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ÁõîçìÝíï ìç÷áíéêü öïñôßï óôéò áñèñþóåéò
ïäçãåß ôïõò ÷ïíäñïâëÜóôåò ôùí áñèñéêþí
åðéöáíåéþí óå äéáöïñïðïßçóç/ùñßìáíóç
ìÝóù åíåñãïðïßçóçò ôïõ ìåôáãùãéêïý
Üîïíá ÌÁP êéíáóþí�AP-1

ÓÊÏÐÏÓ Ç ìç÷áíéêÞ öüñôéóç åßíáé óçìáíôéêüò ñõèìéóôÞò ôçò ÷ïíäñï-
ïóôåïãÝíåóçò. Åíôïýôïéò, ïé ìïñéáêïß ìç÷áíéóìïß ðïõ õðáãïñåýïõí ôçí
áðüêñéóç ôùí ÷ïíäñïâëáóôþí óôá ìç÷áíéêÜ åñåèßóìáôá ðáñáìÝíïõí
áäéåõêñßíéóôïé. ¸÷åé äåé÷èåß üôé ôï ìåôáãùãéêü ìïíïðÜôé ôùí ÌÁÑ/SAP
êéíáóþí (MAPK/SAPK) êáé ï ìåôáãñáöéêüò ðáñÜãïíôáò ÁÑ-1 åíÝ÷ïíôáé
óôç ìç÷áíï-åðáãüìåíç ïóôåïâëáóôéêÞ äéáöïñïðïßçóç. ÅðéðëÝïí, ïé ìç-
÷áíï-åíåñãïðïéçìÝíåò ERK MAPKs äéåãåßñïõí ôïí ïóôåï-åéäéêü ìåôáãñá-
öéêü ðáñÜãïíôá Cbfa1/Runx2, ï ïðïßïò åìðëÝêåôáé óôçí (ðáèï)öõóéï-
ëïãßá ïóôåïâëáóôþí/÷ïíäñïâëáóôþí. Óêïðüò ôçò ðáñïýóáò ìåëÝôçò
Þôáí ç äéåñåýíçóç ôçò åðßäñáóçò ôïõ ìç÷áíéêïý öïñôßïõ óôçí åíåñãï-
ðïßçóç ôùí JNK�AP-1 êáé ERK ìïíïðáôéþí êáé ï Ýëåã÷ïò ôçò óõììåôï÷Þò
ôïõ óôç âéïëïãßá ôùí ÷ïíäñïâëáóôþí ôïõ áñèñéêïý ÷üíäñïõ. ÕËÉÊÏ-ÌÅ-
ÈÏÄÏÓ ×ñçóéìïðïéÞèçêáí 100 åðßìõåò, ïé ïðïßïé ÷ùñßóôçêáí óå 2 ïìÜ-
äåò: óôçí ðñþôç ïìÜäá ÷ïñçãÞèçêå óêëçñÞ ôñïöÞ (áõîçìÝíç ìç÷áíéêÞ
öüñôéóç), åíþ óôç äåýôåñç ìáëáêÞ ôñïöÞ (ðñïóïìïßùóç öõóéïëïãéêÞò
ìÜóçóçò). Óå âéïøßåò êïíäýëùí ôçò êñïôáöïãíáèéêÞò äéÜñèñùóçò åëÝã-
÷èçêå áíïóïúóôï÷çìéêÜ ç Ýêöñáóç ôùí ðñùôåúíþí pc-Jun (öùóöïñõ-
ëéùìÝíç-åíåñãüò ìïñöÞ ôçò c-Jun), JunB êáé JunD (ìÝëç ôçò ïéêïãÝíåéáò
ôùí Jun ðñùôåúíþí), c-Fos (âáóéêüò åôáßñïò ôçò pc-Jun ãéá ôç óýíèåóç
ôïõ ìåôáãñáöéêïý óõìðëüêïõ ÁÑ-1), Fra-1 êáé Fra-2 (ìÝëç ôçò ïéêïãÝíåéáò
ôùí Fos ðñùôåúíþí), JNK2 (êýñéá êéíÜóç ôçò c-Jun), p-JNK (öùóöïñõ-
ëéùìÝíç-åíåñãüò ìïñöÞ ôçò JNK), p-ERK (öùóöïñõëéùìÝíç-åíåñãüò
ìïñöÞ ôçò ERK) êáé Cbfa1/Runx2, óôéò 2 êáé 24 þñåò áðü ôçí Ýíáñîç ôïõ
ðåéñÜìáôïò. Ôá ðáñáðÜíù ðñùôåúíéêÜ ðñïößë óõó÷åôßóôçêáí ôüóï ìåôá-
îý ôïõò üóï êáé ìå ôï âáèìü ÷ïíäñïâëáóôéêÞò äéáöïñïðïßçóçò/ùñßìáí-
óçò. ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ Ï áíïóïúóôï÷çìéêüò Ýëåã÷ïò Ýäåéîå üôé ôá åðßðåäá
Ýêöñáóçò ôùí ðñùôåúíþí pc-Jun, c-Fos, p-ERK êáé Cbfa1/Runx2, áëëÜ
ü÷é ôùí JNK2, p-JNK, JunB, JunD, Fra-1 êáé Fra-2, Þôáí óçìáíôéêÜ õøçëü-
ôåñá óôïõò åðßìõåò ðïõ Ýëáâáí óêëçñÞ ôñïöÞ óå ó÷Ýóç ìå áõôïýò ðïõ
Ýëáâáí ìáëáêÞ, óôéò 24 áëëÜ ü÷é óôéò 2 þñåò áðü ôçí åêêßíçóç ôçò ðåé-
ñáìáôéêÞò äéáäéêáóßáò. ÅîÜëëïõ, óçìáíôéêÜ åíôïíüôåñç Þôáí ç áíïóï-
Ýêöñáóç ôùí ðñùôåúíþí pc-Jun, JunB, JunD, c-Fos, Fra-1, Fra-2, p-JNK,
p-ERK êáé Cbfa1/Runx2, óôéò 24 óå ó÷Ýóç ìå ôéò 2 þñåò, êõñßùò óôá æþá
ðïõ Ýëáâáí óêëçñÞ ôñïöÞ. ÓÕÌÐÅÑÁÓÌÁÔÁ Ç áõîçìÝíç ìç÷áíéêÞ öüñôé-
óç ðõñïäïôåß ôï ìåôáãùãéêü êáôáññÜêôç ôùí ÌÁÑKs óôá ÷ïíäñïêýôôá-
ñá ôïõ áñèñéêïý ÷üíäñïõ. ÅðéðëÝïí, ôá áðïôåëÝóìáôá ôçò ìåëÝôçò õðï-
äåéêíýïõí üôé ôá ìç÷áíï-åðáãüìåíá JNK êáé ERK ìïíïðÜôéá «óõãêëßíïõí»
óôïõò ìåôáãñáöéêïýò ðáñÜãïíôåò ÁÑ-1 êáé Cbfa1/Runx2, ðñïêåéìÝíïõ
íá ñõèìßóïõí ôç äéáöïñïðïßçóç/ùñßìáíóç ôùí ÷ïíäñïâëáóôþí.
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Ðïéêßëá åîùêõôôÜñéá åñåèßóìáôá, üðùò ïé êõôôáñïêß-

íåò, ïé áõîçôéêïß ðáñÜãïíôåò êáé ïé ïñìüíåò, ñõèìßæïõí

ôïí ðïëëáðëáóéáóìü êáé ôç äéáöïñïðïßçóç ôùí ÷ïí-

äñïâëáóôþí, êáèþò åðßóçò êáé ôç äéáäéêáóßá ôçò ÷ïí-

äñï-ïóôåïãÝíåóçò.1 ÊëéíéêÝò ðáñáôçñÞóåéò åðéâåâáéþ-

íïõí üôé áðü ôïõò óçìáíôéêüôåñïõò ðáñÜãïíôåò ãéá ôç

äéáôÞñçóç ôçò äïìéêÞò áêåñáéüôçôáò êáé ôçò óùóôÞò

ëåéôïõñãßáò ôïõ ÷üíäñéíïõ éóôïý åßíáé ç åðßäñáóç ìç-

÷áíéêþí äõíÜìåùí.1 Ç åöáñìïãÞ ôçò ìç÷áíéêÞò öüñôé-

óçò Ý÷åé ôá ôåëåõôáßá ÷ñüíéá åõñåßá ÷ñÞóç óôçí áíôéìå-

ôþðéóç ðáèïëïãéêþí (åêöõëéóôéêþí, äõóôñïöéêþí) êáé

ôñáõìáôéêþí êáôáóôÜóåùí óôçí ÏñèïðáéäéêÞ-Ôñáõìá-

ôéïëïãßá, êáé óôç ÃíáèïðñïóùðéêÞ ÏñèïðáéäéêÞ ãéá ôç

äéüñèùóç óêåëåôéêþí êñáíéïðñïóùðéêþí áíùìáëéþí.

ÊáôÜ ôç äéÜñêåéá ôçò áíÜðôõîçò, ôï ìç÷áíéêü ðåñé-

âÜëëïí ôùí áñèñþóåùí åðéäñÜ óôá êýôôáñá êáé óôçí

åîùêõôôÜñéá èåìÝëéá ïõóßá ôïõ ÷üíäñïõ, ñõèìßæïíôáò

ôç âéïëïãßá êáé ôá éóôïëïãéêÜ ÷áñáêôçñéóôéêÜ ôïõò.2 In

vitro ìåëÝôåò óå êáëëéÝñãåéåò ÷ïíäñïêõôôÜñùí Ýäåéîáí

üôé éêáíïý âáèìïý ðåñéïäéêÞ ìç÷áíéêÞ öüñôéóç åðéôåß-

íåé ôç ÷ïíäñïâëáóôéêÞ äñáóôçñéüôçôá, åíþ ôï óôáôéêü

öïñôßï Þ ç ìåéùìÝíç ìç÷áíéêÞ öüñôéóç ôçí åëáôôþ-

íïõí.3–5 ÐáñÜ ôéò åêôåôáìÝíåò êëéíéêïåñãáóôçñéáêÝò

Ýñåõíåò, ïé âéïëïãéêïß ìç÷áíéóìïß ðïõ åíÝ÷ïíôáé óôç

ìåôáôñïðÞ ìç÷áíéêþí åñåèéóìÜôùí óå âéï÷çìéêÞ áðÜí-

ôçóç äåí Ý÷ïõí áðïóáöçíéóôåß ðëÞñùò. Åßíáé êáôáíïç-

ôü üôé ïé ìç÷áíéêÝò äõíÜìåéò áðïôåëïýí öõóéêÝò ïíôü-

ôçôåò. ÅðïìÝíùò, ç ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç êõôôÜñùí –êáé

êáô’ åðÝêôáóç ç ìåëÝôç ôùí ìïíïðáôéþí ìåôáãùãÞò ôçò

åíäïêõôôáñéêÜ– ðáñïõóéÜæåé ìéá åããåíÞ éäéáéôåñüôçôá,

êáèþò äåí ìðïñåß íá «é÷íçëáôçèåß», üðùò óõìâáßíåé

ð.÷. ìå ôéò ïñìüíåò. ̧ ôóé, êÜèå ðñïóðÜèåéá äéåñåýíçóçò

ôùí ìïíïðáôéþí ìåôáãùãÞò ôïõ óÞìáôïò ôçò ìç÷áíéêÞò

äéÝãåñóçò èá ðñÝðåé íá âáóßæåôáé óôç ìåëÝôç ÷áñáêôç-

ñéóìÝíùí óõóôçìÜôùí ìåôáãùãÞò óçìÜôùí áðü áíÜëï-

ãåò öõóéêÝò ïíôüôçôåò, üðùò ôï ïóìùôéêü stress êáé ç

õðåñéþäçò áêôéíïâïëßá.

