ έθθξαζε ηεο αθηίλεο ησλ ίδησλ δεηγκάησλ. Η 

αλάιπζε ηεο αλνζναπνηύπσζεο θαηά Western έδεημε όηη ε έθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο Smad 2 (εηδηθή δώλε κε κνξηαθή κάδα 65 kDa) δελ επεξεάζηεθε 

από ηα πεπηίδην anti-TGF-β2 (Εηθόλα3.4A). Από ηελ άιιε πιεπξά, όπσο 

θαίλεηαη ζηελ Εηθόλα 3.4A, ηα βαζηθά επίπεδα θσζθνξπιίσζεο ηεο Smad 2 

(εηδηθή δώλε κε κνξηαθή κάδα 60 kDa) ξπζκίζηεθαλ αξλεηηθά (p≤ 0.05) όηαλ ν 

ελδνγελήο TGF-β2 νπδεηεξνπνηήζεθε κε ην εηδηθό αληίζσκα anti-TGF-β2 

δείρλνληαο ηελ ύπαξμε ελόο απηνθξηλνύο κνλνπαηηνύ ηνπ TGF-β ζηα θύηηαξα 

ηνπ αλζξώπηλνπ νζηενζαξθώκαηνο Saos 2. Σε επόκελα πεηξάκαηα, ν εμσγελώο 

πξνζηηζέκελνο TGF-β2 ελίζρπζε ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο Smad 2 (p ≤ 0.01) ελώ 
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ε εμαξηώκελε από ηνλ TGF-β2 θσζθνξπιίσζε ηεο Smad 2 νπδεηεξνπνηήζεθε 

κεξηθώο από ηε δξάζε ηνπ anti-TGF-β2 όηαλ ηα θύηηαξα επσάζηεθαλ κε έλα 

κείγκα από TGF-β2/anti-TGF-β2, (Εηθόλα3.4A θαη B). Η ππθλνκεηξηθή 

αλάιπζε ησλ αληίζηνηρσλ δσλώλ παξνπζηάδεηαη ζηελ Εηθόλα3.4B.  

Εηθόλα 3.4 

 

Εηθόλα 3.4: Επίδξαζε ηνπ ελδνγελνύο TGF-β2 ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο Smad ζηα θύηηαξα 

νζηενζαξθώκαηνο. (A) ηα θύηηαξα Saos 2 πνπ επσάζηεθαλ κε ηνλ TGF-β2 (10 ng/ml), ην anti-

TGF-β2 (0.5 κg/ml) ή ηνλ ζπλδπαζκό ηνπο γηα 48 ώξεο ζπιιέρζεθαλ θαη ίζεο πνζόηεηεο 

πξσηεΐλεο πνπ εμήρζε από ηα θύηηαξα απνηππώζεθαλ κε αληηζώκαηα γηα ηελ θσζθνξπιησκέλε 

Smad 2 (pSmad) θαη ηελ νιηθή Smad 2. Τα απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ 

μερσξηζηώλ πεηξακάησλ. Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθόλεο αλνζναπνηύπσζεο παξνπζηάδνληαη. (B) 

Οη δώλεο ηεο εηδηθήο πξσηεΐλεο pSmad θαη ηεο νιηθήο πξσηεΐλεο Smad 2 αλαιύζεθαλ 

ππθλνκεηξηθά θαη δηνξζώζεθαλ σο πξνο ηελ έθθξαζε ηεο αθηίλεο. Τα απνηειέζκαηα 

αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ. Σηαηηζηηθή ζεκαζία: *p ≤ 0.05: 

**p ≤ 0.01 αλάκεζα ζην δείγκα ειέγρνπ (0%) θαη ηηο αληίζηνηρεο επεμεξγαζίεο.  
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3.5 Η ινπκηθάλε επεξεάδεη ηελ εμαξηώκελε από ηνλ ελδνγελή 

TGF-β ελεξγνπνίεζε ηεο Smad 2 

Έρνπκε απνδείμεη όηη ε ινπκηθάλε ζπκκεηέρεη ζηε ξύζκηζε ηεο 

ζεκαηνδόηεζεο ηεο Smad ζε θύηηαξα Saos 2 δείρλνληαο όηη ηα αλεπαξθή ζε 

ινπκηθάλε θύηηαξα Saos 2 είραλ πςειόηεξα επίπεδα θσζθνξπιίσζεο ηεο 

Smad 2 ζπγθξηηηθά κε ηα θύηηαξα ειέγρνπ siScr. Επνκέλσο, ζηελ ζπλέρεηα 

ηεο κειέηεο εμεηάζηεθε ε πηζαλή ζπκκεηνρή ηεο ινπκηθάλεο ζηελ 

ελεξγνπνίεζε ηεο εμαξηώκελεο από ηνλ ελδνγελή TGF-β πξσηεΐλεο Smad 2. 

Τα επίπεδα ηεο θσζθνξπιησκέλεο Smad 2 (pSmad) εμεηάζηεθαλ ζε siScr 

θύηηαξα Saos 2 κε ηελ ρξήζε αληηζσκάησλ εηδηθά γηα Smad 2 θαη ηεο p-

Smad 2. Τν πην ζεκαληηθό απνηέιεζκα ήηαλ όηη δελ ππήξμαλ δηαθνξέο ζηε 

ελεξγνπνίεζε ηεο pSmad 2 αλάκεζα ζηα θύηηαξα siScr θαη siLum πνπ 

επσάζηεθαλ κε ην anti-TGF-β2 (p = NS) ππνδεηθλύνληαο όηη ε ινπκηθάλε 

ξπζκίδεη ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο εμαξηώκελεο από ηνλ ελδνγελή TGF-β2 

Smad 2 ζε θύηηαξα Saos 2 (Εηθόλα 3.5A θαη B). Η ππθλνκεηξηθή αλάιπζε 

ησλ αληίζηνηρσλ δσλώλ παξνπζηάδεηαη ζηελ Εηθόλα 3.5B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



75 
 

Εηθόλα 3.5 

 

 

Εηθόλα 3.5: Η επίδξαζε ηεο ινπκηθάλεο ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο εμαξηώκελεο από ηνλ ελδνγελή 

TGF-β2 πξσηεΐλεο Smad 2. (A) 48 ώξεο κεηά ηε επηκόιπλζε, ηα επηκνιπζκέλα κε siRNA 

ινπκηθάλεο Saos 2 θύηηαξα, ηα siScr θαη ηα θύηηαξα ειέγρνπ (0%) επσάζηεθαλ κε ην anti-

TGF-β2 (0.5 κg/ml) ζπιιέρζεθαλ θαη ίζεο πνζόηεηεο πξσηεΐλεο πνπ εμήρζε από ηα θύηηαξα 

απνηππώζεθαλ κε αληηζώκαηα γηα ηελ θσζθνξπιησκέλε Smad 2 (pSmad) θαη ηελ νιηθή Smad 

2. Τα απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ. 

Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθόλεο αλνζναπνηύπσζεο παξνπζηάδνληαη. (B) Οη δώλεο ηεο εηδηθήο 

πξσηεΐλεο pSmad 2 θαη ηεο νιηθήο πξσηεΐλεο Smad 2 αλαιύζεθαλ ππθλνκεηξηθά θαη 

δηνξζώζεθαλ σο πξνο ηελ έθθξαζε ηε οαθηίλεο. Τα απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν 

όξν ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ. Σηαηηζηηθή ζεκαζία: *p ≤ 0.05: **p ≤ 0.01 αλάκεζα ζην 

δείγκα ειέγρνπ θαη ηηο αληίζηνηρεο επεμεξγαζίεο. 
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3.6 Η ινπκηθάλε κεηαβάιεη ηελ έθθξαζε ηεο ηληεγθξίλεο β1 

ξπζκίδνληαο ηε ζεκαηνδόηεζε ηνπ TGF-β 

Οη ηληεγθξίλεο, ηδηαίηεξα ε β1, απνηεινύλ ζεκαληηθνύο ππνδνρείο ηεο κεκβξάλεο ησλ 

νζηενβιαζηώλ ζπκκεηέρνληαο ζηελ πξνζθόιιεζε ζε ππόζηξσκα FN 

(Nakayamadaetal., 2003). Επηπιένλ, αμίδεη λα ζεκεησζεί όηη ν TGF-β2 εληζρύεη ηελ 

έθθξαζε ηεο ηληεγθξίλεο β1 απμάλνληαο ηελ πξνζθόιιεζε ησλ θπηηάξσλ HELC 

(Yaoetal., 2007), ελώ ν TGF-β1 βξέζεθε όηη ξπζκίδεη ζεηηθά ηελ έθθξαζε ηεο 

ηληεγθξίλεο β1 ζηα θύηηαξα MG-63 ηνπ νζηενζαξθώκαηνο (Laietal., 2000). 

Επνκέλσο, εμεηάζηεθε αλ ε ζεκαηνδόηεζε ηνπ TGF-β2 επεξεάδεη ηελ έθθξαζε ηεο 

ηληεγθξίλεο β1 θαη ζηα θύηηαξα ηεο παξνύζαο κειέηεο (Saos 2). Βξέζεθε όηη ηα 

θύηηαξα Saos 2 πνπ επσάζηεθαλ κε ηνλ TGF-β2 αύμεζαλ ηελ έθθξαζε ηνπ mRNA 

ηεο ηληεγθξίλεο β1 (Εηθόλα 3.6) (p ≤ 0.01). Αληηζέησο, ε επεμεξγαζία κε ην anti-TGF-

β2 IG κείσζε ηελ έθθξαζε ηεο ηληεγθξίλεο β1 ζηα θύηηαξα Saos 2 (p ≤ 0.05). Γηα λα 

εμεηαζηεί ν ππνηηζέκελνο ξόινο ηεο ξύζκηζεο ηεο έθθξαζεο ηεο ηληεγθξίλεο β1 από 

ηελ εμαξηώκελε από ηνλ TGF-β2 ινπκηθάλε, αλαιύζεθαλ γηα ηελ έθθξαζε ηεο 

ηληεγθξίλεο β1 θύηηαξα πνπ ήηαλ αλεπαξθή ζε ινπκηθάλε (siLum). Τα θύηηαξα 

siLum βξέζεθε όηη είραλ κεγαιύηεξε έθθξαζε ηληεγθξίλεο β1 (41%) ζπγθξηηηθά κε 

ηα θύηηαξα ειέγρνπ siScr (Εηθόλα 3.6) (p ≤ 0.01). Όηαλ ε ζεκαηνδόηεζε ηνπ 

ελδνγελνύο TGF-β2 νπδεηεξνπνηήζεθε κε ηελ πξνζζήθε ηνπ εηδηθνύ αληηζώκαηνο 

TGF-β2, δελ παξαηεξήζεθε θακία επίδξαζε ηεο ινπκηθάλεο ζηελ έθθξαζε ηεο 

ηληεγθξίλεο β1 (Εηθόλα 3.6) (p = NS). Τα παξαπάλσ απνηειέζκαηα απνδεηθλύνπλ όηη 

ε ινπκηθάλε απμάλεη ηελ έθθξαζε ηεο ηληεγθξίλεο β1 ζηε θπηηαξηθή ζεηξά ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο Saos 2 κέζσ ηεο ξύζκηζεο ηεο ζεκαηνδόηεζεο ηνπ ΤGF-β2. 
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Εηθόλα 3.6 

 

Εηθόλα 3.6: Επίδξαζε ηεο ζεκαηνδόηεζεο ηνπ TGF-β2 ζηελ έθθξαζε ηεο ηληεγθξίλεο β1 θαη ν 

ξόινο ηεο ινπκηθάλεο. Σαξάληα νθηώ ώξεο κεηά ηε επηκόιπλζε, θύηηαξα επηκνιπζκέλα κε 

siRNA ινπκηθάλεο (siLUM), θύηηαξα πνπ επσάζηεθαλ κε ηνλ TGF-β2 (10 ng/ml), θύηηαξα 

αξλεηηθνύ ειέγρνπ (siSCRB, OptiMEM, 0%), θύηηαξα κε ηνλ anti-TGF-β2 (0.5 κg/ml), κε 

επηκνιπζκέλα θύηηαξα κε ηνλ anti-TGF-β2 (0.5 κg/ml) θαη κε επηκνιπζκέλα θύηηαξα κε ηνλ 

anti-TGF-β2 (10 κg/ml) ζπιιέρζεθαλ θαη ην RNA απνκνλώζεθε. Η έθθξαζε ηνπ mRNA ηεο 

ηληεγθξίλεο β1 πξνζδηνξίζηεθε κε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ 

ρξεζηκνπνηώληαο γηα ην γνλίδην ηεο ηληεγθξίλεο β1. Τα απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην 

κέζν όξν ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ εηο ηξηπινύλ θη εθθξάδνληαη σο απζαίξεηεο κνλάδεο. 

Σηαηηζηηθή ζεκαζία: *p ≤ 0.05: **p ≤ 0.01 αλάκεζα ζηνλ έιεγρν θαη ηηο αληίζηνηρεο 

επεμεξγαζίεο.  
++

p ≤ 0.01 αλάκεζα ζηηο επεμεξγαζίεο κε siScr θαη siLum. 
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3.7 Δξάζε ηνπTGF-β2 ζηε θσζθνξπιίσζε ηεο FAK (397) θηλάζεο 

Πξνεγνύκελεο κειέηεο έδεημαλ όηη ν TGF-β2 εληζρύεη ηελ θπηηαξηθή πξνζθόιιεζε 

ζε ππόζηξσκα FN ξπζκίδνληαο ζεηηθά ηε θσζθνξπιίσζε ηεο θηλάζεο εζηηαθήο 

πξνζθόιιεζεο (FAK-397) (Yaoetal., 2007). Η ζύλδεζε ηεο ηληεγθξίλεο ζε ζπζηαηηθά 

ηεο εμσθπηηάξηαο ζεκέιηαο νπζίαο απμάλεη ηελ θσζθνξπιίσζε ηεο ηπξνζίλεο ηεο 

FAK (pFAK). Επνκέλσο, ζε απηήλ ηε κειέηε εμεηάζηεθε ε πηζαλή επίδξαζε ηνπ 

TGF-β2 ζηε ελεξγνπνίεζε ηεο pFAK. Τα θύηηαξα Saos 2 επσάζηεθαλ κε TGF-β2 

(10 ng/ml) ή κε ην αληίζσκα anti-TGF-β2 (0.5 κg/ml) γηα 24 θαη 48 ώξεο θαη 

δηεξεπλήζεθε ε πξσηετληθή έθθξαζε ησλ FAK θαη pFAK κε ηελ κέζνδν ηεο 

αλνζναπνηύπσζεο θαηά Western (Εηθόλα 3.7A θαη B). Τα απνηειέζκαηα έδεημαλ όηη 

ν TGF-β2 ελίζρπζε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά ηε δξαζηεξηόηεηα ηεο FAK (p ≤ 0.01) ζε 

αληίζεζε κε ην αληίζσκα anti-TGF-β2 πνπ εκπόδηζε ηε θσζθνξπιίσζε ηεο ζην 

ζεκείν ηεο ηπξνζίλεο 397 (p ≤ 0.05) (Εηθόλα 3.7). Επνκέλσο, ηα απνηειέζκαηα 

απνδεηθλύνπλ όηη ε ελεξγνπνίεζε ηεο FAK ζηα θύηηαξα ηνπ νζηενζαξθώκαηνο Saos 

2 εμαξηάηαη από ηνλ TGF-β2. 

Εικόνα 3.7 

 

Εηθόλα 3.7: Η επίδξαζε ηεο ζεκαηνδόηεζεο ηνπ 

TGF-β2 ζηελ έθθξαζε ηεο νιηθήο πξσηεΐλεο FAK 

ησλ θπηηάξσλ Saos 2 θαη ζηε θσζθνξπιίσζε ηεο 

FAK (Y397). (A) Τα θύηηαξα Saos 2 ππνβιήζεθαλ 

ζε επεμεξγαζία κε ην anti-TGF-β2 (0.5 κg/ml)θαη 

ηνλ TGF-β2 (10 ng/ml) γηα 48 ώξεο. Αθνινύζσο 

ζπιιέρζεθαλ θαη ίζεο πνζόηεηεο πξσηεΐλεο πνπ 

εμήρζε από θύηηαξα απνηππώζεθαλ ζηε 

θσζθνξπιησκέλε FAK (Y397) (pFAK) θαη ηελ 

νιηθή FAK (FAK) αμηνπνηώληαο εηδηθά 

αληηζώκαηα. Τα απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην 

κέζν όξν ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ. 

Αληηπξνζσπεπηηθέο θειίδεο απνηύπσζεο 

παξνπζηάδνληαη. (B) Οη δώλεο ησλ πξσηετλώλ 

pFAK θαη FAK αλαιύζεθαλ ππθλνκεηξηθά θαη 

πξνζαξκόζηεθαλ ζηελ αθηίλε. Τα απνηειέζκαηα 

αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ μερσξηζηώλ 

πεηξακάησλ. Σηαηηζηηθή ζεκαζία: *p ≤ 0.05: **p ≤ 

0.01. 
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3.8 Η επίδξαζε ηεο ινπκηθάλεο ζηε θσζθνξπιίσζε ηεο FAK θηλάζεο  

Σηε ζπλέρεηα κειεηήζεθε ε επίδξαζε ηεο ινπκηθάλεο ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο FAK 

θηλάζεο. Τα ειιηπή ζε ινπκηθάλε (siLum) θύηηαξα θαζώο θαη ηα θύηηαξα ειέγρνπ 

siScr ιύζεθαλ θαη κειεηήζεθε ε έθθξαζε ησλ πξσηεηλώλ FAK θαη pFAK κε ηελ 

ρξήζε εηδηθώλ αληηζσκάησλ (Εηθόλα3.8A). Τα απνηειέζκαηα δείρλνπλ όηη ηα ειιηπή 

ζε ινπκηθάλε θύηηαξα αύμεζαλ ηε ελεξγνπνίεζε ηεο FAK (397) (p ≤ 0.05) 

(Εηθόλα3.8A θαη B). Επνκέλσο, ηα απνηειέζκαηα ηεο κειέηεο απνδεηθλύνπλ όηη ε 

θσζθνξπιίσζε ηεο θηλάζεο FAK (pFAK-Υ397) ζηα θύηηαξα ηνπ νζηενζαξθώκαηνο 

Saos 2 είλαη αληηζηξόθσο αλάινγε κε ηελ έθθξαζε ηεο ινπκηθάλεο.  

Εικόνα 3.8 
 

 

 

 

 

Εηθόλα 3.8. Επίδξαζε ηεο ινπκηθάλεο ζηελ 

έθθξαζε θαη ελεξγνπνίεζε ηεο FAK. (A) 

Αλαιύζεθαλ ίζεο πνζόηεηεο δεηγκάησλ 

πξσηεΐλεο ησλ 0%medium, siScr θαη siLum 

γηα ηελ έθθξαζε θσζθνξπιησκέλεο θαη 

νιηθήο (pFAK θαη FAK) κε εηδηθά 

αληηζώκαηα. Τα απνηειέζκαηα 

αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ 

μερσξηζηώλ πεηξακάησλ. παξνπζηάδνληαη 

αληηπξνζσπεπηηθέο εηθόλεο 

αλνζναπνηύπσζεο. (B) Οη δώλεο ησλ 

πξσηετλώλ pFAK θαη FAK αλαιύζεθαλ 

ππθλνκεηξηθά θαη πξνζαξκόζηεθαλ ζε 

ζρέζε κε ηελ αθηίλε. Τα απνηειέζκαηα 

αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ 

μερσξηζηώλ πεηξακάησλ. Σηαηηζηηθή 

ζεκαζία: *p ≤ 0.05: **p ≤ 0.01. 
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3.9 Ο ξόινο ηεο FAK θηλάζεο ζηελ θπηηαξηθή πξνζθόιιεζε ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο. 

Γηα ηελ πεξαηηέξσ δηεξεύλεζε ηεο ζπκκεηνρήο ηεο FAK ζεκαηνδόηεζεο ζηελ 

ηθαλόηεηα πξνζθόιιεζεο ησλ θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο πξαγκαηνπνηήζεθε 

θαηαζηνιή ηεο έθθξαζεο ηεο FAK θηλάζεο ζε θύηηαξα Saos 2 κε ηελ ρξήζε siRNAs 

(siFAK) ζρεδηαζκέλα εηδηθά από ηνπο Honget., al (2006).Όπσο παξνπζηάδεηαη ζηελ 

Εηθόλα3.9A-C, ε επηκόιπλζε ησλ θπηηάξσλ Saos 2 κε siFAK γηα 48 ώξεο είρε σο 

απνηέιεζκα ηελ αλαζηνιή ηεο FAKζε επίπεδν mRNAθαη πξσηεΐλεο (p ≤ 0.01). Τα 

ειιηπή ζε FAK θύηηαξα Saos 2, ζπιιέρζεθαλ ζηηο 48 ώξεο κεηά ηελ επηκόιπλζε θαη 

εθηηκήζεθε ε πξνζθνιιεηηθή ηνπο ηθαλόηεηα.  Η αλαζηνιή ηεο έθθξαζεο ηεο FAK 

κείσζε ζεκαληηθά ηελ πξνζθνιιεηηθή ηνπο ηθαλόηεηα (36%) ζπγθξηηηθά κε ηα 

θύηηαξα ειέγρνπ siScr (p ≤ 0.01) (Εηθόλα3.9D). Αμηνζεκείσην είλαη ην γεγνλόο όηη ε 

θπηηαξηθή πξνζθόιιεζε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο είλαη αληηζηξόθσο αλάινγε κε ηελ 

έθθξαζε ηεο FAK θαη ηα επίπεδα θσζθνξπιίσζεο ηεο (Εηθόλα 3.9D). 
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Εηθόλα 3.9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εηθόλα 3.9. Ο ξόινο ηεο FAK ζηελ θπηηαξηθή 

πξνζθόιιεζε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. (A) Τα θύηηαξα 

Saos 2 επηκνιύλζεθαλ κε ην επεκβαηηθό RNA ελαληίνλ 

ηεο FAK (siFAK) θαη κε siRNA (siScr) σο δείγκα 

αξλεηηθνύ ειέγρνπ. Η κείσζε ηεο έθθξαζεο ηνπ mRNA 

ηεο FAK επηβεβαηώζεθε κε αιπζηδσηή αληίδξαζε 

πνιπκεξάζεο πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ ζην ρξνληθό ζεκείν 

ησλ 48 σξώλ (B) Κπηηαξηθά εθρπιίζκαηα δεηγκάησλ 

Control, siFAK θαη  siScr αλαιύζεθαλ γηα ηελ 

πξσηετληθή έθθξαζε ηεο FAK. (C) Οη δώλεο ηεο 

πξσηείλεο FAK ζηα δηαθνξεηηθά δείγκαηα αλαιύζεθαλ 

ππθλνκεηξηθά θαη πξνζαξκόζηεθαλ ζε ζρέζε κε ηελ 

αθηίλε. (D) Η επίδξαζε ηνπ siFAK ζηελ θπηηαξηθή 

πξνζθόιιεζε. 48 ώξεο κεηά ηε επηκόιπλζε, ηα ειιηπή 

ζε FAK Saos 2 θύηηαξα (siFAK) θαη ηα θύηηαξα 

ειέγρνπ (control, siScr) ζπιιέρζεθαλ θαη 

θαιιηεξγήζεθαλ (10
5 

θύηηαξα) γηα 30 ιεπηά ζε πιάθεο 

96 θπςειώλ επηζηξσκέλεο κε  FN (5 κg/cm
2
). Ο 

αξηζκόο ησλ πξνζθνιιεκέλσλ θπηηάξσλ 

πξνζδηνξίζηεθε κε ηελ ρξήζε CyQUANT. Τα 

απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ 

μερσξηζηώλ πεηξακάησλ εηο ηξηπινύλ. Μέζεο ηηκέο ± 

S.E.M. παξνπζηάδνληαη. Σηαηηζηηθή ζεκαζία: **p ≤ 

0.01. 
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4. Απνηειέζκαηα 

4.1 Πεξίιεςε 

Η δηγιπθάλε (BGN) απνηειεί κέινο ηεο θαηεγνξίαο Ι ησλ SLRP νη νπνίεο πεξηέρνπλ 

δύν αιπζίδεο ζεητθήο ρνλδξντηίλεο ή ζεητθήο δεξκαηάλεο ζπλδεδεκέλεο νκνηνπνιηθά ζην 

N-άθξν (MacEwan et al., 2006). Πξόζθαηεο έξεπλεο έρνπλ απνδείμεη ηνλ ξόιν ηεο 

δηγιπθάλεο ζηελ βηνινγία ηνπ θαξθίλνπ θαη εηδηθόηεξα ζηελ ξύζκηζε ηνπ 

πνιιαπιαζηαζκνύ, ηεο απόπησζεο, ηεο κεηαλάζηεπζεο, ηεο θηλεηηθόηεηαο θαη ζηε 

δεκηνπξγία θιεγκνλήο (Neill et al., 2015, Schaefer et al., 1917). Η δηγιπθάλε, 

επηπξόζζεηα, έρεη εκπιαθεί ζηελ παζνγέλεζε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο, ελόο πξσηνγελή 

θαξθηληθνύ όγθνπ ησλ νζηώλ (Nikitovic et al., 2012, Nikitovic et al., 2008). 

Πξνεγνύκελεο έξεπλεο ηνπ εξγαζηεξίνπ καο έρνπλ πεξηγξάςεη ηελ δξάζε ηκήκαηνο ηεο 

παξαζνξκόλεο PTH (1-34) θαη ηνπ απμεηηθνύ παξάγνληα ησλ ηλνβιαζηώλ 2 (FGF-2) 

ζηελ κεηαλάζηεπζε ησλ θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο κέζσ ελόο θαηλνύξην 

ζπλεξγαηηθνύ κεραληζκνύ πνπ αθνξά ηελ ξύζκηζε ηεο έθθξαζεο ηεο δηγιπθάλεο ζηνλ 

εμσθπηηάξην ρώξν (Datsis et al., 2011, Nikitovic et al., 2016). Σεκαηνδνηηθά κόξηα 

θαηάληη ηεο δηγιπθάλεο έρνπλ ζπζρεηηζηεί κε ηελ αλάπηπμε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο 

θαζώο θαη ηελ πξόγλσζε ηνπ. Πξόζθαηα έρεη δεηρζεί όηη ε κείσζε ηνπ ππνδνρέα  LRP6 

(low-density lipoprotein receptor related protein 6) ηνπ ζεκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνύ 

Wnt/b-catenin, κε ηελ ρξήζε microRNA-183 (miR-183), αλέζηεηιε ηνλ 

πνιιαπιαζηαζκό θαη ηελ δηήζεζε θπηηάξσλ ηνπ ηλνζαξθώκαηνο (Yang et al., 2018). Τν 

ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη ηνπ Wnt ζεσξείηαη έλα από ην θύξηα κνλνπάηηα ηεο 

παζνγέλεζεο ηνπ θαξθίλνπ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο (Cai et al., 2014). Επηπξόζζεηα, ην 

κνλνπάηη ησλ Wnt/b-catenin απνηειεί ζεξαπεπηηθό ζηόρν ζην ηλνζάξθσκα, θαζώο ε 
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θαηαζηνιή ηνπ κε ηελ ρξήζε ξεζβεξαηξόιεο έρεη αληη-θαξθηληθή δξάζε (Xie et al., 

2017). Άιιεο SLRPs έρεη επίζεο δεηρζεί όηη δξνπλ παξόκνηα ζε δηαθνξεηηθέο 

ιεηηνπξγίεο ησλ θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο όπσο ν πνιιαπιαζηαζκόο, ε 

κεηαλάζηεπζε ή ε πξνζθόιιεζε (Zafiropoulos et al., 2008, Nikitovic et al., 2008, 

Nikitovic et al., 2011). Σηελ παξνύζα κειέηε, βάζε ηεο ζεκαζίαο ηεο δηγιπθάλεο ζηελ 

ξύζκηζε ηεο ζεκαηνδόηεζεο ησλ ιεηηνπξγηώλ ησλ θπηηάξσλ νζηενβιαζηηθήο 

πξνέιεπζεο, εμεηάζακε ηελ δξάζε ηεο ζηνλ πνιιαπιαζηαζκό ηνπ νζηενζαξθώκαηνο 

θαζώο θαη ζηα ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα πνπ εκπιέθνληαη ζε απηόλ. Τα απνηειέζκαηά 

καο απέδεημαλ όηη ε δηγιπθάλε κέζσ ηνπ LPR6/b-catenin/IGFIR κνλνπαηηνύ ξπζκίδεη 

ζεηηθά ηελ αλάπηπμε ησλ MG63 θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. 

 

4.2 Ο ξόινο ηεο δηγιπθάλεο ζηνλ επαγόκελν από ηνλ  IGF-I πνιιαπιαζηαζκό 

ησλ MG63 θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο 

Πξνεγνύκελε δεκνζίεπζε ηνπ εξγαζηεξίνπ καο έρεη απνδείμεη όηη ε δηγιπθάλε 

απνηειεί ζεκαληηθό ξπζκηζηηθό παξάγνληα ηεο κεηαλαζηεπηηθήο ηθαλόηεηαο θπηηάξσλ 

ηνπ νζηενζαξθώκαηνο (Datsis et al., 2011). Σηελ παξνύζα κειέηε εξεπλήζεθε ν 

πηζαλόο ξόινο ηεο δηγιπθάλεο ζηνλ πνιιαπιαζηαζκό ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. 

Επνκέλσο, ρξεζηκνπνηήζεθε αξρηθά έλα siRNA εηδηθό γηα ηελ κείσζε ηνπ γνληδίνπ ηεο 

δηγιπθάλεο (siBGN) θαη πξαγκαηνπνηήζεθε πείξακα παξεκβνιήο RNA (RNA 

interference), ην νπνίν είρε σο απνηέιεζκα ηελ θαηαζηνιή ηεο έθθξαζεο ηεο 

δηγιπθάλεο ζε mRNA αιιά θαη ζε πξσηετληθό, όπσο είρε δεηρζεί θαη ζε πξνεγνύκελε 

δεκνζίεπζε ηνπ εξγαζηεξίνπ γηα ηα MG63 θύηηαξα (Datsis et al., 2011). Ο 

πνιιαπιαζηαζκόο ησλ ειιεηπή ζε δηγιπθάλε θπηηάξσλ, ησλ αξρηθώλ θπηηάξσλ θαζώο  

θαη ησλ θπηηάξσλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο αξλεηηθά δείγκαηα ειέγρνπ, επηκνιπζκέλα 
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κε siScr (siScrumbled) κεηξήζεθε κε ην kit πνιιαπιαζηαζκνύ CyQUANT. Τα 

απνηειέζκαηα έδεημαλ κηα ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή κείσζε ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ 

ειιεηπή ζε δηγιπθάλε θπηηάξσλ (p≤ 0.001) ζε ζρέζε κε ηα θύηηαξα ειέγρνπ (Εηθόλα 

4.1). 

Εηθόλα 4.1 

 

 

 

Εηθόλα 4.1: Δξάζε ηνπ siBGN ζηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ MG63 θπηηάξσλ. Τα MG63 θύηηαξα 

απνθνιιήζεθαλ θαη ζηξώζεθαλ (3500 θύηηαξα/νπή) ζε πηάηα θαιιηέξγεηαο 96-νπώλ. Τα θύηηαξα, 

ζην πηάην, θαιιηεξγήζεθαλ ζε ζξεπηηθό απνπζία νξνύ θαη  επηκνιύλζεθαλ είηε κε siRNAs ελαληίνλ 

ηεο δηγιπθάλεο (siBGN) ή siRNAs αξλεηηθνύ ειέγρνπ, scrambledsiRNAs (siScr). Μεηά από 48 

ώξεο επώαζεο ν αξηζκόο ησλ πξνζθνιιεκέλσλ θπηηάξσλ πξνζδηνξίζηεθε ρξεζηκνπνηώληαο 

CyQUANT. Τα απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ εηο 

ηξηπινύλ. Μέζεο ηηκέο ± S.E.M. απνηππσκέλεο. Σηαηηζηηθή ζεκαζία: **p ≤ 0.001 ζε ζύγθξηζε κε 

ηα αληίζηνηρα δείγκαηα ειέγρνπ.  

