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ÓÊÏÐÏÓ. ¸íáò áðü ôïõò óçìáíôéêüôåñïõò óôü÷ïõò ôçò Ýñåõíáò ó÷åôéêÜ
ìå ôçí ïìïéüóôáóç êáé äéáöïñïðïßçóç ôùí ïóôéêþí êõôôÜñùí åßíáé ç êá-
ôáíüçóç ôïõ ôñüðïõ ìå ôïí ïðïßï ïé ìç÷áíéêÝò äõíÜìåéò åðçñåÜæïõí áõ-
ôÝò ôéò ëåéôïõñãßåò. Ìéá óåéñÜ áðü ìåëÝôåò äåß÷íïõí üôé ôá ïóôåïâëáóôé-
êÜ (ïóôåïóõíèåôéêÜ) êýôôáñá áðïêñßíïíôáé óôçí Üóêçóç ìç÷áíéêþí öïñ-
ôßùí ìåôÜãïíôáò êáôÜëëçëá óÞìáôá, ðïõ ôñïðïðïéïýí ôçí Ýêöñáóç ãï-
íéäßùí ó÷åôéêþí ìå ôçí ïóôåïâëáóôéêÞ äéáöïñïðïßçóç. Èåìåëéþäç ñüëï
óôçí ïóôåïâëáóôéêÞ äéáöïñïðïßçóç êáé ëåéôïõñãßá Ý÷åé ï ìåôáãñáöéêüò
ðáñÜãïíôáò Cbfa1. ÕËÉÊÏ-ÌÅÈÏÄÏÓ. Ðñùôïãåíåßò êáëëéÝñãåéåò áíèñþðé-
íùí ïóôåïâëáóôéêþí êõôôÜñùí õðïâëÞèçêáí óå ìéêñïý âáèìïý óõíå÷Þ
ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç, ìå ôç ÷ñÞóç ìéáò êáôï÷õñùìÝíçò äéåèíþò ðåéñáìáôé-
êÞò äéÜôáîçò åöáñìïãÞò åëåã÷üìåíçò ìç÷áíéêÞò ôÜóçò. Ôå÷íéêÝò áíÜëõ-
óçò êáôÜ Northern/áíïóïáíß÷íåõóçò êáôÜ Western êáé äïêéìáóßåò ìåôá-
âïëÞò çëåêôñïöïñçôéêÞò êéíçôéêüôçôáò, áíáóôïëÞò ôçò äñÜóçò êéíáóþí,
áíôßäñáóçò êéíÜóçò óå ðÞ-êôùìá êáé óõí-áíïóïêáèßæçóçò ÷ñçóéìïðïéÞ-
èçêáí ãéá íá äéåñåõíçèåß ï ñüëïò ôïõ Cbfa1 óôç ìç÷áíï-ìåôáãùãÞ. ÁÐÏ-
ÔÅËÅÓÌÁÔÁ. H Üóêçóç öõóéïëïãéêþí åðéðÝäùí ìç÷áíéêÞò ôÜóçò óå áí-
èñþðéíá ïóôåïâëáóôéêÜ êýôôáñá åðÜãåé Üìåóá ôçí Ýêöñáóç áëëÜ êáé
ôçí éêáíüôçôá ðñüóäåóçò óôï DNA ôïõ Cbfa1. Ôï öáéíüìåíï áõôü öáßíå-
ôáé íá �æõãïóôáèìßæåôáé� áðü ôçí åðáãùãÞ ôçò äñÜóçò ôùí MAP êéíáóþí
(MAPÊs), ìåôÜ áðü ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç. ÓõãêåêñéìÝíá, ç MAP êéíÜóç ERK
åíåñãïðïéåßôáé ìåôÜ áðü ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç, áëëçëåðéäñÜ ìå ôïí Cbfa1
in vivo êáé ðõñïäïôåß ôç äñÜóç ôïõ ìÝóù öùóöïñõëßùóçò. ÓÕÌÐÅÑÁÓÌÁ-
ÔÁ Ôá åõñÞìáôá ôçò ðáñïýóáò ìåëÝôçò óõíäÝïõí ãéá ðñþôç öïñÜ ôç ìç-
÷áíéêÞ äéÝãåñóç ìå ôç äéáäéêáóßá ôçò ïóôåïâëáóôéêÞò äéáöïñïðïßçóçò. Ç
ôáõôïðïßçóç ôùí åéäéêþí ôñïðïðïéçôþí êáé óõìðáñáãüíôùí ðïõ ëåéôïõñ-
ãïýí ó� áõôü ôï êýêëùìá åðáãùãÞò ôçò ìåôáãñáöÞò ìåôÜ áðü ìç÷áíéêÞ
äéÝãåñóç, áíáìÝíåôáé íá óõìâÜëåé óôçí êáëýôåñç êáôáíüçóç ôïõ ñüëïõ
ôçò ìç÷áíéêÞò ôÜóçò óôç öõóéïëïãßá ôïõ ïóôïý êáé ìðïñåß íá èÝóåé ôéò
âÜóåéò ãéá ìç öáñìáêåõôéêÝò ðáñåìâÜóåéò óôéò ðáèïëïãéêÝò êáôáóôÜóåéò
ðïõ ÷áñáêôçñßæïíôáé áðü áðþëåéá ïóôéêÞò ìÜæáò.
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Áðü êáéñü åßíáé ãíùóôü üôé ç ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç

åßíáé Ýíáò óçìáíôéêüò ñõèìéóôÞò ôçò ïìïéüóôáóçò ôïõ

ïóôïý êáé êáèïñéóôéêüò ðáñÜãïíôáò ôçò ìïñöïëïãßáò

ôïõ óêåëåôïý êáôÜ ôç äéÜñêåéá ôçò áíÜðôõîçò êáé óôçí

åíÞëéêï æùÞ.1 Ç åìðëïêÞ ôçò ìç÷áíéêÞò äéÝãåñóçò óôéò

äéáäéêáóßåò ôçò ïóôéêÞò áíÜðôõîçò (áýîçóç, ïóôåïðïßç-

óç êáé áíÜðëáóç) êáôáäåéêíýïõí ôç óðïõäáéüôçôá ôçò

êáôáíüçóçò ôçò åðßäñáóçò ôïõ ìç÷áíéêïý öüñôïõ óôçí

ïóôåïâëáóôéêÞ äéáöïñïðïßçóç êáé ëåéôïõñãßá. ÌÝ÷ñé

óÞìåñá ëßãá åßíáé ãíùóôÜ, êáé áõôÜ åëëéðÞ Þ áíôéöáôé-

êÜ, ãéá ôá ìïñéáêÜ ãåãïíüôá/ìç÷áíéóìïýò ðïõ åíÝ÷ï-

íôáé óôç ìåôáôñïðÞ ìç÷áíéêþí óçìÜôùí óå âéï÷çìéêÝò

áðïêñßóåéò, ïé ïðïßåò áðïëÞãïõí óå ãåíåôéêü åðáíáðñï-

ãñáììáôéóìü ôùí ïóôéêþí êõôôÜñùí.

Ôï ïóôü ðáñÜãåôáé áðü ôïõò ïóôåïâëÜóôåò, ïé ïðïßïé

ðñïÝñ÷ïíôáé áðü ôá ìåóåã÷õìáôéêÜ ðïëõäýíáìá êýôôá-

ñá. Ï êýñéïò ñõèìéóôÞò ôçò ïóôåïâëáóôéêÞò äéáöïñïðïß-

çóçò åßíáé ï ìåôáãñáöéêüò ðáñÜãïíôáò Cbfa1, ìÝëïò

ôçò ïéêïãÝíåéáò ôùí ìåôáãñáöéêþí ðáñáãüíôùí runt.2

Ï Cbfa1 ðñïóäÝíåôáé óôï cis-ñõèìéóôéêü óôïé÷åßï OSE2,3
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ðïõ åäñÜæåôáé óôçí ðåñéï÷Þ ôïõ õðïêéíçôÞ üëùí ôùí

êýñéùí ïóôåï-åéäéêþí ãïíéäßùí (ïóôåïêáëóßíç, êïëëá-

ãüíï ôýðïõ I, ïóôéêÞ óéáëïðñùôåÀíç, ïóôåïðïíôßíç, áë-

êáëéêÞ öùóöáôÜóç êáé êïëëáãåíÜóç-3), êáé ì’ áõôüí

ôïí ôñüðï åëÝã÷åé ôçí ÝêöñáóÞ ôïõò.2,4,5 Åßíáé ëïéðüí

ðñïöáíÝò üôé ç Ýêöñáóç ôïõ Cbfa1 áðïôåëåß ãåãïíüò-

êëåéäß êáôÜ ôç äéÜñêåéá ôçò ïóôéêÞò äéáöïñïðïßçóçò êáé

ôçò óêåëåôïãÝíåóçò.6–9 ÌÝëç ôçò ïéêïãÝíåéáò ôùí ïìï-

/åôåñïäéìåñþí ìåôáãñáöéêþí ðáñáãüíôùí AP-1 ðáßæïõí

åðßóçò áðïöáóéóôéêü ñüëï óôç ñýèìéóç ãïíéäßùí ðïõ

åêöñÜæïíôáé íùñßò óôçí ïóôåïâëáóôéêÞ äéáöïñïðïßçóç.