¸íá ôÝôïéï, åðáñêþò ÷áñáêôçñéóìÝíï óýóôçìá, áðï-

ôåëåß ç ïéêïãÝíåéá ôùí ÌAP/SAP (mitogen-activated

protein/stress-activated protein) êéíáóþí, ïé ïðïßåò ìðï-

ñïýí íá åíåñãïðïéçèïýí áðü ðïéêßëá åîùêõôôÜñéá ìç-

íýìáôá (áõîçôéêïß ðáñÜãïíôåò, êõôôáñïêßíåò, ïóìùôéêü

stress). ¸÷ïõí ôáõôïðïéçèåß ôñåéò äéáöïñåôéêÝò õðï-ïé-

êïãÝíåéåò ôùí ÌÁÑ êéíáóþí: ïé ERKs (extracellular

signal-regulated kinases), JNKs (c-Jun N-terminal kinases)

êáé p38 ÌÁÑ êéíÜóåò (MAPKs).6

Ôá ìåôáãùãéêÜ ìïíïðÜôéá ôùí JNK êáé ÅRK MAP

êéíáóþí äéáäñáìáôßæïõí óçìáíôéêü ñüëï óôçí ïìïéïóôá-

óßá ôùí ÷ïíäñïêõôôÜñùí, êáèþò ôñïðïðïéïýí ôçí Ýê-

öñáóç ãïíéäßùí áðáñáßôçôùí ãéá ôç äéáöïñïðïßçóç,

ôïí ðïëëáðëáóéáóìü êáé ôçí åðéâßùóÞ ôïõò.1 Êáé ïé äýï

áõôÝò êéíÜóåò áóêïýí ôç äñÜóç ôïõò öùóöïñõëéþíïí-

ôáò ìåôáãñáöéêïýò ðáñÜãïíôåò, ïé ïðïßïé ìå ôç óåéñÜ

ôïõò åíåñãïðïéïýí ãïíßäéá Üìåóçò áðüêñéóçò, êõñßùò

ôùí ïéêïãåíåéþí jun (c-jun, junB, junD) êáé fos (c-fos,

fosB, fra-1, fra-2).7 Ç ðñùôåÀíç c-Jun ïìïäéìåñßæåôáé Þ

êáé åôåñïäéìåñßæåôáé ìå ôá ìÝëç ôçò ïéêïãÝíåéáò Fos,

äçìéïõñãþíôáò ôï ìåôáãñáöéêü óýìðëïêï ÁÑ-1 (acti-

vator protein-1).8,9

ÅðéðëÝïí, ìåëÝôåò óå ïóôåïâëÜóôåò –éóôü ðïõ õðü-

êåéôáé öõóéïëïãéêÜ óôç óõíå÷Þ åðßäñáóç ìç÷áíéêþí

äõíÜìåùí– Ýäåéîáí üôé ìéêñÞò Ýíôáóçò ìç÷áíéêÝò äõ-

íÜìåéò åðÜãïõí ôç äñáóôçñéüôçôá ôùí JNK êáé ERK

MAPK ìïíïðáôéþí ìåôáãùãÞò óÞìáôïò, ôá ïðïßá, óôç

óõíÝ÷åéá, åíåñãïðïéïýí ôá êýñéá óõóôáôéêÜ ôïõ ìåôá-

ãñáöéêïý ðáñÜãïíôá ÁÑ-1, ôéò ðñùôåÀíåò c-Jun êáé c-

Fos, åðÜãïíôáò ôåëéêÜ ôçí Ýêöñáóç ïóôåïåéäéêþí ãïíé-

äßùí-óôü÷ùí, üðùò ôï ãïíßäéï ôçò áëêáëéêÞò öùóöáôÜ-

óçò (ALP).10,11 Öáßíåôáé, ëïéðüí, üôé ïé ìç÷áíéêÝò äõíÜ-

ìåéò åðéäñïýí óôïõò ïóôåïâëÜóôåò ðñïÜãïíôáò ôç äéá-

öïñïðïßçóÞ ôïõò. Ó’ áõôÞ ôçí êáôåýèõíóç, ðñüóöáôá

äåäïìÝíá áðü êõôôáñéêÝò êáëëéÝñãåéåò ïóôåïâëáóôþí

êáôÝäåéîáí üôé, õðü ôçí åðßäñáóç ìç÷áíéêïý öïñôßïõ, ïé

JNK êáé ERK MAPKs áõîÜíïõí ôçí éêáíüôçôá ðñüóäå-

óçò óôï DNA êáé åíéó÷ýïõí ôï äõíáìéêü trans-åíåñãï-

ðïßçóçò ôïõ ïóôåïåéäéêïý ìåôáãñáöéêïý ðáñÜãïíôá

Cbfa1 (core-binding factor 1)/Runx2, ðñïÜãïíôáò Ýôóé

ôçí ïóôåïâëáóôéêÞ äéáöïñïðïßçóç.12

Ç ðñùôåÀíç Cbfa1/Runx2 áíÞêåé óôçí ïéêïãÝíåéá

ôùí runt domain (äïìéêü ìïôßâï) ìåôáãñáöéêþí ðáñá-

ãüíôùí êáé, óå ü,ôé áöïñÜ ôï ÷ïíäñéêü éóôü, åêöñÜæåôáé

êõñßùò óôçí ðñïûðåñôñïöéêÞ-õðåñôñïöéêÞ æþíç ôçò

åðéöõóéáêÞò ðëÜêáò.13–15 ÌåëÝôåò óå êõôôáñïêáëëéÝñ-

ãåéåò ðñïôåßíïõí ôç óõììåôï÷Þ ôïõ Cbfa1/Runx2 óôç

ñýèìéóç ôçò äéáöïñïðïßçóçò ôùí ÷ïíäñïâëáóôþí êáé

óôçí ùñßìáíóç ôùí ÷ïíäñïêõôôÜñùí.14,16

Ôï åñþôçìá, ùóôüóï, êáôÜ ðüóï ç Üóêçóç ìç÷áíé-

êïý öïñôßïõ ðõñïäïôåß êáé óôï ÷ïíäñéêü éóôü ðáñüìïéá

óçìáôïäïôéêÜ ìïíïðÜôéá, üðùò áõôÜ ôùí JNK–AP-1 êáé

ERK åðéäñþíôáò óôç ÷ïíäñïâëáóôéêÞ äéáöïñïðïßçóç/

ùñßìáíóç, äåí Ý÷åé äéåñåõíçèåß ìÝ÷ñé óÞìåñá. Ï Ýëåã-

÷ïò ôçò ÷ïíäñïâëáóôéêÞò äéáöïñïðïßçóçò Ý÷åé èåìå-

ëéþäç óçìáóßá ãéá ôçí áíÜðôõîç êáé áýîçóç ôïõ ÷üí-

äñïõ êáé êáô’ åðÝêôáóç ôïõ ßäéïõ ôïõ ïóôïý. ÊëéíéêÝò

ðáñáôçñÞóåéò áðïäåéêíýïõí üôé ç Üóêçóç ìç÷áíéêïý

öïñôßïõ êáôÜ ìÞêïò ôùí ìáêñþí ïóôþí Ý÷åé ùò áðïôÝ-

ëåóìá ôçí ðåñéïñéóìÝíç áíÜðôõîÞ ôïõò, ëüãù ôçò ðå-

ñéïñéóìÝíçò áýîçóçò/áíÜðôõîçò ôùí åðéöõóéáêþí ðëá-



530 Ä.É. ÐÁÐÁ×ÑÇÓÔÏÕ êáé óõí

êþí. Öáßíåôáé, äçëáäÞ, üôé ôï áõîçìÝíï ìç÷áíéêü öïñ-

ôßï åðçñåÜæåé ôçí áýîçóç/áíÜðôõîç ôïõ ÷üíäñïõ, åðé-

äñþíôáò óôï ñõèìü äéáöïñïðïßçóçò/ùñßìáíóçò/áðüðôù-

óçò ôùí êõôôÜñùí ôïõ ÷üíäñïõ, ôùí ÷ïíäñïâëáóôþí.

ÐñïêåéìÝíïõ íá åëåã÷èåß ç åðßäñáóç ôïõ áõîçìÝíïõ

ìç÷áíéêïý öïñôßïõ óôç äéáöïñïðïßçóç êáé ùñßìáíóç

ôùí ÷ïíäñïâëáóôþí, åîåôÜóôçêáí ôá êõôôáñéêÜ åðßðåäá

(á) ôùí óõóôáôéêþí ôùí JNK êáé ERK ìïíïðáôéþí ìå-

ôáãùãÞò óÞìáôïò, (â) ôïõ ìåôáãñáöéêïý óõìðëüêïõ ÁÑ-

1, êáèþò êáé (ã) ôïõ ìåôáãñáöéêïý ñõèìéóôÞ Cbfa1/

Runx2, óå ôïìÝò ðáñáößíçò áðü ôçí êñïôáöïãíáèéêÞ

äéÜñèñùóç íåáñþí åðßìõùí ðñéí êáé ìåôÜ áðü ôçí åðß-

äñáóç ìç÷áíéêþí öïñôßùí/äéåãÝñóåùí. ÓõãêåêñéìÝíá,

ìåëåôÞèçêå áíïóïúóôï÷çìéêÜ ç Ýêöñáóç ôùí ðñùôåú-

íþí JNK2 (êýñéáò c-Jun êéíÜóçò), p-JNK (öùóöïñõ-

ëéùìÝíç-åíåñãüò ìïñöÞ ôçò JNK), pc-Jun (öùóöïñõ-

ëéùìÝíç-åíåñãüò ìïñöÞ ôçò c-Jun), JunB, JunD, c-Fos,

Fra-1, Fra-2, p-ERK (öùóöïñõëéùìÝíç-åíåñãüò ìïñöÞ

ôçò ERK) êáé Cbfa1/Runx2, óå ìéá óåéñÜ áðü ðåéñáìá-

ôüæùá ðïõ ôñÝöïíôáí ìå ôñïöÞ äéáöïñåôéêÞò óêëçñü-

ôçôáò (äéáöïñåôéêÞ åðßäñáóç öïñôßùí óôéò åðéöÜíåéåò

ôçò êñïôáöïãíáèéêÞò äéÜñèñùóçò) ãéá äéáöïñåôéêÜ

÷ñïíéêÜ äéáóôÞìáôá, êáé óõó÷åôßóôçêáí ôá ðáñáðÜíù

ðñùôåúíéêÜ ðñïößë ôüóï ìåôáîý ôïõò üóï êáé ìå ôï âáè-

ìü ÷ïíäñïâëáóôéêÞò äéáöïñïðïßçóçò/ùñßìáíóçò.

ÕËÉÊÏ ÊÁÉ ÌÅÈÏÄÏÓ

Õëéêü

Ãéá ôçí ðñáãìáôïðïßçóç ôçò ðáñïýóáò ìåëÝôçò ÷ñçóéìï-

ðïéÞèçêáí åðßìõåò çëéêßáò 30 çìåñþí, ïé ïðïßïé ÷ùñßóôçêáí

óå äýï ïìÜäåò. Óôçí ðñþôç ïìÜäá (ìÜñôõñåò) ôïðïèåôÞèçêáí

ðåéñáìáôüæùá ôá ïðïßá ôñÝöïíôáí ìå óôåñåÜ, óêëçñÞ ôñïöÞ.

Óôç äåýôåñç ïìÜäá ôïðïèåôÞèçêáí åðßìõåò ïé ïðïßïé ôñÝöïí-

ôáí ìå ìáëáêÞ ôñïöÞ óå ìïñöÞ óêüíçò, ðïõ ðñïêáëåß åëáôôù-

ìÝíç ìç÷áíéêÞ öüñôéóç ôçò êñïôáöïãíáèéêÞò äéÜñèñùóçò. Ôï

íåñü Þôáí äéáèÝóéìï ad librium.