 

4.3 Δξάζε ηνπ IGF-I ζηελ ξύζκηζε ηεο έθθξαζεο ηεο δηγιπθάλεο 

Γηα λα κπνξέζνπκε λα εληνπίζνπκε πηζαλά κόξηα αιιειεπίδξαζεο ή δηακεζνιάβεζεο 

ηεο δξάζεο ηεο δηγιπθάλεο κειεηήζακε ηελ επίδξαζε ζεκαληηθώλ κνξίσλ ζηελ 

ξύζκηζε ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο θαη πσο απηά κεηαβάινπλ ηελ 

έθθξαζε  ηεο δηγιπθάλεο. Σηα πεηξάκαηα απηήο ηεο κειέηεο, ν απμεηηθόο παξάγνληαο 
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IGF-I εληνπίζηεθε λα ξπζκίδεη ηελ έθθξαζε ηεο δηγιπθάλεο. Επώαζε ησλ MG63 

θπηηάξσλ κε IGF-I (10 ng/mL) γηα 48 h έδεημε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή αύμεζε ηεο 

εθθξηλόκελεο δηγιπθάλεο (p≤ 0.01) κε ηελ ρξήζε αλνζναπνηύπσζεο θαηά Western ζε 

δείγκαηα ππεξθεηκέλσλ αιιά θαη θπηηάξσλ (Εηθόλα4.2). Έγηλε επίζεο ρξήζε 

αληηζώκαηνο ελαληίνλ ηεο αθηίλεο ζηα δείγκαηα ησλ ππεξθεηκέλσλ γηα λα απνθιεηζηεί ε 

επηκόιπλζε από πξσηεΐλεο ηνπ θπηηαξνζθειεηνύ. Τα επίπεδα mRNAηεο δηγιπθάλεο 

απμήζεθαλ επίζεο ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά (p≤ 0.01) κε ηελ πξνζζήθε IGF-I (10 ng/mL) 

(Εηθόλα4.2D).Τα παξαπάλσ απνηειέζκαηα είλαη ζύκθσλα κε πξνεγνύκελεο κειέηεο 

πνπ απέδεημαλ ηελ ξύζκηζε ηεο έθθξαζεο ηεο δηγιπθάλεο από ηνλ IGF-I ζε αλζξώπηλεο 

θπηηαξηθέο ζεηξέο νζηενβιαζηηθήο πξνέιεπζεο (D’Avis et al., 1997). 

 

Εηθόλα 4.2 

 

Εηθόλα 4.2: Δξάζε ηνπ IGF-I ζηα επίπεδα mRNA θαη πξσηεΐλεο ηεο δηγιπθάλεο. (A) Έθθξαζε ηεο 

εθθξηλόκελεο (extracellular) θαη ηεο ελδνθπηηαξηθήο (intracellular) δηγιπθάλεο (BGN) ζε 

θύηηαξα κε επώαζε ζε ζξεπηηθό απνπζία νξνύ (control) θαη ζε θύηηαξα κε πξνζζήθε IGF-I 

(10ng/ml), κε ηελ ρξήζε αλνζναπνηύπσζεο θαηά Western. Αλάιπζε ηεο εθθξηλόκελεο BGN 
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πξσηετληθή κπάληα (100KDa γιπθνδπιησκέλε πξσηενγιπθάλε) (B) θαη ηεο ελδνθπηηαξηθήο BGN 

πξσηετληθή κπάληα (45KDa πξσηετληθόο θνξκόο) (C) σο πξνο ηελ έθθξαζε ηεο αθηίλεο. 

Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθόλεο αλνζναπνηύπσζεο παξνπζηάδνληαη. (D)Αλάιπζε επηπέδσλ mRNA ηεο 

δηγιπθάλεο ζε MG63 θύηηαξα κεηά από πξνζζήθε IGF-I (10ng/ml) γηα 48 ώξεο κε ηελ ρξήζε 

PCR-πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ θαη κε εηδηθνύο εθθηλεηέο γηα ην γνλίδην ηεο BGN σο πξνο ηελ έθθξαζε 

ηνπ GAPDH. Μέζεο ηηκέο ± S.E.M. απνηππσκέλεο. Σηαηηζηηθή ζεκαζία: **p ≤ 0.01 ζε ζύγθξηζε 

κε ηα αληίζηνηρα δείγκαηα ειέγρνπ.  

 

Τν ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη ηνπ IGF-I/IGF-IR είλαη ξπζκηζηήο ησλ αλαβνιηθώλ 

ιεηηνπξγηώλ ησλ νζηώλ θαη πξνεγνύκελεο κειέηεο έρνπλ απνδείμεη ηνλ ξόιν ηνπ ζηνλ 

πνιιαπιαζηαζκό ηνπ νζηενζαξθώκαηνο (Pirskanen et al., 1993). Σε απηήλ ηελ κειέηε 

ζειήζακε λα εμαθξηβώζνπκε ηελ δξάζε ηνπ IGF-I/IGF-IR ζηελ αλάπηπμε ησλ MG63 

θπηηάξσλ θαη ηελ πηζαλή ζπκκεηνρή ηεο δηγιπθάλεο. Επώαζε ησλ θπηηάξσλ ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο κε IGF-I (10 ng/ml) πξνθάιεζε κηα ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή αύμεζε 

ζηνλ πνιιαπιαζηαζκό ηνπο (p≤ 0.01,Εηθόλα 4.3). Γηα λα πξνζδηνξίζνπκε ηελ 

αιιειεπίδξαζε αλάκεζα ζηελ δηγιπθάλε θαη ην κνλνπάηη ηνπ IGF-I, θύηηαξα ειιηπή ζε 

δηγιπθάλε (siBGN) θαη θύηηαξα ειέγρνπ (επηκνιπζκέλα κε scramblesiRNAs) (siScr) 

επσάζηεθαλ κε IGF-I (10 ng/mL) γηα 48 h θαη πξαγκαηνπνηήζεθε δνθηκή 

πνιιαπιαζηαζκνύ. Ο επαγώκελνο από ηνλ IGF-I πνιιαπιαζηαζκόο ησλ MG63 (p≤ 

0.01) κεηώζεθε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά (p≤0.001,Εηθόλα 4.3) ζηα θύηηαξα κε κεησκέλε 

έθθξαζε δηγιπθάλεο (siBGN). Επνκέλσο, ε δηγιπθάλε ζπλέβαιε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά 

ζηελ ξύζκηζε ηνπ βαζηθνύ ξπζκνύ αιιά θαη ηνπ επαγόκελνπ από ηνλ IGF-I 

πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ MG63 θπηηάξσλ, πξνηείλνληαο ηελ ύπαξμε ζπλεξγαζίαο κεηαμύ 

ηεο biglycan θαη ηνπ IGF-I ζεκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνύ ζηελ αλάπηπμε ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο. 
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Εηθόλα 4.3 

 

 

Εηθόλα 4.3: Δξάζε ηνπ IGF-I ζηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ MG63 θπηηάξσλ. Τα MG63 θύηηαξα 

απνθνιιήζεθαλ θαη ζηξώζεθαλ (3500 θύηηαξα/νπή) ζε πηάηα θαιιηέξγεηαο 96-νπώλ θαη 

πξαγκαηνπνηήζεθε επηκόιπλζε κε siRNAs. Τα θύηηαξα πνπ επσάζηεθαλ κε 0% ζξεπηηθό απνπζία 

νξνύ (control), 10ng/mlIGF-I (IGF-I) θαη επίζεο θύηηαξα ειιηπή ζε (siBGN) ή θύηηαξα αξλεηηθνύ 

ειέγρνπ ηεο επηκόιπλζεο (siScr) πνπ επσάζηεθαλ κε ή ρσξίο ηνλ IGF-I, κεηξήζεθαλ 

ρξεζηκνπνηώληαο CyQUANT. Τα απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ μερσξηζηώλ 

πεηξακάησλ εηο ηξηπινύλ. Μέζεο ηηκέο ± S.E.M. απνηππσκέλεο. Σηαηηζηηθή ζεκαζία: **p ≤ 0.001, 

**= p≤ 0.01  ζε ζύγθξηζε κε ηα αληίζηνηρα δείγκαηα ειέγρνπ.  

 

 

Σηε ζπλέρεηα εξεπλήζεθε ν κεραληζκόο πνπ ζπκκεηέρεη ζηνλ επαγόκελν από ηνλ IGF-I 

πνιιαπιαζηαζκό, ζπλππνινγίδνληαο ην όηη ν IGF-IR ππνδνρέαο είλαη ν θύξηνο 

ππνδνρέαο δξάζεο ηνπ κνλνπαηηνύ ηνπ IGF-IR (25). Έγηλε επηβεβαίσζε ηεο 

ελεξγνπνίεζεο ηνπ ππνδνρέα απηνύ κε αξρηθά πεηξάκαηα ειέγρνπ όπσο θαίλεηαη ζηελ 

εηθόλα 4.4. 

 

 

 



88 

 

Εηθόλα 4.4 

 

 

Εηθόλα 4.4: Ελεξγνπνίεζε ηνπ IGF-IR ππνδνρέα από ηνλ IGF-Iζηα MG-63 θύηηαξα ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο. (Α) Πξσηετληθή έθθξαζε ηνπ ζπλνιηθνύ IGF-IR (IGF-IR) θαη ηνπ 

θσζθνξπιησκέλνπ IGF-IR (pIGF-IR) ζε θύηηαξα κε ζξεπηηθό απνπζία νξνύ (Control) θαη ζε 

θύηηαξα κε 10ng/ml IGF-I (IGF-I). (B) Η αλάιπζε ηνπ ελεξγνπνηεκέλνπ IGF-IR (pIGF-IR /IGF-

IR) θαλνληθνπνηήζεθε κε ηά αληίζηνηρα δείγκαηα γηα ηελ έθθξαζε ηεο αθηίλεο. Τα απνηειέζκαηα 

αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ. Μέζεο ηηκέο ± S.E.M. 

απνηππσκέλεο. Σηαηηζηηθή ζεκαζία:** = p≤ 0.01  ζε ζύγθξηζε κε ηα αληίζηνηρα δείγκαηα ειέγρνπ. 

 

Αθνινύζσο MG63 θύηηαξα επσάζηεθαλ κε 1κM ηνπ εηδηθνύ αλαζηνιέα γηα ηνλ IGF-

IR (AG1024) γηα 48 h, κε ή ρσξίο ηελ παξνπζία IGF-I απμεηηθνύ παξάγνληα (10 

ng/ml). Η ζπγθέληξσζε ηνπ AG1024 πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε επηιέρζεθε κεηά από 
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πεηξάκαηα βειηηζηνπνίεζεο κε επώαζε ησλ θπηηάξσλ ζε δηαθνξεηηθέο ζπγθέληξσζεο 

ηνπ αλαζηνιέα. Η δνθηκή πνιιαπιαζηαζκνύ έδεημε κηα ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή κείσζε 

ζηελ βαζηθή αιιά θαη ζηελ εμαξηώκελε από ηνλ IGF-I θπηηαξηθή αλάπηπμε (p≤ 

0.001,p≤ 0.01 αληίζηνηρα, Εηθόλα4.5A). Τα απνηειέζκαηα επνκέλσο επηβεβαηώλνπλ όηη 

ν IGF-IR ππνδνρέαο κεζνιαβεί ζηα βαζηθά αιιά θαη ζηα επαγόκελα από ηνλ IGF-I 

επίπεδα ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ MG63  θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. Τα 

απνηειέζκαηα απηά αλαδεηθλύνπλ ηελ ζεκαζία ηεο ζεκαηνδόηεζεο ηνπ ελδνγελή 

IGFIR ππνδνρέα ζηελ ξύζκηζε ηεο αλάπηπμεο ησλ MG-63 θπηηάξσλ (Εηθόλα4.5A). 

Σηε ζπλέρεηα γηα λα δηεξεπλήζνπκε ηνλ άκεζν ξόιν ηεο δηγιπθάλεο ζηελ θαηάληη 

ζεκαηνδόηεζε ηνπ IGF-IR, κειεηήζεθε ε ελεξγνπνίεζε ηνπ IGF-IR ππνδνρέα. 

Κπηηαξηθά εθρπιίζκαηα πξσηεΐλεο από siBGN θαη θύηηαξα ειέγρνπ siScr, αλαιύζεθαλ 

κε ηελ ρξήζε αληηζσκάησλ ελαληίσλ ηνπ IGF-IRππνδνρέα θαη ηνπ θσζθνξπιησκέλνπ 

pIGFIR ππνδνρέα. Όπσο θαίλεηαη ζηε εηθόλα 4.5B,Cε ελεξγνπνίεζε ηνπ IGF-IR 

απμήζεθε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά (p≤ 0.01) ζηα MG63 θύηηαξα ειιηπή ζε δηγιπθάλε 

(siBGN) (Εηθόλα 4.5B,C). 
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Εηθόλα 4.5 

 

 

 

4.4 Ο ξόινο ηεο δηγιπθάλεο ζηελ ξύζκηζε ηνπ Wnt ζεκαηνδνηηθνύ 

κνλνπαηηνύ (β-θαηελίλε) 

Γηα ηελ πεξαηηέξσ δηεξεύλεζε ηνπ κεραληζκνύ κε ηνλ νπνίν δξα ε δηγιπθάλε ζην 

νζηενζάξθσκα, ζειήζακε λα κειεηήζνπκε πηζαλά κόξηα αιιειεπίδξαζεο. Η δηγιπθάλε 

έρεη απνδεηρηεί όηη ξπζκίδεη ην ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη Wnt/β-θαηελίλε κε δύν ηξόπνπο, 

Εηθόλα 4.5: Ο ξόινο ηνπ IGF-IR ζηνλ 

εμαξηώκελν από ηνλ IGF-I πνιιαπιαζηαζκό 

ησλ MG63 – ξόινο ηεο δηγιπθάλεο 

(A)Δξάζεηνπ IGFαλαζηνιέα ζηνλ θπηηαξηθό 

πνιιαπιαζηαζκό ησλMG63 θπηηάξσλ. Τα 

MG63 θύηηαξα απνθνιιήζεθαλ θαη 

ζηξώζεθαλ (3500 θύηηαξα/νπή) ζε πηάηα 

θαιιηέξγεηαο 96-νπώλ. Κύηηαξα πνπ 

επσάζηεθαλ κε 0% ζξεπηηθνύ απνπζία νξνύ 

(control), 10ng/ml IGF-I (IGF-I), 1κM IGF-I 

αλαζηνιέα (InhIGF-I) θαη 10ng/ml IGF-I + 

1κM IGF-Iαλαζηνιέα (IGF-I+ InhIGF-I), 

κεηξήζεθαλ ρξεζηκνπνηώληαο CyQUANT. (B) 

Δξάζε ηνπ siBGN ζηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ 

IGF-IR. Η έθθξαζε ηνπ ζπλνιηθνύ IGF-IR 

(IGF-IR) θαη ηνπ θσζθνξπιησκέλνπ IGF-IR 

(pIGF-IR) ζε θύηηαξα κε ζξεπηηθό απνπζία 

νξνύ (control) θαη ζε θύηηαξα επηκνιπζκέλα 

είηε κε siRNAs (shortinterferingRNAs) 

ελαληίνλ ηεοδηγιπθάλεο (siBGN) ή siRNAs 

αξλεηηθνύ ειέγρνπ ηεο επηκόιπλζεο (siScr) 

αλαιύζεθε κε αλνζναπνηύπσζεθ αηάWestern. 

(C) Αλάιπζε ησλ ελεξγνπνηεκέλσλ IGF-IR 

επηπέδσλ πξσηεΐλεο (pIGF-IR/IGF-IR) σο 

πξνο ηα αληίζηνηρα επίπεδα αθηίλεο. 

Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθόλεο 

αλνζναπνηύπσζεο παξνπζηάδνληαη. Τα 

απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν 

ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ εηο ηξηπινύλ. 

Μέζεο ηηκέο ± S.E.M. απνηππσκέλεο. 

Σηαηηζηηθή ζεκαζία: **p ≤ 0.001, **= p≤ 

0.01  ζε ζύγθξηζε κε ηα αληίζηνηρα δείγκαηα 

ειέγρνπ. 
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είηε κε ηελ κεζνιάβεζή ηεο ζηελ πξόζδεζε παξαγόλησλ ή κε ηελ ξύζκηζε θαηάληη 

ζεκαηνδνηηθώλ κνξίσλ (Berrendsen et al., 2011, Xu et al., 2013, Tahir et al., 2013, 

Fernandes et al., 2017).  Έκκεζεο αιιειεπηδξάζεηο ηεο β-θαηελίλεο κε ηνλ IGF-IR 

ππνδνρέα θαη κε άιια κέιε ηνπ ζεκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνύ ηνπ IGF-I έρνπλ 

δεκνζηεπηεί (Xu et al., 2013, Tahir et al., 2013, Fernandes et al., 2017). Γηα ηελ κειέηε 

ηεο δξάζεο ηεο δηγιπθάλεο ζην ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη Wnt ζηα θύηηαξα ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο, ε έθθξαζε ηεο β-θαηελίλεο αλαιύζεθε κεηά από επώαζε ησλ 

θπηηάξσλ κε δηγιπθάλε γηα 48 ώξεο. Τα πξσηετληθά (αλνζναπνηύπσζε θαηά Western) 

θαζώο θαη ηα mRNA (PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ) επίπεδα ηεο β-θαηελίλεο απμήζεθαλ 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά (p≤ 0.01) κε ηελ πξνζζήθε ηεο δηγιπθάλεο (Εηθόλα4.6). 

Ηαύμεζε απηή ηεο πξσηεΐλεο ζπκθσλεί κε παιηόηεξε δεκνζηεπκέλε κειέηε ζε 

αλζξώπηλνπο νζηενβάζηεο (Berrendsen et al., 2011). 

 

Εηθόλα 4.6 

 

 

Εηθόλα 4.6: Δξάζε ηεο δηγιπθάλεο ζηα επίπεδα mRNA θαη πξσηεΐλεο ηεο β-θαηελίλεο. (A) Η 

έθθξαζε ηεο β-θαηελίλεο αλαιύζεθε ζε θύηηαξα κε 0% ζξεπηηθό απνπζία νξνύ (control) θαη ζε 



92 

 

θύηηαξα κε πξνζζήθε δηγιπθάλεο (BGN; 10κg/ml)κε ηελ ρξήζε αλνζναπνηύπσζεο θαηά Western. 

(B) Αλάιπζε ηεο πξσηετληθήο κπάληαο ηεο β-θαηελίλεο έγηλε σο πξνο ηελ αληίζηνηρε πξσηεΐλε ηεο 

αθηίλεο. Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθόλεο αλνζναπνηύπσζεο παξνπζηάδνληαη. (C) Τα mRNA επίπεδα 

ηεο β-θαηελίλεο ζε MG63 θύηηαξα θαη κεηά από επώαζε κε δηγιπθάλε (BGN) γηα 48 ώξεο 

πξνζδηνξίζηεθαλ κε PCR-πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ θαη κε εηδηθνύο εθθηλεηέο γηα ην γνλίδην ηεο β-

θαηελίλεο σο πξνο ηελ έθθξαζε ηνπ GAPDH. Τα απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν 

ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ εηο ηξηπινύλ. Μέζεο ηηκέο ± S.E.M. απνηππσκέλεο. Σηαηηζηηθή 

ζεκαζία: **= p≤ 0.01  ζε ζύγθξηζε κε ηα αληίζηνηρα δείγκαηα ειέγρνπ. 

 

Η β-θαηελίλε έρεη απνδεηρζεί όηη ξπζκίδεη ηελ έθθξαζε γνληδίσλ πνπ αθνινπζνύλ κεηά 

ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ ζεκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνύ Wnt θαη πνπ επεξεάδνπλ ηνλ 

θπηηαξηθό πνιιαπιαζηαζκό (Gonzalez-Moles et al., 2014, Aktary et al., 2016, Shang et 

al., 2017). Η δξάζε απηή ηεο β-θαηελίλεο έρεη σο απνηέιεζκα ηελ αιιειεπίδξαζή ηεο 

κε πνιιαπιά πξσηετληθά κόξηα ζε δηαθνξεηηθά ηκήκαηα ηνπ θπηηάξνπ, όπσο ε 

θπηηαξηθή κεκβξάλε, ην θπηηαξόπιαζκα θαη ν ππξήλαο. Επνκέλσο, πξαγκαηνπνηήζεθε 

αλάιπζε ηνπ εληνπηζκνύ ηεο β-θαηελίλεο ζηα δηαθνξεηηθά ηκήκαηα ησλ MG63 

θπηηάξσλ κεηά ηελ εμσγελή πξνζζήθε δηγιπθάλεο γηα 48 ώξεο. Όπσο παξνπζηάδεηαη 

ζηελ εηθόλα 4.7 ε β-θαηελίλε βξέζεθε λα απμάλεηαη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά ζην 

θπηηαξόπιαζκα (CytoCvs. CytoB; p≤ 0.01), ζηνλ ππξήλα (NuclCvs. NuclB; p≤ 0.01) 

όπσο θαη ζηελ κεκβξάλε (MembrCvs.MembrB; p≤ 0.05) ησλ θπηηάξσλ επσαζκέλα κε 

ηελ δηγιπθάλε ζε ζρέζε κε ηα θύηηαξα ειέγρνπ. Άξα, ε δηγιπθάλε κεηαβάιεη ηα 

επίπεδα πξσηεΐλεο ηεο β-θαηελίλεο αιιά θαη ηνλ εληνπηζκό ηεο ζηα MG63 θύηηαξα ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο. 
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Εηθόλα 4.7 

 

 

 

Εηθόλα 4.7:  Δξάζε ηεο δηγιπθάλεο ζηελ έθθξαζε ηεο β-θαηελίλεο ζηα δηαθνξεηηθά θπηηαξηθά 

ηκήκαηα ησλ MG63. (A) Η έθθξαζε ηεο β-θαηελίλεο αλαιύζεθε ζην θπηηαξόπιαζκα ησλ 

θπηηάξσλ κε επώαζε ζε 0% ζξεπηηθό απνπζία νξνύ (CytoC) θαη ζε θύηηαξα κε επώαζε ζε 

δηγιπθάλε 10κg/ml (CytoBGN), θαζώο θαη ζηνλ ππξήλα ησλ θπηηάξσλ απηώλ (NuclC; NuclBGN) 

θαη ζηηο κεκβξάλεο (MembrC; MenbrBGN) αληίζηνηρα,κε αλνζναπνηύπσζε θαηάWestern. (B) Γηα 

ηελ θαζαξόηεηα ησλ δεηγκάησλ απνκόλσζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ε έθθξαζε ηνπκπνπιίλεο (tubulin) 

θαη fibrillarin, γηα ην θπηηαξόπιαζκα θαη ηνλ ππξήλα αληίζηνηρα. Ίζεο πνζόηεηεο ζπλνιηθήο 

πξσηεΐλεο από θάζε θπηηαξηθό ηκήκα θνξηώζεθαλ θαηά ηελ ειεθηξνθόξεζε. Αληηπξνζσπεπηηθέο 

εηθόλεο αλνζναπνηύπσζεο παξνπζηάδνληαη. Τα απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν 
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ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ. Μέζεο ηηκέο ± S.E.M. απνηππσκέλεο. Σηαηηζηηθή ζεκαζία: **= 

p≤ 0.01, * = p≤ 0.05 ζε ζύγθξηζε κε ηα αληίζηνηρα δείγκαηα ειέγρνπ. 

 

4.5  Η δξάζε ηεο β-θαηελίλεο ζηελ ζεκαηνδόηεζε ηνπ IGF-1R ζην 

νζηενζάξθσκα 

Με ζθνπό ηελ κειέηε ηνπ ξόινπ ηεο β-θαηελίλεο ζηελ εμαξηώκελε από ηελ δηγιπθάλε 

ξύζκηζε ηνπ ζεκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνύ ηνπ IGF-IR ππνδνρέα, ζηα MG63 θύηηαξα, 

ρξεζηκνπνηήζεθε ε κέζνδνο ηεο παξεκβνιήο ηνπ RNA. MG63 θύηηαξα επηκνιύλζεθαλ 

κε siRNAs ελαληίνλ ηεο β-θαηελίλεο (sib-catenin) γηα 48 ώξεο θαη ε έθθξαζή ηεο ζε 

mRNA θαη πξσηετληθό επίπεδν αλαιύζεθε κε ηελ ρξήζε PCR-πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ θαη 

αλνζναπνηύπσζε θαηά Western blot, αληίζηνηρα. Τα απνηειέζκαηα έδεημαλ κηα 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή κείσζε ηεο έθθξαζεο ηεο β-θαηελίλεο ζε πξσηετληθό (p≤ 0.001) 

θαη ζε mRNA επίπεδν (p≤ 0.001, Εηθόλα 4.8). 
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ηθόλα 4.8 

 

 

 

Τα ειιηπή ζε β-θαηελίλε θύηηαξα ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα λα δηεξεπλεζεί ε πηζαλή 

δξάζε ηνπ κνλνπαηηνύ Wnt/β-θαηελίλε ζηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ IGF-IR ππνδνρέα. Έηζη, 

αλαιύζεθε ε θσζθνξπιίσζε ηνπ IGF-IR ππνδνρέα κε ηελ ρξήζε αλναπνηύπσζεο θαηά 

Western ζε πξσηετληθά δείγκαηα θπηηάξσλ ζε επώαζε κε 0% FBS ζξεπηηθό (C), ζε 

θύηηαξα ειιηπή ζε δηγιπθάλε (sib-catenin) θαη ζε θύηηαξα ειέγρνπ ηεο επηκόιπλζεο 

scrambled siRNAs (siScr). Τα απνηειέκαηα έδεημαλ κηα ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή κείσζε 

ζηελ θσζθνξπιίσζε ηνπ ππό κειέηε IGF-IR ππνδνρέα (p≤ 0.01) ζηα θύηηαξα κε 

ειιηπή έθθξαζε β-θαηελίλεο όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 4.9 απνδεηθλύνληαο ηελ 

Εηθόλα 4.8: Επηκόιπλζε κε siRNA-εηδηθά γηα ηελ β-

θαηελίλε. (A) Η έθθξαζε ηεο β-θαηελίλεο αλαιύζεθε ζε 

θύηηαξα κε 0% ζξεπηηθό απνπζία νξνύ (control) θαη ζε 

θύηηαξα επηκνιπζκέλα είηε κε siRNAs ελαληίνλ ηεο β-

θαηελίλεο (siβ-catenin) ή κε scrambled siRNAs 

αξλεηηθνύ ειέγρνπ (siScr,κε αλαζναπνηύπσζε θαηά 

Western. (B) Η αλάιπζε ηεο πξσηεΐλεο ηεο β-θαηελίλεο 

έγηλε σο πξνο ηα αληίζηνηρα επίπεδα ηεο αθηίλεο. 

Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθόλεο αλνζναπνηύπσζεο 

παξνπζηάδνληαη. (C) Τα επίπεδα mRNA ηεο β-θαηελίλεο 

κεηξήζεθαλ ζηα MG63 θύηηαξα επσαζκέλα κε ζξεπηηθό 

απνπζία νξνύ (control), ζηα θύηηαξα κε siRNAs ελαληίνλ 

ηεο β-θαηελίλεο (siβ-catenin) ή κε scrambled siRNAs 

αξλεηηθνύ ειέγρνπ (siScr), κε αληίδξαζεPCR-

πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ θαη κε εηδηθνύο εθθηλεηέο γηα ην 

γνλίδην ηεο β-θαηελίλεο σο πξνο ηελ έθθξαζε ηνπ 

GAPDH. Τα απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν 

όξν ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ εηο ηξηπινύλ. Μέζεο 

ηηκέο ± S.E.M. απνηππσκέλεο. Σηαηηζηηθή ζεκαζία: *** = 

p≤ 0.001  ζε ζύγθξηζε κε ηα αληίζηνηρα δείγκαηα ειέγρνπ. 
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ξύζκηζε ηνπ κνλνπαηηνύ Wnt/β-θαηελίλε από ηελ δηγιπθάλε κέζσ ηεο ελεξγνπνίεζεο 

ηνπ IGF-IR ππνδνρέα ζηα MG63 θύηηαξα ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. 

Εηθόλα 4.9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εηθόλα 4.9: Δξάζε ηνπ siβ-θαηελίλεο ζηελ 

ελεξγνπνίεζε ηνπ IGF-IR ππνδνρέα. (A) Η 

έθθξαζε ηεο ζπλνιηθή πξσηείλεο ηνπ IGF-IR 

(IGF-IR) ηνπ θσζθνξπιησκέλνπ IGF-IR (pIGF-

IR) κειεηήζεθε ζε θύηηαξα κε ζξεπηηθό απνπζία 

νξνύ (control) θαη ζε θύηηαξα επηκνιεζκέλα κε 

rsiRNAs (shortinterferingRNAs) ελαληίνλ ηεο β-

θαηελίλεο (siβ-catenin) ή scrambled siRNAs 

αξλεηηθνύ έιεγρνπ (siScr), κε ηελ ρξήζε 

αλνζναπνηύπσζεο θαηά Western. (B) Η αλάιπζε 

ηνπ ελεξγνπνηεκέλνπ IGF-IR (pIGF-IR/IGF-IR) 

έγηλε σο πξνο ηα αληίζηνηρα επίπεδα αθηίλεο. 

Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθόλεο αλνζναπνηύπσζεο 

παξνπζηάδνληαη. Τα απνηειέζκαηα 

αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ μερσξηζηώλ 

πεηξακάησλ. Μέζεο ηηκέο ± S.E.M. απνηππσκέλεο. 

Σηαηηζηηθή ζεκαζία: **= p≤ 0.01  ζε ζύγθξηζε κε 

ηα αληίζηνηρα δείγκαηα ειέγρνπ. 
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4.6  Σπλ-εληνπηζκόοηεο Δηγιπθάλεο κε ηνλ LRP6 ππνδνρέα 

Πξνεγνύκελεο κειέηεο έδεημαλ όηη ε δηγιπθάλε επεξεάδεη ηελ επαγόκελε από ην 

κνλνπάηη Wnt, β-θαηελίλε/Tcell-εηδηθή κεηαγξαθηθή δξάζε, ζε νζηενβάζηεο, κέζσ ηεο 

αιιειεπίδξαζή ηεο κε ηνλ LRP6 ππνδνρέα (Berrendsen et al., 2011). Έηζη, κειεηήζεθε 

θαηά πόζνλ, ζην κνληέιν νζηενζαξθώκαηνο ηεο κειέηεο απηήο, ε δηγιπθάλε 

αιιεινεπηδξά κε ηνλ LRP6 ππνδνρέα. Πεηξάκαηα αλνζνθζνξηζκνύ έδσζαλ κηα επξύ 

έθθξαζε ηνπ ππνδνρέα LRP6 (πξάζηλν ρξώζε) θαη παξνπζία ηεο δηγιπθάλεο ζηελ 

κεκβξάλε ησλ θπηηάξσλ (θόθθηλε ρξώζε) κε κέηξηα ρξώζε ζπλ-εληνπηζκνύ (LRP6 + 

δηγιπθάλε, Εηθόλα 4.10). Μεηά ηελ επώαζε ησλ θπηηάξσλ κε δηγιπθάλε παξαηεξείηαη 

κηα ζεκαληηθή αύμεζε ηεο πνξηνθαιή ρξώζεο (ζπλ-εληνπηζκόο), αξά θαη αύμεζε ηνπ 

ζπλ-εληνπηζκνύ ηεο δηγιπθάλεο κε ηνλ LRP6 ππνδνρέα (Εηθόλα 4.10). Τα παξαπάλσ 

πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα απνδεηθλύνπλ όηη ε δηγιπθάλε, αλάινγα κε ηελ 

ζπγθέληξσζή ηεο ζηα θύηηαξα MG63, ζπλ-εληνπίδεηαη κε ηνλ LRP6 ππνδνρέα. 

Σπκπεξαζκαηηθά, ε δηγιπθάλε κέζσ ηεο αιιειεπίδξαζήο ηεο ζπκκεηέρεη ζηελ 

ελεξγνπνίεζε ηνπ ππνδνρέα LRP6 θαη απνηξέπεη ηελ απνδόκεζε ηεο β-θαηελίλεο ζηα 

θύηηαξα απηά. 
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Εηθόλα 4.10 

 

Εηθόλα 4.10: Σπλ-εληνπηζκόο ηεο δηγιπθάλεο (Biglycan) θαη ηνπ LRP6 ππνδνρέα ζηα MG63 

θύηηαξα κε ηελ ρξήζε αλνζνθζσξηζκνύ. Χξώζε δηγιπθάλεο (θόθθηλν, anti-mouse AlexaFluor 

555) θαη ρξώζε LRP6 (πξάζηλν, anti-rabbit AlexaFluor 488) ησλ θπηηάξσλ θαη νη αληίζηνηρεο 

ρξώζεηο ππξήλσλ ηνπο (κπιέ, ρξσζηηθή TO-PRO-3) αλαιύζεθαλ κεηά από θαιιηέξγεηα 48 σξώλ 

ζε ζξεπηηθό απνπζία νξνύ (control) ή κε ηελ πξνζζήθε δηγιπθάλεο (Biglycan, 10κg/ml). Σηα 

δείγκαηα αξλεηηθνύ ειέγρνπ, δελ έγηλε επώαζε κε πξώην αληίζσκα. Τα δείγκαηα παξαηεξήζεθαλ 
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κε κηθξνζθόπην ζπλεζηίαζεο (confocalmicroscopy) θαη νη εηθόλεο θσηνγξαθήζεθαλ κε κεγέζπλζε 

x40. 

 

4.7 Αιιειεπίδξαζε κεηαμύ β-θαηελίλεο θαη IGFR ζεκαηνδόηεζεο 

Η θπηηαξνπιαζκαηηθή β-θαηελίλε δεκηνπξγεί ζύκπινθν θνληά ζηελ θπηηαξηθή 

κεκβξάλε κε ηα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ θαηρεξίλσλ (cadherins) (Valenta et al., 2012). 