ÓõíïëéêÜ, 50 åðßìõåò áðü ôçí ðñþôç êáé 50 áðü ôç äåýôåñç

ïìÜäá èõóéÜóôçêáí 2 êáé 24 þñåò áðü ôçí Ýíáñîç ôçò ðåéñá-

ìáôéêÞò äéáäéêáóßáò, áíôßóôïé÷á. Óå êáèåìéÜ áðü ôéò ðñïáíá-

öåñèåßóåò ÷ñïíéêÝò óôéãìÝò, ôá æþá êáé ôùí äýï ïìÜäùí õðÝ-

óôçóáí åêôïìÞ ôùí êïíäýëùí ôçò äåîéÜò êñïôáöïãíáèéêÞò

äéÜñèñùóçò. Ôá éóôïôåìÜ÷éá ôá ïðïßá åëÞöèçóáí, ìïíéìïðïéÞ-

èçêáí óå äéÜëõìá 10% ïõäÝôåñçò öïñìáëßíçò ãéá 24 þñåò.

Áêïëïýèçóå áöáëÜôùóç óå äéÜëõìá 5% öïñìéêïý ïîÝïò ãéá 5

çìÝñåò êáé åìâýèéóç ôùí éóôïôåìá÷ßùí óå ðáñáößíç. Áðü ôïõò

óêçíùìÝíïõò óå ðáñáößíç éóôïýò åëÞöèçóáí éóôïëïãéêÝò ôï-

ìÝò ãéá åöáñìïãÞ áíïóïúóôï÷çìéêÞò ÷ñþóçò.

Áíïóïúóôï÷çìéêÞ ìÝèïäïò

Åöáñìüóôçêå ç áíïóïúóôï÷çìéêÞ ìÝèïäïò âéïôßíçò-óôñå-

ðôáâéäßíçò-õðåñïîåéäÜóçò óå ôïìÝò ðÜ÷ïõò 4 ìm, õëéêïý åì-

âõèéóìÝíïõ óå ðáñáößíç.

Ç áíÜäåéîç ôùí áíôéãïíéêþí åðéôüðùí Ýãéíå ìå ôç ÷ñÞóç

öïýñíïõ ìéêñïêõìÜôùí. Ôá áíôéóþìáôá ôá ïðïßá ÷ñçóéìï-

ðïéÞèçêáí ðñïÝñ÷ïíôáé áðü ôçí åôáéñåßá Santa Cruz Bio-

technology (Santa Cruz, CA, USA) êáé åßíáé ôá åîÞò:

• Ánti-JNK2 (ìïíïêëùíéêü, sc-7345/áñáßùóç 1:50)

• Ánti-p-JNK2 [åíåñãïðïéçìÝíç ìïñöÞ ôçò êéíÜóçò JNK2

(ìïíïêëùíéêü, sc-6254/áñáßùóç 1:50)]

• Ánti-c-Jun (ðïëõêëùíéêü, sc-1649/áñáßùóç 1:70)

• Ánti-JunB (ðïëõêëùíéêü, sc-4/áñáßùóç 1:70)

• Ánti-JunD (ðïëõêëùíéêü, sc-74/áñáßùóç 1:70)

• Ánti-pc-Jun [åíåñãïðïéçìÝíç ìïñöÞ ôçò ðñùôåÀíçò c-Jun

(ìïíïêëùíéêü, sc-822/áñáßùóç 1:70)]

• Ánti-c-Fos (ðïëõêëùíéêü, sc-253/áñáßùóç 1:100)

• Ánti-Fra-1 (ðïëõêëùíéêü, sc-605/áñáßùóç 1:100)

• Ánti-Fra-2 (ðïëõêëùíéêü, sc-604/áñáßùóç 1:100)

• Ánti-p-ERK [åíåñãïðïéçìÝíç ìïñöÞ ôçò êéíÜóçò ERK (ìï-

íïêëùíéêü, sc-7383/áñáßùóç 1:100)]

• Ánti-PEBP2áÁ/Cbfa1/Runx2 (ðïëõêëùíéêü, sc-10758/

áñáßùóç 1:100).

Ôçí åðþáóç ìå ôï åéäéêü áíôßóùìá áêïëïýèçóáí ôñåéò äéá-

äï÷éêÝò åêðëýóåéò ôùí ôïìþí, åðß 5 min ç êáèåìéÜ, óå äéÜëõ-

ìá ÔBS. Ç äÝóìåõóç ôïõ åéäéêïý áíôéóþìáôïò áíé÷íåýèçêå ìå

ôï óýìðëåãìá âéïôßíçò-óôñåðôáâéäßíçò-õðåñïîåéäÜóçò [Super

Sensitive Ready-to-Use Detection Kit (BioGenex Laboratories

Inc, San Ramon, CA, USA)]. Ç áíß÷íåõóç ôùí èÝóåùí äÝ-

óìåõóçò ôçò õðåñïîåéäÜóçò Ýãéíå ìå ôçí åöáñìïãÞ äéáëýìá-

ôïò 0,05 Ì Tris(hydroxymethyl)-aminomethan ìå 0,05% 3,3-

ôåôñáûäñï÷ëùñéêÞò äéáìéíï-âåíæéäßíçò (DAB) [Sigma Chemical

Co (St Louis, MO, USA)] êáé 0,01% õðåñïîåéäßïõ ôïõ õäñïãü-

íïõ, ãéá 3 min, óå èåñìïêñáóßá äùìáôßïõ. Aêïëïýèçóå Ýêðëõ-

óç ôùí ôïìþí ìå ôñå÷ïýìåíï íåñü âñýóçò êáé ÷ñþóç áíôßèå-

óçò ôùí ðõñÞíùí (counterstaining) ìå áéìáôïîõëßíç Çarris.

¸ãéíå óôéãìéáßá åìâÜðôéóç ôùí éóôþí óå ïîéíéóìÝíç áëêïüëç

ãéá ôçí áöáßñåóç ôçò ðåñßóóåéáò áéìáôïîõëßíçò êáé áöõäÜôù-

óÞ ôïõò óå áíéïýóá áëêïïëþí. TÝëïò, ìåôÜ áðü ôçí åìâÜðôéóç

ôùí ðëáêéäßùí óå îõëüëç, ðñáãìáôïðïéÞèçêå åðéêüëëçóç ôùí

êáëõðôñßäùí ìå ôç ÷ñÞóç äéáëõôïý óôçí îõëüëç ìÝóïõ (Entellan,

Merck, Germany).

Ç åêôßìçóç ôçò Ýíôáóçò ôçò áíïóïúóôï÷çìéêÞò ÷ñþóçò Ýãéíå

ìå ôç ÷ñÞóç öùôïíéêïý ìéêñïóêïðßïõ, áðü äýï áíåîÜñôçôïõò

åñåõíçôÝò. Ðåñßðïõ 1000 êýôôáñá åîåôÜóôçêáí áðü êÜèå äåßãìá.
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Ç äéáâÜèìéóç ôçò ÷ñþóçò Ýãéíå ìå ôç ÷ñÞóç êëßìáêáò áðü

0 Ýùò 4+ (ðßí. 1), óýìöùíá ìå ôçí åîÞò ðáñáäï÷Þ:17,18

0: Ìç áíé÷íåýóéìç ÷ñþóç

1+: ¹ðéá êõôôáñéêÞ ÷ñþóç

2+: ÌÝôñéá êõôôáñéêÞ ÷ñþóç

3+: ¸íôïíç êõôôáñéêÞ ÷ñþóç

4+: Ðïëý Ýíôïíç êõôôáñéêÞ ÷ñþóç.

Ôï ðïóïóôü ôùí èåôéêþí êõôôÜñùí äåí åêôéìÞèçêå, ãéáôß ç

áíïóïåíôüðéóç ôùí ðñùôåúíþí áöïñïýóå óå üëá ôá êýôôáñá

ôïõ áñèñéêïý ÷üíäñïõ.

ÓôáôéóôéêÝò áíáëýóåéò

Ãéá ôïí Ýëåã÷ï ôçò åðßäñáóçò ôùí ìåôáâëçôþí åßäïò ôñï-

öÞò (óêëçñÞ, ìáëáêÞ) êáé ÷ñüíïò (2 þñåò, 24 þñåò) óôá åðß-

ðåäá Ýíôáóçò ôçò áíïóïúóôï÷çìéêÞò ÷ñþóçò êÜèå ðñùôåÀíçò,

÷ñçóéìïðïéÞèçêå ç äïêéìáóßá two-way ANOVA. Óôç óõíÝ÷åéá,

Ýãéíå Turkey test post-hoc áíÜëõóç, ðñïêåéìÝíïõ íá åëåã-

÷èïýí ôá åðßðåäá áíïóïÝêöñáóçò êÜèå ðñùôåÀíçò ùò ðñïò ôï

åßäïò ôçò ôñïöÞò (óêëçñÞ, ìáëáêÞ) ãéá êÜèå ÷ñïíéêÞ óôéãìÞ

(2 þñåò, 24 þñåò). Åðßóçò, Ýãéíå post-hoc áíÜëõóç ùò ðñïò

ôïí ðáñÜãïíôá ÷ñüíï, ðñïêåéìÝíïõ íá åëåã÷èåß ç ýðáñîç óôá-

ôéóôéêÜ óçìáíôéêÞò Þ ìç äéáöïñÜò ìåôáîý ôçò êõôôáñéêÞò Ýê-

öñáóçò ôùí åîåôáæüìåíùí ðñùôåúíéêþí ìïñßùí óôá äéÜöïñá

Ðßíáêáò 1. ÄéáâÜèìéóç ôçò áíïóïúóôï÷çìéêÞò ÷ñþóçò ãéá êÜèå áíôßóùìá, áíÜëïãá ìå ôï åßäïò ôçò ôñïöÞò êáé ôç äéÜñêåéá ôçò ìÜóçóçò.

ÌáëáêÞ ôñïöÞ ÓêëçñÞ ôñïöÞ

2 þñåò (n=86) 24 þñåò (n=86) 2 þñåò (n=86) 24 þñåò (n=90)

pc-Jun 4 (0), 7 (1+), 1 (2+), 0 (0), 0 (1+), 9 (2+), 0 (0), 8 (1+), 5 (2+), 0 (0), 0 (1+), 1 (2+),

0 (3+), 0 (4+) 3 (3+), 0 (4+) 0 (3+), 0 (4+) 8 (3+), 4 (4+)

c-Fos 5 (0), 5 (1+), 2 (2+), 0 (0), 0 (1+), 4 (2+), 0 (0), 8 (1+), 5 (2+), 0 (0), 0 (1+), 0 (2+),

0 (3+), 0 (4+) 8 (3+), 0 (4+) 0 (3+), 0 (4+) 10 (3+), 3 (4+)

JNK2 3 (0), 2 (1+), 0 (2+), 1 (0), 1 (1+), 3 (2+), 0 (0), 4 (1+), 2 (2+), 0 (0), 0 (1+), 2 (2+),

0 (3+), 0 (4+) 0 (3+), 0 (4+) 0 (3+), 0 (4+) 2 (3+), 1 (4+)

p-JNK 7 (0), 6 (1+), 0 (2+), 0 (0), 0 (1+), 10 (2+), 3 (0), 7 (1+), 2 (2+), 0 (0), 0 (1+), 4 (2+),

0 (3+0, 0 (4+) 3 (3+), 0 (4+) 0 (3+), 0 (4+) 7 (3+), 2 (4+)

JunB 2 (0), 2 (1+), 0 (2+), 0 (0), 3 (1+), 2 (2+), 0 (0), 5 (1+), 0 (2+), 0 (0), 0 (1+), 3 (2+),

0 (3+), 0 (4+) 0 (3+), 0 (4+) 0 (3+), 0 (4+) 2 (3+), 0 (4+)

JunD 3 (0), 2 (1+), 0 (2+), 0 (0), 3 (1+), 2 (2+), 0 (0), 5 (1+), 0 (2+), 0 (0), 0 (1+), 2 (2+),

0 (3+), 0 (4+) 0 (3+), 0 (4+) 0 (3+), 0 (4+) 4 (3+), 0 (4+)

Fra-1 2 (0), 3 (1+), 0 (2+), 0 (0), 1 (1+), 4 (2+), 0 (0), 4 (1+), 1 (2+), 0 (0), 0 (1+), 2 (2+),

0 (3+), 0 (4+) 0 (3+), 0 (4+) 0 (3+), 0 (4+) 1 (3+), 2 (4+)

Fra-2 0 (0), 5 (1+), 0 (2+), 0 (0), 0 (1+), 4 (2+), 0 (0), 4 (1+), 1 (2+), 0 (0), 0 (1+), 3 (2+),

0 (3+), 0 (4+) 1 (3+), 0 (4+) 0 (3+), 0 (4+) 2 (3+), 0 (4+)

p-ERK 5 (0), 7 (1+), 0 (2+), 0 (0), 2 (1+), 8 (2+), 1 (0), 8 (1+), 3 (2+), 0 (0), 0 (1+), 3 (2+),

0 (3+), 0 (4+) 2 (3+), 0 (4+) 0 (3+), 0 (4+) 7 (3+), 2 (4+)

Cbfa1/Runx2 9 (0), 4 (1+), 0 (2+), 0 (0), 1 (1+), 11 (2+), 0 (3+), 10 (1+), 0 (2+), 0 (0), 0 (1+), 3 (2+),

0 (3+), 0 (4+) 0 (3+), 0 (4+) 0 (3+), 0 (4+) 10 (3+), 0 (4+)

æåýãç ÷ñïíéêþí óôéãìþí, óôá æþá ðïõ ôñÝöïíôáí ìå óêëçñÞ

êáé ìáëáêÞ ôñïöÞ.