Υπνζέζακε όηη ε β-θαηελίλε κπνξεί λα αιιειεπηδξά κε ηνλ ππνδνρέα IGF-IR θαη λα 

δηεπθνιύλεη ηελ ζεκαηνδόηεζή ηνπ. Με ηελ ρξήζε αληηζώκαησλ άληη-β-θαηελίλεο 

(πξάζηλε ρξώζε) θαη άληη-pIGF-IR (θόθθηλε ρξώζε) ζε MG-63 θύηηαξα απνδείρηεθε ν 

ζπλ-εληνπηζκόο ησλ δύν απηώλ κνξίσλ (Εηθόλα 4.11). Η ρξώζε ηνπ ζπλ-εληνπηζκνύ 

ήηαλ απμεκέλε ζηα MG-63 θύηηαξα πνπ είραλ επσαζηεί κε εμσγελή δηγιπθάλε (Εηθόλα 

4.11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



100 

 

Εηθόλα 4.11 

 

 

Εηθόλα 4.11: Σπλ-εληνπηζκόο ηεο β-θαηελίλεο (β-catenin) θαη ηνπ pIGF-IR ππνδνρέα ζηαMG63 

θύηηαξα κε ηελ ρξήζε αλνζνθζσξηζκνύ. Χξώζε β-θαηελίλεο (θόθθηλν, anti-mouse AlexaFluor 

555) θαη ρξώζε pIGF-IR (πξάζηλν, anti-rabbit AlexaFluor 488) ησλ θπηηάξσλ θαη νη αληίζηνηρεο 

ρξώζεηο ππξήλσλ ηνπο (κπιέ, ρξσζηηθή TO-PRO-3) αλαιύζεθαλ κεηά από θαιιηέξγεηα 48 σξώλ 

ζε ζξεπηηθό απνπζία νξνύ (control) ή κε ηελ πξνζζήθεδηγιπθάλεο (Biglycan, 10κg/ml). Σηα 

δείγκαηα αξλεηηθνύ ειέγρνπ, δελ έγηλε επώαζε κε πξώην αληίζσκα.Τα δείγκαηα παξαηεξήζεθαλ 
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κε κηθξνζθόπην ζπλεζηίαζεο (confocalmicroscopy) θαη νη εηθόλεο θσηνγξαθήζεθαλ κε κεγέζπλζε 

x40. 

 

4.8 Αύμεζε ηνπ θαλνληθνύ (canonical) ζεκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνύ ηεο β-

θαηελίλεο από ηελ δηγιπθάλε ζηα MG63 θύηηαξα 

Η Wnt επαγόκελε κεηαγξαθή κέζσ ησλ β-θαηελίλε-T-cell factor (TCF)/ Lymphoid 

enhancer-binding factor (Lef) κεηαθξαθηθώλ παξαγόλησλ, έρεη ραξαθηεξηζηεί σο ην 

θαλνληθό ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη wnt/β-θαηελίλεο. Γηα λα κειεηήζνπκε ηηο κεηαβνιέο 

ηνπ κνλνπαηηνύ απηνύ από ηελ δηγιπθάλε ειέγμακε ηελ έθθξαζε θαηάληη κνξίνπ-

ζηόρνπ ηεο β-θαηελίλεο, ηελ θπθιίλε D1 (Testu et al., 1999, Shtutman et al., 1999). 

Όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 4.12 ε έθθξαζε mRNA ηεο θπθιίλεο D1 κεηώζεθε 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά (p≤ 0.01) ζηα θύηηαξα ειιηπή ζε δηγιπθάλε, απνδεηθλύνληαο όηη 

ε δηγιπθάλε επεξεάδεη θαη ηα δύν θαλνληθά θαη κε θαλνληθά κνλνπάηηα ηεο β-θαηελίλεο 

(canonical θαη non-canonical) ζηα θύηηαξα ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. 

Εηθόλα 4.12 

 

 

 

Εηθόλα 4.12: Δξάζεηεο δηγιπθάλεο ζηελ έθθξαζεο ηεο θπθιίλεο D1. Τα mRNA επίπεδα ηεο 

θπθιίλεο D1 (cyclin D1) κειεηήζεθαλ ζηα MG63 θύηηαξα κε επώαζε ζξεπηηθνύ απνπζία νξνύ 

(control) θαη ζε θύηηαξα επηκνιπζκέλα κε siRNAs (shortinterferingRNAs) ελαληίνλ ηεο 
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δηγιπθάλεο (siBGN) ή κε orscrambled siRNAs αξλεηηθνύ ειέγρνπ (siScr) κε ηελ ρξήζε PCR 

πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ θαη εηδηθνύο εθθηλεηέο γηα ην γνλίδην ηεο δηγιπθάλεο θαη αλαιύζεθαλ σο 

πξνο ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ GAPDH. Τα απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ 

μερσξηζηώλ πεηξακάησλ εηο ηξηπινύλ. Μέζεο ηηκέο ± S.E.M. απνηππσκέλεο. Σηαηηζηηθή ζεκαζία: 

*** = p≤ 0.01  ζε ζύγθξηζε κε ηα αληίζηνηρα δείγκαηα ειέγρνπ. 

 

4.9 Ο ξόινο ηνπ ERK1/2  ζηελ επαγόκελε από ηελ δηγιπθάλε ζεκαηνδόηεζε 

ηνπ IGF-Ι 

Τν ζύκπινθν IGF-I/IGF-IR είλαη γλσζηό όηη ελεξγνπνηεί πνιιαπιά θαηάληη 

ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα πνπ κεηαβάιινπλ θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο, όπσο ην κνλνπάηη 

ησλ MAP θηλαζώλ (Werner et al., 2016, Satyamoorthy et al., 2001). Έηζη, ν ξόινο ηνπ 

ERK1/2, γλσζηό κέινο ηνπ κνλνπαηηνύ ησλ MAP θηλαζώλ, κειεηήζεθε θαηά ηελ 

δξάζε ησλ IGF-I/δηγιπθάλεο ζηελ αλάπηπμε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. Φξεζηκνπνηήζεθε 

αλαζηνιέαο ηνπ ERK1/2 ζε θύηηαξα MG63 επσαζκέλα κε ή ρσξίο ηνλ απμεηηθό 

παξάγνληα IGF-I (10 ng/mL) θαη παξνπζηάζηεθε κηα ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή κείσζε 

ζηνλ βαζηθό αιιά θαη ζηνλ επαγόκελν από ηνλ IGF-I πνιιαπιαζηαζκό (p≤ 0.01 θαη p≤ 

0.001 αληίζηνηρα, εηθόλα 4.13A). Σπκπεξαζκαηηθά, ηα απνηειέζκαηα απνδεηθλύνπλ ηελ 

ζπκκεηνρή ηνπ ERK ζηελ βαζηθή αιιά θαη ζηελ επαγόκελε από ηνλ IGF-I αλάπηπμε 

ησλ MG-63 θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. Σηε ζπλέρεηα κειεηήζακε ηελ δξάζε ηεο 

δηγιπθάλεο ζηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ ERK1/2. Έγηλε αλάιπζε πξσηετληθώλ δεηγκάησλ 

θπηηάξσλ ειέγρνπ, θπηηάξσλ ειιηπή ζε δηγιπθάλε (siBGN) θαη θπηηάξσλ ειέγρνπ ηεο 

επηκόιπλζεο siRNAs (siScr) γηα ηνλ έιεγρν ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ηνπ 

θσζθνξπιησκέλνπ ERK1/2. Όπσο παξνπζηάδεηαη ζηελ εηθόλα 4.13B,C ε ελεξγνπνίεζε 

ηνπ ERK1/2 κεηώζεθε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά (p≤ 0.001) ζηα θύηηαξα ειιηπή ζε 

δηγιπθάλε (siBGN). Τα απνηειέζκαηα απνδεηθλύνπλ όηη ν ERK1/2 είλαη έλαο θαηάληη 



103 

 

δηακεζνιαβεηήο ηνπ ζεκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνύ IGF-IR/δηγιπθάλεο πνπ ξπζκίδεη ησλ 

πνιιαπιαζηαζκό ησλ θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. 

Εηθόλα 4.13 

 

Εηθόλα 4.13: Ο ξόινο ηνπ ERK1/2 ζηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ MG63 θπηηάξσλ θαη ε δξάζε ηεο 

έθθξαζεο ηεο δηγιπθάλεο ζηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ. (A) Τα MG63 θύηηαξα απνθνιιήζεθαλ θαη 

ζηξώζεθαλ (3500 θύηηαξα/νπή) ζε πηάηα θαιιηέξγεηαο 96-νπώλ. Τα θύηηαξα επσάζηεθαλ κε 

ζξεπηηθό απνπζία νξνύ (control), κε 10ng/ml IGF-I (IGF-I), κε 5κMERK1/2 αλαζηνιέα 

(InhERK1/2) θαη κε 10ng/ml IGF-I + 5κMERK1/2 αλαζηνιέα (IGF-I+InhERK1/2), θαη ν 

αξηζκόο ησλ θπηηάξσλ κεηξήζεθε κε CyQUANT. (B) Η πξσηετληθή έθθξαζε ηνπ ζπλνιηθνύ 

ERK1/2 (ERK1/2) θαη ηνπ θσζθνξπιησκέλνπ ERK1/2 (pERK1/2) ησλ θπηηάξσλ αλαιύζεθε ζε 

θύηηαξα κε ζξεπηηθό απνπζία νξνύ (control) θαη ζε θύηηαξα επηκνιπζκέλα είηε κε siRNAs 

ελαληίνλ ηεο biglycan (siBGN) ή κε scrambled siRNAs αξλεηηθνύ ειέγρνπ (siScr) κε 

αλνζναπνηύπσζε θαηά Western. (C) Η αλάιπζε ηνπ ελεξγνπνηεκέλνπ ERK1/2 (pERK1/2 

/ERK1/2) θαλνληθνπνηήζεθε κε ηα αληίζηνηρα δείγκαηα γηα ηελ έθθξαζε ηεο αθηίλεο. Τα 

απνηειέζκαηα αληηπξνζσπεύνπλ ην κέζν όξν ηξηώλ μερσξηζηώλ πεηξακάησλ. Μέζεο ηηκέο ± 

S.E.M. απνηππσκέλεο. Σηαηηζηηθή ζεκαζία: *** = p ≤ 0.001, ** = p≤ 0.01  ζε ζύγθξηζε κε ηα 

αληίζηνηρα δείγκαηα ειέγρνπ. 
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5. Σπδήηεζε 

5.1 Η ινπκηθάλε ξπζκίδεη ηελ ηθαλόηεηα πξνζθόιιεζεο ηωλ θπηηάξωλ ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο κεηαβάιινληαο ην ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη ηνπ TGF-β2 

 
Γηα λα επεξεάζεη ηελ θπηηαξηθή πξνζθόιιεζε ε ινπκηθάλε κπνξεί λα 

αιιειεπηδξάζεη κε εηδηθνύο ππνδνρείο πξνζθόιιεζεο ζηελ θπηηαξηθή κεκβξάλε ή 

ελαιιαθηηθά λα ξπζκίζεη ηε δξαζηεξηόηεηα κνξίσλ ηνπ εμσθπηηάξηνπ ρώξνπ. Τα 

θύηηαξα ηνπ νζηενζαξθώκαηνο απνδείρηεθε όηη εθθξίλνπλ ηελ πξσηενγιπθάλε 

ινπκηθάλε (κε κνξηαθό βάξνο 60–70 kDa) πνπ έρεη ηελ ηθαλόηεηα λα ξπζκίδεη ηελ 

αλάπηπμε θαη ηελ θηλεηηθόηεηα απηώλ ησλ θπηηάξσλ (Nikitovic et al., 2008). Σηελ 

παξνύζα δηαηξηβή απνδείρηεθε όηη ε ινπκηθάλε εκπνδίδεη ηελ θπηηαξηθή 

πξνζθόιιεζε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο κέζσ ηεο ξύζκηζεο ηεο θαηάληη ζεκαηνδόηεζεο 

ηνπ ππνδνρέα ηνπTGF-β2.  

Σε πξνεγνύκελεο κειέηεο θάλεθε όηη νη ηζνκνξθέο ηνπ TGF-β ελεξγνπνηνύλ ηελ 

πξνζθνιιεηηθή ηθαλόηεηα ησλ νζηενβιαζηώλ (Laietal., 2000), θη απηό πηζαλώο 

ζρεηίδεηαη κε ην βαζηθό ξόιν ηνπο ζηελ νγθνγέλεζε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο 

(Franchietal., 1998). Τα θύηηαξα Saos 2 είλαη γλσζηό όηη εθθξίλνπλ ηηο ηξεηο 

ηζνκνξθέο TGF-β1, TGF-β2 θαη TGF-β3 θη επνκέλσο θαζηζηνύλ εθηθηνύο ηνπο 

απηνθξηλείο ηξόπνπο δξάζεο ηνπο (Gasslingetal., 2009). Δμαθξηβώζεθε όηη ν TGF-β2 

είλαη ε θύξηα ηζνκνξθή πνπ εθθξάδεηαη ζηα θύηηαξα απηά. Η θαηαζηνιή ηνπ 

ελδνγελνύο TGF-β2 εκπόδηζε ζεκαληηθά ηελ πξνζθόιιεζε ησλ θπηηάξσλ ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο Saos 2 ελώ ν εμσγελήο TGF-β2 ελίζρπζε ζεκαληηθά ηελ 

πξνζθόιιεζε απηώλ ησλ θπηηάξσλ. Ωζηόζν, ηα αλεπαξθή ζε ινπκηθάλε θύηηαξα 

Saos 2 είραλ απμεκέλε πξνζθνιιεηηθή ηθαλόηεηα. Τα θύηηαξα Saos 2 πνπ 
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επηκνιύλζεθαλ κε siRNA-ινπκηθάλεο δελ έδεημαλ απμεκέλε ηθαλόηεηα 

πξνζθόιιεζεο ζηελ ηλνλεθηίλε (FN) ζπγθξηηηθά κε ηα θύηηαξα πνπ επηκνιύλζεθαλ  

κε θσδηθνπνηεκέλν siRNA θαηά ηελ κείσζε ηνπ ελδνγελνύο TGF-β2. 

Σπκπεξαζκαηηθά, ε αληηζηξόθσο αλάινγε ζρέζε αλάκεζα ζηελ έθθξαζε ηεο 

ινπκηθάλεο θαη ηελ πξνζθόιιεζε ησλ θπηηάξσλ Saos 2 εμαξηάηαη από ηε 

ζεκαηνδόηεζε ηνπ ελεξγνύ TGF-β2. Δπηπιένλ, ε ζεκαληηθή αύμεζε ηεο 

ελεξγνπνίεζεο ηνπ Smad 2 πνπ παξνπζηάζηεθε ζηα θύηηαξα ειιηπή ζε ινπκηθάλε 

αθπξώζεθε κε ηελ παξνπζία ηνπ εηδηθνύ αληηζώκαηνο γηα ηνλ TGF-β2 

απνδεηθλύνληαο όηη ε ινπκηθάλε είλαη ξπζκηζηήο ηεο θαηάληη ζεκαηνδόηεζεο ησλ 

TGF-β2/Smad 2. Καζώο ε έθθξαζε ηεο ινπκηθάλεο ζε θύηηαξα Saos 2 θάλεθε ζε 

πξνεγνύκελε κειέηε όηη εκπνδίδεηαη από ηνλ TGF-β2 (Nikitovic et al., 2008), απηά 

ηα δεδνκέλα ππνδεηθλύνπλ ηελ ύπαξμε ελόο αιιειέλδεηνπ κεραληζκνύ δξάζεο 

αλάκεζα ζηελ έθθξαζε ηεο ινπκηθάλεο θαη ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ TGF-β2. Έλα άιιν 

κέινο ηεο νηθνγέλεηαο ησλ κηθξώλ πινύζησλ ζε ιεπθίλε πξσηενγιπθάλσλ είλαη ε 

nephrocan πνπ βξέζεθε όηη ξπζκίδεη αξλεηηθά ηελ θσζθνξπιίσζε ηεο Smad 3 ζηα 

θύηηαξα ησλ λεθξηθώλ ζσιελαξίσλ ππνδεηθλύνληαο όηη κπνξεί λα ιεηηνπξγεί σο 

ελδνγελήο αλαζηνιέαο ησλ ζεκαηνδνηηθώλ κνλπαηηώλ ηνπ TGF-β2 θαη ηνπ Smad 3 

(Mochidaetal., 2006). Η ληεθνξίλε,   πξνζδέλεηαη ζηνλ TGF-β θη έηζη εκπνδίδεη ηε 

βηνδξαζηεξηόηεηά ηνπ θαη απνηειεί έλαλ άκεζν ή έκκεζν αξλεηηθό ξπζκηζηή ηεο 

ζύλζεζεο ηνπ TGF-β (Ständer et al., 1998 θαη 1999). Αληηζέησο, ηα αλεπαξθή ζε 

βήηα-γιπθάλεο θύηηαξα έρνπλ κεησκέλε αληαπόθξηζε ζηνλ TGF-β (Young et al., 

2002) θη απηό ππνγξακκίδεη ηνλ θξίζηκν ξόιν ησλ κειώλ ηεο νηθνγέλεηαο ησλ 

πξσηενγιπθάλσλ SLRP ζηνλ έιεγρν ηεο ζεκαηνδόηεζεο ηεο νηθνγέλεηαο ησλ 

ππνδνρέσλ TGF-β (Chenetal., 2004; Ohtaetal., 2004; Kizawaetal., 2005).  
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Καζώο ηα δεδνκέλα δείρλνπλ όηη ε επίδξαζε ηνπ TGF-β2 ζηελ πξνζθόιιεζε ησλ 

θπηηάξσλ Saos 2 εμαξηάηαη από ηελ FN, ππνζέηνπκε όηη ν TGF-β2 ξπζκίδεη ηελ 

πξνζθόιιεζε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο ελ κέξεη κέζσ ηεο έθθξαζεο ησλ ηληεγθξίλσλ 

β1 πνπ είλαη νη θύξηνη πξνζδέηεο ηεο FN (Huetal., 1995; Chengetal., 2000). Φάλεθε 

ζε πξνεγνύκελεο κειέηεο όηη ε νδόο ηνπ TGF-β ξπζκίδεη ηελ έθθξαζε ηεο 

ηληεγθξίλεο ησλ θπηηάξσλ πνπ είλαη παξόκνηα κε ηνπο νζηενβιάζηεο (Nestietal., 

2002; Laietal., 2000).  Σπγθεθξηκέλα, ν TGF-β1 βξέζεθε όηη απμάλεη ηελ έθθξαζε 

ηεο αvβ5 εληζρύνληαο ηε κεηαγξαθή ηνπ γνληδίνπ ηεο ππνελόηεηαο β5 ζε θπηηαξηθέο 

γξακκέο νζηενβιαζηώλ πνληηθώλ κέζσ ελόο κεραληζκνύ πνπ απαηηεί ηηο πξσηεΐλεο 

Sp1/Sp3 θαη Smad. Τα πςειόηεξα επίπεδα έθθξαζεο ηεο ηληεγθξίλεο α5β1 είραλ σο 

απνηέιεζκα ηελ απμεκέλε πξνζθόιιεζε ησλ νζηενβιαζηώλ ησλ πνληηθώλ πνπ 

επσάζηεθαλ κε ηνλ TGF-β (Laietal., 2000). Σε απηήλ ηε κειέηε, ν TGF-β2 

ελεξγνπνίεζε ηελ έθθξαζε ηεο ηληεγθξίλεο β1. Καζώο ε απμεκέλε έθθξαζε ηεο 

ηληεγθξίλεο β1 ησλ ειιηπή ζε ινπκηθάλε θπηηάξσλ Saos 2 αθπξώζεθε κε ηελ 

παξνπζία ηνπ εηδηθνύ αληηζώκαηνο ελαληίνλ ηνπ TGF-β2, ζπλεπάγεηαη όηη ε 

ινπκηθάλε ξπζκίδεη ηα επίπεδα ηεο ηληεγθξίλεο β1 κέζσ ηεο αλαζηνιήο ηεο 

ελεξγνπνίεζεο ηνπ ελδνγελνύο TGF-β2. Πξνεγνύκελεο κειέηεο έδεημαλ όηη ε 

έθθξαζε ηεο ηληεγθξίλεο β1 ζρεηίδεηαη κε ηε δξάζε ηεο pFAK (Yaoetal., 2007). Η 

FAK είλαη έλα θαηάληη κόξην ζεκαηνδόηεζεο ηεο ηληεγθξίλεο β1 θαη ε 

απελεξγνπνίεζε ηεο FAK ζρεηίδεηαη αξλεηηθά κε ηελ νζηενβιαζηηθή δηαθνξνπνίεζε 

(Tamuraetal., 2001). Πνιύ ελδηαθέξνλ είλαη ην γεγνλόο όηη ηα απνηειέζκαηα απηήο 

ηεο κειέηεο δείρλνπλ όηη ε θαηαζηνιή ηνπ ελδνγελνύο TGF-β2 ζρεηίδεηαη επίζεο κε 

ηα κεησκέλα επίπεδα ελεξγνπνίεζεο ηεο pFAK ελώ ν εμσγελήο TGF-β2 ελίζρπζε ηελ 

θσζθνξπιίσζε ηεο pFAK ζηελ ηπξνζίλεY397. Τα ειιηπή ζε ινπκηθάλε θύηηαξα 

είραλ απμεκέλε ελεξγνπνίεζε ηεο FAKY397 δείρλνληαο όηη ε έθθξαζε ηεο 
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ινπκηθάλεο είλαη αληηζηξόθσο αλάινγε κε ηα επίπεδα θσζθνξπιίσζεο ηεο FAK. 

Δπηπιένλ, ηα αλεπαξθή ζε ινπκηθάλε θύηηαξα Saos 2 παξνπζίαζαλ κεησκέλε 

πξνζθόιιεζε ζε ππόζηξσκα FN ζπγθξηηηθά κε θύηηαξα ειέγρνπ επηβεβαηώλνληαο 

επνκέλσο ηνλ βαζηθό ξόιν ηεο FAK ζηελ πξνζθόιιεζε ησλ νζηενβιαζηώλ 

(Nakayamadaetal., 2003). Απηό ζπλάδεη κε πξνεγνύκελα επξήκαηα πνπ δείρλνπλ όηη 

ε πξνζζήθε ηνπ TGF-β1 ζε θύηηαξα MC3T3-E1 αύμεζε ηελ έθθξαζε ηεο θηλάζεο 

εζηηαθήο πξνζθόιιεζεο θαη είρε σο απνηέιεζκα ηελ θπηηαξνζθειεηηθή 

αλαδηνξγάλσζε θαη ηελ θπηηαξηθή επηκήθπλζε πνπ ζπλνδεύηεθε από αύμεζε ζηελ 

πεξηνρή ηνπ άλεπ θπηηάξσλ ππνζηξώκαηνο (Karsdaletal., 2001). Δπνκέλσο, απηά ηα 

δεδνκέλα ππνδεηθλύνπλ όηη ε αξλεηηθή ξύζκηζε ηεο δξαζηεξηόηεηαο ηνπ TGF-β2 από 

ηε ινπκηθάλε δελ έρεη κόλν έλαλ ζηόρν (ηελ pSmad 2) αιιά θαη πνιιαπιέο 

επηδξάζεηο ζηελ απελεξγνπνίεζε θαηάληη ηεο pSmad 2. Πξνζθάησο, ε ζθαηξηθή 

επίδξαζε ηεο αλαζηνιήο ηνπ TGF-β2 ππνζηεξίρζεθε όηη έρεη σο απνηέιεζκα κία πην 

εθηελή αλαζηνιή αξθεηώλ ζεκαληηθώλ κνλνπαηηώλ πνπ εκπιέθνληαη ζηελ 

παζνγέλεζε ηνπ επαηηθνύ θαξθηλώκαηνο, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο κεησκέλεο 

θσζθνξπιίσζεο ηεο Smad 2, ηεο FAK θαη ηεο ηληεγθξίλεο β1 θαη απμεκέλα επίπεδα 

ηεο έθθξαζεο ηεο Δ θαδρεξίλεο (Giannellietal., 2010; Fransveaetal., 2010).  

 

Σε απηό ην ζεκείν, παξακέλεη αθόκα αζαθήο ν ηξόπνο κε ηνλ νπνίν ε ινπκηθάλε 

εκπνδίδεη ηε ζεκαηνδόηεζε ηνπ TGF-β2. Ο ώξηκνο TGF-β εθθξίλεηαη ζπλδεδεκέλνο 

κε επηθνπξηθέο πξσηεΐλεο, ν δηαρσξηζκόο ηνπ από απηό ην ζύκπιεγκα είλαη έλαο 

θεληξηθόο ξπζκηζηηθόο κεραληζκόο ηεο ελεξγνπνίεζήο ηνπ (Miyazonoetal., 1991; 

Rifkin, 2005). Καζώο ε ινπκηθάλε είλαη κία πξσηεΐλε πνπ εθθξίλεηαη, ε αλαζηαιηηθή 

ηεο επίδξαζε είλαη πηζαλό λα πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηεο εμσθπηηαξηθήο ηεο 

αιιειεπίδξαζεο κε: (α) ηνλ ώξηκν TGF-β γηα λα εκπνδίζεη ηε ζπγθόιιεζε ηνπ 
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ζπλδέηε ζηνλ ππνδνρέα, (β) ηνπο ππνδνρείο TGF-β ηύπνπ I θαη/ή ηύπνπ II γηα λα 

εκπνδίζεη ηε ζπγθόιιεζε ηνπ ώξηκνπ TGF-β κε ηνπο ππνδνρείο ηνπ θαη (γ) ην 

ζύκπιεγκα ηνπ εθθξηλόκελνπ TGF-β γηα λα εκπνδίζεη ηνλ δηαρσξηζκό ηνπ ώξηκνπ 

TGF-β. Δπνκέλσο, απαηηνύληαη πεξαηηέξσ κειέηεο πάλσ ζηνπο κεραληζκνύο κε ηνπο 

νπνίνπο ε ινπκηθάλε εκπνδίδεη ηελ δξάζε ηνπ TGF-β.  

 

5.2 Η δηγιπθάλε ξπζκίδεη ηελ αλάπηπμε ηωλ θπηηάξωλ MG63 

νζηενζαξθώκαηνο κέζω ηεο ζεκαηνδόηεζεο LPR6/β-catenin/IGFR-IR 

 

Η δηγιπθάλε, κηα ζεκαληηθή πξσηενγιπθάλε ηνπ εμσθπηηάξηνπ ρώξνπ ηνπ νζηνύ, 

έρεη ζπζρεηηζηεί κε ηελ εκθάληζε κεζεγρπκαηηθώλ όγθσλ (Nikitovic et al., 2008, 

Subbarayan and Seliger 2018). Γηαθνξεηηθέο δεκνζηεύζεηο πεξηγξάθνπλ ηελ ζεκαζία 

ηεο "πξσηενγιπθαληθήο ππνγξαθήο" ζηελ παζνινγηθή έθβαζε ησλ αζζελώλ 

(Subbarayan and Seliger 2018) θαη ζπδεηνύλ γηα ηελ πηζαλή ρξήζε ηνπο σο 

βηνδείθηεο ή ζεξαπεπηηθνύο ζηόρνπο ζε θάπνηνπο ηύπνπο θαξθίλσλ (Brezillon et al., 

2017, Nikitovic et al., 2018, Mytilinaiou et al., 2017, Hammond et al., 2014, Barbouri 

et al., 2014). Σηελ παξνύζα δηαηξηβή παξνπζηάδνπκε γηα πξώηε θνξά ηελ δξάζε ηεο 

δηγιπθάλεο ζηελ αύμεζε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο, θαζώο ηα θύηηαξα ειιηπή ζε 

δηγιπθάλε έδεημαλ όηη έρνπλ κεησκέλε ηθαλόηεηα πνιιαπιαζηαζκνύ. Πξνεγνύκελεο 

κειέηεο πνπ αζρνιήζεθαλ κε ηελ αλάιπζε ησλ γνληδίσλ ηα νπνία ξπζκίδνπλ ηηο 

ιεηηνπξγίεο πξώηκσλ νζηενβιαζηώλ κε θαηαζηνιή ηεο δηγιπθάλεο (biglycan-null 

θύηηαξα), κε ηελ ρξήζε microarray νιηγνλνπθιετθώλ νμέσλ, έδεημαλ όηη ε έιιεηςε 

ηεο δηγιπθάλεο είλαη ηθαλή λα κεηαβάιεη ηελ έθθξαζε ησλ γνληδίσλ πνπ ξπζκίδνπλ 

ηελ θιεγκνλή, ηελ αλνζναπόθξηζε θαη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ θπηηάξσλ ηνπ 

όγθνπ (Chen et al., 2005). Δπηπξόζζεηα, δείθηεο θησρήο αληαπόθξηζεο ζηελ ζεξαπεία 
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(Huvos βαζκνίI/II αληαπόθξηζεο αληηζηνηρνύλ ζε κηθξή ή κε αληαπόθξηζε ζηελ 

ρεκεηνζεξαπεία) είλαη θπξίσο γνληδηαθά παξάγσγα πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηελ 

αλαδηακόξθσζε ηνπ κηθξν-πεξηβάιινληνο θαη ζηελ δηαθνξνπνίεζε ησλ 

νζηενθιαζηώλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο θαη ηεο δηγιπθάλεο (Mintz et al., 2005). Σηε 

ζπλέρεηα δηεξεπλήζακε πηζαλνύο κεζνιαβεηέο ηεο δξάζεο ηεο δηγιπθάλεο, πνπ 

ζπκκεηέρνπλ ζε ζεκαληηθέο αλαπηπμηαθέο δηεξγαζίεο όπσο ηνBMP, ην κνλνπάηη 

Wnt/b-catenin, ην RUNX2, ην κνλνπάηη HIPPO/YAP ή ην κνλνπάηη ηνπ IGFIR πνπ 

πξνζβάιινληαη από ην νζηενζάξθσκα θαηά ηελ αλάπηπμή ηνπ (Mortus et al., 2014). 

Ο απμεηηθόο παξάγνληαο IGF-I έρεη απνδεηρζεί όηη ζπκβάιιεη ζεηηθά ζηελ επηβίσζε 

ησλ θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο θαη κεηώλεη ηελ απόπησζή ηνπο (Schmid et at., 

2017). Δπίζεο,  ν ππνδνρέαο ηνπ, IGF-IR, ππεξεθθξάδεηαη ζε δείγκαηα 

νζηενζαξθώκαηνο όπσο απνδείρηεθε από ηνπο Liu et.al. (Liu et al., 2016). Οη 

γελεηηθνί πνιπκνξθηζκνί ηνπ IGF-I γνληδίνπ έδεημαλ όηη ζπλδένληαη κε ηελ 

πηζαλόηεηα αλάπηπμεο θαη κε ηελ πξόγλσζε ηνπ νζηενζαξθώκαηνο (Mao et al., 

2017). Δθόζνλ, ζηελ παξνύζα κειέηε, απνδείμακε ηελ αύμεζε ηεο έθθξαζεο ηεο 

δηγιπθάλεο κέζσ ηεο θαηάληη ζεκαηνδόηεζεο ηνπ IGF-IR ππνδνρέα, δηεξεπλήζακε 

ηνλ πηζαλό ξόιν ηνπ ίδηνπ ζηελ εμαξηώκελε από ηελ δηγιπθάλε αλάπηπμε ησλ 

θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. Βάζε ησλ απνηειεζκάησλ ηεο δηαηξηβήο θαη 

ζύκθσλα κε παιηόηεξεο κειέηεο (Liu et al., 2016, Daqian et al., 2015), ην 

ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη  ηνπ IGF-IR απνδείρηεθε όηη παίδεη θύξην ξόιν ζηελ 

ελδνγελή ξύζκηζε ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ θπηηάξσλ MG63. Δλδηαθέξνλ είλαη ην 

γεγνλόο όηη ε εμαξηώκελε από ην κνλνπάηη IGF-I/IGF-IR αλάπηπμε αλεζηάιε  

πιήξσο ζηα θύηηαξα κε ειιηπή έθθξαζε δηγιπθάλεο. Πξνεγνύκελε κειέηε έδεημε όηη 

ε ελεξγνπνίεζε από εηδηθό πξνζδέηε ηνπ IGF-IR αθνινπζείηε από πξσηενζσκηθή 

θαη ιπζνζσκηθή  απνδόκεζε ηνπ ίδηνπ ηνπ IGF-IR - κεραληζκόο από- 
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επαηζζεηνπνίεζεο ηνπ ππνδνρέα (Vecchione et al., 2003). Δπνκέλσο, ελδνγελείο 

κεραληζκνί πνπ παξαηείλνπλ ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ IGF-IR νδεγνύλ ζε 

παξαηεηακέλε ζεκαηνδόηεζε εμαξηώκελε από ηνλ IGFI θαη ζπκβάινπλ ζηελ εμέιημε 

ηνπ θαξθίλνπ. Υπνζέζακε όηη ε θαηάληη δξάζε ηεο δηγιπθάλεο κπνξεί λα νδεγεί ζε 

απμεκέλε ελεξγνπνίεζε ηνπ IGF-IR θαη παξαηεηακέλε αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ, 

νπόηε δηεξεπλήζακε πηζαλνύο κεζνιαβεηέο θαη πην ζπγθεθξηκέλα ην κνλνπάηηησλ 

Wnt/β-θαηελίλεο. Έρεη παξαηεξεζεί ε έκκεζε αιιειεπίδξαζε ηεο β-θαηελίλεο κε ηνλ 

IGF-IR ππνδνρέα θαη άιια κέιε ηνπ ζεκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνύ ηνπ απμεηηθνύ 

παξάγνληα IGF-I. Γηα παξάδεηγκα ν κεηαγξαθηθόο παξάγνληαο β-θαηεληλε 

/POU5F1/SOX2 κεζνιαβεί ζηελ ζεκαηνδόηεζε ηνπ IGF-I ππνδνρέα θαη πξνβιέπεη 

ηελ θησρή πξόγλσζε ζε αδελν-θαξθηλώκαηα ηνπ πλεύκνλα, θαζώο θαη ην 

ζεκαηνδνηηθό κόξην Caveolin-1-LRP6 ελεξγνπνηεί ηελ αεξόβηα γιπθόιπζε ζηνλ 

θαξθίλν ηνπ πξνζηάηε (Xu et al., 2013, Tahir et al., 2013, Fernandes et al., 2017). 

Αληίζεηα, έρεη απνδεηρηεί όηη ε δηγιπθάλε ξπζκίδεη ην κνλνπάηη ησλ Wnt/β-θαηελίλεο 

ζε νζηενβιαζηηθέο θπηηαξηθέο ζεηξέο, είηε κεηαβάιινληαο ηελ δξάζε ησλ κνξίσλ 

πξόζδεζεο ή ξπζκίδνληαο ηα θαηάληη ζεκαηνδνηηθά κόξηα (Berendsen et al., 2011). 

Μειεηήζακε ηελ πηζαλόηεηα αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ ηνπ IGFIR θαη ησλ 

ζεκαηνδνηηθώλ κνξίσλ ηνπ κνλνπαηηνύ Wnt/β-θαηελίλεο ζηνλ εμαξηώκελν από ηελ 

δηγιπθάλε πνιιαπιαζηαζκό ησλ θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. Σηελ παξνύζα 

δηαηξηβή ζηα ειιηπή ζε β-θαηελίλε MG63 θύηηαξα ηνπ νζηενζαξθώκαηνο 

απνδείρηεθε όηη θαηαζηέιιεηαη ε ελδνγελή αιιά θαη ε επαγόκελε από ηνλ IGF-I 

ελεξγνπνίεζε ηνπ IGF-IR θαη κεηώλεηαη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά ε αλάπηπμή ηνπο. 

Δπίζεο, δείμακε γηα πξώηε θνξά όηη ε επώαζε ησλ MG63 θπηηάξσλ ηνπ 

νζηενζαξθώκαηνο κε εμσγελή δηγιπθάλε απμάλεη ηελ έθθξαζε ηεο β-θαηελίλεο θαη 

κεζνιαβεί ζηελ ζπγθέληξσζή ηεο ζηα θύηηαξα θαζώο θαη ζηνλ εληνπηζκό ηεο είηε 
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ζην θπηηαξόπιαζκα ή ζηελ θπηηαξηθή κεκβξάλε. Πξνεγνύκελεο κειέηεο ζε 

νζηενβιάζηεο πνληηθηώλ έδεημαλ όηη ε δηγιπθάλε αιιειεπηδξά κε ηνλ ππνδνρέα ηνπ 

θαλνληθνύ (canonical) κνλνπαηηνύ ηνπ Wnt, ην Wnt3a θαη κε ηνλ Wnt ζπλ-ππνδνρέα 

LRP6. Ο αιιεινεληνπηζκόο ηνπο αύμεζε ηελ θαηάληη κεηαγξαθηθή δξαζηεξηόηεηα, 

επαγόκελε από ην Wnt, ηνπ παξάγνληα β-θαηελίλε/Tcell-specific factor (Berendsen et 

al., 2011). Γηα λα δηαιεπθαλζεί ν κεραληζκόο δξάζεο ηεο δηγιπθάλεο κειεηήζακε ηνλ 

εληνπηζκό ηεο θαζώο θαη ηνλ εληνπηζκό ηνπ LRP6 ππνδνρέα ζηα MG63 θύηηαξα κε 

ηελ ρξήζε αλνζνθζνξηζκνύ. Τα απνηειέζκαηα έδεημαλ όηη ε δηγιπθάλε ζπλ-

εληνπίδεηαη κε ηνλ LRP6 ππνδνρέα θαη ν ζπλ-εληνπηζκόο ηνπο είλαη εμαξηώκελνο από 

ηελ ζπγθέληξσζε ηεο δηγιπθάλεο ζην θύηηαξν. Η πξόζδεζε ηεο δηγιπθάλεο ζηνπο 

(LRP5/6) ζπλ-ππνδνρείο νξίδεη ηνλ βαζκό απελεξγνπνίεζεο ηεο β-θαηελίλεο θαη ηνπ 

ζπκπιόθνπ απνδόκεζήο ηεο θαζώο θαη απμάλεη ηελ ζπγθέληξσζε ηεο β-θαηελίλεο 

ζην θπηηαξόπιαζκα. Σηελ ζπλέρεηα ε β-θαηελίλε ζπζζσξεύεηαη ζην θπηηαξόπιαζκα 

θαη είηε κεηαθέξεηαη ζηνλ ππξήλα, όπνπ θαη ζρεκαηίδεη ελεξγό κεηαγξαθηθό 

ζύκπινθν κε ηα κόξηα ηεο νηθνγέλεηαο TCF/LEF, ή αιιειεπηδξά θαη ζρεκαηίδεη 

ζύκπινθα ζηελ κεκβξάλε θαη ζην θπηηαξόπιαζκα (Clevers 2006). Η ζπγθέληξσζε 

ηεο θπηηαξνπιαζκαηηθήο β-θαηελίλεο κεηαβάιεηε ζηνλ θαξθίλν (Yamaguchi et al., 

2012). Η ελεξγνπνίεζε ηεο ζεκαηνδόηεζεο ηνπ Wnt κνλνπαηηνύ έρεη δεηρζεί όηη 

ζπκβάιεη ζηελ επηβίσζε ησλ νζηενβιαζηώλ, θαζώο παξνπζηάδεηαη κείσζε ηεο 

απόπησζεο ησλ νζηενβιαζηώλ θαη ησλ νζηενθπηηάξσλ ζε πνληίθηα πνπ δελ 

εθθξάδνπλ ηνλ αλαζηνιέα ηνπ Wnt sFRP1 (soluble frizzled-related protein 1) 

(Bodine et al., 2004). Δπηπξόζζεηα, νη Wnt πξσηεΐλεο, ζε δηαθνξεηηθή κειέηε, 

απέηξεςαλ ηελ απόπησζε ησλ νζηενβιαζηώλ θαη ησλ νζηενθπηηάξσλ κέζσ ελόο 

κεραληζκνύ πνπ απαηηεί ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ ζεκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνύ Src/ERK 

(Almeida et al., 2005). Δπίζεο, ζε κνληέιν πνληηθηνύ γηα λεπξνεθθπιηζηηθέο παζήζεηο 
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βξέζεθαλ απμεκέλα πξσηετληθά επίπεδα ηνπ IGF-1R θαη ελεξγνπνίεζε ηνπ 

ζεκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνύ phosphatidylinositol 3-kinase/Akt/glycogen synthase 

kinase 3beta/β-θαηελίλεο (Saraceno et al., 2018). Σηελ παξνύζα κειέηε εκθαλίζηεθε 

κεγάιε αύμεζε ηεο β-θαηελίλεο ζην θπηηαξόπιαζκα ησλ MG63 θπηηάξσλ, όπσο θαη 

κηα κέηξηα επαγσγή ηεο ζηελ κεκβξάλε θαη ζηνλ ππξήλα κεηά από επώαζε κε 

εμσγελή δηγιπθάλε. Δπηπξόζζεηα, πεηξάκαηα αλνζνθζνξηζκνύ ζπλέδεζαλ ηελ 

αύμεζε ηνπ πνιιαπιαζηαζκό ησλ MG63 θπηηάξσλ κε ηνλ ζπλ-εληνπηζκό ηεο β-

θαηελίλεο κε ηνλ IGF-IRζηελ κεκβξάλε, ζην θπηηαξόπιαζκα θαη ζηνλ ππξήλα ησλ 

θπηηάξσλ απηώλ. Ο Aleksic et.al. έρνπλ πεξηγξάςεη ζε έλα αξηζκό βηνςηώλ 

ρνλδξώκαηνο ηελ παξνπζία IGF-1R ζηελ κεκβξάλε θαη ζην θπηηαξόπιαζκα πνπ 

εκθαληδόηαλ πην έληνλα ζηνπο επαλα-εκθαληδόκελνπο όγθνπο ζε ζρέζε κε ηνπο 

πξσηνπαζείο (Aleksic et al., 2016). Δπίζεο, ζηα ίδηα δείγκαηα αλαθάιπςαλ 

εηεξνγελείο ππξεληθνύο IGF-1R ππνδνρείο,  νη νπνίνη πξνζδίδνπλ επαηζζεζία ζηελ 

ρξήζε αλαζηνιέσλ ηνπ IGF-1R (Aleksic et al., 2016). Τα δεδνκέλα ηεο παξνύζαο 

κειέηεο, δείρλνπλ πσο ε δηγιπθάλε, κέζσ ηεο πξνζδεζήο ηεο κε ηνλ LRP6 ππνδνρέα, 

απελεξγνπνηεί ηνλ ζρεκαηηζκό ηνπ ζπκπιόθνπ απνδόκεζεο ηεο β-θαηελίλεο, 

εληζρύνληαο ηνλ εληνπηζκό ηεο ζην θπηηαξόπιαζκα θαη ζηελ κεκβξάλε. Η απμεκέλε 

ζε ζπγθέληξσζε β-θαηελίλε αιιειεπηδξά κε ηνλ IGF-IR, εληζρύνληαο ηελ έθθξαζε 

ηνπ pIGF-IR ζηα δηαθνξεηηθά ηκήκαηα ηνπ θπηηάξνπ. Δπηπξόζζεηα, ην ERK1/2 

βξέζεθε λα είλαη θαηάληη κεζνιαβεηήο ηνπ ζεκαηνδνηηθνύ άμνλα 

δηγιπθάλεο/IGFIR/β-θαηελίλεο θαη ξπζκηζηήο ηεο αλάπηπμεο ησλ MG63 θπηηάξσλ. 

Παξόια απηά δελ απνθιείεηαη ν ERK1/2 λα είλαη θαηάληη κεζνιαβεηήο άιισλ 

κεκβξαληθώλ ππνδνρέσλ, όπσο ησλ Wnt ππνδνρέσλ (Palsgaard et al., 2012) ή λα 

ζπκβάιιεη ζηελ δηαηήξεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο β-θαηελίλεο ζην θπηηαξόπιαζκα. 

Παξνκνίσο, άιιεο κειέηεο έρνπλ πξνηείλεη ηελ αιιειεπίδξαζε κεηαμύ ησλ 
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κνλνπαηηώλ β-θαηελίλεο/Wnt θαη ERK ρσξίο λα πεξηγξάθνπλ ηνλ αθξηβή κεραληζκό 

δξάζεο (Conacci-Sorrell et al., 2003, Geosrgopoulos et al., 2004, Kouvidi et al., 

2016). Σε θύηηαξα NIH 3T3, έρεη δεηρζεί όηη νWNT3A επάγεη ηνλ θπηηαξηθό 

πνιιαπιαζηαζκό κέζσ ηεο ελεξγνπνίεζεο ησλ κνλνπαηηώλ ERK θαη Wnt/β-

θαηελίλεο, ππνδειώλνληαο όηη απηά ηα δύν κνλνπάηηα κπνξνύλ λα αιιειεπηδξνύλ ζε 

δηαθνξεηηθά επίπεδα (Yum et al., 2005). Δπηπξόζζεηα, ζηελ παξνύζα κειέηε, 

επηβεβαηώζεθε όηη ε απμεκέλε ππξεληθή κεηαηόπηζε ηεο β-θαηελίλεο βνήζεζε ζηελ 

κεηαγξαθή γνληδίνπ ζηόρνπ, ηεο θπθιίλεο-D1,  πνπ είλαη γλσζηό όηη ξπζκίδεη ηνλ 

θπηηαξηθό θύθιν (Nelson and Nusse 2004). Σηα κεηνλεθηήκαηα ηεο κειέηεο καο 

κπνξνύκε λα ζπκπεξηιάβνπκε, πξώηνλ, όηη ρξεζηκνπνηήζεθε κόλν κηα θπηηαξηθή 

ζεηξά (MG63) θαη δεύηεξνλ όηη δελ πξνζδηνξίζηεθαλ αλαιπηηθά ηα κέιε ηνπ 

ζπκπιόθνπ IGF-IR/β-θαηελίλεο θαηά ηνλ ζπλ-εληνπηζκό ηνπο. Μειινληηθέο έξεπλεο 

πάλσ ζε δηαθνξεηηθά in vitro/in vivo κνληέια, καδί κε δεδνκέλα από δείγκαηα 

βηνςηώλ κπνξνύλ λα βνεζήζνπλ ζηελ πεξηγξαθή ηνπ κεραληζκνύ πνπ κειεηήζεθε 

ζηελ παξνύζα δηαηξηβή. 

 

5.3 Τειηθά ζπκπεξάζκαηα 

Σηελ παξνύζα δηδαθηνξηθή δηαηξηβή παξνπζηάζηεθε γηα πξώηε θνξά: 

1. ε ύπαξμε ελόο λένπ in and out (εμσγελνύο-ελδνγελνύο) θπθιώκαηνο 

ζεκαηνδόηεζεο ζε θύηηαξα αλζξώπηλνπ νζηενζαξθώκαηνο. Πην 

ζπγθεθξηκέλα ε ινπκηθάλε, πνπ εθθξίλεηαη ζηελ εμσθπηηάξηα ζεκέιηα νπζία, 

θαίλεηαη λα δξα σο ελδνγελήο αλαζηνιέαο ηεο ελεξγνπνίεζεο ηνπ ππνδνρέα 

TGF-β2. Τν παξαπάλσ έρεη σο απνηέιεζκα ηε ξύζκηζε θαηάληη 

ζεκαηνδνηηθώλ κνξίσλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο πξσηεΐλεο pSmad 2, ηεο 

ηληεγθξίλεο β1 θαη ηεο πξσηεΐλεο pFAK γηα ηελ ξπζκηζε ηεο ηθαλόηεηαο 
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πξνζθόιιεζεο ησλ θπηηάξσλ ηνπ νζηενζαξθώκαηνο.  

2. έλαο θαηλνύξηνο κεραληζκόο δξάζεο ηεο δηγιπθάλεο, κέζσ ησλ κνξίσλ 

LRP6/β-θαηελίλεο/IGF-IR, πνπ επάγεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ θπηηάξσλ 

ηνπ αλζξώπηλνπ νζηενζαξθώκαηνο (Δηθόλα 5.1). Η ελεξγνπνίεζε ηνπ 

ππνδνρέα IGF-IR έρεη σο απνηέιεζκα ηελ απμεκέλε έθθξαζε/έθθξηζε ηεο 

δηγιπθάλεο, ε νπνία ζρεκαηίδεη έλα απηόλνκν ζεκαηνδνηηθό βξόγρν, 

πξνεξρόκελν από ηελ εμσθπηηάξηα ζεκέιηα νπζία, πνπ ξπζκίδεη ηελ αλάπηπμε 

ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. 

 

 

 

Δηθόλα 5.1 

 

 

 

Εηθόλα 5.1: Σρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ πξνηεηλόκελνπ θαηάληη ζεκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνύ 

ηωλ δηγιπθάλε/LRP6/IGF-IR ζηα MG63 θύηηαξα ηνπ νζηενζαξθώκαηνο. (A) Η εθθξηλόκελε 
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ζηνλ εμωθπηηάξην ρώξν δηγιπθάλε πξνζδέλεηαη κε ηνλ LRP6 ππνδνρέα θαη ελεξγνπνηεί ην 

frizzled θαη απηό ζηε ζπλέρεηα ελεξγνπνηεί ην GSK3β. (B) ε ζπγθέληξωζε ηεο β-θαηελίλεο 

απμάλεηαη ζην θπηηαξόπιαζκα. (C) ε β-θαηελίλε ζπλ-εληνπίδεηαη κ εηνλ IGF-IR ππνδνρέα θαη 

απμάλεη ηελ ελεξγνπνίεζή/ζπγθέληξωζή ηνπ ζηελ κεκβξάλε θαη ζηνλ (D) ππξήλα. (E) ΟpIGF-

IR ελεξγνπνηεί ηνλ ERK1,2 θαη ηελ θαηάληη ξύζκηζε ηεο γνληδηαθήο κεηαγξαθήο. (F) Μέξνο ηεο 

θπηηαξνπιαζκαηηθήο β-θαηελίλεο κεηαθηλείηαη ζηνλ ππξήλα θαη κεηαβάιεη ηελ κεηαγξαθή 

γνληδίωλ ζηόρωλ ηεο.(Aggelidakis et al., 2018) 
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5.   12/05/2005 έφς 05/06/2006 έκκηζζνο ππεξάξηζκνο εηδηθεπόκελνο ζηnλ Οξζνπαηδηθή 

θιηληθή ( 2 εμάκελα ): – δ/ληήο Γ.Π. Μηραειίδεο. ΓΔΝΗΚΟ  ΝΟΟΚΟΜΔΗΟ  

ΡΔΘΤΜΝΟΤ Πξάμε Γηνηθεηή 302 ( Αξ. Απόθαζεο: Ν2606/98 ΦΔΚ.89/Α/98)      

6.         9/06/2006 έφς  08/12/2007 εηδηθεπόκελνο Οξζνπαηδηθήο ΓΔΝΗΚΟ  ΝΟΟΚΟΜΔΗΟ 

 ΡΔΘΤΜΝΟΤ : ( Αξ. Απόθαζεο: Τ 10δ/65156/31-5-06)      

7.      08/12/2007 έφς   09/04/2007  έκκηζζνο ππεξάξηζκνο εηδηθεπόκελνο ζηnλ 

Οξζνπαηδηθή θιηληθή Γ.Ν. ΡΔΘΤΜΝΟΤ 

8. 01/05/2008 έφς 03/06/2008: Παξαθνινύζεζε ησλ εξγαζηώλ ηνπ νξζνπεδηθνύ 

ηκήκαηνο κε  άκηζζε ζπκκεηνρή ζην ΠΑ.Γ.Ν.Ζ.      

9.   03/06/2008 εηδηθεπόκελνο Οξζνπαηδηθήο ΠΑ.Γ.Ν.Ζ  (ζπλέρεηα εηδηθόηεηαο )  

10.  26/01/2012 ΣΗΣΛΟ ΗΑΣΡΗΚΖ ΔΗΓΗΚΟΣΖΣΑ ΟΡΘΟΠΑΗΓΗΚΖ 

11.  03/03/2012 ΔΝΑΡΞΖ ΔΠΑΓΓΔΛΜΑΣΟ Χ ΗΓΗΧΣΖ ΟΡΘΟΠΑΗΓΗΚΟ ΗΑΣΡΟ  

 

ΓΖΜΟΗΔΤΔΗ Δ ΞΔΝΑ ΠΔΡΗΟΓΗΚΑ: 

1. Injury Extra  40 (2009)178-181 Reconstruction of the heel shape and volume  
usingV.A.C.:Aninnovative method 
(O.Castana,G.Rembelos,G.Anagiotos,J.Aggelidakis,O.Kiskira,D.Alexakis ) 

2. JBJS 2009 Journal Of Bone and Joint Surgery 
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181 comparison of one-stage and two stage bilateral total knee arthroplasties for 

osteoarthritis (S.Likoudis, I.Koutroumpas, G.Tzoanos, I. Aggelidakis, K. Balalis) 

3.  JPES 2012 Journal Of Physical Education and Sport 
Biomechanical Evaluation of the Push-Up Exercise of the Upper Extremities from 
Various Starting Points TOPALIDOU ANASTASIA, DAFOPOULOU GEORGINA, KLERKOU EIRINI-

EROFILI, AGGELIDAKIS JOHN, BEKRIS EVAGGELOS,  SOTIROPOULOS ARISTOMENIS 

4.  The biology of small leucine-rich proteoglycans in bone pathophysiology. 
Nikitovic D, Aggelidakis J, Young MF, Iozzo RV, Karamanos NK, Tzanakakis GN, J Biol. 
Chem. 2012 Oct.5 

5.  Limb Salvage After Gas Gangrene: A Case Report and Review of the literature, 
Aggelidakis J, Lasithiotakis K, Topalidou A, Koutroumbas J, Kouvidis G, Katonis P, World 
J.Emerg.Surg. 2011 Aug.17  

6.  Lumican regulates osteosarcoma cell adhesion by modulating  TGFβ2 activity, 
Nikitovic D, Chalkiadaki G, Berdiaki A, Aggelidakis J, Katonis P, Karamanos NK, Tzanakakis 
GN, Int. J Biochem Cell Biol. 2011 Mar. 21  

7. Biglycan through a LRP6/β-catenin/IGF-IR signaling axis regulates MG63 
osteosarcoma cell growth, Fronties in Oncology, Original Research, John Aggelidakis, 
Aikaterini Berdiaki, Dragana Nikitovic, Antonis Papoutsidakis, Dionysis Papachristou, 
Aristidis M Tsatsakis, George N Tzanakakis,  Front Oncol 2018 Oct  23 

 

 ΑΝΑΚΟΗΝΧΔΗ-ΓΖΜΟΗΔΤΔΗ ΣΖΝ ΔΛΛΑΓΑ:   

1. Σραύμα από ηροταία αηστήμαηα: Ζ αληηκεηώπηζε ζε Γεληθό Ννκαξρηαθό Ννζνθνκείν 

Παξαζθάθεο η.,Αγγειηδάθεο Η.,ππξηδάθεο Κ.,Γαζθαιάθεο Κξ. 

Πξνθ. Αλαθνίλσζε ζην 3ν πλέδξην Διιεληθήο Δηαηξίαο Σξαύκαηνο θαη Δπείγνπζαο 

Υεηξνπξγηθήο, Αζήλα, 25-27 Φεβξ.2005 

2. Λαπαροζκοπική ανηιμεηώπιζη ζσγγενών κύζηεφν ήπαηος. 

Γαζθαιάθεο Κξ., Αγγειηδάθεο Η., Γαζθαιάθε Γεζπ., Καξαβηηάθεο Μάξθνο.,  Μπξηνθεθαιηηάθε 

Δ.,  Παξαζθάθεο η. 

Πξνθ. Αλαθνίλσζε ζην 7ν Παλειιήλην πλέδξην Λαπαξνζθνπηθήο Υεηξνπξγηθήο. 

Ησάλληλα,  19-22  Μαΐνπ 2005 

3. Γιαγνφζηική και Θεραπεσηική Προζέγγιζη ζηα Σραύμαηα Άκρας Υειρός: Δκπεηξία 

από 387 πεξηπηώζεηο 

Γαζθαινγηαλλάθεο Δ, Αγγειηδάθεο Η,Σδηβγνύιεο , Αλδξεαδάθεο Α,Μηραειίδεο Γ 

Πξνθ. Αλαθνίλσζε ζην13ν Παγθξήηην Ηαηξηθό πλέδξην κε Γηεζλή πκκεηνρή  θαη 21 κόξηα 

ζπλερηδόκελεο εθπαίδεπζεο. Ζξάθιεην  9-12 Ννεκ 2006 
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4. Ζ Υειροσργική Ανηιμεηώπιζη ηφν Καηαγμάηφν Μεηακαρπίφν και Φαλάγγφν 

Ακρας Υειρός,Γαζθαινγηαλλάθεο Δ,Σδηβγνύιεο , Αγγειηδάθεο Η Αλδξεαδάθεο Α,Μηραειηδεο 

Γ, Αλαθνηλώζεθε ζην 13ν Παγθξήηην Ηαηξηθό πλέδξην κε Γηεζλή πκκεηνρή  θαη 21 κόξηα 

ζπλερηδόκελεο εθπαίδεπζεο.      Ζξάθιεην  9-12 Ννεκ 2006   

5. ΓΔΝΗΚΖ  Ζ’ ΠΔΡΗΟΥΗΚΖ ΑΝΑΗΘΖΗΑ ΓΗΑ ΥΔΗΡΟΤΡΓΗΚΖ 

ΑΠΟΚΑΣΑΣΑΖΚΑΣΑΓΜΑΣΧΝ ΣΟΤ ΗΥΗΟΤ-ΔΝΑ ΑΜΦΗΛΔΓΟΜΔΝΟ ΕΖΣΖΜΑ. 

Κσζηάθε Μ.,Γηακαληάθε Δ.,Αγγειηδάθεο Η.,Σζηβγνύιεο .,Βξνληάθε Δ.,Πνιίηε Κ. 

Αλαθνηλσζεθε ζην17ν Παλειιήλην πλεδξην ΑΝΑΗΘΖΗΟΛΟΓΊΑ ζηηο 9-13 Μαίνπ 2007 

Αζήλα,  Athens Hilton 

6.  Ζ θέζη ηης πρφηοβάθμιας θρονηίδας σγείας ζηην πρόληυη ηφν καηαγμάηφν 

ιζτίοσ. .Καζηξηλάθεο ,Μ.Κνπξηδέιε,Δ.Γαζθαινγηαλλάθεο ,Η.Αγγειηδάθεο ,Γ.Γάηζεο 

,Α.Αλδξεαδάθεο, Γ.Μηραειίδεο .Οξζνπαίδηθε Κιηληθή Γεληθό Ννζνθνκείν Ρεζύκλνπ. 

Αλαθνηλώζεθε ζην 8ν Παλειιήλην πλέδξην Πξνιεπηηθήο Ηαηξηθήο   Αζήλα ,24-26 Ηαλ 2008 

ζηελ Αίγιε Εαπείνπ. θαη 15 κόξηα ζπλερηδόκελεο εθπαίδεπζεο.   

7.  Ζ ΑΜΔΖ ΥΡΖΖ ΓΔΡΜΑΣΗΚΧΝ ΑΤΣΟΜΟΥΔΤΜΑΣΧΝ ΜΔΡΗΚΟΤ ΠΑΥΟΤ ΣΑ 

ΔΛΛΔΗΜΑΣΑ ΑΚΡΑ ΥΔΗΡΟ.  Αγγειηδαθηο Η.,Γαζθαινγηαλλάθεο Δ.,Σζηβγνύιεο .,Κνπξηζέιε 

Μ.,Αλδξεαδάθεο Α.,Μηραειίδεο ΓΠ (Οξζνπαηδηθή Κιηληθή Ρεζύκλνπ) . Αναρηημένη 

ανακοίνφζη ζην 3ν Παλειιήλην πλεδξην Δπνύισζεο Σξαπκάησλ θαη Διθώλ,ζηηο 15-17 

Μαξηίνπ 2007. 

8.  ΣΡΑΤΜΑΣΗΚΟ ΑΚΡΧΣΖΡΗΑΜΟ ΚΝΖΜΖ.ΓΗΑΜΟΡΦΧΖ ΚΟΛΟΒΧΜΑΣΟ ΜΔ 

ΑΝΑΣΡΟΦΟ ΚΡΖΜΝΟ ΓΑΣΡΟΚΝΖΜΗΟΤ ΚΑΗ ΚΑΛΤΦΖ ΜΔ ΓΔΡΜΑΣΗΚΑ 

ΑΤΣΟΜΟΥΔΤΜΑΣΑ ΜΔΡΗΚΟΤ ΠΑΥΟΤ. Γαζθαινγηαλλάθεο Δ.,Αγγειηδαθεο 

Η.,Σζηβγνύιεο  .,ΜπαιακάηζεοΕ.  ,Κνπξηζέιε Μ. ,Αλδξεαδάθεο Α.,Μηραειίδεο ΓΠ. 

(Οξζνπαηδηθή Κιηληθή Ρεζύκλνπ) . Αναρηημένη ανακοίνφζη ζην 3ν Παλειιήλην πλεδξην 

Δπνύισζεο Σξαπκάησλ θαη Διθώλ,ζηηο 15-17 Μαξηίνπ 2007.  

9. Ζ ΔΚΣΗΜΖΖ ΔΓΚΑΤΜΑΣΟ Δ ΝΔΤΡΟΠΑΘΖΣΗΚΟ ΓΗΑΒΖΣΗΚΟ ΠΟΓΗ ΚΑΗ Ζ 

ΤΜΒΟΛΖ ΣΧΝ ΑΝΘΡΧΠΗΝΧΝ ΤΠΟΚΑΣΑΣΑΣΧΝ ΓΔΡΜΑΣΟ ΣΖ ΓΗΑΧΖ ΑΤΣΟΤ.    

Καζηαλά Ο.,Αλαγησηόο Γ.,Ρέκπεινο Γ.,Αγγελιδάκης Η.,Κηζθήξα Ο.,Απνζηόινπ Υξ.,Αιεμάθεο 

Γ.Δλεύθερη Ανακοίνφζη ζην  4ν παλλειιήλην ζπλέδξην επνύισζεο ηξαπκάησλ θαη ειθώλ 

Αζελα 2-4 Απξηι 2009. 
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10.  ΑΠΟΚΑΣΑΣΑΖ ΣΟΤ ΟΓΚΟΤ ΚΑΗ ΣΟΤ ΥΖΜΑΣΟ ΣΖ  ΠΣΔΡΝΖ ΜΔ ΣΖ 

ΜΔΘΟΓΟ  V.A.C., Αιεμάθεο Γ.,Ρέκπεινο Γ.,Κηζθήξα Ο.,Αγγελιδάκης Η.,Κσλζηαληόπνπινο 

Γ,.Γηαλλαθίδνπ Μ,.Καζηαλά Ο. Δλεύθερη Ανακοίνφζη ζην  4ν παλλειιήλην ζπλέδξην 

επνύισζεο ηξαπκάησλ θαη ειθώλ Αζελα 2-4 Απξηι 2009. 

11.  ΥΡΖΖ ΞΔΝΟΜΟΥΔΤΜΑΣΟ ΥΟΡΗΟΤ ΓΗΑ ΒΔΛΣΗΧΖ ΣΖΝ ΑΠΟΚΑΣΑΣΑΖ 

ΗΣΗΚΧΝ ΔΛΛΔΗΜΑΣΧΝ. Καζηαλά Ο.,Αγγειηδάθεο Η.,Αιεμάθεο Γ. 

Σκήκα Πιαζηηθήο θαη Δπαλνξζσηηθήο Υεηξνπξγηθήο ,Γ.Ν.Α<<ν Δπαγγειηζκόο >> Αναρηημένη 

ανακοίνφζη  ζην11ν Παλειιήλην Πνιπζεκαηηθό πλέδξην ζην Ζξάθιεην ηεο Κξήηεο 1-3 Μαίνπ 

2009. 

12. ΣΡΟΠΟΠΟΗΖΖ ΣΖ ΜΔΘΟΓΟΤ V.A.C  ΓΗΑ ΑΠΟΚΑΣΑΣΑΖ ΗΣΗΚΧΝ 

ΔΛΛΔΗΜΑΣΧΝ. Αγγειηδάθεο Η.,Καζηαλά Ο.,Αιεμάθεο Γ. 

Σκήκα Πιαζηηθήο θαη Δπαλνξζσηηθήο Υεηξνπξγηθήο ,Γ.Ν.Α<<ν Δπαγγειηζκόο >> Αναρηημένη 

ανακοίνφζη  ζην11ν Παλειιήλην Πνιπζεκαηηθό πλέδξην ζην Ζξάθιεην ηεο Κξήηεο 1-3 Μαίνπ 

2009. 

13.  Ζ ΜΗΚΡΟΒΗΑΚΖ ΥΛΧΡΗΓΑ ΔΛΛΔΗΜΑΣΧΝ ΓΔΡΜΑΣΟ ΚΑΣΧ ΑΚΡΧΝ-ΔΠΗΠΣΧΖ 

ΣΖ ΛΟΗΜΧΞΖ ΣΖΝ ΔΠΟΤΛΧΖ  ΣΟΤ ΣΡΑΤΜΑΣΟ. Αγγειηδάθεο Η.,Καζηαλά 

Ο.,Γεκνύηζνο .,Αιεμάθεο Γ., Σκήκα Πιαζηηθήο θαη Δπαλνξζσηηθήο Υεηξνπξγηθήο ,Γ.Ν.Α<<ν 

Δπαγγειηζκόο >> Αναρηημένη ανακοίνφζη  ζην11ν Παλειιήλην Πνιπζεκαηηθό πλέδξην ζην 

Ζξάθιεην ηεο Κξήηεο 1-3 Μαίνπ 2009. 

14. Ζ ΥΡΖΖ ΣΟΤ ΑΝΑΣΡΟΦΟΤ ΓΔΡΜΟΠΔΡΗΣΟΝΑΗΚΟΤ ΚΡΖΜΝΟΤ ΣΖ 

ΓΑΣΡΟΚΝΖΜΗΑ ΣΖΝ ΑΠΟΚΑΣΑΣΑΖ ΔΛΛΔΗΜΑΣΧΝ ΜΔΟΤ ΚΑΗ ΚΑΣΧ 

ΣΡΗΣΖΜΟΡΗΟΤ ΚΝΖΜΖ. Αιεμάθεο Γ.,Αγγειηδάθεο Η.,Καζηαλά Ο. 

Σκήκα Πιαζηηθήο θαη Δπαλνξζσηηθήο Υεηξνπξγηθήο ,Γ.Ν.Α<<ν Δπαγγειηζκόο >> Αναρηημένη 

ανακοίνφζη  ζην11ν Παλειιήλην Πνιπζεκαηηθό πλέδξην ζην Ζξάθιεην ηεο Κξήηεο 1-3 Μαίνπ 

2009. 