Ãéá ôçí åêôßìçóç ôùí äéáöïñþí óôçí Ýíôáóç ôçò áíïóïèå-

ôéêüôçôáò áíÜìåóá óôéò ðñùôåÀíåò ðïõ ìåëåôÞèçêáí óôéò äéá-

öïñåôéêÝò ÷ñïíéêÝò óôéãìÝò (2 þñåò êáé 24 þñåò) åöáñìüóôçêå

ï óôáôéóôéêüò Ýëåã÷ïò one-way ANOVA, åíþ ãéá ôç óýãêñéóç

ôùí åðéðÝäùí Ýêöñáóçò ôùí ðñùôåúíþí áíÜ äýï, Ýãéíå ï Ýëåã-

÷ïò Tukey post-hoc.

ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ

Ôï ìç÷áíéêü öïñôßï åíåñãïðïéåß ôéò ðñùôåÀíåò-óõ-

óôáôéêÜ ôïõ JNK ìïíïðáôéïý ìåôáãùãÞò óÞìáôïò êáé ôá

ìÝëç ôùí ïéêïãåíåéþí Jun êáé Fos, óôá ÷ïíäñïêýôôáñá

ôïõ áñèñéêïý ÷üíäñïõ

Ç öùóöïñõëéùìÝíç-åíåñãüò ìïñöÞ ôçò c-Jun, pc-

Jun, åíôïðßóôçêå êõñßùò óôïí ðõñÞíá ôùí ÷ïíäñïêõô-

ôÜñùí ôïõ áñèñéêïý ÷üíäñïõ (åéê. 1). Ôá áðïôåëÝóìáôá

ðåñéãñÜöïíôáé áíáëõôéêÜ óôïí ðßíáêá 1. Ôá åðßðåäá

êõôôáñéêÞò Ýêöñáóçò ôçò pc-Jun Þôáí óôáôéóôéêþò óçìáí-

ôéêÜ õøçëüôåñá óôá æþá ðïõ ôñÝöïíôáí ìå óêëçñÞ ôñï-

öÞ, óå óýãêñéóç ìå ôá æþá ðïõ ôñÝöïíôáí ìå ìáëáêÞ
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ôñïöÞ, óôéò 24 Üëëá ü÷é óôéò 2 þñåò (Ñ<0,001 êáé

Ñ>0,05, áíôßóôïé÷á). Ôüóï óôïõò åðßìõåò ðïõ Ýëáâáí

óêëçñÞ üóï êáé ó’ áõôïýò ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ ôñïöÞ,

ðáñáôçñÞèçêå óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ óôçí Ýê-

öñáóç ôçò pc-Jun ìåôáîý 2 êáé 24 ùñþí (Ñ<0,001 êáé

ãéá ôéò äýï ïìÜäåò).

Ôá Üëëá ìÝëç ôçò ïéêïãÝíåéáò ôùí Jun ðñùôåúíþí,

JunB êáé JunD, åìöÜíéóáí ôüóï ðõñçíéêÞ üóï êáé êõô-

ôáñïðëáóìáôéêÞ áíïóïåíôüðéóç. Ç áýîçóç ôïõ ìç÷áíé-

êïý öïñôßïõ ðñïêÜëåóå áýîçóç ôùí åðéðÝäùí êõôôáñé-

êÞò Ýêöñáóçò êáé ãéá ôéò äýï ðñùôåÀíåò (åéêüíåò 2, 3).

Ùóôüóï, äåí ðáñáôçñÞèçêå óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéá-

öïñÜ óôçí ÝêöñáóÞ ôïõò, ìåôáîý ìáëáêÞò êáé óêëçñÞò

ôñïöÞò, ôüóï óôéò 2 üóï êáé óôéò 24 þñåò áðü ôçí áñ÷Þ

ôçò ðåéñáìáôéêÞò äéáäéêáóßáò. ÓçìáíôéêÜ åíôïíüôåñç Þôáí

ç áíïóï÷ñþóç êáé ôùí äýï ðñùôåúíþí, óôéò 24 þñåò óå

Åéêüíá 1. Áðïõóßá áíïóïúóôï÷çìéêÞò Ýêöñáóçò (á) êáé Ýíôïíç ÷ñþóç (â) ôçò ðñùôåÀíçò pc-Jun, óôá êýôôáñá ôïõ áñèñéêïý ÷üíäñïõ, óôéò 2 þñåò áðü

ôçí Ýíáñîç ôïõ ðåéñÜìáôïò, óå ðåéñáìáôüæùá ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ êáé óêëçñÞ ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á. ÌÝôñéá (ã) êáé ðïëý Ýíôïíç (ä) áíïóïúóôï÷çìéêÞ

÷ñþóç ãéá ôçí pc-Jun, óôéò 24 þñåò ìåôÜ áðü ôç ëÞøç ìáëáêÞò êáé óêëçñÞò ôñïöÞò, áíôßóôïé÷á (áõèåíôéêÝò ìåãåèýíóåéò ´200).
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Åéêüíá 2. ¹ðéá (á) êáé Ýíôïíç (â) áíïóïÝêöñáóç ôçò ðñùôåÀíçò JunÂ, óôéò 2 þñåò áðü ôçí Ýíáñîç ôçò ðåéñáìáôéêÞò äéáäéêáóßáò, óå ðåéñáìáôüæùá

ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ êáé óêëçñÞ ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á. ¹ðéá (ã) êáé Ýíôïíç (ä) áíïóï÷ñþóç ãéá ôçí JunB, óôéò 24 þñåò, óå ðåéñáìáôüæùá ðïõ Ýëáâáí

ìáëáêÞ êáé óêëçñÞ ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á (áõèåíôéêÝò ìåãåèýíóåéò ´200).

ó÷Ýóç ìå ôéò 2 þñåò, óôá æþá ðïõ Ýëáâáí óêëçñÞ ôñï-

öÞ (Ñ<0,05 êáé Ñ<0,01, áíôßóôïé÷á) (ðßí. 1).

Ç ðñùôåÀíç c-Fos, âáóéêüò åôáßñïò ôçò c-Jun óôï

ó÷çìáôéóìü ôïõ ìåôáãñáöéêïý óõìðëüêïõ ÁÑ-1, åìöÜ-

íéóå ôüóï ðõñçíéêÞ üóï êáé êõôôáñïðëáóìáôéêÞ åíôüðé-

óç (åéê. 4). Óôéò 2 þñåò áðü ôçí Ýíáñîç ôçò ðåéñáìáôé-

êÞò äéáäéêáóßáò äåí ðáñáôçñÞèçêáí óôáôéóôéêÜ óçìáí-

ôéêÝò äéáöïñÝò óôçí Ýêöñáóç ôçò c-Fos, ìåôáîý ôùí

æþùí ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ êáé áõôþí ðïõ Ýëáâáí óêëçñÞ

ôñïöÞ (Ñ>0,05). Áíôßèåôá, óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÝò äéá-

öïñÝò ðáñáôçñÞèçêáí óôéò 24 þñåò (Ñ<0,01). Ôüóï ïé

åðßìõåò ðïõ ôñÝöïíôáí ìå óêëçñÞ üóï êáé áõôïß ðïõ

Ýëáâáí ìáëáêÞ ôñïöÞ, åìöÜíéóáí óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÜ

õøçëüôåñåò ôéìÝò ôçò c-Fos, óôéò 24 óå ó÷Ýóç ìå ôéò 2
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þñåò áðü ôçí áñ÷Þ ôïõ ðåéñÜìáôïò (Ñ<0,001 êáé ãéá ôéò

äýï ïìÜäåò) (ðßí. 1).

Ôá ìÝëç ôçò ïéêïãÝíåéáò Fos, Fra-1 êáé Fra-2, åíôïðß-

óôçêáí ôüóï óôïí ðõñÞíá üóï êáé óôï êõôôáñüðëáóìá

ôùí ÷ïíäñïêõôôÜñùí ôçò åðéöõóéáêÞò ðëÜêáò ôùí êïí-

äýëùí ôùí åðßìõùí ðïõ ìåëåôÞèçêáí (åéêüíåò 5, 6).

Äåí ðáñáôçñÞèçêå óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ óôçí

Ýíôáóç ôçò ÷ñþóçò ìåôáîý ôùí æþùí ðïõ Ýëáâáí óêëç-

ñÞ êáé áõôþí ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ ôñïöÞ, ôüóï óôéò 2
üóï êáé óôéò 24 þñåò (Ñ>0,05 êáé ãéá ôéò äýï ÷ñïíéêÝò
óôéãìÝò). Ïé åðßìõåò ðïõ ôñÝöïíôáí ìå óêëçñÞ ôñïöÞ
åìöÜíéóáí óçìáíôéêÜ åíôïíüôåñç áíïóïÝêöñáóç ôùí
ðñùôåúíþí Fra-1 êáé Fra-2, óôéò 24 óå ó÷Ýóç ìå ôéò 2
þñåò áðü ôçí åêêßíçóç ôçò ðåéñáìáôéêÞò äéáäéêáóßáò

(Ñ<0,01 êáé Ñ<0,05, áíôßóôïé÷á) (ðßí. 1).

Åéêüíá 3. Áðïõóßá áíïóïÝêöñáóçò (á) êáé ìÝôñéá áíïóïÝêöñáóç (â) ôçò ðñùôåÀíçò JunD, óôéò 2 þñåò áðü ôçí Ýíáñîç ôçò ðåéñáìáôéêÞò äéáäéêáóßáò,

óå ðåéñáìáôüæùá ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ êáé óêëçñÞ ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á. ¹ðéá (ã) êáé Ýíôïíç (ä) áíïóïúóôï÷çìéêÞ ÷ñþóç ãéá ôçí JunD, óôéò 24 þñåò ìåôÜ

áðü ôç ëÞøç ìáëáêÞò êáé óêëçñÞò ôñïöÞò, áíôßóôïé÷á (áõèåíôéêÝò ìåãåèýíóåéò ´200).
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Ç JNK2 áíé÷íåýèçêå ôüóï óôïí ðõñÞíá üóï êáé óôï

êõôôáñüðëáóìá ôùí ÷ïíäñïêõôôÜñùí ôïõ áñèñéêïý ÷üí-

äñïõ ôùí êïíäýëùí, óôéò éóôïëïãéêÝò ôïìÝò ðïõ ìåëå-

ôÞèçêáí (åéê. 7). Äåí õðÞñ÷áí óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÝò

äéáöïñÝò óôçí Ýíôáóç ôçò áíïóïÝêöñáóçò ôçò JNK2

ìåôáîý ôùí åðßìõùí ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ êáé áõôþí ðïõ

Ýëáâáí óêëçñÞ ôñïöÞ, ôüóï óôéò 2 üóï êáé óôéò 24

þñåò (Ñ>0,05). Åðéðñüóèåôá, äåí ðáñáôçñÞèçêå óôáôé-

óôéêÜ óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ óôá åðßðåäá êõôôáñéêÞò Ýê-

öñáóçò ôçò JNK2 ìåôáîý 2 êáé 24 ùñþí, óôïõò åðßìõåò

ðïõ ôñÝöïíôáí ìå ìáëáêÞ ôñïöÞ (Ñ>0,05). Áíôßèåôá, ôá

æþá ðïõ Ýëáâáí óêëçñÞ ôñïöÞ åìöÜíéóáí óôáôéóôéêþò

Åéêüíá 4. Áðïõóßá áíïóïÝêöñáóçò (á) êáé Ýíôïíç áíïóï÷ñþóç (â) ôçò ðñùôåÀíçò c-Fos, óôéò 2 þñåò áðü ôçí Ýíáñîç ôïõ ðåéñÜìáôïò, óå ðåéñáìá-

ôüæùá ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ êáé óêëçñÞ ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á. ÌÝôñéá (ã) êáé ðïëý Ýíôïíç (ä) áíïóï÷ñþóç ãéá ôç c-Fos, óôéò 24 þñåò, óå ðåéñáìáôüæùá

ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ êáé óêëçñÞ ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á (áõèåíôéêÝò ìåãåèýíóåéò ´200).
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óçìáíôéêÜ õøçëüôåñç Ýêöñáóç ôçò ðñùôåÀíçò, óôéò 2

óå ó÷Ýóç ìå ôéò 24 þñåò, áðü ôçí Ýíáñîç ôïõ ðåéñÜìá-

ôïò (Ñ<0,05) (ðßí. 1).

Ç öùóöïñõëéùìÝíç-åíåñãüò ìïñöÞ ôçò JNK2, p-JNK,

åìöÜíéóå ðõñçíéêÞ êáé êõôôáñïðëáóìáôéêÞ åíôüðéóç (åéê.

8). Äåí ðáñáôçñÞèçêå óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ

óôçí Ýêöñáóç ôçò p-JNK ìåôáîý ôùí æþùí ðïõ Ýëáâáí

óêëçñÞ êáé áõôþí ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ ôñïöÞ, ôüóï óôéò

2 üóï êáé óôéò 24 þñåò áðü ôçí Ýíáñîç ôïõ ðåéñÜìáôïò

(Ñ>0,05). Åíôïýôïéò, ðáñáôçñÞèçêå óôáôéóôéêþò óçìáí-

ôéêÞ äéáöïñÜ óôá åðßðåäá áíïóïúóôï÷çìéêÞò ÷ñþóçò ôçò

p-JNK, ìåôáîý 2 êáé 24 ùñþí, êáé óôéò äýï ïìÜäåò åðß-

ìõùí (Ñ<0,001 êáé ãéá ôéò äýï ïìÜäåò) (ðßí. 1).

Åéêüíá 5. ÌÝôñéá (á) êáé Ýíôïíç (â) áíïóïÝêöñáóç ôçò ðñùôåÀíçò Fra-1, óôéò 2 þñåò áðü ôçí Ýíáñîç ôïõ ðåéñÜìáôïò, óå ðåéñáìáôüæùá ðïõ Ýëáâáí

ìáëáêÞ êáé óêëçñÞ ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á. ÌÝôñéá (ã) êáé ðïëý Ýíôïíç (ä) áíïóï÷ñþóç ãéá ôç Fra-1, óôéò 24 þñåò, óå ðåéñáìáôüæùá ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ

êáé óêëçñÞ ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á (áõèåíôéêÝò ìåãåèýíóåéò ´200).
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Ôï ìç÷áíéêü öïñôßï åðÜãåé ôçí Ýêöñáóç ôçò ERK
MAP êéíÜóçò êáé ôïõ ìåôáãñáöéêïý ðáñÜãïíôá
Cbfa1/Runx2 óôá ÷ïíäñïêýôôáñá ôïõ áñèñéêïý
÷üíäñïõ

Ç åíåñãüò-öùóöïñõëéùìÝíç ìïñöÞ ôçò ERK MAP

êéíÜóçò, p-ERK, åìöÜíéóå êõñßùò ðõñçíéêÞ åíôüðéóç,

óôï ìåãáëýôåñï ðïóïóôü ôùí êõôôÜñùí ôïõ áñèñéêïý

÷üíäñïõ óôïõò êïíäýëïõò ðïõ ìåëåôÞèçêáí (åéê. 9). Ôá

åðßðåäá Ýêöñáóçò ôçò p-ERK Þôáí óôáôéóôéêþò óçìáí-

ôéêÜ õøçëüôåñá óôïõò åðßìõò ðïõ Ýëáâáí óêëçñÞ óå

ó÷Ýóç ìå áõôïýò ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ ôñïöÞ óôéò 24

þñåò (Ñ<0,01), áëëÜ ü÷é óôéò 2 þñåò (Ñ>0,05). Ôá åðß-

ðåäá Ýêöñáóçò ôçò ðñùôåÀíçò åìöÜíéóáí óôáôéóôéêÜ

óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ ìåôáîý 2 êáé 24 ùñþí, ôüóï óôá

Åéêüíá 6. ¹ðéá (á) êáé ìÝôñéá (â) áíïóïúóôï÷çìéêÞ ÷ñþóç ôçò ðñùôåÀíçò Fra-2, óôéò 2 þñåò áðü ôçí Ýíáñîç ôïõ ðåéñÜìáôïò, óå ðåéñáìáôüæùá ðïõ

Ýëáâáí ìáëáêÞ êáé óêëçñÞ ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á. ¹ðéá (ã) êáé Ýíôïíç (ä) áíïóïÝêöñáóç ôçò Fra-2, óôéò 24 þñåò ìåôÜ áðü ôç ëÞøç ìáëáêÞò êáé

óêëçñÞò ôñïöÞò, áíôßóôïé÷á (áõèåíôéêÝò ìåãåèýíóåéò ´200).
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æþá ðïõ Ýëáâáí óêëçñÞ üóï êáé ó’ áõôÜ ðïõ Ýëáâáí

ìáëáêÞ ôñïöÞ (Ñ<0,001 êáé ãéá ôéò äýï ïìÜäåò) (ðßí. 1).

Óôá æþá ðïõ èõóéÜóôçêáí óôéò 2 þñåò, äåí ðáñáôç-

ñÞèçêå óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ óôá åðßðåäá Ýê-

öñáóçò ôïõ ìåôáãñáöéêïý ñõèìéóôÞ Cbfa1/Runx2 üóïí

áöïñÜ óôç ëÞøç ìáëáêÞò Þ óêëçñÞò ôñïöÞò (Ñ>0,05).

Ç åíôüðéóÞ ôïõ Þôáí êõñßùò ðõñçíéêÞ (åéê. 10). ¼ìùò,

óôéò 24 þñåò, âñÝèçêå óçìáíôéêÜ õøçëüôåñç Ýêöñáóç

ôïõ Cbfa1/Runx2 óôá æþá ðïõ Ýëáâáí óêëçñÞ óå ó÷Ý-

óç ìå áõôÜ ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ ôñïöÞ (Ñ<0,01). Ôá

åðßðåäá Ýêöñáóçò ôïõ ìåôáãñáöéêïý ñõèìéóôÞ Þôáí

óçìáíôéêÜ õøçëüôåñá óôéò 24 óå ó÷Ýóç ìå ôéò 2 þñåò,

ôüóï óôá æþá ðïõ Ýëáâáí óêëçñÞ üóï êáé ó’ áõôÜ ðïõ

Ýëáâáí ìáëáêÞ ôñïöÞ (Ñ<0,001 êáé ãéá ôéò äýï ïìÜ-

äåò) (ðßí. 1).

Åéêüíá 7. ¹ðéá (á) êáé Ýíôïíç (â) áíïóïúóôï÷çìéêÞ Ýêöñáóç ôçò ðñùôåÀíçò JNK2, óôéò 2 þñåò áðü ôçí Ýíáñîç ôçò ðåéñáìáôéêÞò äéáäéêáóßáò, óå

ðåéñáìáôüæùá ðïõ Ýëáâáí óêëçñÞ êáé ìáëáêÞ ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á. ¹ðéá (ã) êáé ðïëý Ýíôïíç (ä) áíïóï÷ñþóç ãéá ôçí JNK2, óôéò 24 þñåò, óå

ðåéñáìáôüæùá ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ êáé óêëçñÞ ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á (áõèåíôéêÝò ìåãåèýíóåéò ´200).
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ÓÕÆÇÔÇÓÇ

Ç áíÜðôõîç êáé ç äéáôÞñçóç ôïõ ÷ïíäñéêïý éóôïý

óõíäÝïíôáé Üìåóá ìå ôçí åðßäñáóç ôïõ ìç÷áíéêïý öïñ-

ôßïõ óôá êýôôáñá êáé ôçí åîùêõôôÜñéá ïõóßá ôïõ. ÌéêñÞò

Ýíôáóçò, ðåñéïäéêÜ öïñôßá åîáóöáëßæïõí ôç öõóéêÞ êáé

ìç÷áíéêÞ áêåñáéüôçôá ôïõ ÷üíäñïõ,1 óôïé÷åßá áðáñáßôç-

ôá ãéá ôç äéáóöÜëéóç ôçò êéíçôéêüôçôáò ôùí áñèñþóåùí.

Ôá ìïñéáêÜ ìïíïðÜôéá ðïõ åëÝã÷ïõí ôçí áíôßäñáóç

ôùí êõôôÜñùí ôïõ ÷ïíäñéêïý éóôïý óôç ìç÷áíéêÞ äéÝ-

ãåñóç äåí Ý÷ïõí ìÝ÷ñé óÞìåñá äéáëåõêáíèåß. Ðñüóöá-

ôåò ex vivo áíáöïñÝò ðñïôåßíïõí ôç óõììåôï÷Þ ôçò

ìç÷áíéêÞò óõìðßåóçò óôçí åíåñãïðïßçóç ôùí JNK êáé

ERK ÌÁÑ êéíáóþí óôïí áñèñéêü ÷üíäñï.1,19 Åðéðñü-

óèåôá, ìåëÝôåò óå êõôôáñéêÝò êáëëéÝñãåéåò ïóôåïâëá-

óôþí Ýäåéîáí üôé ìéêñÞò Ýíôáóçò ìç÷áíéêÝò äõíÜìåéò

Åéêüíá 8. Áðïõóßá ÷ñþóçò (á) êáé Ýíôïíç áíïóïÝêöñáóç (â) ôçò ðñùôåÀíçò p-JNK, óôéò 2 þñåò, óå ðåéñáìáôüæùá ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ êáé óêëçñÞ

ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á. ̧ íôïíç (ã) êáé ðïëý Ýíôïíç (ä) áíïóï÷ñþóç ãéá ôçí JNK2, óôéò 24 þñåò, óå ðåéñáìáôüæùá ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ êáé óêëçñÞ ôñïöÞ,

áíôßóôïé÷á (áõèåíôéêÝò ìåãåèýíóåéò ´200).
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åðÜãïõí ôçí åíåñãüôçôá ôùí JNK êáé ERK MAPK ìï-