15. ΤΓΚΡΗΣΗΚΖ ΜΔΛΔΣΖ ΑΜΦΟΣΔΡΟΠΛΔΤΡΖ ΟΛΗΚΖ ΑΡΘΡΟΠΛΑΣΗΚΖ 

ΓΟΝΑΣΟ ΔΚΦΤΛΗΣΗΚΖ ΑΗΣΗΟΛΟΓΗΑ Δ ΔΝΑ ΚΑΗ ΓΤΟ ΥΡΟΝΟΤ. 

(.Λπθνύδεο,Η.Κνπηξνπκπαο.Γ.Σδνάλνο,Η.Αγγειηδαθεο.Κ.Μπαιαιήο,Π.Καηώλεο 

Προθορική ανακοίνφζη ζην65ν Παλειιήλην Οξζνπαηδηθό πλέδξην 7-10 Οθη 2009 

16.  ΚΤΦΟΠΛΑΣΗΚΖ ΜΗΑ ΤΓΥΡΟΝΖ ΘΔΡΑΠΔΤΣΗΚΖ ΠΡΟΔΓΓΗΖ ΚΑΣΑΓΜΑΣΧΝ 

ΠΟΝΓΤΛΗΚΖ ΣΖΛΖ.(.Λπθνύδεο,Ν.Μαληδάθεο,Η.Αγγειηδάθεο,Θ.Σνζνπλίδεο.Ν.Πάζθνπ, 
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Π.Καηώλεο, Προθορική ανακοίνφζη ζην65ν Παλειιήλην Οξζνπαηδηθό πλέδξην 7-10 Οθη 

2009 

17.  ΑΡΘΡΟΚΟΠΖΖ ΓΟΝΑΣΟ ΜΔ ΣΟΠΗΚΖ ΑΝΑΗΘΖΗΑ :ΑΝΑΚΟΠΖΖ ΚΛΗΝΗΚΖ 

ΔΜΠΔΗΡΗΑ  ΚΑΗ ΔΚΣΗΜΖΖ ΣΖ ΗΚΑΝΟΠΟΗΖΖ ΣΧΝ ΑΘΔΝΧΝ  

(Γ.Σδνάλνο,Γ.Κνπβίδεο,Η.Κνπηξνύκπαο,Η.Αγγειηδαθεο,Π.Καηώλεο. 

Προθορική ανακοίνφζη 29ο Δηήζην πλέδξην Ο.Σ.Δ.ΜΑ.Θ Αιεμαλδξνύπνιε 7-10 Απξηι2010 

18. Posterior decompression and fusion for the management of cervicalspondylotic 

myelopathy affecting multiple levels, (Manidakis Nikolaos,Kakavelakis Kyriakos,Georgioy 

Nikiforos,Aggelidakis Ioannis,Hatzipavlis Georgios,Katonis Pavlos Προθορική ανακοίνφζη 

World Spine V & World Spine 2010 . Hands On Course Santorini 7-9 May 2010 

  

ΠΑΡΑΚΟΛΟΤΘΖΖ ΤΝΔΓΡΗΧΝ -ΔΜΗΝΑΡΗΧΝ- ΖΜΔΡΗΓΧΝ: 

 1998 εκηλάξην «Health impacts of waste management policies», Trans European 

Environmental Educational (TREEE) θαη Δζληθό Καπνδηζηξηαθό Παλεπηζηήκην 

Αζελώλ, Ηαηξηθή ρνιή, 12 – 14 Ννεκ Κσο 

 2003 13ν  Παγθξήηην   Παλεπηζηεκηαθό Παηδηαηξηθό πκπόζην ζην ΠΑ.ΓΝΖ, Ζξάθιεην 

Κξήηεο ζηηο 16 / 03 / 2003. (Πξόγξακκα ζπλερηδόκελεο    Ηαηξηθήο Δθπαίδεπζεο  

 (8 κόξηα). 

 2003  Ζκεξίδα „‟ΗΑΣΡΗΚΖ  ΑΠΔΗΚΟΝΗΖ ΖΜΔΡΑ : ΓΗΑΓΝΧΖ ΚΑΗ ΘΔΡΑΠΔΗΑ‟‟ ζην Γ. 

Ν. Ζ. _ΒΔΝΗΕΔΛΔΗΟ – ΠΑΝΑΝΔΗΟ_, ηκήκα Τπνινγηζηηθήο Σνκνγξαθίαο, 10 Μαηνπ 

ζην Ζξάθιεην. 

2003  8ν Παλειιήλην Πνιπζεκαηηθό πλέδξην Κξήηεο, πνπ νξγαλώζεθε από ηελ 

Υεηξνπξγηθή Οξζνπεδηθή & Σξαπκαηνινγηθή Δηαηξεία Κξήηεο, 23-25 Μαΐνπ ζηα 

Υαληά 

2003 13ν  πκπόζην Καξδηνινγηθήο Κιηληθήο Παλεπηζηήκηνπ Κξήηεο, κε ζέκα 

           „‟ΓΗΑΓΝΧΣΗΚΔ ΚΑΗ ΘΔΡΑΠΔΤΣΗΚΔ ΔΞΔΛΗΞΔΗ ΣΖΝ ΚΑΡΓΗΟΛΟΓΗΑ‟‟,  

          ζην Ζξάθιεην Κξήηεο,4-6 Ηνπιίνπ. 

2003 εκηλάξην κε ζέκα _BREAST DISEASES & PRIMARY HEALTH   CARE: WHO  

CAN DO WHAT, WHEN AND HOW, πνπ νξγαλώζεθε από ηνΠαλεπηζηήκην  

Κξήηεο, Σκήκα Υεηξνπξγηθήο Ογθνινγίαο ζηηο 4-5 Οθη ζην Ζξάθιεην, Κξήηεο 

2004 2ν εκηλάξην Υεηξνπξγηθήο Αλαηνκηθήο Υεξηνύ  κε πξαθηηθή άζθεζε σο :  
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 παξαηεξεηήο ,ζηηο 28-31 Οθησβξίνπ ζην Μέηζνβν 

2004 1stPancretan Conference on Psychiatric Reform in Greece:Current Devopments and 

Future Perspectivs in Mental Helth,  8-9  Μαίνπ ζην Ζξάθιεην Κξήηεο 

2004 Ζκεξίδαο κε ζέκα<<ΣΑ ΡΔΤΜΑΣΗΚΑ ΝΟΖΜΑΣΑ ΣΖΝ ΚΑΘΖΜΔΡΗΝΖ       

ΠΡΑΞΖ>>, 22 Μαΐνπ ζην Ζξάθιεην  Κξήηεο  

2005 3ν πλέδξην Διιεληθήο Δηαηξείαο Σξαύκαηνο & Δπείγνπζαο Ηαηξηθήο, 25-27 

Φεβξνπαξίνπ ζηελ Αζήλα. 

2005 1ν Δθπαηδεπηηθό εκηλάξην κε ζεκα:<<Οη Γηαηαξαρέο ηεο Ομενβαζηθήο 

      Ηζνξξνπίαο θαη ησλ ειεθηξνιπηώλ ζηηο 26 Φεβξνπαξίνπ  ζηελ Αζήλα  

2005 9ν Πνιπζεκαηηθό Οξζνπαηδηθό πλέδξην ηεο ρεηξνπξγηθήο Οξζνπαηδηθήο 

           Σξαπκαηνινγηθήο Δηαηξίαο Κξήηεο ζηηο 17-19  Ηνπλίνπ  ζηελ Αγία Πειαγία Κξήηεο. 

2005 2ν Παλειιήλην πλέδξην Δπνύισζε Σξαπκάησλ θαη  Διθώλ,(15 μόρια),  

            ζσνετιζόμενης εκπαίδεσζης θαη ζπκκεηνρή ζε 3 θιηληθά θξνληηζηήξηα: 

              1.ΝΔΚΡΧΣΗΚΔ ΦΛΔΓΜΟΝΔ (23/09/2005)    

               2.ΔΓΚΑΤΜΑ ,(24/09/2005) 

               3.ΓΗΑΒΖΣΗΚΟ ΠΟΓΗ (24/09/2005)  

               4.Ο ΡΟΛΟ ΣΖ ΓΗΑΣΡΟΦΖ ΣΖΝ ΔΠΟΤΛΧΖ  (25/09/2005) 

                                                                                Αζήλα Δπγελίδην Ίδξπκα.                                          

2006 Ζκεξίδα κε ζέκα : «πλήζε παηδνσηνιαξπγγνινγηθά πξνβιήκαηα–  

 Παξάιπζε ηνπ Πξνζσπηθνύ Νεύξνπ» από ηελ Χ Ρ Λ θιηληθή Ρεζύκλνπ, 11 Μαξηίνπ  

 ζην Ρέζπκλν.  

2006     Ζκεξίδα κε ζέκα:   «ΛΟΗΜΧΞΔΗ» πνπ δηνξγάλσζε: Ζ Διιεληθή 

             Δηαηξεία Λνηκώμεσλ   κε 4 κόξηα ζπλερηδόκελεο εθπαίδεπζεο ζηηο 18 Μαξηίνπ 2006  

2006 8th INTERNATIONAL CONGRESS OF SPORTS MEDICINE ASSOCIATION, 

 GREECE  &  5th GREEK –CYPRIOT SPORTS MEDICINE CONGRESS,  

12-14 Μαΐνπ  θαη παξαθνινύζεζε ηνπ  Δθαξκνζκέλνπ Φξνληηζηεξίνπ κε Πξαθηηθή  

Άζθεζε κε ζέκα «Πεξηδέζεηο ζε  Αζιεηηθέο Καθώζεηο», 11 Μαΐνπ.  

2006 « Μεηεθπαηδεπηηθό Οξζνπαηδηθό εκηλάξην Κξήηεο» κε Γηεζλή πκκεηνρή  

(15 κόξηα), ζπλερηδόκελε εθπαίδεπζε,  9-11 Ηνπλίνπ, Αγ Πειαγία  Ζξαθιείνπ Κξήηεο 

2006  13ν Παγθξήηην Ηαηξηθό πλέδξην κε 21 κόξηα ζπλερηδόκελεο  Ηαηξηθήο Δθπαίδεπζεο,  

 9-12 Ννέκβξην ζην Ζξάθιεην Κξήηεο 
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2007 14ν Γηαπαλεπηζηεκηαθό εκηλάξην Οζηενζύλζεζεο κε πξαθηηθή άζθεζε, 2–4  Μαξηίνπ 

  ζηε Υεξζόλεζν Ζξαθιείνπ 

2008  Μεηαβνιηθά Ννζήκαηα ησλ Οζηώλ „‟Γηθαζηθή αληηκεηώπηζε Οζηενπόξσζεο„‟ ,     

 23-24 Φεβ 2007 „‟ακαξηά‟‟ Υαλίσλ.                                                                                                                                

2007     3Ο Παλειιήλην πλέδξην Δπνύισζεο Σξαπκάησλ θαη Διθώλ θαη ζπκκεηνρή ζε                                                              

     Κιηληθά θξνληηζηήξηα α)‟‟ΦΡΟΝΣΗΓΑ ΓΗΑΒΖΣΗΚΟΤ ΠΟΓΗΟΤ‟‟ β)ΚΑΣ‟ΟΗΚΟΝ  

 ΝΟΖΛΔΗΑ ΚΑΣΑΚΛΗΔΧΝ‟‟ πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε, 15-17 Μαξηίνπ 2007 

2007     9ν Instructional Course of the European Foot and Ankle Society   

            Eugenides Foundation ,Athens,Greece 22nd-23 June 2007 

2008 8ν Παλειιήλην πλέδξην Πξνιεπηηθήο Ηαηξηθήο, 24-26 Ηαλ 2008 κε 15  

 (C.M.C) 

2009  9ν Γηεζλέο πλέδξην Αζιεηηαηξηθήο Δηαηξίαο Διιάδνο &7ν Διιαδν-Κππξηαθό  

 Αζιεηη αηξηθό πλέδξην, 27-30 Μαξηίνπ 2008. 

2010  Πεξηθεξηαθό Μεηεθπεδεπηηθό Οξζνπαηδηθό εκηλάξην Κξήηεο ζην Φόδειε, 

 22-25 Μάε 

2008 European Spine Review & Cadaver Hands – On Course, (59.5 Total credits), ην 

           νπνίν πξαγκαηνπνηήζεθε ζηηο 25/07/2008 – 01/08/2008 ζηε Υεξζόλεζζν. 

2007 14o ΠΑΓΚΡΖΣΗΟ ΗΑΣΡΗΚΟ ΤΝΔΓΡΗΟ  29 Οθη-1Ννε 2008 Γεσξγηνύπνιε Κξήηεο 

( 24 κόξηα)   

2008  6o ΔΣΖΗΟ ΤΝΔΓΡΗΟ ΣΜΖΜΑΣΟ ΟΡΘΟΠΑΗΓΗΚΖ ΔΡΔΤΝΑ ΣΖ                             

ΔΛΛΖΝΗΚΖ ΔΣΑΗΡΗΑ ΥΔΗΡΟΤΡΓΗΚΖ ΟΡΘΟΠΑΗΓΗΚΖ ΚΑΗ ΣΡΑΤΜΑΣΟΛΟΓΗΑ, 

28-30  Ννεκβξίνπ ζηνλ Πεηξαηά  

2009 Ζκεξίδα κε ζέκα 1.Βιαζηνθπηηαξα ζηελ νδνληηαηξηθή,2.Οζηενλέθξσζε γλάζνπ σο 

επηπινθή ησλ δηθσζθνληθώλ . Ρέζπκλν 5 Γεθ 2009. 

2009   15ν  Γηαπαλεπηζηεκηαθν εκηλάξην Οζηενζύλζεζεο κε πξαθηηθή άζθεζε  ζην Βόιν 

(19-21 Μαξηίνπ) κε 14  κόξηα. 

2009    4ν παλειιήλην ζπλέδξην επνύισζεο ηξαπκάησλ θαη ειθώλ ζηελ Αζήλα 2-4 Απξηιίνπ 

2009   11ν Παλειιήλην Πνιπζεκαηηθό πλέδξην 1-3 Μαίνπ  ζην Ζξάθιεην Κξήηεο.  

2009 35o πκπόζην πνλδπιηθήο ηήιεο <<Ν.Γηαλλέζηξαο-Π.κπξλήο>> ζηνλ Πιαηακώλα 

κε πξαθηηθή άζθεζε(workshop) ζε Πηώκαηηθα παξαζθεπάζκαηα.11-14 ΗΟΤΝ 2009 

2009 65Ο Παλειιήλην Οξζνπαηδηθό πλέδξην  κε 24 κόξηα  Θεζζαινλίθε 7-10 Οθη 2009 
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2009  10Ο European Congress of trauma and Emergency Surgery Treatment of thoraco-

lumpar fractures with kyphoplasty and minimal invasive spinal stabilization (Dritan 

Pasku,ArtanBano,Kalliopi Alpantaki,Savvas Likoudis, Ioannis Aggelidakis,Pavlos 

Katonis.) 

2010 εκηλάξην Πνιπδηάζηαηε Αληηκεηώπηζε αξθσκάησλ θαη Καθνήζνπο  

 Μειαλώκαηνο, Βπηίλα Αξθαδίαο 12-13 Μαξη 2010, ( 9 κόξηα CME) 

2010    29ο Δηήζην πλέδξην Ο.Σ.Δ.ΜΑ.Θ Αιεμαλδξνύπνιε 7-10 Απξηι2010 

2011 16o Κνηλό πλέδξην Διιεληθεο Δηαηξίαο Δπαλνξζσηηθήο Μηθξνρεηξνπξγηθήο &  

Διιεληθήο Δηαηξίαο Υεηξνπξγηθήο Υεξηνύ & Άλσ Άθξνπ 

2010     66ν  Παλειιήλην Οξζνπαηδηθό πλέδξην, Αζήλα 13-16 Οθη 2010, (24 κόξηα)    

2011 Ζκεξίδα "Όγθνη Μπνζθειεηηθνύ πζηήκαηνο. Γηάγλσζε-Θεξαπεπηηθή Γηαθίλεζε 
Αζζελνύο-Πξνβιήκαηα", πνπ ζπλδηνξγαλώλεη ε Γ' Οξζνπαηδηθή Κιηληθή ΑΠΘ θαη ην 
Αθηηλνδηαγλσζηηθό Δξγαζηήξην ηνπ Γ.Ν. Θεζζαινλίθεο "Παπαγεσξγίνπ" ζην 
Ακθηζέαηξν ηνπ Γ.Ν. ζεζζαινλίθεο "Παπαγεσξγίνπ" ζηηο 12/02/2011. 

2016 εκηλάξην Υεηξνπξγηθήο Άλσ Άθξνπ: Αξζξνπιαζηηθή Ώκνπ – Αγθώλα ζε πησκαηηθά 
παξαζθεπάζκαηα (Με πξαθηηθή άζθεζε & Live Surgery), 20-22 Οθησβξίνπ 2016 

2016 2nd MBE Conference, (XXVth FECTS Meeting), Matrix Biology Europe, Αζήλα, 11-14 
Ηνπλίνπ, 2016 

2016 Ζκεξίδα ΟΣΔΟΠΟΡΟΖ, 9 Απξηιίνπ 2016, Ζξάθιεην Κξήηεο, (6 κόξηα 
πλερηδόκελεο Ηαηξηθήο Απεηθόληζεο ηνπ Παλεπηζηεκηαθνύ Ννζνθνκείνπ Ζξαθιείνπ) 

2016 1ν Κιηληθό Φξνληεζηήξην Αθηηλνινγίαο Μπνζθειεηηθνύ, 8-10 Ηνπιίνπ 2016, Ζξάθιεην 
Κξήηεο  

2016 72ν πλέδξην Οξζνπεδηθήο Υεηξνπξγηθήο & Σξαπκαηνινγίαο, 12-15 Οθησβξίνπ 2016, 
Αζήλα, (23 κόξηα) 

2016 2nd Course on Upper Limb Surgery: Shoulder-Elbow Arthoplasty on Frozen Cadavers 
(Hands on & Live Surgery),  _ Hands on Workshop,  _Shoulder Ultrasound Hands on 
Workshop, 20-22 Οθησβξίνπ 2016, Θεζζαινλίθε, (16 κόξηα) 

2017 9ν Δηήζην Παλειιήλην Δπηζηεκνληθό πκπόζην ΔΠΔΜΤ, 2-5 Ηνπλίνπ 2017, Ρόδνο 

2017 1st Course on Upper Limb Surgery: Shoulder-Elbow Arthroscopy on Frozen Cadavers 

(Hands on & Live Surgery), _Hands on Workshop, 19-21 Οθησβξίνπ 2017, (20 κόξηα) 



 X 

2018 12ν πλέδξην Αζιεηηαηξηθήο Δηαηξείαο Διιάδνο, Θεζζαινλίθε, 16-18 Μαξηίνπ 2018, 

(22 κόξηα) 

2018 74ν πλέδξην Διιεληθήο Δηαηξείαο Υεηξνπξγηθήο Οξζνπαηδηθήο & Σξαπκαηνινγίαο, 10-

13 Οθησβξίνπ 2018, Αζήλα, (30 κόξηα) 

2019  “Μεηαβνιηθά λνζήκαηα ησλ νζηώλ-Βηβιηνγξαθηθή ελεκέξσζε” 29-31 Μαξηίνπ 

Αξάρσβα 

2019   “Νεόηεξεο Δμειίμεηο ζηελ Αληηκεηώπηζε ηνπ Οξζνπαηδηθνύ Σξαύκαηνο” 12-13 

Απξηιίνπ Ζξάθιεην 

2019   11νπ Δηήζηνπ Παλειιελίνπ Δπηζηεκνληθνύ πλεδξίνπ ΔΠΔΜΤ κε ζέκα «Κιηληθά 

Γηιήκκαηα ζηηο κπνζθειεηηθέο Παζήζεηο» 18-21 Απξηιίνπ Κέξθπξα 

 

ΤΜΜΔΣΟΥΖ Δ  ΟΡΓΑΝΧΖ ΤΝΔΓΡΗΧΝ:    

1. Μέινο νξγαλσηηθήο επηηξνπήο ηνπ Πεξηθεξεηαθνύ Μεηεθπαηδεπηηθνύ Οξζνπαηδηθνύ  

εκηλαξίνπ Κξήηεο πνπ έιαβε κέξνο ζην Φόδειε Κξήηεο , 22-25 Μαίνπ 2008. 

           Τπό ηελ αηγίδα ηνπ Κνιιεγίνπ Διιήλσλ Οξζνπαηδηθώλ Υεηξνπξγώλ  

2. πκκεηνρή σο νκηιεηήο ζε ζηξνγγπιή ηξάπεδα κε ζέκα: <<Selection criteria of  

 allotransplantation  >> Πξόεδξνο Κνο νπθάθνο  Ησάλληλα,  26-29 Απγ 2010 

           16o Κνηλό πλέδξην Διιεληθεο Δηαηξίαο Δπαλνξζσηηθήο Μηθξνρεηξνπξγηθήο &  

 Διιεληθεο Δηαηξίαο Υεηξνπξγηθήο Υεξηνύ & Άλσ Άθξνπ. 

                                                                                                                

ΤΜΜΔΣΟΥΖ Δ ΑΛΛΑ ΔΚΠΑΗΓΔΤΣΗΚΑ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΣΑ: 

1. πκκεηνρε ζε εθπαηδεπηηθό πξόγξακκα 35 σξώλ ΑΤΣΟΜΑΣΗΜΟ&ΟΡΓΑΝΧΖ 

ΗΑΣΡΗΚΟΤ ΓΡΑΦΔΗΟΤ ΜΔ ΥΡΖΖ Ζ/Τ  Πηζηνπνηεηηθό : COREL LEVEL (18/04/2005) 

2. πκκεηνρε ζηηο δξαζηεξηόηεηεο<< ΟΛΤΜΠΗΑΚΖ ΠΑΗΓΔΗΑ>> Αζήλα 2004   

(04/2003) 

3. πκκεηνρε ζε πξόγξακκα εθπαίδεπζεο ζηε Βαζηθή Τπνζηήξημε ηεο Εσήο  (B.L.S)  ηα 

πξόηππα ηνπ επξσπατθνύ ζπκβνπιίνπ αλαδσνγόλεζεο(E.R.C)     Θεζζαινλίθε 

11/05/2006  

4. πκκεηνρή ζε εθαξκνζκέλν θξνληηζηήξην κε πξαθηηθή άζθεζε α) Καξδηναλαπλεπζηηθή 

Αλαδσνγόλεζε(ΚΑΡΠΑ)-Α‟Βνεζεηεο –Μεηαθνξά θαη Αθηλεηνπνίεζε Σξαπκαηία. 

β)Δπηδέζεηο-Νάξζεθεο –Πεξηδέζεηο ,Αληηκεηώπηζε Δμαξζεκάησλ-Καηαγκάησλ  ζηα 
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πιαίζηα ηνπ 9νπ Γηεζλνύο ζπλεδξίνπ ηεο αζιεηηαηξηθήο εηαηξίαο Διιάδνο & 7νπ Διιαδν-

Κππξηαθνπ Αζιεηηαηξηθνύ πλεδξίνπ ζηηο 27 Μαξ 2008     

5. CERTIFICATE SPORTS MEDICINE UNDER THE AUSPICES OF THE 10 C MEDICAL 

COMMISSION AND OLYMPIC SOLIDARITY ζηηο 28-29 Μαξηίνπ 2008 

6.  CERTIFICATE  ATLS (Advanced Trauma Life Support 19-20 Ηνπλίνπ 2010 κε 19 κόξηα. 

7. Παξαθνινύζεζε ησλ εξγαζηώλ ηνπ Δληαηηθνύ εθπαηδεπηηθνύ δηεκέξνπ ηνπ Κνιιεγίνπ 

Διιήλσλ Οξζνπαηδηθώλ Υεηξνπξγώλ ζηηο 19-20  Ννεκβξίνπ 2010 ζηελ Αζήλα. 

8. Παξαθνινύζεζε Δπηζηεκνληθνύ εκηλαξίνπ κε πξαθηηθή άζθεζε κε ζέκα: 

”Δθαξκνγέο ηνπ Taylor Spatial Frame ” 17-18 Γεθ 2010 Λάξηζα. 

                                                       

ΒΡΑΒΔΤΔΗ- ΓΗΑΚΡΗΔΗ: 

1. ΒΡΑΒΔΗΟ Η. ΗΧΑΝΝΟΒΗΣ  

ΔΛΛΖΝΗΚΖ ΔΣΑΗΡΗΑ ΔΠΟΤΛΧΖ ΣΡΑΤΜΑΣΧΝ ΚΑΗ ΔΛΚΧΝ ε εξγαζία κε ηίηιν : 

ΑΠΟΚΑΣΑΣΑΖ ΣΟΤ ΟΓΚΟΤ ΚΑΗ ΣΟΤ ΥΖΜΑΣΟ ΣΖ  ΠΣΔΡΝΖ ΜΔ ΣΖ ΜΔΘΟΓΟ  

V.A.C Αιεμάθεο Γ.,Ρέκπεινο Γ.,Κηζθήξα Ο.,Αγγελιδάκης Η.,Κσλζηαληόπνπινο Γ,.Γηαλλαθίδνπ 

Μ,.Καζηαλά Ο. 

2.  ΒΡΑΒΔΗΟ Η. ΗΧΑΝΝΟΒΗΣ  

ΔΛΛΖΝΗΚΖ ΔΣΑΗΡΗΑ ΔΠΟΤΛΧΖ ΣΡΑΤΜΑΣΧΝ ΚΑΗ ΔΛΚΧΝ ε εξγαζία κε ηίηιν : Ζ 

ΔΚΣΗΜΖΖ ΔΓΚΑΤΜΑΣΟ Δ ΝΔΤΡΟΠΑΘΖΣΗΚΟ ΓΗΑΒΖΣΗΚΟ ΠΟΓΗ ΚΑΗ Ζ ΤΜΒΟΛΖ ΣΧΝ 

ΑΝΘΡΧΠΗΝΧΝ ΤΠΟΚΑΣΑΣΑΣΧΝ ΓΔΡΜΑΣΟ ΣΖ ΓΗΑΧΖ ΑΤΣΟΤ.    

Καζηαλά Ο.,Αλαγησηόο Γ.,Ρέκπεινο Γ.,Αγγελιδάκης Η.,Κηζθήξα Ο.,Απνζηόινπ Υξ.,Αιεμάθεο 

Γ. ηα πιαίζηα ηνπ 4νπ παλλειιελίνπ ζπλεδξίνπ επνύισζεο ηξαπκάησλ θαη ειθώλ ύςνπο  500 

ΔΤΡΧ γηα θάζε εξγαζία.  

 

 ΓΗΓΑΚΣΗΚΟ ΔΡΓΟ:    

1.  2002-2003 Δθπαίδεπζε ησλ Γνθίκσλ Δζεινληώλ ακαξεηηώλ (Σκήκα Μνηξώλ) ζηελ 

Αλαηνκία, Παζνινγία θαη ζηηο πξώηεο Βνήζεηεο 

2.   2004-2005  Οκηιεηήο ζηα πιαηζηα Μεηεθπαηδεπηηθώλ καζεκάησλ ηεο Υεηξνπξγηθήο 

θιηληθεο κε  ζεκα:α)Ομύ θνηιηαθν άιγνο.Γηαθνξηθή δηάγλσζε.  

3.  02/10/2006-04/02/2007 Δθπαηδεπηήο ζε Η.Δ.Κ Γεκνζίνπ ζην Ρέζπκλν γηα (6κελν)ζην                   

κάζεκα Γηαηξνθή –δηαηηνινγία. Σκήκα :Δηδηθώλ εθαξκνγώλ Αηζζεηηθήο   
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4. πκκεηνρή σο εθπαηδεπηήο ζην εθπαηδεπηηθό πξόγξακκα πξνπηπρηαθώλ καζεκάησλ κε 

ζέκα Μπνζθειεηηθό ζύζηεκα πνπ δηδάζθεηαη ζηνπο θνηηεηέο 7νπ εμακήλνπ θαηά ην 

ηξίκελν Ννεκβξηνο  2008 –Ηαλνπάξηνο 2009 ζην ηκήκα Ηαηξηθήο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ 

Κξήηεο ( Γηδάζθσλ Αλ.Καζ. Κνληάθεο. Γ) 

 

     ΤΜΜΔΣΟΥΖ Δ ΔΠΗΣΖΜΟΝΗΚΔ  ΔΣΑΗΡΗΔ: 

1. Μέινο ηεο Διιεληθήο Δηαηξείαο Σξαύκαηνο θαη Δπείγνπζαο Ηαηξηθήο,  από25/02/2005 

2. Μέινο ηεο Διιεληθήο Δηαηξείαο Δπνύισζεο Σξαπκάησλ θαη Διθώλ, από 23/09/2005 

3. Μέινο ηεο Αζιεηηαηξηθήο Δηαηξίαο Διιάδνο., από  11/05/2006 

4. Έθηαθην Μέινο ηεο Διιεληθήο Δηαηξίαο Υεηξνπξγηθήο Οξζνπαηδηθήο θαη Σξαπκαηνινγίαο 

(ΔΔΥΟΣ) ΑΠΟ 01/01/2009 
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a LPR6/β-Catenin/IGFR-IR Signaling
Axis
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Dionysios J. Papachristou 2, Aristidis M. Tsatsakis 3 and George N. Tzanakakis 1

1 Laboratory of Anatomy-Histology-Embryology, School of Medicine, University of Crete, Heraklion, Greece, 2Unit of Bone

and Soft Tissue Studies, Laboratory of Anatomy-Histology-Embryology, School of Medicine, University of Patras, Patras,

Greece, 3 Laboratory of Toxicology, School of Medicine, University of Crete, Heraklion, Greece

Biglycan, a small leucine rich proteoglycan (SLRP), is an important participant in

bone homeostasis and development as well as in bone pathology. In the present

study biglycan was identified as a positive regulator of MG63 osteosarcoma cell

growth (p ≤ 0.001). IGF-I was shown to increase biglycan expression (p ≤ 0.01),

whereas biglycan-deficiency attenuated significantly both basal and IGF-I induced

cell proliferation of MG63 cells (p ≤ 0.001; p ≤ 0.01, respectively). These effects

were executed through the IGF-IR receptor whose activation was strongly attenuated

(p ≤ 0.01) in biglycan-deficient MG63 cells. Biglycan, previously shown to regulate

Wnt/β-catenin pathway, was demonstrated to induce a significant increase in β-catenin

protein expression evident at cytoplasmic (p ≤ 0.01), membrane (p ≤ 0.01), and

nucleus fractions in MG63 cells (p ≤ 0.05). As demonstrated by immunofluorescence,

increase in β-catenin expression is attributed to co-localization of biglycan with the

Wnt co-receptor low-density lipoprotein receptor-related protein 6 (LRP6) resulting in

attenuated β-catenin degradation. Furthermore, applying anti-β-catenin and anti-pIGF-IR

antibodies to MG-63 cells demonstrated a cytoplasmic and to the membrane interaction

between these molecules that increased upon exogenous biglycan treatment. In parallel,

the downregulation of biglycan significantly inhibited both basal and IGF-I-dependent

ERK1/2 activation, (p≤ 0.001). In summary, we report a novel mechanismwhere biglycan

through a LRP6/β-catenin/IGF-IR signaling axis enhances osteosarcoma cell growth.

Keywords: osteosarcoma growth, biglycan, small leucine rich proteoglycans, IGF-IR, β-catenin, extracellular

matrix

INTRODUCTION

The small leucine-rich proteoglycans (SLRPs) are a family of proteoglycans (PGs) characterized
by a relatively small protein core (36–42 kDa), containing a number of leucine-rich repeats
and able to undergo post-translational modifications, notably substitution with various types of
glycosaminoglycan side chains (1, 2). The PGs secreted to the extracellular matrix can be found
at multiple locations, have a high level of conservation and are expressed at crucial points in
embryogenesis and tissue homeostasis, which is indicative of their importance. The SLRP gene
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family now counts 18 genes classified into five distinct
subfamilies which is based on their chromosomal organization
and functional similarities (3).

Biglycan is a canonical class I SLRP member containing
two chondroitin or dermatan sulfate side chains which are
covalently bound to attachment sites at the N-terminal (4).
Recently, novel roles in cancer biology including regulation
of proliferation, apoptosis, migration, motility, inflammation
as well as autophagy have been attributed to biglycan (5, 6).
The effects of biglycan have likewise been implicated in the
pathogenesis of osteosarcoma, primary malignant tumor of the
bone (7, 8). The highest incidence of this tumor has been reported
in children and young adults between the ages of 10 and 30
(9, 10) with a significant 30–40% of patients still exhibiting
relapses and adverse outcome despite major advances in the
treatment of this cancer (10, 11). An important characteristic of
osteosarcoma is its heterogeneity and ability to produce abundant
non-mineralized ECM–osteoid, mainly consisting of collagen
type I, glycoproteins, and proteoglycans (PGs)/GAGs (12, 13).
Specifically, biglycan has been identified as a product involved
in resistance to chemotherapy-resistant pediatric osteosarcoma
(14). Furthermore, we have previously shown that parathyroid
hormone (PTH) fragment, PTH(1-34), and fibroblast growth
factor-2 (FGF-2), through a novel cooperative mechanism of
action, modulate the extracellular matrix content of biglycan to
regulate osteosarcoma cell migration (15, 16). Key downstream
mediators of biglycan have been correlated to osteosarcoma
development and prognosis. Thus, it was recently demonstrated
that the attenuation of the low-density lipoprotein receptor-
related protein 6 (LRP6)-Wnt/β-catenin signaling pathway
through microRNA-183 (miR-183) inhibits osteosarcoma cell
proliferation and invasion (17). Wnt pathway is suggested
as one of key pathways in osteosarcoma pathogenesis (18).
Moreover, the Wnt/β-catenin pathway is a therapeutic target in
osteosarcoma as its suppression through resveratrol action elicits
anti-tumor effects (19). Other SLRP have likewise been shown to
affect various osteosarcoma cell functions including proliferation,
migration or adhesion (20–22). In the present work, taking
into account the importance of biglycan and its downstream
mediators in the functional regulation of osteoblastic lineage
cells, we examined the effect of biglycan on osteosarcoma
cell growth as well as the putative mechanisms involved. Our
findings revealed that biglycan through an LPR6/β-catenin/IGF-
IR signaling axis positively regulates MG63 osteosarcoma cell
growth.

MATERIALS AND METHODS

Materials
Recombinant human biglycan (2667-CM) and IGF-I (insulin-like
growth factor I; 291-G1) were obtained from R&D Diagnostics.
Selective inhibitor of ERK1/2 (Cell Signaling Technology;
U016) and allosteric inhibitor of IGF-IR (Sigma-Aldrich;
AG1024) were used in this study. Primary antibodies from
Santa Cruz Biotechnology used, anti-biglycan (sc100857; mouse
monoclonal; 1/100 dilution), anti-β catenin (sc7963; mouse
monoclonal; 1/300 dilution and 1/50 for immunofluorescence

experiments), anti-IGF-IR total (sc81464; mouse monoclonal;
1/100 dilution), anti-pERK1/2 (sc136521; mouse monoclonal;
1/100 dilution) and anti-fibrillarin (sc374022; 1/100 dilution). In
addition, anti-actin (Millipore MAB1501; mouse monoclonal;
½,500 dilution), anti-ERK total (Thermo scientific MA5-15343;
mouse monoclonal; 1/500 dilution), anti-pIGF-IR (Thermo
scientific PA5-37602; polyclonal rabbit; 1/500 dilution for
western blot and 1/50 for immunofluorescence experiments),
anti-tubulin (Sigma-Aldrich T4026; monoclonal mouse;
1/1,000 dilution) and anti-LRP6 (Elabscience E-AB17347;
rabbit polyclonal; 1/50 dilution) were utilized. Secondary-HRP
antibodies anti-rabbit (AP182PR); and anti-mouse (AP192PM)
were used in a 1/3,000 dilution and obtained fromMillipore.

Cell Culture
In this study, MG63 (ATCC R© CRL1427TM) human
osteosarcoma cell line of moderately differentiated fibroblastoid-
type cells and high metastatic capacity was utilized. Cells were
grown in DMEM (BiochromAG; F0455) supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS; Invitrogen 10500-064; heat inactivated),
glutamine (4mM; Biosera XCT1715), gentamycin (Invitrogen;
15710-049) and penicillin/streptomycin (100 units/ml; Biosera
LMA4118). Before addition of treatments (biglycan 10µg/ml or
IGF-I 10 ng/ml), cells were cultured in serum free medium for
24 h at 37◦C and 5%CO2. Inhibitors, when used (ERK inhibitor
or IGF-IR inhibitor), were added 1 h before growth factor
treatment.

Proliferation Assay
Growing cells from non-confluent cultures were harvested and
seeded in black 96-well plates (Corning; 3603) at a density of
3,500 cells per well in 200 µl of DMEM (10% FBS). The cell
density number was chosen from optimization experiments (data
not shown). The cells were allowed to rest overnight. If necessary,
transfection with siRNAs was performed in a serum-free medium
without antibiotics for 6 h. This was then replaced with fresh
medium (0% FBS) with antibiotics. Treatments were added for
the next 48 h at 37◦C and 5% CO2 in 0% FBS. The cells were
then lysed and their number was calculated using the CyQUANT
fluorometric assay (Thermo Scientific; C7026) according to the
manufacturer’s instructions. Fluorescence was measured in a
Fluorometer (Biotek) using the proposed excitation (485 nm) and
emission filters (528 nm). A separate standard curve was used to
convert fluorescence units to cell numbers. All experiments were
performed in triplicate.

Transfection With siRNA
For transfection experiments, the cells were plated in serum
and antibiotic free medium in either 96 well plates (4,000
cells/well), or 24-well plates (80,000 cells/well) or T25 flasks
(1:8 dilution of a 90% confluent T75 flask). Short interfering
RNA specific for biglycan (siBGN) [Invitrogen; stealth siRNAs
HSS184531, S328618; optimized for MG63 cells by (15)] or
β-catenin (sib-cat) (sc29209; Santa Cruz Biotechnology), and
RNAi negative control (siScr) (Invitrogen; medium GC content
negative control). To provide optimal transfection, siRNA and
Lipofectamine 2000 (Invitrogen; 11668-027) were diluted in
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Opti- MEM I Reduced Serum Medium (Invitrogen; 31985-070).
After 5min of incubation, diluted Lipofectamine 2000 was mixed
with diluted siRNA (2µM) for 20min at room temperature to
allow siRNA–liposome complexes to form and added to cell
layers. Transfection was allowed to take place during 6 h when the
medium was replaced with fresh serum-free medium containing
antibiotics and the incubation period continued for 48 h. Cells
were then harvested and mRNA or protein was extracted. When
necessary, treatments were performed during 24 h after the
initial 48 h transfection period. All transfection experiments were
repeated at least three times and performed in triplicates.

RNA Isolation and Real-Time PCR
Total ribonucleic acid isolation was performed using TRIzol
(Invitrogen; 15596026), according to the manufacturer’s
instructions. One microgram of total RNA was added for cDNA
synthesis using the TAKARA (RR037A) RT cDNA synthesis
kit. For semi-quantification of the genes of interest, real-time
reactions were performed in an Mx300P cycler using the
Universal qPCR kit (KAPA Biosystems; KK4602) in a total
volume of 20 µL. PCR conditions for amplification and primers
used are listed in Table 1. Standard curves were run in each
optimized assay, which produced a linear plot of threshold
cycle (Ct) against log (dilution). The amount of each target was
quantified based on the concentration of the standard curve
and was presented as arbitrary units. GAPDH was utilized as a
housekeeping control gene

Western Blot
Total protein secreted into the serum-free culture medium
was concentrated using Amicon Ultra 15mL (UFC901024; 10
kDa cutoff) centrifugal concentrator tubes. The initial volume
of 3mL serum-free medium collected from culture, to isolate
secreted proteins, was concentrated to final volume of 500
µL whereas, harvested cells were lysed with RIPA solution
(50mM Tris-HCl, 1% NP-40, 0.25% Na-Deoxycholate, 150mM
NaCl, 1mM EDTA with protease and phosphatase inhibitors).
Equal amounts of protein, either cell extracts or secreted, were
subjected to SDS-PAGE using 8% polyacrylamide gels under
reducing conditions. Separated protein bands were transferred
to nitrocellulose membranes in 10mM (pH 11), containing 10%

TABLE 1 | Real-time PCR primers and amplification conditions.

Primers Sequences

GAPDH Forward: 5′-GGA AGG TGA AGG TCG GAG TCA-3′

Reverse: 5′-GTC ATT GAT GGC AAC AAT ATC CAC T-3′

β-catenin Forward: 5′-TTC TGG TGC CAC TAC CAC AGC-3′

Reverse: 5′-TGC ATG CCC TCA TCT AAT GTC-3′

Cyclin Forward: 5′-CTC CAC CTC ACC CCC TAA AT-3′

Reverse: 5′-AGA GCC CAA AAG CCA TCC-3′

Biglycan Forward: 5′-TCT GAA GTC TGT GCC CAA-3′

Reverse: 5′-TCT GAG ATG CGC AGG TA-3′

Thermal conditions 94◦C for 15min;

40 cycles at 94◦C for 20 s;

55◦C for30 s;

72◦C for 30 s; 72◦C for 10min

methanol. Membranes were blocked overnight at 4◦C with PBS
containing 0.1% Tween-20 (PBS-Tween) and 5% (w/v) low-fat
milk powder. The membranes were incubated for 1 h at room
temperature (RT) with primary antibody in PBS containing 0.1%
Tween-20 (PBS-Tween) and 1% (w/v) low-fat milk powder.
The immune complexes were detected after incubation with the
appropriate peroxidase-conjugated secondary antibody diluted
(1:3,000) in PBS-Tween, 2% low-fat milk, using the LumiSensor
Chemiluminescent HRP substrate kit (Genscript; L00221V500),
according to the manufacturer’s instructions. Protein expression
of Actin was used to correct for the amount of each sample
analyzed.

Nuclear and Cytoplasmic Extract
Separation
Treated cells in T25 flasks were detached using trypsin-EDTA
(Biosera; LMT1706), deactivated with PBS and centrifuged at
1,100 rpm for 5min. Supernatants were discarded and the pellets
resuspended in 250 µL of ice cold PBS supplemented with
protease and phosphatase inhibitors. After centrifugation at 1,100
rpm for 5min at 4◦C the pellets were resuspended in 200 µL of
5x CPVNP-40 lysis buffer (10mMTris-HCl, 10mMNaCl, 3mM
MgCl2, 0.5% NP-40 with protease and phosphatase inhibitors).
Tubes were incubated on a rotating platform at 4◦C for 10min
and centrifuged strictly at 1,000 rpm for 5min at 4◦C. The
supernatants (cytoplasmic protein fractions) were kept at−80◦C.
The pellets were resuspended in 100µL of RIPA solution (50mM
Tris-HCl, 1% NP-40, 0.25% Na-Deoxycholate, 150mM NaCl,
1mMEDTAwith protease and phosphatase inhibitors), vortexed
and incubated for 60min on a rotator at 4◦C. Samples were
centrifuged to pellet insoluble fraction at 13,000 rpm for 30min
at 4◦C and after the supernatants (nucleus protein fractions) were
kept at−80◦C as well as the pellets (membrane fractions).

Immunofluorescence
MG63 cells were seeded on round coverslips placed in 24-well
plates, at a concentration of 50,000 cells/well and incubated
in complete medium for 24 h. After a 24-h serum starvation,
treatments were added and the cells incubated for 48 h at 37◦C
and 5% CO2. The cells were fixed with 5% formaldehyde and
2%sucrose in PBS for 10min at RT. After three washes with PBS
supplemented with 1% FBS, the permeabilizing agent Triton X-
100 was added for 10min and then washed before the addition of
primary antibody for 1 h at RT. Coverslips not incubated with
the primary antibody were utilized as negative controls. The
coverslips were washed again and incubated for 1 h, in the dark
at RT, with anti-mouse Alexa 555 (Thermo Scientific; A21422) or
Alexa Fluor 488 (Molecular Probes; A21206). TO-PRO-3 iodode
(Molecular Probes; T3605) diluted 1:1,000 in de-ionizedH2Owas
applied for 10min to stain nuclei. The coverslips were then placed
onto slides using glycerol as a mountant and visualized using
confocal microscopy.

Statistical Analysis
The statistical significance was evaluated by student’s t-test,
or ANOVA analysis of variance with Tukey’s post-test, using
GraphPad Prism (version 4.0) software.
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RESULTS

The Role of Biglycan on IGF-I Stimulated
MG63 Cell Proliferation
We have previously shown that biglycan is a potent modulator
of osteosarcoma cells’ migration (15). In this study we wanted

FIGURE 1 | Effect of siBGN on MG63 cell proliferation. MG63 cells were

harvested and seeded (3,500 cells/well) on 96-well plates and transfection

with siRNAs (short interfering RNAs) was performed. Cells, in each well, were

incubated in serum-free medium and transfected with either siRNAs against

biglycan (siBGN) or scrambled siRNAs (siScr), used as negative control. Cells

were counted after a 48 h incubation period, using fluorometric CyQUANT

assay kit. Results represent the average of three separate experiments. Means

± S.E.M were plotted; statistical significance: ***p ≤ 0.001 compared with the

respective control samples.

to investigate its’ possible role on osteosarcoma cell growth.
Therefore, we used siRNAs specific for the biglycan gene (siBGN)
achieving a significant downregulation of biglycan expression at
both protein and mRNA biglycan levels, as previously shown
(15). The growth ability of biglycan-deficient and control siScr
cells was evaluated using the CyQUANT fluorometric assay (20).
This approach demonstrated a strong attenuation of biglycan
deficient cell growth as compared to control (p ≤ 0.001;
Figure 1).

IGF-I Modulation of Biglycan Expression
In order to identify possible partners/mediators of biglycan
action we screened the effect of key regulators of osteosarcoma
growth on biglycan expression. This approach identified IGF-I as
a regulator of biglycan expression. Indeed, upon treating MG63
with IGF-I (10 ng/mL) for 48 h and performing western blot
analysis to supernatant and cell extract, a statistically significant
increase of secreted biglycan (p ≤ 0.01), was demonstrated
(Figure 2). Utilization of antibody specific for actin on secreted
proteins excluded a contamination by cytoskeletal proteins
(data not shown). Biglycan mRNA levels were also significantly
(p ≤ 0.01) upregulated, as shown by real-time PCR analysis
(Figure 2D). These data are well in accord with previous reports
where IGF-I has been shown to regulate the expression of
biglycan in human osteoblast-like cells (23).

FIGURE 2 | Effect of IGF-I on biglycan expression at the mRNA and protein level. (A) Expression of extracellular and intracellular Biglycan (BGN) levels of cells treated

with serum-free medium (control) and cells treated with IGF-I (10 ng/ml) was determined by Western blot analysis. Densitometric analysis of the extracellular BGN

protein band (100 KDa glycosylated proteoglycan) (B) and of the intracellular BGN protein band (45 KDa protein core band) (C) were normalized against actin and

plotted. Representative blots are presented. (D) Biglycan mRNA levels in MG63 cells treated with IGF-I (10 ng/ml) during 48 h were determined by real time PCR using

primers specific for the BGN gene and normalized against GAPDH. Results represent the average of three separate experiments. Means ± S.E.M were plotted;

statistical significance: **p ≤ 0.01 compared with the respective control samples.
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Due to the fact that, IGF-I/IGF-IR is a key signaling pathway
of bone anabolic processes and established in early reports
to regulate osteosarcoma cell proliferation (24) we wanted to
verify its putative action on MG63 cell growth and assess
possible connection to biglycan effects. Treating osteosarcoma
cells with IGF-I (10 ng/ml) induced a significant increase in cell
proliferation (p ≤ 0.01; Figure 3). To estimate an interaction
between biglycan and IGF-I signaling we treated biglycan-
deficient cells (siBGN) as well as cells transfected with control
scramble siRNAs (siScr) with IGF-I (10 ng/mL) for 48 h and
measured their proliferation rate. IGF-I-induced increase in cell
proliferation (p ≤ 0.01) was abolished in biglycan-deficient cells
(p≤ 0.001; Figure 3). Therefore, biglycan was shown tomodulate
significantly both basal and IGF-I induced cell proliferation of
MG63 cells, suggesting an interplay between biglycan and IGF-I
signaling in the regulation of osteosarcoma growth.

Role of IGF-IR on IGF-I-Dependent MG63
Cell Proliferation—Effect of Biglycan
Next, we examined themechanisms involved in IGF-I-dependent
growth, taking into account the fact that the IGF-IR receptor
is the key IGF-I downstream mediator (25) as well as the
confirmation of IFG-IR activation shown in our control
experiments (Supplementary Figure 1). For this purpose MG63
cells were treated with 1µM of specific IGF-IR inhibitor
(AG1024) for 48 h, with or without the presence of IGF-I
(10 ng/ml). The AG1024 concentration used was chosen after
initial optimization experiments that were performed using a
range of different concentrations (data not shown). Fluorometric
cell growth assay demonstrated that this strategy resulted in a
statistically significant decrease of both basal and IGF-I-induced
proliferation (p≤ 0.001; p≤ 0.01, respectively; Figure 4A). These
results, therefore, suggest that IGF-IR mediates both basal and
exogenous IGF-I-dependent growth ofMG63 osteosarcoma cells.

FIGURE 3 | Effect of IGF-I on cell proliferation of MG63 cells. MG63 cells were

harvested and seeded (3,500 cells/well) on 96-well plates and transfection

with siRNAs was performed. Cells, in each well, incubated with 0%

FBS-medium (control), cells incubated with 10 ng/ml IGF-I (IGF-I) and cells

transfected with either siRNAs against biglycan (siBGN) or scrambled siRNAs

(siScr) with or without IGF-I addition, were counted using fluorometric

CyQUANT assay kit. Results represent the average of three separate

experiments. Means ± S.E.M were plotted; statistical significance:

***p ≤ 0.001, **p ≤ 0.01 compared with the respectivecontrol samples.

Of note, these data highlight the importance of endogenous IGF-
IR signaling in the regulation of MG-63 cell growth (Figure 4A).

In order to investigate the direct effects of biglycan on
IGF-IR downstream signaling, the activation of IGF-IR was
studied. To this end, cell extracts of siBGN and control siScr

FIGURE 4 | Role of IGF-IR on IGF-I-dependent MG63 cell proliferation- effect

of biglycan. (A) Effect of IGF-Inhibitor on cell proliferation of MG63 cells. MG63

cells were harvested and seeded (3,500 cells/well) on 96-well plates. Cells, in

each well, incubated with 0% FBS-medium (control), 10 ng/ml IGF-I (IGF-I),

1µM IGF-I inhibitor (InhIGF-I), and 10 ng/ml IGF-I + 1µM IGF-I inhibitor

(IGF-I+ InhIGF-I), were counted using fluorometric CyQUANT assay kit. (B)

Effect of siBGN on the activation of IGF-IR. Expression of IGF-IR total protein

(IGF-IR) and phosphorylated IGF-IR protein (pIGF-IR) of cells in serum-free

medium (control) and cells transfected with either siRNAs (short interfering

RNAs) against biglycan (siBGN) or scrambled siRNAs (siScr) were determined

by Western blot analysis. (C) Densitometric analysis of the activated IGF-IR

levels (pIGF-IR/IGF-IR) from the protein and were normalized against actin and

plotted. Representative blots are presented. Results represent the average of

three separate experiments. Means ± S.E.M were plotted; statistical

significance: ***p ≤ 0.001, **p ≤ 0.01 compared with the respective control

samples.

Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org 5 October 2018 | Volume 8 | Article 470

https://www.frontiersin.org/journals/oncology
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/oncology#articles


Aggelidakis et al. Biglycan, Regulator of Osteosarcoma Growth

cells, were probed with antibodies against IGF-IR and pIGF-
IR. As presented in Figures 4B,C, the activation of IGF-IR was
strongly attenuated (p ≤ 0.01) in biglycan-deficient MG63 cells
(Figures 4B,C).

Biglycan Mediated Changes in the Wnt
Pathway (β-Catenin)
Next, to further define the mechanism of biglycan action, we
turned to the identification of putative co-operation partners.
Biglycan has been suggested to regulate Wnt/β-catenin pathway
by either mediating ligand effects or modulating downstream
signaling molecules (26–29). Indirect interactions of β-catenin
with IGF-IR receptor and other members of the IGF-I signaling
pathway have also been reported (27–29). In order to investigate
the effect of biglycan on the Wnt pathway in osteosarcoma cells,
β-catenin expression was studied after incubation of the cells with
biglycan for 48 h. Both protein (Western blot) and mRNA (Real
time PCR) analysis showed a statistically significant increase
(p ≤ 0.01) in β-catenin protein expression after the addition of
biglycan (Figure 5). This increase in β-catenin protein expression
is well in correlation with a previous report in normal human
osteoblasts (26).

β-catenin is known to regulate gene expression followingWnt
pathway activation which affects cell proliferation (30–32). The
above functions of β-catenin derive from its interplay with several
proteins in different compartments e.g., the cell membrane, the
cytoplasm and the nucleus. Therefore, β-catenin localization was
investigated at the different compartments of MG63 cells after
treatment with biglycan during 48 h. As presented in Figure 6

a significant increase in the expression of β-catenin to the
cytoplasm (Cyto C vs. CytoB; p ≤ 0.01); to the nucleus (NuclC
vs. NuclB; p ≤ 0.01) as well as to the membrane (MembrC vs.

MembrB; p ≤ 0.05) was demonstrated in biglycan treated cells
as compared to control. Therefore, biglycan regulates the protein
expression and localization of β-catenin in MG63 osteosarcoma
cells.

Role of β-Catenin in Osteosarcoma IGF-1R
Signaling
In order to investigate the role of β-catenin in the biglycan
regulated IGF-IR signaling of MG63 cells, RNA interference
methodology was utilized. MG63 cells were transfected with
siRNAs against β-catenin (siβ-catenin) for 48 h and mRNA
and protein expression of β-catenin were analyzed using Real
Time PCR and Western blot analysis, respectively. This strategy
resulted in an efficient downregulation of β-catenin at both
protein (p ≤ 0.001) and mRNA levels (p ≤ 0.001; Figure 7).

The generated β-catenin-deficient cells were used to study the
possible effect of β-catenin/Wnt pathway on IGF-IR activation.
Thus, phoshorylation of IGF-IR was assessed using Western
blot analysis of protein extracts from cells incubated with 0%
FBS medium (C), cells transfected with siβ-catenin and cells
transfected with scrambled siRNAs (siScr). Interestingly, a strong
decrease in the phosphorylation levels of IGF-IR (p ≤ 0.01) in
β-catenin deficient cells was shown (Figure 8) suggesting that β-
catenin/Wnt pathway can regulate IGF-IR activation in MG63
osteosarcoma cells.

Biglycan Co-localizes With LRP6
Previously, biglycan was shown in osteoblasts to affect Wnt-
induced β-catenin/T cell-specific factor-mediated transcriptional
activity by interacting with the LRP6 receptor (26). Therefore, we
examined whether in our osteosarcoma model biglycan interacts
with the LRP6 receptor. Utilization of immunofluorescence

FIGURE 5 | Effect of biglycan on the expression of β-catenin at the mRNA and protein level. (A) Expression of β-catenin in cells treated with 0% FBS-medium (control)

and cells treated with biglycan (BGN; 10µg/ml) was determined by Western blot analysis. (B) Densitometric analysis of the β-catenin protein bands were normalized

against actin and plotted. Representative blots are presented. (C) B-catenin mRNA levels in MG63 cells treated with biglycan (BGN) during 48 h were determined by

real time PCR using primers specific for the β-catenin gene and normalized against GAPDH. Results represent the average of three separate experiments. Means ±

S.E.M were plotted; statistical significance: **p ≤ 0.01 compared with the respective control samples.
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FIGURE 6 | Effect of biglycan on β-catenin protein expression at the different MG63 cell compartments. (A) Expression of β-catenin in the cytoplasmic compartment

of the cells treated with 0% FBS-medium (Cyto C) and cells treated with biglycan 10µg/ml (Cyto BGN), as well as the nuclear compartment of the cells (Nucl C; Nucl

BGN) and the membranes (Membr C; Menbr BGN) was determined by Western blot analysis. (B) Purity controls tubulin and fibrillarin were used for cytoplasmic and

nuclear proteins, respectively. Equal amounts of protein from each compartment were loaded and densitometric analysis was performed and plotted. Representative

blots are presented. Results represent the average of three separate experiments. Means ± S.E.M were plotted; statistical significance: **p ≤ 0.01, *p ≤ 0.05

compared with the respective control samples.

demonstrated an abundant deposition of LRP6 (green color)
and associated to the cell membrane biglycan (red color with
moderate co-localization (LRP6 + biglycan; Figure 9). Upon
treating the cells with recombinant biglycan a strong increase
in orange color, together with enhanced biglycan-LRP6 co-
localization was showed (Figure 9). These data demonstrate that
biglycan in a concentration dependent manner co-localizes with
LRP6 in MG63 osteosarcoma cells. Therefore, biglycan, through
its interaction with LRP6, activates the receptor and attenuates
β-catenin degradation.

Cross Talk Between β-Catenin and IGFR
Signaling
Cytoplasmic β-catenin can be complexed to the cell membrane
with the cadherin family members (33). We hypothesized that
β-catenin can interact with IGF-IR and to facilitate signaling.
Applying anti-β-catenin (green color) and anti-pIGF-IR (red
color) antibodies to MG-63 cells demonstrated a co-localization
between these molecules (Figure 10). Observed co-localization
was enhanced in biglycan treated MG-63 cells (Figure 10).

Biglycan Activates Canonical β-Catenin
Pathway in MG63 Cells
Wnt-mediated transcription through β-catenin—T-cell factor
(TCF)/Lymphoid enhancer-binding factor (Lef) transcription
factors, is characterized as the canonical wnt/β-catenin signaling
pathway. To assess the modulation of this pathway by biglycan
we examined the expression of a β-catenin downstream target
molecule cyclin D1 (34, 35). As demonstrated in Figure 11

cyclin D1 expression was significantly (p ≤ 0.01) downregulated
in biglycan-deficient cells, suggesting that biglycan affects
both canonical and non-canonical signaling in osteosarcoma
cells.

Role of ERK1/2 in the Biglycan Regulated
IGF Signaling
IGF-I/IGF-IR are known to activate several downstream
signaling pathways that regulate cell functions including that of
the MAP kinases (36, 37). Thus, the role of ERK1/2, member
of the MAP kinase pathway, was investigated on IGF-I/biglycan
growth effects. Utilization of an ERK1/2 inhibitor in MG63
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FIGURE 7 | Transfection with siRNA-specific for β-catenin. (A) B-catenin

protein expression of cells treated with 0% FBS-medium (control) and cells

transfected with either siRNAs (short interfering RNAs) against β-catenin

(siβ-catenin) or scrambled siRNAs (siScr) were determined by Western blot

analysis. (B) Densitometric analysis of β-catenin protein levels of the protein

band swere normalized against actin and plotted. Representative blots are

presented. (C) B-catenin mRNA levels in MG63 cells treated with serum-free

medium (control) and cells transfected with either siRNAs (short interfering

RNAs) against β-catenin (siβ-catenin) or scrambled siRNAs (siScr) were

determined by real time PCR using primers specific for the β-catenin gene and

normalized against GAPDH. Results represent the average of three separate

experiments. Means ± S.E.M were plotted; statistical significance:

***p ≤ 0.001 compared with the respective control samples.

cells treated or not with IGF-I (10 ng/mL) demonstrated a
significant decrease in both the basal and the IGF-I induced
MG63 cell proliferation (p ≤ 0.01 and p ≤ 0.001, respectively;
Figure 12A). These data, therefore, suggest that ERK participates
in the regulation of both basal and IGF-I dependent MG-
63 cell growth. Next, we wanted to examine the putative
effects of biglycan on ERK1/2 activation. To achieve this
aim, analysis of ERK1/2 phosphorylation was performed in
cell extracts of control cells, cells transfected with siRNAs
against biglycan (siBGN) and cells transfected with negative
siRNAs (siScr). As shown in Figures 12 B,C the activation of
ERK1/2 was significantly (p ≤ 0.001) inhibited in biglycan-
deficient (siBGN) cells. These results suggest that ERK1/2 is a
downstream mediator of IGF-IR/biglycan signaling dependent
cell growth.

FIGURE 8 | Effect of siβ-catenin on the activation of IGF-IR. (A) Expression of

IGF-IR total protein (IGF-IR) and phosphorylated IGF-IR protein (pIGF-IR) of

cells treated with 0% FBS-medium (control) and cells transfected with either

siRNAs (short interfering RNAs) against β-catenin (siβ-catenin) or scrambled

siRNAs (siScr) were determined by Western blot analysis. (B) Densitometric

analysis of the activated IGF-IR levels (pIGF-IR/IGF-IR) from the protein bands

were normalized against actin and plotted. Representative blots are presented.

Results represent the average of three separate experiments. Means ± S.E.M

were plotted; statistical significance: **p ≤ 0.01 compared with the respective

control samples.

DISCUSSION

Biglycan, an important component of bone ECM, has been
correlated to the emergence of mesenchymal tumors (7, 21, 38).
Recent publications show the importance of the “proteoglycan
signature” on cancer patients’ outcome (38) and discuss that
they can be used as sensitive biomarkers/therapy targets in some
cancer types (39–43). In the present study we demonstrate for
the first time that biglycan is an endogenous upregulator of
osteoasarcoma growth as biglycan-deficient cells were shown to
have attenuated ability to proliferate. Others, upon dissecting
the sets of genes that regulate the cell functions of biglycan-
null pre-osteoblasts using oligonucleotide microarrays, have
previously shown that biglycan deficiency modulates the genes
that regulate inflammation processes, immune response, as well
as proliferation of tumor cells (44). Furthermore, osteosarcoma
markers of poor response to therapy (Huvos grade I/II response
defines tumors with little or no response to chemotherapy) are
predominantly gene products involved in microenvironmental
remodeling and osteoclast differentiation, including biglycan
(14). We further investigated if other potential mediators
of biglycan action involved in key developmental processes
such as BMP, Wnt/β-catenin, RUNX2, HIPPO/YAP or IGF-
IR are “hijacked” by osteosarcoma (45) Previously, IGF-I was
shown to be an important enhancer of osteosarcoma cell
survival facilitating growth and attenuating apoptosis (46).
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FIGURE 9 | Co-localization of biglycan and LRP6 in MG63 cells using immunofluorescence. Biglycan (red; anti-mouse Alexa Fluor 555) and LRP6 (green; anti-rabbit

Alexa Fluor 488) protein staining of cells and respective nuclear staining (using TO-PRO-3) were evaluated in cultures after 48 h in serum-free medium (control) or

biglycan (10µg/ml). In negative controls, primary antibodies were omitted, but both secondary antibodies used (anti-mouse - negative red; anti-rabbit—negative

green). Slides were analyzed by confocal microscopy and pictures were taken using x40 magnification.
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FIGURE 10 | Co-localization of β-catenin and pIGF-IR in MG63 cells using immunofluorescence. B-catenin (red; anti-mouse Alexa Fluor 555) and pIGF-IR (green;

anti-rabbit Alexa Fluor 488) protein staining of cells and respective nuclear staining (using TO-PRO-3) were evaluated in cultures after 48 h of incubation with 0%

FBS-medium (control) or biglycan (10µg/ml). Negative controls were used wherethe primary antibodies were omitted for both secondary antibodies used (anti-mouse

- negative red; anti-rabbit—negative green). Slides were analyzed by confocal microscopy and pictures were taken using x40 magnification.
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FIGURE 11 | Effect of biglycan in the mRNA expression of cyclin D1. Cyclin

D1 mRNA levels in MG63 cells treated with 0% FBS-medium (control) and

cells transfected with either siRNAs (short interfering RNAs) against biglycan

(siBGN) or scrambled siRNAs (siScr) were determined by real time PCR using

primers specific for the biglycan gene and normalized against GAPDH. Results

represent the average of three separate experiments. Means ± S.E.M were

plotted; statistical significance: **p ≤ 0.01 compared with the respective

control samples.

Furthermore, IGF-IR is upregulated in osteosarcoma tissue
samples as recently shown by Liu et al. (47) whereas the genetic
polymorphisms of IGF-I were shown to be correlated with
osteosarcoma risk and prognosis (48). Since in the present
study, we showed an enhancement of biglycan expression
through IGF-IR downstream effects we examined the possible
involvement of IGF-IR in biglycan-dependent osteosarcoma cell
growth. Indeed, in this study IGF-IR downstream signaling,
was shown to be a strong endogenous enhancer of MG63 cell
growth, in keeping with previous reports (47, 49). Importantly,
IGF-I/IGF-IR dependent growth was completely abrogated in
biglycan-deficient cells. Previously, it has been demonstrated that
ligand-induced IGF-IR activation is followed by proteasomal
and lysosomal degradation of IGF-IR, a phenomenon of
receptor desensitization (50). Thus, endogenous mechanisms
prolonging IGF-IR activation would lead to a protracted IGF-
I-dependent growth response and facilitate cancer progression.
We hypothesized that biglycan downstream effects could lead
to enhanced IGF-IR activation and prolonged growth response
and assessed potential mediators focusing on the Wnt/β-
catenin. The indirect interactions of β-catenin with IGF-IR
receptor and other members of the IGF-I signaling pathway
have been reported as β-Catenin/POU5F1/SOX2 transcription
factor complex mediates IGF-I receptor signaling and predicts
poor prognosis in lung adenocarcinoma and Caveolin-1-LRP6
signaling module stimulates aerobic glycolysis in prostate cancer
(27–29). On the other hand, it has been shown that biglycan
regulates Wnt/β-catenin pathway in osteblastic-lineage cells,
by either mediating ligand effects or modulating downstream
signaling molecules (26).