íïðáôéþí ìåôáãùãÞò óÞìáôïò, ôá ïðïßá ìå ôç óåéñÜ

ôïõò åíåñãïðïéïýí ôá êýñéá óõóôáôéêÜ ôïõ ìåôáãñáöé-

êïý ðáñÜãïíôá ÁÑ-1 (c-Jun êáé c-Fos).10,11

Ç åðßäñáóç ôïõ ìç÷áíéêïý öïñôßïõ óôç ñýèìéóç ôùí

óçìáôïäïôéêþí ïäþí ðïõ ðñïÜãïõí ôç äéáöïñïðïßçóç

êáé ôçí ùñßìáíóç ôùí ÷ïíäïêõôôÜñùí äåí Ý÷ïõí äéå-

ñåõíçèåß in vivo. Ìå óôü÷ï íá åëåã÷èïýí ôá åðßðåäá

Ýêöñáóçò Þ êáé åíåñãïðïßçóçò ôùí ìåëþí ôùí ïéêïãå-

íåéþí Jun êáé Fos, êáèþò êáé ôùí êéíáóþí JNK êáé

ERK ðïõ ôéò öùóöïñõëéþíïõí óôá ÷ïíäñïêýôôáñá, äç-

ìéïõñãÞèçêå Ýíá ðåñéâÜëëïí óõíå÷ïýò äéÝãåñóçò ìå

ôçí åöáñìïãÞ ìç÷áíéêïý öïñôßïõ. ̧ ôóé, åîåôÜóôçêáí ôá

åðßðåäá Ýêöñáóçò ôùí ðñùôåúíþí áõôþí óôá êýôôáñá

Åéêüíá 9. ÌÝôñéá (á) êáé Ýíôïíç (â) áíïóïÝêöñáóç ôçò ðñùôåÀíçò p-ERK, óôéò 2 þñåò áðü ôçí Ýíáñîç ôçò ðåéñáìáôéêÞò äéáäéêáóßáò, óå ðåéñáìá-

ôüæùá ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ êáé óêëçñÞ ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á. ÌÝôñéá (ã) êáé ðïëý Ýíôïíç (ä) áíïóï÷ñþóç ãéá ôçí p-ERK, óôéò 24 þñåò, óôá êýôôáñá ôïõ

áñèñéêïý ÷üíäñïõ ðåéñáìáôïæþùí ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ êáé óêëçñÞ ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á (áõèåíôéêÝò ìåãåèýíóåéò ´200).
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ôïõ ÷üíäñïõ ôçò êñïôáöïãíáèéêÞò äéÜñèñùóçò åðßìõùí

ðïõ ôñÝöïíôáí ìå óêëçñÞ êáé ìáëáêÞ ôñïöÞ, óõó÷åôß-

æïíôÜò ôá ôüóï ìå ôï åßäïò ôçò ÷ïñçãïýìåíçò ôñïöÞò

üóï êáé ìå ôç ÷ñïíéêÞ äéÜñêåéá ôçò ìÜóçóçò/äéÝãåñóçò

(2 êáé 24 þñåò). Ç åñåõíçôéêÞ ðñïóÝããéóç Ýãéíå ìå ôç

ìÝèïäï ôçò áíïóïúóôï÷çìåßáò, êáèþò áõôÞ åðéôñÝðåé ôïí

in situ Ýëåã÷ï ôùí åðéðÝäùí Ýêöñáóçò êáé åíåñãïðïßç-

óçò ôùí õðü ìåëÝôç ðñùôåúíþí. ÐáñÜëëçëá, ðáñÝ÷åé ôç

äõíáôüôçôá åêôßìçóçò ôçò ìïñöïëïãßáò ôïõ áñèñéêïý

÷üíäñïõ, áíáäåéêíýïíôáò ôáõôü÷ñïíá ôç äéáöïñåôéêÞ

êõôôáñéêÞ áíïóïåíôüðéóç ôùí áíåíåñãþí êáé åíåñãï-

ðïéçìÝíùí-öùóöïñõëéùìÝíùí ðñùôåúíéêþí óõóôáôéêþí

ôùí JNK êáé ERK ìåôáãùãéêþí ìïíïðáôéþí.20

Ç ìåëÝôç áõôÞ Ýäåéîå üôé ôï ìç÷áíéêü öïñôßï áõîÜíåé

ôçí Ýêöñáóç ôùí ðñùôåúíþí-ìåëþí ôùí ïéêïãåíåéþí

Åéêüíá 10. Áðïõóßá áíïóï÷ñþóçò (á) êáé ìÝôñéá (â) áíïóïÝêöñáóç ôïõ ìåôáãñáöéêïý ñõèìéóôÞ Cbfa1/Runx2, óôéò 2 þñåò áðü ôçí Ýíáñîç ôçò

ðåéñáìáôéêÞò äéáäéêáóßáò, óå ðåéñáìáôüæùá ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ êáé óêëçñÞ ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á. ÌÝôñéá (ã) êáé Ýíôïíç (ä) áíïóï÷ñþóç ãéá ôïí Cbfa1/

Runx2, óôéò 24 þñåò, óå ðåéñáìáôüæùá ðïõ Ýëáâáí ìáëáêÞ êáé óêëçñÞ ôñïöÞ, áíôßóôïé÷á (áõèåíôéêÝò ìåãåèýíóåéò ´200).
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ôùí ìåôáãñáöéêþí ðáñáãüíôùí Jun êáé Fos óôá ÷ïí-

äñïêýôôáñá ôçò áñèñéêÞò åðéöÜíåéáò. Åßíáé ãíùóôü üôé

ïé ðñùôåÀíåò áõôÝò ó÷çìáôßæïõí ïìï- Þ êáé åôåñïäéìå-

ñÞ, óõíèÝôïíôáò ôï ìåôáãñáöéêü óýìðëïêï ÁÑ-1.21

Ðñïçãïýìåíåò ìåëÝôåò Ý÷ïõí áíáäåßîåé ôï äéáöïñåôéêü

ñüëï ôùí Jun êáé Fos ÁÑ-1 ðñùôåúíþí óôç ñýèìéóç ôçò

ëåéôïõñãßáò ôùí êõôôÜñùí. Áíáëõôéêüôåñá, åíþ ç åíåñ-

ãïðïßçóç ôçò c-Jun óõíôåëåß êõñßùò óôçí ðñïáãùãÞ

ôïõ êõôôáñéêïý ðïëëáðëáóéáóìïý, ç åíåñãïðïßçóç ôùí

JunB êáé JunD Ý÷åé êáôÜ êýñéï ëüãï áíôé-ìéôùôéêÞ äñÜ-

óç, åðÜãïíôáò ôçí áðüðôùóç.9,22 Ôá ìÝëç ôçò ïéêïãÝíåéáò

ôùí Fos ðñùôåúíþí, åðßóçò, åíÝ÷ïíôáé ôüóï óôïí ðïëëá-

ðëáóéáóìü üóï êáé óôçí áðüðôùóç ôùí êõôôÜñùí.

Ôá áðïôåëÝóìáôá ôçò ðáñïýóáò Ýñåõíáò êáôáäåéêíý-

ïõí ôçí ýðáñîç óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞò äéáöïñÜò óôçí

áíïóïÝêöñáóç ôùí ðñùôåúíþí pc-Jun, JunB, JunD, c-

Fos, Fra-1 êáé Fra-2 óôéò 24 óå ó÷Ýóç ìå ôéò 2 þñåò áðü

ôçí Ýíáñîç ôçò ðåéñáìáôéêÞò äéáäéêáóßáò, êõñßùò óôá

æþá ðïõ ôñÝöïíôáí ìå óêëçñÞ ôñïöÞ. Åßíáé ãíùóôü üôé

ôá êýôôáñá ôïõ áñèñéêïý ÷üíäñïõ ðïëëáðëáóéÜæïíôáé,

õðåñôñÝöïíôáé êáé óôç óõíÝ÷åéá áðïðßðôïõí. Óôçí ðá-

ñïýóá ìåëÝôç, ïé ÁÑ-1 ðñùôåÀíåò âñÝèçêáí õðåñåê-

öñáóìÝíåò óå üëá ôá óôÜäéá äéáöïñïðïßçóçò ôùí êõô-

ôÜñùí ôïõ áñèñéêïý ÷üíäñïõ óôïõò êïíäýëïõò ôùí

êñïôáöïãíáèéêþí äéáñèñþóåùí. Ôá äåäïìÝíá áõôÜ õðï-

äçëþíïõí üôé ç ìç÷áíï-åîáñôþìåíç åíåñãïðïßçóç üëùí

ôùí ÁÑ-1 ðñùôåúíþí äéáäñáìáôßæåé óçìáíôéêü ñüëï ôüóï

óôïí ðïëëáðëáóéáóìü êáé ôç äéáöïñïðïßçóç üóï êáé

óôçí áðüðôùóç ôùí ÷ïíäñïêõôôÜñùí êáé óõíÜäïõí

áðüëõôá ìå åõñÞìáôá óå êõôôáñéêÝò óåéñÝò áíèñþðéíùí

ïóôåïâëáóôþí êáé éíïâëáóôþí, ðïõ äåß÷íïõí áýîçóç

ôùí åðéðÝäùí Ýêöñáóçò êáé åíåñãïðïßçóçò ôçò c-Jun

õðü ôçí åðßäñáóç ìç÷áíéêÞò ôÜóçò.11,23 Åßíáé ãíùóôü

üôé ç JNK MAP êéíÜóç öùóöïñõëéþíåé êáé, óõíåðþò,

åíåñãïðïéåß ôç c-Jun, åíþ óõììåôÝ÷åé êáé óôçí åíåñãï-

ðïßçóç ôçò c-Fos.9 ÓõãêåêñéìÝíá, ïé JNK ÌÁÑKs åíåñ-

ãïðïéïýí ôç c-Jun öùóöïñõëéþíïíôáò ñõèìéóôéêÜ êá-

ôÜëïéðá óôï áìéíïôåëéêü Üêñï ôçò ðñùôåÀíçò (Ser-63

êáé Ser-73).24,25 H öùóöïñõëéùìÝíç-åíåñãüò ìïñöÞ ôçò

ðñùôåÀíçò c-Jun (pc-Jun) åéóÝñ÷åôáé óôïí ðõñÞíá ôïõ

êõôôÜñïõ, üðïõ áóêåß ôç äñÜóç ôçò ùò ìåôáãñáöéêüò

ðáñÜãïíôáò ëåéôïõñãþíôáò ùò èåôéêüò ñõèìéóôÞò ôçò

äéáöïñïðïßçóçò êáé ôïõ ðïëëáðëáóéáóìïý äéáöüñùí

ôýðùí êõôôÜñùí, üðùò éíïâëáóôþí, çðáôïêõôôÜñùí êáé

ïóôåïâëáóôþí.21

Ç ðáñïýóá ìåëÝôç êáôÝäåéîå åðáãùãÞ ôçò áíïóïÝê-

öñáóçò ôçò öùóöïñõëéùìÝíçò-åíåñãïðïéçìÝíçò ìïñ-

öÞò ôçò c-Jun (pc-Jun) óôá êýôôáñá ôïõ áñèñéêïý ÷üí-

äñïõ, ìåôÜ ôçí åöáñìïãÞ ìç÷áíéêïý öïñôßïõ. Ôï ðñïößë

åíåñãïðïßçóçò ôçò pc-Jun óôéò éóôïëïãéêÝò ôïìÝò ðïõ

ìåëåôÞèçêáí âñéóêüôáí óå óýìðëåõóç ìå ôï ðñïößë ôçò

êéíÜóçò p-JNK ðïõ ôç öùóöïñõëéþíåé. Áðü ôá äåäïìÝ-

íá áõôÜ åîÜãåôáé ôï óõìðÝñáóìá üôé ôï ìç÷áíéêü öïñ-

ôßï ðñïêáëåß åðáãùãÞ ôïõ JNK–c-Jun ìïíïðáôéïý ìåôá-

ãùãÞò óÞìáôïò óôá êýôôáñá ôïõ áñèñéêïý ÷üíäñïõ,

óõììåôÝ÷ïíôáò óôç äéáöïñïðïßçóÞ ôïõò. Ç JNK2 åíôï-

ðßóôçêå êõñßùò óôï êõôôáñüðëáóìá ôùí ÷ïíäñïêõôôÜ-

ñùí, åíþ ç öùóöïñõëéùìÝíç-åíåñãüò ìïñöÞ ôçò (p-

JNK), êáèþò êáé ç åíåñãïðïéçìÝíç ìïñöÞ ôçò c-Jun

(pc-Jun), åìöÜíéóáí, êáôÜ âÜóç, ðõñçíéêÞ åíôüðéóç. Ôá

óôïé÷åßá áõôÜ óõíçãïñïýí õðÝñ ìéáò «åíïñ÷çóôñùìÝ-

íçò» åðáãùãÞò ôïõ ìïíïðáôéïý óôïí áñèñéêü ÷üíäñï

ìåôÜ ôçí åðßäñáóç ìç÷áíéêïý öïñôßïõ. Åéäéêüôåñá, ç

åðßäñáóç ôïõ ìç÷áíéêïý öïñôßïõ óôéò êéíÜóåò ôïõ êõô-

ôáñïðëÜóìáôïò ðïõ âñßóêïíôáé óå êáôÜóôáóç «çñåìßáò»

åðÜãåé ôçí åíåñãïðïßçóç êáé ôç ìåôáíÜóôåõóÞ ôïõò óôïí

ðõñÞíá ôïõ ÷ïíäñïêõôôÜñïõ, üðïõ ç pc-Jun ðñïóäÝíå-

ôáé óôïõò õðïêéíçôÝò ôùí ãïíéäßùí-óôü÷ùí áóêþíôáò

ôç äñÜóç ôçò ùò åíåñãüò ìåôáãñáöéêüò ðáñÜãïíôáò.