We examined the possibility of a cross-talk between IGF-
IR and Wnt/β-catenin pathways in the biglycan effect on
osteosarcoma growth. Interestingly, in this study β-catenin
deficientMG63 osteosarcoma cells were shown to have abrogated
both basal and IGF-I-dependent IGF-IR activation, and strongly
attenuated growth. Likewise, we demonstrate for the first time
that treatment of MG63 osteosarcoma cells with recombinant
biglycan increases β-catenin expression and mediates its

FIGURE 12 | The role ofERK1/2 on MG63 cell proliferation and the effect of

biglycan expression on its activation. (A) MG63 cells were harvested and

seeded (3,500 cells/well) on 96-well plates. Cells, in each well, incubated with

serum-free medium (control), 10 ng/ml IGF-I (IGF-I), 5µM ERK1/2 inhibitor

(InhERK1/2), and 10 ng/ml IGF-I + 5µM ERK1/2 inhibitor (IGF-I+InhERK1/2),

were counted using fluorometric CyQUANT assay kit. (B) Expression of

ERK1/2 total protein (ERK1/2) and phosphorylated ERK1/2 protein (pERK1/2)

of cells incubated in serum-free medium (control) and cells transfected with

either siRNAs against biglycan (siBGN) or scrambled siRNAs (siScr) were

determined by Western blot analysis. (C) Densitometric analysis of the

activated ERK1/2 levels (pERK1/2 /ERK1/2) from the proteinbandswere

normalized against actin and plotted. Results represent the average of three

separate experiments. Means ± S.E.M were plotted; statistical significance:

***p ≤ 0.001, **p ≤ 0.01 compared with the respective control samples.

cellular deposition and enhancingβ-catenins’ cell membrane and
cytoplasmic localizations. Previously, it has been shown inmouse
calvarial osteoblasts model, that biglycan interacts with both
the canonical Wnt ligand Wnt3a and the Wnt co-receptor
low-density lipoprotein receptor-related protein 6 (LRP6).
Furthermore, this co-localization enhanced downstream Wnt-
induced β-catenin/T cell-specific factor-mediated transcriptional
activity (26). In order to clarify the mechanism of biglycan
action we examined biglycan and LRP6 respective localization in
MG63 cells utilizing immunofluorescence assays. This approach
showed that biglycan co-localizes with LRP6 in a manner
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FIGURE 13 | Schematic presentation of proposed biglycan/LRP6/IGF-IR downstream signaling axis in regulation of MG63 osteosarcoma cell growth. (A) Secreted to

ECM biglycan binds to LRP6 and activates frizzled to de-activate GSK3β. (B) β-catenin cytoplasmic pool increases. (C) β-catenin co-localizes with IGF-IR to enhance

its activation/deposition to membrane and to (D) cytoplasm. (E) pIGF-IR activates ERK1,2 to induce downstream transcriptional regulation. (F) Part of cytoplasmic

β-catenin pool translocates to nucleus to induce transcriptional regulation of target genes.

dependent on biglycan concentration. Binding of biglycan to
(LRP5/6) co-receptors determines the inactivation of the β-
catenin destruction complex and increases β-catenin cytoplasmic
pool. This allows β-catenin to accumulate in the cytoplasm and
translocate to the nucleus, where it forms a transcriptionally
active complex with TCF/LEF family members or to engage in
interactions with and stabilize its membrane/cytoplasmic pool
(51). β-catenin cytoplasmic pool is deregulated in cancer in a
manner correlated to cancer development (52).

Activation of Wnt signaling was previously shown to enhance
the survival of osteoblastic cells, as demonstrated by the
reduction in osteoblast and osteocyte apoptosis in mice not
expressing the Wnt inhibitor sFRP1 (soluble frizzled-related
protein 1) (53). Moreover, Wnt proteins were demonstrated in
a separate study to prevent osteoblast and osteocyte apoptosis by
a mechanism that requires activation of the Src/ERK signaling
pathway (54). Furthermore, increased insulin-like growth factor
receptor (IGF-1R) protein levels and an activation of the
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt/glycogen synthase kinase 3
beta/β-catenin signaling pathway were identified in a mouse
neurodegenerative disease model (55). In the present study a
strong up regulation β-catenin to the MG63 cell cytoplasm
as well as moderate upregulation to membrane and to
nucleus was evidenced upon biglycan treatment. Furthermore,
immunofluorescence demonstrated that increased MG63 cell
growth correlated with β-catenin colocalizing with IGF-IR to the
membrane, cytoplasm and nucleus. Previously in a number of
chordoma biopsies, Aleksic et al. detected IGF-1R in the plasma
membrane and cytoplasm which was expressed more strongly in

recurrent tumor than the primary (56). Furthermore, in the same
cohort Aleksic et al. had identified heterogeneous nuclear IGF-
1R, which has been linked with sensitivity to IGF-1R inhibition
(56).

Our present data demonstrate that biglycan, by binding
to the LRP6 receptor, inactivates inactivates the formation of
the β-catenin destruction complex enhancing its cytoplasmic,
membrane as well as nuclear deposition. Increased β-catenin
pool interacts with IGF-IR, strongly enhancing pIGF-IR
expression at different subcellular compartments. Furthermore,
ERK1/2 was found to be a downstreammediator of biglycan/IGF-
IR/β-catenin signaling axis facilitating MG63 cell growth.
However, we do not exclude the possibility that ERK1/2
may be a downstream mediator of other membrane receptors
including Wnt receptors (57) or that ERK1/2 contributes
to the sustaining of the β-catenin cytoplasmic pool. Indeed,
other studies have suggested an interaction(s) between the
β-catenin/Wnt and the ERK pathway without clarifying the
exact mechanism(s) of action (58–60). It has, however, been
established in NIH 3T3 cells, that WNT3A induces cell
proliferation through the activation of ERK and Wnt/β-catenin
pathways indicating that these two signaling cascades interact
at several levels (61). Moreover, in this study, we also confirm
that an increased β-catenin nuclear translocation facilitated
transcription of target cyclin D1 gene involved in cell cycle
regulation, as previously well established in other models
(62).

Our study presents some limitations. First, we utilized a
single cell line (MG63), and second, we have not identified the
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components of the IGF-IR/β-catenin co-localization complex, an
issue currently under investigation. Future studies in different in
vitro/in vivo models as well as interpolation with data obtained
from patient biopsies could provide more refined data to the
mechanism presented here.

In summary we report a novel mechanism where biglycan,
an ECM proteoglycan, through a LRP6/β-catenin/IGF-IR
axis enhances osteosarcoma cell growth (Figure 13). IGF-IR
activation results in increased biglycan secretion thus, forming an
autonomous ECM-originating signaling loop which contributes
to osteosarcoma growth. Previously PGs were discussed to
“regulate the bioavailability of hormones, growth factors, and
cytokines as well as the activation of their respective receptors
which regulate phenotypic diversibility, gene expression and
rates of recurrence in specific tumor types” (40). Defining and
targeting the components of the biglycan signaling loop on an
individual patient may basis offer ground for the generation of
tailor-made osteosarcoma strategies?
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The class of small leucine-rich proteoglycans (SLRPs) is a
family of homologous proteoglycans harboring relatively small
(36–42 kDa) protein cores compared with the larger cartilage
and mesenchymal proteoglycans. SLRPs have been localized to
most skeletal regions, with specific roles designated during all
phases of bone formation, including periods relating to cell pro-
liferation, organic matrix deposition, remodeling, and mineral
deposition. This is mediated by key signaling pathways regulat-
ing the osteogenic program, including the activities of TGF-�,
bonemorphogenetic protein,Wnt, andNF-�B, which influence
both the number of available osteogenic precursors and their
subsequent development, differentiation, and function. On the
other hand, SLRP depletion is correlated with degenerative dis-
eases such as osteoporosis and ectopic bone formation. This
minireview will focus on the SLRP roles in bone physiology and
pathology.

SLRP Structure and Classification

The small leucine-rich proteoglycans (SLRPs)2 were origi-
nally defined as proteoglycans with a relatively small protein
core (36–42 kDa) harboring tandem leucine-rich repeats and
undergoing post-translational modifications, including substi-
tution with glycosaminoglycan side chains of various types (1,
2). Their ubiquitous tissue distribution and expression at stra-
tegic sites in embryogenesis and tissue repair, coupled with
their protein conservation, suggests that SLRP functions are of
no small consequence. Originally, the SLRPs were grouped into
three distinct classes based on nucleotide and protein sequence
conservation, the organization of disulfide bonds at their N and
C termini, and their genomic organization (2, 3).More recently,
the SLRP gene family has expanded to encompass 18 genes
classified into five distinct subfamilies (Table 1) (4, 5), addition-

ally based on N-terminal Cys-rich clusters of the protein core
and ear repeats (C-terminal repeats specific to SLRPs) (6), chro-
mosomal organization (4, 5), and, importantly, functional com-
monality in view of the fact that some SLRPs are not classical
proteoglycans (4). Thus, the canonical class I members decorin
and biglycan contain chondroitin or dermatan sulfate side
chains, whereas the more recently described asporin does not
(7, 8). On the other hand, all class II members bear keratan
sulfate chains or polylactosamine in their leucine-rich repeats,
whereas class III members carry keratan sulfate (osteoglycin),
chondroitin/dermatan sulfate (epiphycan), or no glycosamino-
glycan (opticin) chains (4, 9). However, most non-canonical
class IV and V members (10–13) unexpectedly lack any glyco-
saminoglycan chain, with the exception of chondroadherin,
which is substituted with keratan sulfate (10). Therefore, the
unique characteristics of their protein cores and the presence of
glycosaminoglycans, together with specific post-translational
modifications, notably changes in the degree of glycosamino-
glycan epimerization or sulfation, characterize this class of pro-
teoglycans with high structural complexity.

SLRP Functional Network

Following synthesis, most of the SLRPs are secreted into the
pericellular matrix, where they either diffuse and bind to com-
ponents of the extracellular matrix (ECM), e.g. collagens, or
remain free. The localization of the SLRPs in the ECM appears
to be strictly predetermined, with specific SLRPs being pre-
dominantly distributed in the ECM “proper” (i.e. further
removed from the cell or inter-territorial), whereas others are
localized both to the ECM and pericellular matrix (territorial,
immediately surrounding cells) (7, 14, 15). In addition, the
localization of SLRPs to specific compartments is dependent on
the tissue of origin (16, 17). ECM-proper SLRPs bind to various
types of collagens, thereby regulating the kinetics, assembly,
and special organization of fibrils in skin, tendons, bone, and
cornea (Fig. 1A) (2, 18–20). However, besides being seques-
tered mainly in the ECM, ECM-proper SLRPs can also exist as
soluble molecules, e.g.when released from the ECM by proteo-
lytic digestion of injured tissues. Both bound and soluble SLRPs
interact with various growth factors, including TGF-� (Fig. 1B)
(21), bone morphogenetic protein BMP4 (22), WISP-1 (Wnt1-
inducible secreted protein-1) (23), von Willebrand factor (24),
PDGF (25), TNF-� (26), and insulin-like growth factor I (IGF-I)
27). This biological interaction modulates growth factor bio-
availability through the formation of specific concentration
gradients. On the other hand, SLRP pericellular localization
allows these molecules to interact with different ligands and
cell-surface receptors, thereby modulating a wide range of cell-
matrix interactions (4). Pericellular decorin binds the EGF
receptor and ErbB4 in tumor cells, leading to transient activa-
tion of the MAPK pathway, mobilization of intracellular Ca2�

levels, and induction of the cyclin-dependent kinase inhibitor
p21WAF1 (28) with subsequent down-regulation of the receptor
(29–31). Furthermore, decorin binds directly toMet, the recep-
tor for hepatocyte growth factor (32), which is noteworthy, as
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signaling through Met leads to the phosphorylation of
�-catenin, a known effector of the crucial Wnt signaling path-
way that up-regulates tumor cell motility, tissue invasion, and
metastasis.
Under physiological conditions, decorin signaling through

the IGF-I receptor exerts anti-apoptotic effects, favoring in this
manner normal cell growth. By binding to the IGF-I receptor,
decorin triggers phosphorylation and downstreamactivation of
phosphoinositide 3-kinase, Akt/protein kinase B, and p21WAF1,
inducing an anti-apoptotic effect (27). Another class I SLRP,
biglycan, acts as a signaling molecule important for the innate
immune system. Upon tissue stress or injury, sequestered and
immunologically inactive biglycan is released from the ECM
through a so far undefined proteolytic mechanism. Soluble big-
lycan interacts with the innate immunity Toll-like receptors
TLR-2 and TLR-4 on macrophages, taking on a role of an
endogenous ligand and consequently triggering an inflamma-
tory response (33, 34). This role could also be relevant in tumor
biology, as active Toll-like receptor signaling in tumor cells was
shown to affect transformed cell functions (35, 36). A recent
report (37) has shown that also decorin binds to TLR-2/4,

thereby inducing the production of PDCD4 (proinflammatory
programmed cell death 4) in macrophages. Moreover, decorin
prevents the translation repression of PDCD4 via induction of
microRNA-21, a PDCD4 repressor. Thus, decorin can boost
proinflammatory activity and concurrently retard tumor
growth by induction of PDCD4 and microRNA-21.
Additional signaling pathways have also been identified for

the class II SLRP, lumican. Fas-FasL signaling, a key cellular
pathway, was found to be disrupted in Lum�/� stromal corneal
keratocytes (38). Consequently, it has been proposed that that
lumican could directly bind FasL, thereby facilitating induction
of Fas. Poor signaling through Fas-FasL in Lum�/� mice ulti-
mately leads to attenuated apoptosis of stromal cells, impaired
induction of inflammatory cytokines, impaired recruitment of
inflammatory cells, and retarded corneal healing. Lumican
appears to regulate fibroblast proliferation by modulating spe-
cific cell growth mediators. Thus, Lum�/� fibroblasts have
decreased p21WAF1, a universal inhibitor of cyclin-dependent
kinases, and a consequent increase in cyclins A, D1, and E. Fur-
thermore, the tumor suppressor p53, an upstream regulator of
p21WAF1, is down-regulated in Lum�/� fibroblasts, suggesting
regulation of p21WAF1 by lumican in a p53-dependent manner
(38). Lumican overexpression was found to suppress tumori-
genic transformation of rat fibroblasts induced by v-src and
v-K-ras (39), suggesting that down-regulation of lumican
expressionmay play a role in development of some human can-
cers. In a recent study by Nikitovic et al. (40), lumican was
found to modulate the crucial Smad signaling pathway in bone
tumor cells.
Given that SLRPproduction, turnover, and ultimate localiza-

tion are dynamic processes, variable SLRP availability at differ-
ent compartments would facilitate signaling pathways regulat-
ing specific biological and pathological processes (41).
However, the exact mechanisms regulating equilibrium
between “free” and bound SLRPs clearly need to be further
studied. Some important questions that need to be answered
would be how changes in the ECM composition shunt more
bound SLRPs into the free pool and to what extent their release
is dependent on the degradation of the retaining ECM. Further-
more, we should also consider the activities of processed SLRP
fragments vis-à-vis the parent proteins, especially relevant
under pathological conditions. Indeed, significant proteolysis
of SLRP protein cores occurs in both normal and arthritic tis-
sues, with specific catabolites of biglycan and fibromodulin
identified only in the cartilage from damaged joints (42).
The collective findings summarized above clearly indicate

that numerous pathways can be affected by the SLRPs.
Whether the same pathways are operative in bone biology and
musculoskeletal tissues is not entirely clear at this time. How-
ever, these investigations provide a fundamental platform upon
which to build and deepen our understanding of SLRP function
in bone (Fig. 1B).

Key Roles of SLRPs in Bone Physiology

It is now firmly established that specific SLRPs are function-
ally involved in normal bone development and homeostasis.
Using a combination of in situ hybridization and immunohis-
tochemistry, class I SLRPs (biglycan and decorin) have been

TABLE 1
SLRP classes: organization and interacting partners
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localized to many skeletal regions, including articular and
epiphyseal cartilage, vascular canals, subchondral regions, and
the periosteum (43). SLRPs have specific roles during all phases
of bone formation, including periods relating to cell prolifera-
tion, organic matrix deposition, remodeling, and mineral dep-
osition (44, 45). Generation of mutant mice with targeted dele-
tion of Bgn has shown that biglycan-deficient mice are viable
and have no profound skeletal patterning abnormalities at
birth. However, with age, their long bones show decreased
length coupled with decreased mineral density and mass com-
paredwith age-matched controls (46). Biglycan deficiency leads
to structural abnormalities in collagen fibrils in bone, dermis,
and tendon and to a “subclinical” cutaneous phenotype with
thinning of the dermis but without overt skin fragility (47). Fur-
thermore, malemice depleted of biglycan (the Bgn gene is located
on the X chromosome; thus, male mice do not contain a second
allele ofBgn), designatedBgn�/0,�/0, exhibit reduced bone forma-
tion compared with control mice, indicating that biglycan is
important for the cells that control bone production (47).
The key role of biglycan in bone development is corroborated

by the observation that bone marrow ablation in biglycan-null
mice leads to delayed osteogenesis (48). Specifically, mice defi-
cient in Bgn develop age-dependent osteopenia and have mul-
tiple metabolic defects in their bone marrow stromal cells,

including increased apoptosis, reduced numbers of colony-
forming units, and decreased collagen production (48). There-
fore, the strategy of using mice deficient in one or more SLRPs
has enabled the identification of early molecular events causing
skeletal abnormalities that are dependent on SLRP function.
In view of the fact that the BGN gene maps to the X chromo-

some, patients with Turner syndrome (45 chromosomes, X0)
have reduced biglycan expression and exhibit short stature,
infertility, and early-onset osteoporosis. In contrast, patients
with supernumerary sex chromosomes (e.g. Klinefelter syn-
drome) show increased biglycan expression and longer limbs
(49). Thus, bone metabolism in biglycan-deficient mice could
be gender-dependent. Indeed, in contrast to male mice, the
bone tissue of female mice is less affected, suggesting a gender
difference in biglycan skeletal function.
Biglycan can also control key signaling pathways regulating

the osteogenic program, including the activity of themultifunc-
tional cytokines TGF-� (50), BMP4 (22, 51), andWnt (52) (Fig.
1,C–E). Consequently, biglycan can affect the number of avail-
able osteogenic precursors as well as their subsequent develop-
ment, differentiation, and function in bone formation.
Phenotypic analysis of Dcn�/�/Bgn�/� double-null mice

reveals that the pathological bone phenotype ismore severe and
appears evident earlier compared with Bgn-deficient mice. In

FIGURE 1. Schematic representation of the roles of SLRPs and their specific signaling pathways in osteogenesis and remodeling. A, SLRPs have specific
roles during all phases of bone formation, including periods relating to cell proliferation, organic matrix deposition, remodeling, and mineral deposition.
B, binding of TGF-� to SLRPs (decorin and lumican) regulates its downstream Smad2/3 signaling by facilitating or inhibiting ligand presentation to respective
receptors to control bone formation. C, biglycan stimulates ERK phosphorylation and signal transduction through the transcription factor Runx2 to promote
osteoblast differentiation. D, biglycan sustains the binding of BMP2/ALK6 to enhance Smad1/5/8 phosphorylation to facilitate downstream signaling relevant
to osteogenesis. E, biglycan promotes Wnt3a binding to the LRP6 coreceptor subunit (which engages the Frizzled receptor for complete Wnt-mediated
signaling), thereby activating �-catenin signaling to promote bone growth. TCF, T cell factor.
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addition to the gross skeletal phenotype appearance, Bgn and
Dcn double deficiency results in a striking change in collagen
fibril shape and organization to an extent that is greater than
the additive effect. Therefore, the effects ofDcn/Bgn deficiency
in bone are likely synergistic even though Dcn deficiency does
not appear to affect bone phenotype by itself (47). This could be
explained partly by the suggestion that the absence of biglycan
and decorin prevents TGF-� from proper sequestration within
the ECM. First, decorin and subsequently biglycan, asporin,
and fibromodulin were found to bind TGF-� (21, 53), forming
SLRP�TGF-� complexes, which are either eliminated from the
tissue (via the circulation or by urinary excretion) or, in the
presence of collagen I, are sequestered in the ECM, thus down-
regulating TGF-� signaling (54–56). However, the interaction
of SLRPs with TGF-� could also enhance the bioactivity of
TGF-�, as seen in the case of decorin during the process of bone
formation during remodeling (57) or muscle formation (58).
Therefore, the direct binding of excess TGF-� to its receptors
on bone marrow stromal cells could cause a “switch in fate”
from growth to apoptosis and thus ultimately lead to decreased
numbers of osteoprogenitor cells and subsequent reduced bone
formation (50). Furthermore, biglycan promotes osteoblast dif-
ferentiation through ERK phosphorylation and signal trans-
duction through the transcription factor Runx2 (Fig. 1C) (59);
alternatively, the biglycan protein core can bind to BMP2 and
BMP2�ALK6 (activin receptor-like kinase 6), thereby sustain-
ing the binding of BMP2�ALK6 (Fig. 1D). The BMP2�bi-
glycan�ALK6 complex can phosphorylate Smad1/5/8 and thus
facilitate their downstream signaling relevant to osteogenesis
(60). Recently, biglycanwas suggested to supportWnt signaling
in vivo in a manner beneficial to bone formation (52). In this
latter study, biglycan promoted binding of Wnt3a to bone
matrix by a direct interaction that involved further interface
with a keyWnt coreceptor in bone LRP6 (low-density lipopro-
tein receptor-related protein 6) (Fig. 1E).
Lumican is a major proteoglycan component of bonematrix.

It is secreted by both differentiating andmature osteoblasts but
not by proliferating pre-osteoblasts, and therefore, it can be
used as a marker to distinguish proliferating pre-osteoblasts
from differentiating osteoblasts (61). Keratocan expression is
correlated with a more differentiated osteoblast phenotype,
whereas histomorphometric analysis indicates that Kera�/�

mice have significantly decreased rates of bone formation and
mineral apposition (62). Male epiphycan (Dspg3)-deficient
mice also have significantly shorter femurs than wild-typemice
at 9 months. Knee joints fromDspg3/Bgn double-null mice dis-
play increased matrix protein expression compared with wild-
type mice. This enhanced expression also includes other SLRP
members such as asporin, fibromodulin, and lumican, demon-
strating compensatory mechanisms among different SLRP
family members (63). The importance of SLRPs in bone home-
ostasis is further illuminated by the finding that individual
members show species-specific and age-related changes that
correlate with altered homeostasis of the aging skeleton (64).
Another example of the importance of SLRPs in bone biology is
offered by proline/arginine-rich end leucine-rich repeat pro-
tein, which can down-regulate osteoclastogenesis apparently
by inhibiting NF-�� activity (65).

Roles in Degenerative Bone Diseases

SLRP biology is also closely linked to degenerative skeletal
processes. Earlier studies have shown that targeted disruption
of the Bgn gene leads to an osteoporosis-like phenotype inmice
(46). Subsequently, it was proposed that the altered collagen
phenotypes in mice deficient in one or more SLRPs demon-
strate a cooperative, sequential, timely orchestrated action of
the SLRPs that altogether shape the architecture and mechan-
ical properties of the collagen matrix (66). The development of
osteoporosis among other disease states by SLRP-deficient
mice suggests that mutations in SLRPs may be part of undiag-
nosed predisposing genetic factors specific for the disease (66).
On the other hand, biglycan deficiency was found to protect
against increased trabecular bone turnover and bone loss in
response to estrogen depletion, supporting the concept that
biglycan may modulate both formation and resorption, ulti-
mately influencing the bone turnover process (67).
In addition to normal bone turnover, the SLRPs have been

shown to contribute to ectopic ossification (68) of soft tissues.
Although both singly depleted biglycan and fibromodulin mice
develop ectopic bone in tendon, the effect is exaggerated when
the two SLRPs are deleted simultaneously, thus suggesting syn-
ergistic activities for these two SLRPs on this function (69).
Recently, in vivo osteolysis experiments showed that LPS-in-
duced osteolysis occurred more rapidly and extensively in Bgn-
deficient mice compared with wild-type mice due to increased
osteoclast differentiation and activity secondary to defective
osteoblasts (70). Moreover, deregulation of matrix protein
expression, including that of biglycan, was demonstrated in
hypophosphatemia (Hyp)micewith osteomalacia (71). Consid-
ering that the depletion of SLRPs exacerbates degenerative dis-
eases such as osteoporosis, osteoarthritis, and ectopic bone for-
mation and taking into account an evermore aging population,
rife with skeletal issues, one should consider novel therapies
such as the use of SLRPs to ameliorate these pathological
conditions.

Roles in Bone Tumor Progression

Malignant bone tumors are characterized by the presence of
undifferentiated osteoprogenitors that proliferate and develop
amass of tumor tissue recognized as osteosarcoma.The expres-
sion and consequent function of SLRPs in primary bone tumors
are known to differ compared with disease-free tissue. The
absence of biglycanmessage observed in osteosarcoma samples
and some osteosarcoma cell lines provides evidence for altera-
tions in the extracellular matrix that result with non-mineral-
ized osteoid produced by the osteosarcoma cells (72). Dissec-
tion of the sets of genes that control the behavior of Bgn-null
pre-osteoblasts using oligonucleotide microarrays revealed
that Bgn deficiency affects the genes that control inflammation,
immune response, and growth of tumor cells (73). Indeed, big-
lycan affects osteoblastic tumor cell behavior, as it was recently
suggested that osteosarcoma cells utilize Runx2 and the FGF-
2/syndecan/heparan sulfate proteoglycan axis, a key effector of
the osteogenic program, to regulate theirmigration in amanner
dependent on biglycan expression (74). Furthermore, osteosar-
coma markers of poor response to therapy (Huvos grade I/II
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response defines tumors with little or no response to chemo-
therapy) are predominantly gene products involved in
microenvironmental remodeling and osteoclast differentiation,
including Bgn (75). On the other hand, gene chip analysis has
demonstrated that biglycan has the highest expression (out of
137 genes) in giant cell tumors of bone (76). Moreover, a series
of chondrosarcomas, malignant tumors of cartilage epidemio-
logically established as the second most common primary
malignant neoplasm of the skeleton in adults (77), were found
to have up-regulated DCN transcript levels (78), whereas a
human chondrosarcoma cell line was found to express higher
amounts of BGN and not to express DCN (79).
Decorin had severalfold reduced expression in osteoblastic

osteosarcoma patients compared with non-osteoblastic osteo-
sarcoma patients, which could be correlated to a poorer prog-
nosis of the first patient group (80). Immunohistochemistry
using polyclonal andmonoclonal antibodies against ECMmol-
ecules, including decorin, has proved to be a useful tool for the
differential characterization of osteoid in a series of 20 osteo-
sarcomas with different variants of osteoid formation (81).
Importantly, several studies have shown that the histological
subtype of osteosarcoma is a predictive factor for response to
chemotherapy (82, 83) and correlates with a disease-free period
(84, 85) and overall survival (86). Moreover, decorin was found
to suppress murine osteosarcoma lung metastasis, which cor-
related to lower adhesion and motility capabilities of the
decorin-expressing osteosarcoma cells (87). Collectively, these
findings strongly correlate with the well established antitumor
properties of decorin (88). Interestingly, the only exception to
the established oncosuppressionmodel is the case of the highly
aggressive MG-63 human osteosarcoma cells, found to consti-
tutively produce decorin and to be resistant to decorin-induced
growth arrest (89).
The role of lumican in osteosarcoma pathogenesis has previ-

ously been reviewed (90). Indeed, the generation of LUM-defi-
cient osteosarcoma cells suggested that LUM expression may
be positively correlated with the differentiation and negatively
correlated with the progression of osteosarcoma (40). Further-
more, a novel out-in signaling circuit in human osteosarcoma
cells was described: secreted lumicanwas found to be an endog-
enous inhibitor of TGF-�2 activity, resulting in downstream
effector modulation, including phospho-Smad2, integrin �1,
and phosphorylated focal adhesion kinase to regulate osteosar-
coma adhesion (91). On the other hand, fibromodulin expres-
sion was shown to be regulated by the BMP signaling pathway
and thus possibly correlated to osteoblast origin cell transfor-
mation (92).

Potential Therapeutic Agents for Bone Diseases

As regulators of signaling molecules, SLRPs may hold prom-
ise for treatment and prevention of disease. The modulation of
Bgn gene expression has been proposed to represent a mecha-
nism to counteract mineralized bone loss under conditions of
estrogen depletion (67). Trans-osseous application of low-in-
tensity ultrasound at the tendon graft-bone healing interface
stimulated endogenous expression of Bgn and collagen I,
thereby enhancing tendon-bone healing (93). The above stud-
ies support utilization of biglycan therapy as a credible thera-

peutic venue to reduce or block degenerative bone diseases.
Proof of principle for the possibility of such an application
derives from a recent study showing that injections of biglycan
into dystrophin-deficient mdx mice can repair numerous
defects thatmimicmuscular dystrophy, including the improve-
ment ofmuscle function (94). In this regard, it can be noted that
exogenously applied recombinant biglycan could “rescue”
impaired LRP6 signaling caused by a mutation in the extracel-
lular domain of this Wnt receptor (54). Thus, the specific loca-
tion and function of SLRPs outside the cell lend themselves to
accessibility for effective and simple therapeutic intervention.
In the case of primary bone tumors (osteosarcomas),

decorin-expressing osteosarcoma cells were found to have a
decreased ability to generate pulmonary metastases in a mouse
model, thus demonstrating that decorin has the therapeutic
potential to reduce lung metastasis in osteosarcoma (87). One
important aspect in considering the role of SLRPs in tumor
growth and establishment is the role of the tumor microenvi-
ronment. Indeed,many SLRPs, including biglycan, decorin, and
fibromodulin, are expressed in the stroma and, at least in the
case of fibromodulin, appear to control its structure and integ-
rity (95).

Concluding Remarks

In conclusion, this minireview has highlighted the important
roles that some SLRPs have in bone physiology and disease.
These small proteoglycans are established to specifically regu-
late both bone osteogenesis and remodeling as well as to par-
ticipate in the progression of commonly debilitating degenera-
tive bone diseases. Further progress in discerning the specific
signaling pathways in skeletal development and homeostasis is
needed. Because of SLRP participation in multiple degenera-
tive, inflammatory, and neoplastic diseases, we expect that
some of the SLRP-secreted gene products could become reli-
able biomarkers for bone diseases and perhaps become targets
of novel therapeutic interventions. Finally, we should point out
that some of the pharmacological therapeutics currently used
in clinical settings such as corticosteroid and anti-inflamma-
tory drugs have profound effects on SLRP synthesis and accu-
mulation. These, in turn, could affect not only the structural
composition of bone but also the myriad of bone-specific
growth factors that ultimately affect bone remodeling and
diseases.
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a b s t r a c t

Human osteosarcoma cell lines were recently shown to express and secrete the small leucine rich pro-
teoglycan (SLRP) lumican, with the ability to regulate the growth and motility of these cells. In this study,
lumican-deficient Saos 2 cells were demonstrated to have increased adhesive capability onto fibronectin
(FN) (p ≤ 0.01). Upon neutralization of endogenous transforming growth factor �2 (TGF-�2) activity, no
difference in the ability of lumican siRNA-transfected and scramble siRNA-transfected Saos 2 cells to
adhere onto FN was detected (p = NS). Exogenous TGF-�2 was shown to stimulate Saos 2 cell adhesion
to FN (p ≤ 0.01). These results therefore, suggest that the inverse correlation existing between lumican
expression and Saos 2 cell adhesion is dependent on active TGF-�2 signaling. Furthermore, the significant
increase in Smad 2 activation present in lumican-deficient cells (p ≤ 0.01) was annulled in the presence
of the anti-TGF-�2 peptide, demonstrating that lumican is an upstream regulator of the TGF-�2/Smad 2
signaling cascade. Crucial to FN-dependent adhesion, �1 integrin expression and pFAK activation were
likewise identified as downstream TGF-�2 effectors regulated by lumican expression. In conclusion, this
study demonstrates a novel out-in signaling circuit in human osteosarcoma cells: secreted to extracel-
lular matrix lumican is an endogenous inhibitor of TGF-�2 activity, resulting in downstream effector
modulation including pSmad 2, integrin �1 and pFAK to regulate osteosarcoma adhesion.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Lumican belongs to the small leucine-rich proteoglycan (SLRP)
family, whose members constitute an important fraction of non-
collagenous extracellular matrix (ECM) proteins (Iozzo, 1997).
Originally, lumican was reported to colocalize with fibrillar col-
lagens in the corneal stroma and to regulate the assembly and
diameter of collagen fibers (Blochberger et al., 1992). It has now
been established that lumican is expressed in a variety of human tis-
sues, including skin (Chakravarti et al., 1998), artery (Funderburgh
et al., 1991), lung (Dolhnikoff et al., 1998), invertebral discs
(Sztrolovics et al., 1999), kidney (Schaefer et al., 2000), bone (Raouf
et al., 2002), aorta (Qin et al., 1999), and articular cartilage (Grover
et al., 1995).

Abbreviations: SLRP, small leucine rich proteoglycans; FN, fibronectin; FAK, focal
adhesion kinase; TGF-�2t, ransforming growth factor �2.

∗ Corresponding author at: Department of Histology-Embryology, Medical School,
University of Crete, 711 10 Heraklion, Greece. Tel.: +30 2810 394719;
fax: +30 2810 394786.

E-mail address: tzanakak@med.uoc.gr (G.N. Tzanakakis).