Óôïí ðõñÞíá ôïõ êõôôÜñïõ, ç ðñùôåÀíç c-Jun ïìïäé-

ìåñßæåôáé Þ åôåñïäéìåñßæåôáé ìå ôç c-Fos, äçìéïõñãþíôáò

ôï ìåôáãñáöéêü ðáñÜãïíôá ÁÑ-1. Ðñüóöáôá, äåß÷èçêå

üôé áýîçóç ôçò ìç÷áíéêÞò ôÜóçò ðñïêáëåß áýîçóç ôçò

Ýêöñáóçò Þ êáé ôçò åíåñãïðïßçóçò ôçò c-Fos óå êõôôá-

ñéêÝò óåéñÝò éíïâëáóôþí êáé ïóôåïâëáóôþí.11,23 Óå óõì-

öùíßá ìå áõôü ôï åýñçìá, óôçí ðáñïýóá ìåëÝôç äéáðé-

óôþèçêå áýîçóç ôçò áíïóïÝêöñáóçò ôçò ðñùôåÀíçò óôá

÷ïíäñïêýôôáñá ôçò êñïôáöïãíáèéêÞò äéÜñèñùóçò åðß-

ìõùí, õðü ôçí åðßäñáóç ìç÷áíéêïý öïñôßïõ (åßäïò ôñï-

öÞò êáé ÷ñïíéêÞ äéÜñêåéá ìÜóçóçò). Éäéáßôåñá óçìáíôé-

êü åßíáé ôï óôïé÷åßï üôé ç äéáâÜèìéóç ôùí åðéðÝäùí

áíïóïÝêöñáóçò ôùí ðñùôåúíþí c-Fos êáé pc-Jun Þôáí

óå óõìöùíßá óôá êýôôáñá ôïõ áñèñéêïý ÷üíäñïõ. Ôï

ôåëåõôáßï åßíáé åíäåéêôéêü ôçò óõììåôï÷Þò ôïõ c-Jun–c-

Fos ÁÑ-1 åôåñïäéìåñïýò óôç ìç÷áíï-åðáãüìåíç äéáöï-

ñïðïßçóç ôùí êõôôÜñùí ôïõ áñèñéêïý ÷üíäñïõ. Ç ôáõ-

ôü÷ñïíç õðåñÝêöñáóç ôùí äýï âáóéêþí óõíôåëåóôþí

ôïõ ìåôáãñáöéêïý ðáñÜãïíôá ÁÑ-1, c-Jun êáé c-Fos,

ðáñïõóéÜæåé éäéáßôåñï åíäéáöÝñïí. Åßíáé ãíùóôü üôé ôï

ãïíßäéï c-fos öÝñåé óôïí õðïêéíçôÞ ôïõ óôïé÷åßá, ôá ïðïßá

«áðïêñßíïíôáé» óå åîùêõôôÜñéá åñåèßóìáôá, üðùò êõô-

ôáñïêßíåò, áõîçôéêïß êáé óôñåóïãüíïé ðáñÜãïíôåò. ̧ íá

ôÝôïéï óôïé÷åßï åßíáé ôï SRE (serum response element),

óôï ïðïßï äåóìåýåôáé, ìåôáîý Üëëùí, êáé ôï ìåôáãñáöé-

êü óýìðëïêï TCF (ternary complex factor). Ç JNK öù-

óöïñõëéþíåé êáé åíåñãïðïéåß ôïí TCF, åíéó÷ýïíôáò Ýôóé

ôç SRE-åîáñôþìåíç Ýêöñáóç ôïõ ãïíéäßïõ c-fos.21 Èá

Þôáí åíäéáöÝñïí íá äéåñåõíçèåß êáôÜ ðüóï ç ìç÷áíéêÞ

ðõñïäüôçóç ôïõ JNK ìïíïðáôéïý óõììåôÝ÷åé óôçí áý-

îçóç ôçò Ýêöñáóçò ôçò c-Fos.
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Én vitro ðåéñÜìáôá ðñïôåßíïõí ôç óõììåôï÷Þ ôïõ ERK

MAPK ìïíïðáôéïý ìåôáãùãÞò óÞìáôïò êáé ôïõ ìåôá-

ãñáöéêïý ñõèìéóôÞ Cbfa1/Runx2 óôç äéáöïñïðïßçóç

êáé ùñßìáíóç ôùí ÷ïíäñïâëáóôþí.14,16,26,27 ÅîÜëëïõ, ðñü-

óöáôåò ìåëÝôåò óå êõôôáñéêÝò êáëëéÝñãåéåò ïóôåïâëá-

óôþí Ýäåéîáí üôé õðü ôçí åðßäñáóç ìç÷áíéêïý öïñôßïõ

ïé JNK êáé ERK MAPKs åíåñãïðïéïýí ôïí Cbfa1/Runx2,

ðñïÜãïíôáò, Ýôóé, ôçí ïóôåïâëáóôéêÞ äéáöïñïðïßçóç.12

Óôçí ðñïóðÜèåéÜ ìáò íá åëåã÷èåß ç óõììåôï÷Þ ôçò ERK

MAP êéíÜóçò êáé ôïõ ìåôáãñáöéêïý ñõèìéóôÞ Cbfa1/

Runx2 óôç äéáöïñïðïßçóç ôùí ÷ïíäñïêõôôÜñùí in vivo,

åêôéìÞèçêå ç ìç÷áíï-åðáãüìåíç áíïóïÝêöñáóÞ ôïõò

óôá êýôôáñá ôïõ áñèñéêïý ÷üíäñïõ. Ôï ðñïößë êõôôáñé-

êÞò Ýêöñáóçò ôçò p-ERK Þôáí óå óõìöùíßá ìå áõôü

ôïõ Cbfa1/Runx2, óôéò éóôïëïãéêÝò ôïìÝò ðïõ åêôéìÞ-

èçêáí. Ç åíôüðéóç êáé ôùí äýï ðñùôåúíþí Þôáí êõñßùò

ðõñçíéêÞ êáé áöïñïýóå óå üëá ôá êýôôáñá ôïõ áñèñé-

êïý ÷üíäñïõ. Ôá åõñÞìáôá áõôÜ õðïäçëþíïõí üôé ôï

ìç÷áíéêü öïñôßï ðñïêáëåß ôç äéÝãåñóç ôïõ ìåôáãñáöé-

êïý ðáñÜãïíôá Cbfa1/Runx2, ç ïðïßá åîáñôÜôáé áðü

ôç öùóöïñõëßùóç-åíåñãïðïßçóç ôçò ERK MAP êéíÜ-

óçò, êáé âñßóêïíôáé óå ðëÞñç óýìðëåõóç ìå áíôßóôïé÷á

åõñÞìáôá óôïõò ïóôåïâëÜóôåò.12

Ðñüóöáôåò ìåëÝôåò Ý÷ïõí äåßîåé üôé ôá óõóôáôéêÜ

ôùí ìïíïðáôéþí ìåôáãùãÞò óÞìáôïò JNK–ÁÑ-1 êáé ERK

äéáôåëïýí óå äéáñêÞ áëëçëåðßäñáóç ìå ôï ìåôáãñáöéêü

ñõèìéóôÞ Cbfa1/Runx2. ÓõãêåêñéìÝíá, in vitro ðåéñÜ-

ìáôá Ýäåéîáí üôé ôá êýñéá óõóôáôéêÜ ôïõ ìåôáãñáöéêïý

ðáñÜãïíôá ÁÑ-1, ïé ðñùôåÀíåò c-Jun êáé c-Fos, äéáíôé-

äñïýí in vitro êáé in vivo ìå ôïí Cbfa1/Runx2, ï ïðïßïò

öÝñåé óôïí õðïêéíçôÞ ôïõ ãïíéäßïõ ðïõ ôïí êùäéêïðïéåß

èÝóç äÝóìåõóçò ãéá ôï ÁÑ-1 óýìðëïêï.28,29 Óôçí ðá-

ñïýóá ìåëÝôç ðáñáôçñÞèçêå åíßó÷õóç ôùí åðéðÝäùí

Ýêöñáóçò ôïõ Cbfa1/Runx2 óôá êýôôáñá ôïõ áñèñéêïý

÷üíäñïõ ìåôÜ ôçí åðßäñáóç ìç÷áíéêïý öïñôßïõ, ðïõ

óõíïäåõüôáí áðü ðáñÜëëçëç áýîçóç ôùí åðéðÝäùí Ýê-

öñáóçò ôùí êõñßáñ÷ùí óõóôáôéêþí ôïõ ìåôáãñáöéêïý

äéìåñïýò ÁÑ-1 (ðñùôåúíþí pc-Jun êáé c-Fos) êáé ôùí

JNK êáé ERK MAP êéíáóþí ðïõ ôá öùóöïñõëéþíïõí.

Ôá åõñÞìáôá áõôÜ õðïäçëþíïõí üôé åßíáé ðéèáíü ôá

ìç÷áíï-åðáãüìåíá óçìáôïäïôéêÜ ìïíïðÜôéá ôùí JNK

êáé ERK MAÑ êéíáóþí íá ðñïÜãïõí ôçí åíåñãïðïßçóç

ôïõ ìåôáãñáöéêïý ðáñÜãïíôá Cbfa1/Runx2, åßôå ìå

Üìåóç öùóöïñõëßùóÞ ôïõ, åßôå ìÝóù åíåñãïðïßçóçò

ôïõ ÁÑ-1 äéìåñïýò, óõììåôÝ÷ïíôáò êáô’ áõôüí ôïí ôñü-

ðï óôç äéáöïñïðïßçóç, ôïí ðïëëáðëáóéáóìü êáé ôçí

ùñßìáíóç ôùí ÷ïíäñïêõôôÜñùí. Áðáéôïýíôáé ðåñéóóüôå-

ñåò âéï÷çìéêÝò/ëåéôïõñãéêÝò ìåëÝôåò ðñïêåéìÝíïõ íá

áðïäåé÷èåß áõôÞ ç õðüèåóç.

Ôá ÷ïíäñïêýôôáñá ôïõ õáëïåéäïýò ÷üíäñïõ ðïëëá-

ðëáóéÜæïíôáé, õðåñôñÝöïíôáé, áóâåóôïðïéïýíôáé êáé ôå-

ëéêÜ áðïðßðôïõí. Ç åíáðïìåßíáóá ÷üíäñéíç åîùêõôôÜ-

ñéá èåìÝëéá ïõóßá ó÷çìáôßæåé éêñßùìá, ôï ïðïßï ÷ñçóé-

ìïðïéåßôáé áðü ôïõò ïóôåïâëÜóôåò ðñïêåéìÝíïõ íá åíá-

ðïèÝóïõí íåïó÷çìáôéæüìåíï ïóôßôç éóôü. ̧ íá åíäéáöÝ-

ñïí éóôïìïñöïëïãéêü åýñçìá ôçò ðáñïýóáò ìåëÝôçò åßíáé

üôé óôï õðï÷üíäñéï ïóôü áíáãíùñßóôçêáí åíåñãïðïéç-

ìÝíïé ïóôåïâëÜóôåò êáé åíáðüèåóç Üùñïõ ïóôßôç éóôïý.