Under pathological conditions, the lumican protein is highly
expressed during corneal wound healing and in ischemic and reper-
fused heart (Baba et al., 2001; Saika et al., 2000). The extent of
lumican presence in the tumor microenvironment is important, as
it has been demonstrated that reduced expression of lumican asso-
ciates with a poor outcome in node-negative invasive breast cancer
(Leygue et al., 1998), whereas a high expression level of lumican
associates with a high grade of tumor differentiation, low oestro-
gen receptor levels in cancer tissue and a younger age of patients
(Troup et al., 2003). Furthermore, it is suggested that the expression
pattern and the glycosylated type of lumican in cells and stromal
tissues correlate with the aggressiveness of lung adenocarcinoma
and squamous cell carcinoma (Matsuda et al., 2008). Recent reports
which correlate lumican expression to modulations of key cellular
functions offer new insights on the mechanisms of lumican action.
Inhibition of melanoma cell migration on the lumican substrate
was found to depend on a direct binding between the core protein
of lumican and the �2�1 integrin (Zeltz et al., 2010), cytoskeleton
remodeling and decreased pFAK phosphorylation (Brezillon et al.,
2009). On the other hand a 50 kDa lumican protein was found to
inhibit HEK cell attachment and growth, through the modulation of
integrin activation pathways and not affect these cells’ migratory
abilities (Ishiwata et al., 2010). We have recently shown that human

1357-2725/$ – see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biocel.2011.03.008
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osteosarcoma cell lines express and secrete lumican partly substi-
tuted with keratan sulfate glycosaminoglycans. Lumican appears to
have a role in osteosarcoma pathogenesis, as the growth of Saos 2
osteosarcoma cells was inhibited by lumican, whereas their migra-
tion and chemotactic response to fibronectin were found to be
promoted (Nikitovic et al., 2008). These key tumor cell functions
appear to be modulated through, crucial for bone tumor cells, Smad
signaling pathway (Nikitovic et al., 2008). In this study, we examine
the effect of lumican on osteosarcoma cell adhesion and investigate
the hypothesis that lumican through the modulation of the peri-
cellular availability of the transforming growth factor-beta (TGF-�)
isoform/s regulates its downstream intracellular signaling and thus
affects cell functions.

2. Materials and methods

2.1. Materials

The goat anti-lumican antibody (L-21), Smad 2 (S-20) goat
polyclonal antibody raised against a peptide mapping near the
N-terminus of Smad 2 of human origin, and donkey anti-goat
IgG (horseradish peroxidase conjugated) and goat anti-mouse IgG
(horseradish peroxi-dase conjugated) polyclonal antibodies were
obtained from

Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA). The phospho-Smad 2 poly-
clonal antibody, raised against residues containing phosphorylated
Ser465/467 of human Smad 2, was pur-chased from Cell Signaling
(Danvers, ME, USA), Anti-FAK was purchased from BD Transduc-
tion Laboratories whereas anti-p-FAK (Y397) was purchased from
Chemicon-Millipore, Temecula, MO. Fetal bovine serum, DMEM,
penicillin, streptomycin and l-glutamine were all obtained from
Biochrom KG (Berlin, Germany). TGF-2 and anti-TGFb1 and 2 were
obtained from R&D Diagnostics (Minneapolis, MN). All other chem-
icals used were of the best available grade.

2.2. Cell cultures

Saos 2 cells were grown at 37 ◦C in a humidified atmosphere
of 5% (v/v). CO2 in DMEM, supplemented with 10% fetal bovine
serum, 4 mM l-glutamine, (2 g/L) sodium bicarbonate, (100 IU/mL)
penicillin and (100 g/mL) streptomycin. Cells were grown in 75 cm2

tissue culture flasks, and the culture medium was changed every
second day until confluence was reached. Prior to stimulation with
TGF-�2 (10 ng/mL) and anti-TGF-�1 and -2 (0.5 �g/ml), the cells
were serum starved for 24 h.

The cells were cultured for an additional 24 or 48 h before har-
vesting for RNA and protein extraction, respectively.

2.3. RNA isolation and real-time PCR

Total RNA was isolated with the TRIzol method (GibcoBRL)
according to the manufacturer’s instructions. Total RNA was mea-
sured fluorometrically using the CyQuant-Cell Proliferation Assay
Kit (Molecular Probes). cDNA synthesis was performed using the
ThermoScript@ RT-PCR System (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
For semi-quantification of the genes of interest we utilized the
DyNAmo SYBR Green 2-step qRT-PCR Kit (Finnzymes) in a total
volume of 20 �L, performing real-time PCR reactions in an Mx300P
cycler. Utilized primers are presented in Table 1. Standard curves
were run in each optimized assay which produced a linear plot of
threshold cycle (Ct) against log (dilution). The amount of each tar-
get was quantified based on the concentration of the standard curve
and was presented as arbitrary units. The quantity of each target
was normalised against the quantity of GAPDH.

Table 1
Sequence of utilized primers.

Gene Sequence

Lumican F 5′ CTTCAATCAGATAGCCAGACTGC 3′

Lumican R 5′ AGCCAGTTCGTTGTGAGATAAAC 3′

TGF�1 F 5′ AAGGACCTCGGCTGGAAGTG 3′

TGF�1 R 5′ CCCGGGTTATGCTGGTTGTA 3′

TGF�2 F 5′ CTGTCCCTGCTGCACTTTTGT 3′

TGF�2 R 5′ TCTTCCGCCGGTTGGTCTGTT 3′

TGF�3 F 5′ GGGCTTTGGACACCAATTAC 3′

TGF�3 R 5′ GCAGATGCTTCAGGGTTCAG 3′

TGFR1 F 5′ TCGTCTGCATCTCACTCA 3′

TGFR1 R 5′ GATAAATCTCTGCCTCACG 3′

TGFR2 F 5′ GCGGGAGCACCCCTGTGTC 3′

TGFR2 R 5′ CCCGAGAGCCTGTCCAGAT 3′

TGFR3 F 5′ AATCTGGGCCATGATGCAG 3′

TGFR3 R 5′ ACTGCTTGTTTTCCGAGGC 3′

GAPDH F 5′ GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 3′

GAPDH R 5′ GTCATTGATGGCAACAATATCCACT 3′

2.4. Western blot analysis

Total protein secreted into the serum-free culture medium
was concentrated using Vivaspin 20 mL centrifugal concentrator
tubes to a volume of 500 �L. Equal amounts of protein, either
cell extracts or secreted, were subjected to SDS–PAGE using 8%
polyacrylamide gels under reducing conditions. The separated pro-
teins were transferred to nitrocellulose membranes, which were
then incubated for 60 min at room temperature with the primary
anti-lumican (1:200), anti-Smad 2 (1:200), anti-phospho-Smad 2
(1:500), anti-FAK (1:1000), anti-p-FAK (Y397) (1:1000) antibod-
ies. The membranes were sequentially washed and incubated with
the secondary horseradish peroxidase-conjugated anti-goat IgG
(1:4000) or anti-mouse (1:2000) antibody for a further 60 min at
room temperature. After washing, the binding of the antibodies was
visualized by enhanced chemiluminescence (West Pico Chemilu-
minescent, Pierce, Holmdel, NJ).

2.5. Transfection experiments

For transfection experiments, the cells were detached from the
culture plate by treatment with 0.25% trypsin/EDTA, and washed
in DMEM containing 10% fetal bovine serum to inactivate trypsin
activity. This was followed by a wash and resuspension in serum
and antibiotic-free DMEM. siRNA specific for lumican was pur-
chased from Invitrogen. To provide for optimal transfection, siRNA
(Invitrogen) and LipofectamineTM 2000 (Invitrogen) were diluted
in Opti-MEMa I Reduced Serum Medium (Invitrogen). After 5 min
of incubation, diluted Lipofectamine@ 2000 (1 �L per 50 �L of
medium) was mixed with diluted siRNA (100 pmol per 50 �L of
medium) in 35 mm dishes for 20 min at room temperature to allow
siRNA–liposome complexes to form. Cells (8 × 105 per well), resus-
pended in serum and antibiotic-free DMEM, were added to the
wells and shaken gently. Medium containing siRNA specific for
lumican or control scramble siRNA was removed from the cultures
after 6 h of incubation and replaced with fresh medium contain-
ing antibiotics, and incubation was continued for 48 h. At this time
point, the cells were harvested and the RNA was extracted. The
optimal transfection protocol conditions for lumican were chosen
after pilot experiments in which three different siRNA sequences
and amounts were tested (Nikitovic et al., 2008). siRNA specific
for the FAK gene was designed according to Hong et al. (2006). All
transfection experiments were repeated at least three times and
performed in triplicate.

2.6. Cell attachment assay

96 well-plates used were coated with FN (5 �g/cm2) for 1 h at
37 ◦C. The non specific binding sites were blocked with 1% bovine
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serum albumin (BSA) for 30 min at room temperature. The cells
detached with trypsin–EDTA. 105 cells were seeded onto the coated
96 well-plates. The time points were chosen after preliminary
experiments as described in the results section. Saos 2 cells were
serum starved for 24 h and then treated with TGF-�2 (10 ng/ml),
antibodies specific for TGF-�1 and -2 (0.5 �g/ml) for 48 h. Some
experiments were performed by using transfected cells with siRNA
specific for lumican (siLum), FAK (siFAK) or control scramble (siScr).
Non adherent cells were removed by performing two washes using
serum free medium. The number of adherent cells was calculated
using the CyQuant fluorometric assay (Molecular Probes, Invitro-
gen, Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s instructions.
Fluorescence was measured in a Fluorometer (Biotek) using the
480/520 nm excitation and emission filters. For converting sample
fluorescence values into cell numbers, a reference standard curve
was created, using serial dilutions of known cell number. All adhe-
sion experiments were repeated at least five times and performed
in triplicates.

3. Results

3.1. Suppression of lumican expression enhances osteosarcoma
cell adhesion

In this study, Saos 2 human osteosarcoma cell line was utilized
in order to examine the possible effect of lumican on osteosar-
coma cell adhesive properties. Saos 2 cells are well-differentiated
osteoblast-like cells, (Benayahu et al., 1998). The ability of osteosar-
coma cells to adhere to FN was estimated using an in vitro adhesion
assay, where the optimal adhesion time point (middle of exponen-
tial adhesion phase) was found to be 30 min. In order to investigate
the possible participation of lumican on human osteosarcoma cell
adhesion, Saos 2 cells were transfected with lumican siRNA as pre-
viously reported (Nikitovic et al., 2008). As verified in Fig. 1A the
inhibition of lumican mRNA expression was a significant (81%)
at the 48 h time point (Fig. 1A). The down-regulation of lumican
transcripts was followed by a significant decrease in lumican pro-
tein secretion (Fig. 1B) as previously demonstrated (Nikitovic et al.,
2008). The inhibition of lumican synthesis following treatment of
Saos 2 cells with lumican siRNA strongly increased their adhesion
capability onto FN as compared to cells treated with scramble siRNA
(p ≤ 0.01) (Fig. 1C). In contrast, no difference in adhesion ability was
observed between scramble treated and wild-type osteosarcoma
cells (Fig. 1C). These data show that the ability of osteosarcoma cells
to specifically adhere onto the FN substrate is lumican-dependent.

3.2. TGF-ˇ2-mediated cell adhesion is dependent on lumican
expression

In a manner similar to other SLRPs (Naito, 2005), lumican has
been suggested to bind TGF-�2 in vitro (Kao, 2006) and in this
way it may modulate TGF-�2 bioactivity. The initial analysis of
the TGF-� isoform (TGF-�-1, 2 and 3) and their respective recep-
tor (TGFRI, TGFRII and betaglycan) expression, demonstrated that
Saos 2 cells express all TGF-� isoforms and their respective recep-
tors in various amounts (Table 2) and in accordance with previous
reports (Franchi et al., 1998); TGF-�2 being the dominant isoform
expressed. To study the effect of endogenous TGF-� isoforms on
Saos 2 cell adhesion, neutralizing anti-TGF-�1 and -�2 antibodies
were utilized (0.5 �g/ml). As shown in Fig. 2, treatment with the
anti-TGF-�2 antibody inhibited Saos 2 cell adhesion (p ≤ 0.05) sug-
gesting that endogenous TGF-�2 stimulates Saos 2 cell ability to
adhere. Likewise, pretreatment with exogenous TGF-�2 (10 ng/ml)
stimulated Saos 2 cell adhesion to FN (p ≤ 0.01) (Fig. 2). In contrast
TGF-�1 antibody treatment did not affect Saos 2 adhesion capabili-

Fig. 1. Transfection with siRNA. Saos 2 cells were transfected with lumican short
interfering RNA utilizing scramble interfering RNA (siScr) as control. (A) Inhibition of
lumican mRNA expression was verified by real time PCR as compared to siScr control
and expressed as arbitrary units at 48 h point. The results represent the average of
three separate experiments in triplicate, and are expressed as mean % ± S.E.M of
arbitrary units. Statistical significance: **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.01, compared to control.
(B) Western analysis for lumican was performed on total protein secreted to ECM
by siScr and siLum Saos 2 cells. Representive blot is presented. (C) Effect of lumican-
siRNA on cell adhesion. 48 h after transfection, Saos 2 lumican (siLum) and scramble
(siScr) transfected cells were harvested and seeded (105 cells) for 30 min on 96 well-
plates coated with FN (5 �g/cm2). The number of attached cells was determined
using fluorometric CyQUANT Assay kit. The results represent the average of three
separate experiments in triplicate. Means ± S.E.M. plotted; Statistical significance:
**p ≤ 0.01, among the lumican and scramble siRNA transfected cells.

ties (p = NS) (Fig. 2). Furthermore, treatment of cells (cultured in 0%
FCS) with TGF-�2 during the 30 min reseeding period did not affect
their adhesive abilities (Fig. 2). Control experiments demonstrated
that Saos 2 cell adhesion to plastic was not affected by TGF-�2 (data
not shown) indicating thus, that TGF-�2 specifically regulates the
FN-dependent adhesion of osteosarcoma cells.

Fig. 2. The effect of TGF-�2 signaling on osteosarcoma cell adhesion. Saos 2 cells
were treated with TGF-�2 (10 ng/ml), anti-TGF-�1 (0.5 �g/ml) and anti-TGF-�2
(0.5 �g/ml) during 48 h before harvesting and reseeding (104 cells) during 30 min on
96 well-plates coated with FN (5 �g/cm2). The number of attached cells was deter-
mined using fluorometric CyQUANT Assay Kit (Molecular Probes). Cells grown in 0%
FBS (0%) were utilized as control. The results represent the average of three separate
experiments in triplicate. Means ± S.E.M. plotted; Statistical significance: *p ≤ 0.05:
**p ≤ 0.01, among control and respective treatments.
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Table 2
Expression of TGF� isoforms and receptors.

Gene Arbitrary units

TGF�1 2.4
TGF�2 3.9
TGF�3 0.5
TGFR1 3.7
TGFR2 2.4
TGFR3 0.3

Therefore, we hypothesised that secreted lumican may affect
the activity of endogenous TGF-�2 to regulate Saos 2 cell
FN-dependent attachment. The adhesion capability of lumican-
deficient Saos 2 cells treated with specific TGF-�2 antibody was
not increased as compared to anti-TGF-�2 treated siScr cells (Fig. 3).
These results suggest that secreted lumican regulates TGF-�2 activ-
ity to modulate the adhesion capabilities of Saos 2 osteosarcoma
cells on the FN substrate.

3.3. Effect of endogenous TGF-ˇ2 on osteosarcoma cell Smad
activation

The major TGF-� receptor-activated Smad in Saos 2 cells has
previously been determined to be Smad 2 (Yu et al., 2004). There-
fore, we examined the role of endogenous TGF-�2 on Smad 2
phosphorylation levels by treating Saos 2 cells with specific anti-
TGF-�2 peptide during 48 h. At this point Smad 2 expression and
phosphorylation levels were characterized with the utilization of
specific anti-Smad 2 and anti-phospho-Smad 2 peptides. Protein
amounts were normalized against actin. Western blot analysis
showed that the Smad 2 protein expression (specific 65 kDa band)
was not affected by anti-TGF-�2 peptide (Fig. 4A). On the other
hand, as shown in Fig. 4A, basal Smad 2 phosphorylation lev-
els (specific 60 kDa band) were downregulated (p ≤ 0.05) when
endogenous TGF-�2 was neutralized with the specific anti-TGF-
�2 peptide demonstrating the existence of a TGF-� autocrine
loop in Saos 2 human osteosarcoma cells. In control experiments,
exogenously added TGF-�2 enhanced Smad 2 activation (p ≤ 0.01)
whereas, when the cells were treated with a mix of TGF-�2/anti-
TGF-�2 the TGF-�2-dependent Smad 2 activation was partially
neutralized by the action of anti-TGF-�2 (Fig. 4A and B). Densit-
ometric analysis of the respective bands is presented in Fig. 4B.
Protein amounts were normalized against actin.

Fig. 3. Effect of lumican on endogenous TGF-�2 activity. 48 h after transfection, Saos
2 lumican (siLum), scramble (siScr) transfected cells, Saos 2 lumican (siLum) treated
with anti-TGF-�2 (0.5 �g/ml), scramble (siScr) transfected cells treated with anti-
TGF-�2 (0.5 �g/ml) and control (0%) cells were harvested and reseeded (104 cells)
for 30 min on 96 well-plates coated with FN (5 �g/cm2). The number of attached
cells was determined using fluorometric CyQUANT Assay kit. The results represent
the average of three separate experiments in triplicate. Means ± S.E.M. plotted; Sta-
tistical significance: *p ≤ 0.05: **p ≤ 0.01 among control and respective treatments.

Fig. 4. Effect of endogenous TGF-�2 on osteosarcoma cell Smad activation (A) Saos 2
cells treated with TGF-�2 (10 ng/ml), anti-TGF-�2 (0.5 �g/ml) or their combination
for 48 h were harvested and equal amounts of cell extract protein blotted against
phosphorylated Smad 2 (pSmad) and total Smad 2 utilizing specific antibodies. The
results represent the average of three separate experiments. Representative blots
are presented. (B) Specific pSmad and total Smad 2 protein bands were densitro-
metrically analysed and adjusted against actin. The results represent the average
of three separate experiments. Statistical significance: *p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01 among
control and respective treatments.

3.4. Lumican affects endogenous TGF-ˇ-dependent Smad
activation

We have previously shown that lumican participates in the
regulation of Smad signaling in Saos 2 cells by demonstrating
that Saos 2 lumican-defficient cells had higher levels of Smad
phosphorylation as compared to control siScr cells. Therefore, in
this study we examined the possible involvement of lumican on
endogenous TGF-�-dependent Smad activation. The phosphoryla-
tion levels of phosphorylated Smad 2 (pSmad) were examined in
lumican-defficient and siScr Saos 2 cells utilizing specific pSmad
and Smad antibodies. Importantly, there were no differences in
pSmad activation between siScr and siLum cells treated with anti-
TGF-�2 (p = NS), suggesting that lumican regulates endogenous
TGF-�2-dependent Smad 2 activation in Saos 2 cells (Fig. 5A and
B). Densitometric analysis of the respective bands is presented in
Fig. 5B.

3.5. Lumican upregulates ˇ1 integrin expression modulating of
TGF-ˇ signaling

Integrins, and particularly �1, have been demonstrated to be
major osteoblast membrane receptors participating in adhesion
onto the FN substrate (Nakayamada et al., 2003). Moreover, TGF-
�2 markedly enhanced the expression of integrin �1 to stimulate
HELC cell adhesion (Yao et al., 2007), whereas TGF-�1 was found
to upregulate �1 integrin expression in MG-63 osteosarcoma cells
(Lai et al., 2000). We therefore examined whether TGF-�2 signal-
ing affects �1 integrin expression. Saos 2 cells treated with TGF-�2
were found to have increased �1 integrin mRNA expression (Fig. 6)
(p ≤ 0.01). In contrast, treatment with the anti-TGF-�2 IG decreased
�1 integrin expression in Saos 2 cells (p ≤ 0.05). To investigate
the putative role of lumican TGF-�2-dependent regulation of �1
integrin expression, lumican-deficient cells were analysed for �1
integrin expression. siLum cells were found to have (41%) higher
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Fig. 5. Effect of lumican on endogenous TGF-�2-dependent Smad activation (A) 48 h
after transfection, Saos 2 lumican (siLum), scramble (siScr) transfected cells, Saos 2
lumican (siLum) treated with anti-TGF-�2 (0.5 �g/ml), scramble (siScr) transfected
cells treated with anti-TGF-�2 (0.5 �g/ml) and control (0%) cells were harvested and
equal amounts of cell extract protein blotted against phosphorylated Smad 2 (pSmad
2) and total Smad utilizing specific antibodies. The results represent the average of
three separate experiments. Representative blots are presented. (B) Specific pSmad
2 and Smad 2 protein bands were densitrometrically analysed and adjusted against
actin. The results represent the average of three separate experiments. Statistical
significance: *p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01 among control and respective treatments.

Fig. 6. Effect of TGF-�2 signaling on �1 integrin expression-role of lumican. 48 h
after transfection, Saos 2 lumican (siLum), scramble (siScr) transfected cells, Saos
2 lumican (siLum) treated with anti-TGF-�2 (0.5 �g/ml), scramble (siScr) trans-
fected cells treated with anti-TGF-�2 (0.5 �g/ml), non-transfected cells treated with
anti-TGF-�2 (0.5 �g/ml), non-transfected cells treated with TGF-�2 (10 ng/ml), and
control (0%) cells were harvested and RNA isolated. �1 integrin mRNA expression
was determined by real-time PCR using primers specific for the �1 integrin gene
and normalized against actin as the “housekeeping” gene. The results represent the
average of three separate experiments in triplicate, and are expressed as arbitrary
units. Statistical significance: *p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01 among control and respective
treatments; ++p ≤ 0.01 among siScr and siLum treatments.

Fig. 7. Effect TGF-�2 signaling on Saos 2 cell total FAK protein expression and FAK
(Y397) phosphorylation. (A) Saos 2 cells treated with anti-TGF-�2 (0.5 �g/ml) and
TGF-�2 (10 ng/ml), for 48 h were harvested and equal amounts of cell extract protein
blotted against phosphorylated FAK (Y397) (pFAK) and total FAK (FAK) utilizing
specific antibodies. The results represent the average of three separate experiments.
Representative blots are presented. (B) Specific pFAK and FAK protein bands were
densitrometrically analysed and adjusted against actin. The results represent the
average of three separate experiments. Statistical significance: *p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01
among control and respective treatments.

expression of �1 integrin as compared to control siScr cells (Fig. 6)
(p ≤ 0.01). When endogenous TGF-�2 signaling was neutralized
with the utilization of specific TGF-�2 antibody no effect of lumi-
can on �1 integrin expression was observed (Fig. 6) (p = NS). These
results demonstrate that lumican upregulates �1 integrin expres-
sion in Saos 2 osteosarcoma cell line through the modulation of
TGF-� signaling.

3.6. The effect of TGF-ˇ2 signaling on FAK (397) phosphorylation

Previously, TGF-�2 was found to enhance cell adhesion onto FN,
by upregulating focal adhesion kinase (FAK) (397) phosphorylation
(Yao et al., 2007). Integrin binding to extracellular matrix compo-
nents or integrin crosslinking increases tyrosine phosphorylation of
FAK (pFAK). Therefore, in this study we examined the possible effect
of TGF-�2 on pFAK activation. Saos 2 cells were treated with TGF-�2
(10 ng/ml) or anti-TGF-�2 (0.5 �g/ml) during 24 and 48 h, where-
upon their cell lysates were probed against FAK and pFAK utilizing
specific antibodies (Fig. 7A and B). Our results show that TGF-
�2 treatment strongly enhanced FAK (397) activation (p ≤ 0.01)
whereas in contrast anti-TGF-�2 inhibited phosporylation at the
Tyr397 site (p ≤ 0.05) (Fig. 7). These results thus demonstrate that
pFAK activation in Saos 2 osteosarcoma cells is TGF-�2 dependent.

3.7. The effect of lumican on FAK (397) phosphorylation

We examined the effect of lumican on pFAK activation. Lumican-
deficient (siLum) and control (siScr) Saos 2 cells were generated
and their cell lysates were probed against FAK and pFAK utilizing
specific antibodies (Fig. 8A). Our results show that cells deficient in
lumican had increased FAK (397) activation (p ≤ 0.05) (Fig. 8A and
B). These results thus demonstrate that pFAK activation in Saos 2
osteosarcoma cells is inversely correlated to lumican expression.
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Fig. 8. Effect of lumican on Saos 2 cell total FAK protein expression and FAK (Y397)
phosphorylation. (A) siScr and siLum generated cells were harvested and equal
amounts of cell extract protein blotted against phosphorylated FAK (Y397) (pFAK)
and total FAK (FAK) utilizing specific antibodies. The results represent the aver-
age of three separate experiments. Representative blots are presented. (B) Specific
pFAK and FAK protein bands were densitrometrically analysed and adjusted against
actin. The results represent the average of three separate experiments. Statistical
significance: *p ≤ 0.05; among siScr and siLum generated cells.

3.8. Osteosarcoma cell adhesion depends on the expression and
activation of FAK

To examine the putative participation of FAK signaling on
osteosarcoma cell adhesion, we used Saos 2 cells for transfection
with FAK siRNA (siFAK) designed according to Hong et al. (2006)
and demonstrated to be specific for the FAK gene. As shown in
Fig. 9A–C, treatment of Saos 2 cells with siFAK for 48 h resulted
in the inhibition of FAK at both the mRNA, protein and phosphory-
lation levels (p ≤ 0.01). Saos 2 cells treated with siFAK for 48 h were
harvested and their adhesion ability evaluated. The inhibition of
FAK expression decreases significantly (36%) their adhesion capa-
bility as compared to cells treated with scramble siRNA (p ≤ 0.01)
(Fig. 9D). Notably, osteosarcoma cell adhesion is inversely corre-
lated to FAK expression and activation levels (Fig. 9D).

4. Discussion

In order to affect cell adhesion lumican may interact with spe-
cific adhesive receptors on the cell membrane or alternatively it
may modulate the activity of adhesion-stimulating extracellular
molecules. Osteosarcoma cells were demonstrated to secrete lumi-
can proteglycan (60–70 kDa) with the ability to regulate the growth
and motility of these cells (Nikitovic et al., 2008). In this study, we
show that lumican inhibits osteosarcoma cell adhesion through
the modulation of TGF-�2 downstream signaling pathways. The
obtained data are summarized in a schematic representation in the
graphical abstract.

TGF-� isoforms have previously been demonstrated to stimu-
late the adhesive properties of osteoblastic cells (Lai et al., 2000)
possibly correlated to their key role in osteosarcoma tumorigene-
sis (Franchi et al., 1998). Saos 2 cells are known to secrete the three
(TGF-�1, TGF-�2 and TGF-�3) isoforms, thus enabling autocrine
modes of action (Gassling et al., 2009). We determined that TGF-
�2 is the isoform most abundantly expressed by these cells.
The neutralization of endogenous TGF-�2 inhibited significantly
Saos 2 osteosarcoma cell adhesion whereas exogenous TGF-�2
strongly enhanced these cells’ attachment. Lumican-defficient Saos
2 cells have increased adhesive capability however; lumican siRNA-
transfected Saos 2 cells did not show enhanced ability to adhere to

Fig. 9. The role of FAK on osteosarcoma cell adhesion. (A) Transfection with siRNA.
Saos 2 cells were transfected with FAK short interfering RNA utilizing scramble inter-
fering RNA (siScr) as control. Inhibition of FAK mRNA expression was verified by real
time PCR as compared to siScr control and expressed as arbitrary units at 48 h point.
The results represent the average of three separate experiments in triplicate, and are
expressed as mean % ± S.E.M. plotted; Statistical significance: **p ≤ 0.01compared to
control. (B) Cell extracts of FAK transfected (siFAK) and scramble transfected cells
(siScr) were probed with the specific FAK antibody. (C) Specific siFAK and siScr pro-
tein bands were densitrometrically analysed and adjusted against actin. The results
represent the average of three separate experiments. (D) Effect of FAK-siRNA on cell
adhesion. 48 h after transfection, Saos 2 FAK transfected (siFAK) and scramble trans-
fected (siScr) cells were harvested and seeded (105 cells) for 30 min on 96 well-plates
coated with FN (5 �g/cm2). The number of attached cells was determined using flu-
orometric CyQUANT Assay kit. The results represent the average of three separate
experiments in triplicate. Means ± S.E.M. plotted; Statistical significance: **p ≤ 0.01,
among the FAK and scramble siRNA transfected cells.

FN as compared to scramble siRNA-transfected cells upon neutral-
ization of endogenous TGF-�2. Therefore, one can conclude that
the inverse correlation existing between lumican expression and
Saos 2 cell adhesion is dependent on active TGF-�2 signaling. Fur-
thermore, the significant increase in Smad 2 activation present in
lumican-deficient cells was annulled in the presence of the specific
TGF-�2antibody, demonstrating that lumican is an upstream regu-
lator of the TGF-�2/Smad 2 signaling cascade. Since the expression
of lumican in Saos 2 cells was previously found to be inhibited by
TGF-�2 (Nikitovic et al., 2008), these data suggests the existence
of a backfeed loop between lumican expression and TGF-�2 activ-
ity. Another SLRP member nephrocan, was found in kidney tubular
cells to down-regulate Smad 3 phosphorylation, indicating that it
may function as an endogenous inhibitor of the TGF-�/Smad 3 sig-
naling pathway, upstream of Smad 3 (Mochida et al., 2006). The
class I SLRP, decorin binds to TGF-beta, thus inhibiting its bioac-
tivity, and is a direct or indirect negative modulator of TGF-beta
synthesis (Ständer et al., 1998, 1999). On the other hand biglycan-
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deficient cells have reduced response to TGF-� (Young et al., 2002),
which underscores the critical roles of SLRP members in controlling
TGF-� superfamily signaling (Chen et al., 2004; Ohta et al., 2004;
Kizawa et al., 2005).

Since, our data demonstrate that TGF-�2 effect on Saos 2 cell
adhesion is FN-dependent we hypothesized that TGF-�2 modulates
osteosarcoma attachment in part via regulating the expression of
�1 integrins which are main FN ligands (Hu et al., 1995; Cheng
et al., 2000). TGF-� pathway has previously been demonstrated
to regulate the integrin expression of osteoblast-like cells (Nesti
et al., 2002; Lai et al., 2000). Specifically, TGF-�1 was found to aug-
ment the expression of �v�5 by enhancing transcription of the
�5 subunit gene in a murine osteoblastic cell line, via a mecha-
nism that requires both Sp1/Sp3 and Smad proteins. The higher
�5�1 integrin expression levels resulted in increased adhesion of
TGF-� treated murine osteoblasts (Lai et al., 2000). In this study,
TGF-�2 stimulated �1 integrin expression. Since lumican-deficient
Saos 2 cells have their increased integrin �1 expression annulled
in the presence of the specific TGF-�2antibody, it is postulated
that lumican through the inhibition of endogenous TGF-�2 activity
modulates integrin �1 levels. The expression of integrin �1 has ear-
lier been shown to correlate to pFAK activation (Yao et al., 2007).
FAK is an immediate downstream signal of the �1-integrin, and
inactivation of FAK is negatively correlated to osteoblastic differen-
tiation (Tamura et al., 2001). Interestingly, our results demonstrate
that neutralization of endogenous TGF-�2 was also correlated
to decreased pFAK activation levels whereas exogenous TGF-�2
enhanced pFAK phosphorylation at Y397. Lumican-deficient cells
had increased FAK Y397 activation demonstrating thus, that lumi-
can expression is inversely correlated to FAK phosphorylation
levels. Furthermore, FAK-deficient Saos 2 cells exhibited signifi-
cantly lower FN-dependent adhesion as compared to wild type cells
confirming thus the key role of FAK on osteoblastic cells attach-
ment (Nakayamada et al., 2003). This is furthermore, in accord
with previous findings showing that the addition of TGF-�1 to
MC3T3-E1 cells augmented expression of focal adhesion kinase,
resulted in cytoskeletal reorganization, and cell elongation, accom-
panied by an increase in the area of cell-free substratum (Karsdal
et al., 2001). Therefore, these data suggests that the downregu-
lation of TGF-�2 activity by lumican has not only a single target
hit (i.e., pSmad 2), but also downstream of pSmad 2 multiple
kinase inactivation effects. Recently, the global effect of TGF-�2
inhibition was suggested to result in a more comprehensive inhibi-
tion of several important pathways involved in the pathogenesis
of hepatocellular carcinoma, including decreased phosphoryla-
tion of Smad2, FAK and �1-integrin, and with increased levels
of E-cadherin expression (Giannelli et al., 2010; Fransvea et al.,
2010).

At this point, it is still unclear how lumican inhibits TGF-
�2 signaling. Mature TGF-� is secreted together with latent
TGF-�-binding protein(s) and the dissociation from this complex
is a central regulatory mechanism for its activation (Miyazono
et al., 1991; Rifkin, 2005). Since lumican is a secreted protein its
inhibitory effect(s) is likely perpetrated through the extracellular
interaction with: (a) mature TGF-� to inhibit the ligand-receptor(s)
binding; (b) TGF-� type I and/or type II receptor to block the binding
of mature TGF-� to its receptors. and/or (c) secreted TGF-� complex
to inhibit the dissociation of mature TGF-�. Therefore, further stud-
ies on the mechanisms by which lumican inhibit TGF-� activities
are in order.

In this study, the existence of a novel out-in signaling cir-
cuit in human osteosarcoma cells has been demonstrated. The
secreted to extracellular matrix lumican is shown to be an endoge-
nous inhibitor of TGF-�2 activity, resulting in downstream effector
modulation including pSmad 2, integrin �1 and pFAK to regulate
osteosarcoma adhesion.
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