Åßíáé ãíùóôü üôé ïé ÌÁÑ êéíÜóåò êáé ï ìåôáãñáöéêüò

ñõèìéóôÞò Cbfa1/Runx2 ðáßæïõí óçìáíôéêü ñüëï óôïí

ðïëëáðëáóéáóìü êáé ôç äéáöïñïðïßçóç ôùí ïóôåïâëá-

óôþí,13,30 êáèþò êáé üôé ôï ìç÷áíéêü stress åðÜãåé ôçí

åíåñãïðïßçóç ôùí JNK êáé ERK MAPK ìåôáãùãéêþí

ïäþí êáé ôùí ìåôáãñáöéêþí ðáñáãüíôùí ÁÑ-1 êáé

Cbfa1/Runx2 óå áíèñþðéíá ïóôåïâëáóôéêÜ êýôôáñá.11,12

Óå óõìöùíßá ìå áõôÜ ôá åõñÞìáôá, ïé ïóôåïâëÜóôåò ôïõ

õðï÷üíäñéïõ ïóôïý ôçò êñïôáöïãíáèéêÞò äéÜñèñùóçò

ôùí åðßìõùí ðïõ åëÝã÷èçêáí óôç ìåëÝôç áõôÞ áíÝäåé-

îáí áõîçìÝíç áíïóïÝêöñáóç ãéá üëåò ôéò ðñùôåÀíåò

ðïõ åîåôÜóôçêáí. Ç Ýêöñáóç Þôáí éäéáßôåñá áõîçìÝíç

óôá æþá ðïõ ôñÝöïíôáí ìå óêëçñÞ ôñïöÞ, ãéá 24 þñåò

áðü ôçí Ýíáñîç ôçò ðåéñáìáôéêÞò äéáäéêáóßáò. Ôá óôïé-

÷åßá áõôÜ õðïäçëþíïõí üôé ôï ìç÷áíéêü öïñôßï åðéäñÜ

ü÷é ìüíï óôá ÷ïíäñïêýôôáñá ôïõ áñèñéêïý ÷üíäñïõ,

áëëÜ êáé óôïõò õðï÷üíäñéïõò ïóôåïâëÜóôåò, åðÜãïíôáò

ôç äéÝãåñóÞ ôïõò ìÝóù ôçò JNK, ERK–ÁÑ-1-åîáñôþìå-

íçò åíåñãïðïßçóçò ôïõ «êñßóéìïõ» ñõèìéóôÞ ôçò

ïóôåïâëáóôéêÞò äéáöïñïðïßçóçò, Cbfa1/Runx2. Âéï÷ç-

ìéêÝò ìåëÝôåò âñßóêïíôáé óå åîÝëéîç óôï ÅñãáóôÞñéü

ìáò ãéá ôçí åðéâåâáßùóç áõôÞò ôçò õðüèåóçò.

Óôçí ðáñïýóá ìåëÝôç äåß÷èçêå üôé ôï ìç÷áíéêü öïñ-

ôßï åðÜãåé ôçí JNK, ERK–ÁÑ-1-åîáñôþìåíç åíåñãïðïßç-

óç ôïõ ìåôáãñáöéêïý ðáñÜãïíôá Cbfa1/Runx2, óõììå-

ôÝ÷ïíôáò, Ýôóé, óôç äéáöïñïðïßçóç/ùñßìáíóç ôùí êõô-

ôÜñùí ôïõ áñèñéêïý ÷üíäñïõ. ËáìâÜíïíôáò õðüøç ôï

óçìáíôéêü ñüëï ðïõ äéáäñáìáôßæïõí ïé JNK êáé ERK

MAPKs êáé ï Cbfa1/Runx2 óôç âéïëïãßá ôùí ÷ïíäñï-

êõôôÜñùí êáé ôùí ïóôåïâëáóôþí, ç ôáõôïðïßçóç åñåèé-

óìÜôùí ðïõ áõîÜíïõí ôçí Ýêöñáóç êáé ðñïÜãïõí ôç

ëåéôïõñãßá ôïõò èá ìðïñïýóå íá ïäçãÞóåé óå íÝåò èå-

ñáðåõôéêÝò ðñïóåããßóåéò ðáèïëïãéêþí êáôáóôÜóåùí ðïõ

ó÷åôßæïíôáé ìå áðþëåéá ÷üíäñïõ Þ êáé ïóôïý. ¸ôóé, ç

åöáñìïãÞ åëåã÷üìåíïõ ìç÷áíéêïý öïñôßïõ èá Þôáí

äõíáôü íá åíéó÷ýóåé ôç ÷ïíäñïãåíåôéêÞ äéáäéêáóßá óå

áóèåíåßò ðïõ ðÜó÷ïõí áðü ÷ïíäñïäõóðëáóôéêÜ/á÷ïí-

äñïðëáóôéêÜ íïóÞìáôá. Ôá íïóÞìáôá áõôÜ êëçñïíïìïý-

íôáé êáôÜ ôïí åðéêñáôÞ áõôïóùìéêü ôýðï êáé ÷áñáêôçñß-

æïíôáé áðü äéáôáñá÷Þ óôçí áíÜðôõîç ôïõ ÷ïíäñéêïý
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éóôïý. ÅöáñìïãÞ êáôÜëëçëïõ ìç÷áíéêïý öïñôßïõ èá

ìðïñïýóå íá åíéó÷ýóåé ôç äéáäéêáóßá ôçò ÷ïíäñïãÝíå-

óçò, âåëôéþíïíôáò ôçí ðïéüôçôá æùÞò ôùí áóèåíþí.

¸íá óçìáíôéêü ðåäßï èåñáðåõôéêþí åöáñìïãþí ôùí

ìç÷áíéêþí äõíÜìåùí åßíáé ç áíôéìåôþðéóç ãíáèïðñï-

óùðéêþí áíùìáëéþí. ¸ôóé, ï ðñïãíáèéóìüò ôçò êÜôù

ãíÜèïõ áíôéìåôùðßæåôáé ìå åöáñìïãÞ äõíÜìåùí óôïí

ðþãùíá ôùí áóèåíþí, óå ìéá ðñïóðÜèåéá ðåñéïñéóìïý

ôçò ðåñáéôÝñù áíÜðôõîçò ôçò êÜôù ãíÜèïõ. ÅðéðëÝïí, ç

ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç èá ìðïñïýóå íá óõìâÜëåé óôç èåñá-

ðåõôéêÞ áíôéìåôþðéóç êáôáóôÜóåùí ðïõ ó÷åôßæïíôáé ìå

äéáôáñá÷Ýò ôçò áýîçóçò/áíÜðôõîçò ôùí ïóôþí ãåíéêü-

ôåñá. ËáìâÜíïíôáò õðüøç ôï óðïõäáßï ñüëï ôùí ìç÷á-

íéêþí öïñôßùí óôçí áíÜðôõîç ôùí ïóôþí, ç ðëÞñçò

äéáëåýêáíóç ôïõ ìç÷áíéóìïý ìåôáãùãÞò óÞìáôïò ôùí

ìç÷áíéêþí äõíÜìåùí èá Ýäéíå ôç äõíáôüôçôá èåñáðåõ-

ôéêÞò ðáñÝìâáóçò ìÝóù de novo ó÷åäéáóìïý ìéêñïìï-

ñéáêþí öáñìáêåõôéêþí ïõóéþí, ðïõ ìðïñïýí íá óôï-

÷åýïõí åðéëåêôéêÜ óå ðñùôåÀíåò-óõóôáôéêÜ ôùí ìïíï-

ðáôéþí, ìå óêïðü ôçí åíåñãïðïßçóç Þ êáôáóôïëÞ ôïõò

êáé, åðïìÝíùò, ôçí åõüäùóç Þ ðáñåìðüäéóç ôçò óçìá-

ôïäïôéêÞò äéáäéêáóßáò. ÐÝñá áðü ôçí ðñïïðôéêÞ ìéáò

ôÝôïéáò óôñáôçãéêÞò óå óïâáñÝò ðáèÞóåéò ôùí ïóôþí

(ð.÷. ïóôåïðüñùóç), ç óçìåñéíÞ åðï÷Þ –áëëÜ ðïëý ðå-

ñéóóüôåñï ôï áðþôåñï(;) äéáðëáíçôéêü ìáò ìÝëëïí– åðé-

âÜëëåé ôÝôïéïõ åßäïõò, èåùñçôéêÝò ðñïò ôï ðáñüí, ðñï-

óåããßóåéò óå êáôáóôÜóåéò ìåéùìÝíçò âáñýôçôáò.

ABSTRACT
................................................................................................................................................................................

Increased cartilage loading triggers differentiation/maturation of articular surface
chondroblasts via activation of the MAPK–AP-1 signal transduction pathway

D.J. PAPACHRISTOU,1 N.J. AGNANTIS,1 A.G. PAPAVASSILIOU,2 E.K. BASDRA3

1Department of Pathology, School of Medicine, University of Ioannina, Ioannina, 2Department

of Biochemistry, School of Medicine, University of Patras, Patras, 3Department of Orthodontics,

School of Dentistry, Aristïtle University of Thessaloniki, Thessaloniki, Greece

Archives of Hellenic Medicine 2004, 21(6):528–545

OBJECTIVE Mechanical loading is an important regulator of chondro-osteogenesis and a determinant of

skeletal morphology. The molecular mechanisms underlying the chondroblastic response to mechanical cues

remain elusive. Mitogen-activated protein/stress activated protein (MAP/SAP) kinase (MAPK) pathways and

the activator protein-1 (AP-1) transcription complex have been shown to be involved in mechanically-stimulat-

ed osteoblast differentiation. Also, mechano-induced extracellular signal-regulated kinase (ERK) MAPKs activate

the bone-specific transcriptional modulator core binding factor 1 (Cbfa1) Runx2, which is engaged in osteob-

last/chondroblast (patho)biology. The present study was undertaken to explore the effect of mechanical load on

c-Jun N-terminal kinase (JNK)–AP-1 and ERK signal transduction pathways activation and its implication in

articular cartilage biology. METHOD One hundred rats were assigned to two groups: the first group was fed

hard diet, causing increased joint loading, while the second was fed soft diet, simulating normal mastication.

Biopsies from the temporomandibular joints of both groups were obtained at 2 and 24 hours post-experiment

initiation, and the expression levels of a range of protein profiles were assessed immunohistochemically, specif-

ically: pc-Jun (phosphorylated-active form of c-Jun), JunB and JunD (members of the Jun family of proteins),

c-Fos (the major pc-Jun partner in forming the AP-1 transcription complex), Fra-1 and Fra-2 (members of the

Fos family of proteins), JNK2 (principal c-Jun kinase), p-JNK (phosphorylated-active form of JNK), p-ERK

(phosphorylated-active ERK species) and Cbfa1/Runx2. The above protein profiles were subjected to statistical

correlation. RESULTS The protein levels of pc-Jun, c-Fos, p-ERK and Cbfa1/Runx2, but not those of JNK2, p-

JNK, JunB, JunD, Fra-1 and Fra-2 were significantly higher in rats fed hard diet, at 24 but not at 2 hours after

the experiment initiation. The immunoexpression of pc-Jun, JunB, JunD, c-Fos, Fra-1, Fra-2, p-JNK, p-ERK and

Cbfa1/Runx2 was significantly enhanced at 24 compared to 2 hours, especially in animals fed hard diet.

CONCLUSIONS Increased cartilage loading induces the MAPK signaling pathway and it appears that the

mechano-potentiated JNK and ERK cascades “converge” on AP-1 and Cbfa1/Runx2 transcription factors to

regulate the chondroblastic differentiation/maturation process.
................................................................................................................................................................................
Key words: AP-1, Cbfa1/Runx2, Chondrocytes, MAP kinase, Mechanical load
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