¸ôóé, ç Ýêöñáóç ãïíéäßùí üðùò ïóôåïêáëóßíçò, êïëëá-

ãüíïõ ôýðïõ I, ïóôåïðïíôßíçò, áëêáëéêÞò öùóöáôÜóçò

êáé êïëëáãåíÜóçò-3, ðïõ âñßóêåôáé êÜôù áðü ôïí Ýëåã-

÷ï ôïõ Cbfa1, åîáñôÜôáé åðßóçò êáé áðü ôïõò ðáñÜãï-

íôåò AP-1.10–12

Ìéá óåéñÜ áðü åõñÞìáôá ðñïôåßíïõí üôé ç óçìáôïäü-

ôçóç ìÝóù ôùí MAPKs åßíáé ïõóéáóôéêÞò óçìáóßáò ãéá

ôá ðñþéìá óôÜäéá ôçò ïóôåïâëáóôéêÞò äéáöïñïðïßçóçò.13–17

ÅðéðëÝïí, Ý÷åé äåé÷èåß üôé ç óçìáôïäüôçóç ìÝóù ôçò

ERK MAPK ðõñïäïôåß ôçí Ýêöñáóç ïóôåïåéäéêþí ãïíé-

äßùí ìåôÜ áðü áëëçëåðßäñáóç ôçò åîùêõôôÜñéáò ïõóßáò

ìå ôïí õðïäï÷Ýá ôçò éíôåãêñßíçò, êáèþò êáé ìåôÜ áðü

ìç÷áíéêÞ ðßåóç.18,19 Ðñüóöáôá, ìå ôç ÷ñÞóç åíüò êáôï-

÷õñùìÝíïõ óôç äéåèíÞ âéâëéïãñáößá óõóôÞìáôïò åöáñ-

ìïãÞò ìç÷áíéêÞò ôÜóçò (âë. ó÷Þìá óôï ÐáñÜñôçìá) óå

ðñùôïãåíÞ áíèñþðéíá ïóôåïâëáóôéêÜ êýôôáñá ðïõ ðñï-

Ýñ÷ïíôáé áðü ôïí ðåñéïäïíôéêü óýíäåóìï (hPDL) [ðñü-

äñïìïé ïóôåïâëÜóôåò-ìïíôÝëá, ðïõ åßíáé éêáíïß íá äéá-

öïñïðïéçèïýí ðëÞñùò (ïóôåïêýôôáñá) óå áðüêñéóç ðïé-

êßëùí åîùêõôôÜñéùí åñåèéóìÜôùí],20–22 äåß÷èçêå üôé ç

åöáñìïãÞ ìéêñÞò óõíå÷üìåíçò ìç÷áíéêÞò ôÜóçò ó’ áõôÜ

åðÜãåé ôá÷ýôáôá ôá êýñéá óõóôáôéêÜ óôïé÷åßá ôïõ AP-1,

ôéò ðñùôåÀíåò c-Jun êáé c-Fos, êáé áõîÜíåé ôçí ðñüóäåóÞ

ôïõ óôï DNA-óôü÷ï ôïõ óå ïóôåï-åéäéêÜ ãïíßäéá, ìÝóù

óçìáôïäüôçóçò áðü ôï ìïíïðÜôé ôùí ERK/JNK

MAPKs.23,24

Ïé ðáñáðÜíù ðáñáôçñÞóåéò, óå óõíäõáóìü ìå ðñü-

óöáôá óôïé÷åßá ðïõ äåß÷íïõí üôé ôï ìïíïðÜôé ôùí MAPKs

ìðïñåß íá åíåñãïðïéåß ôïí Cbfa1 in vitro,25 ìáò ïäÞãçóáí

íá äéåñåõíÞóïõìå åÜí êáé ðþò ç Üóêçóç ìç÷áíéêÞò ôÜ-

óçò óå hPDL-ïóôåïâëáóôéêÜ êýôôáñá åðçñåÜæåé ôçí Ýê-

öñáóç êáé åíåñãüôçôá ôïõ Cbfa1, êáèþò åðßóçò êáé êáôÜ

ðüóï ïé MAPKs óõììåôÝ÷ïõí ó’ áõôÞ ôç äéáäéêáóßá.

Ôá áðïôåëÝóìáôÜ ìáò äåß÷íïõí üôé ôüóï ôï ãïíßäéï

üóï êáé ç ðñùôåÀíç Cbfa1 åßíáé Üìåóïé óôü÷ïé ôïõ ìç÷á-

íéêïý åñåèéóìïý ó’ áõôÜ ôá êýôôáñá êáé ìÜëéóôá ìå ôñü-

ðï ðïõ åîáñôÜôáé åõèÝùò áðü ôï ìïíïðÜôé ôùí MAPKs.

¸ôóé, èåìåëéþíåôáé Ýíáò óçìáíôéêüò êñßêïò áíÜìåóá óôç

ëåéôïõñãßá åíüò ïóôåï-åéäéêïý ìåôáãñáöéêïý ðáñÜãï-

íôá êáé ôç ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç/åðáãùãÞ óå ðñþéìá (áä-

éáöïñïðïßçôá) áíèñþðéíá ïóôåïâëáóôéêÜ êýôôáñá. Áõôü

ìðïñåß íá áðïâåß éäéáßôåñá ÷ñÞóéìï óôï ó÷åäéáóìü èå-

ñáðåõôéêþí áãùãþí ðïõ âáóßæïíôáé óôçí õðïâïçèïýìå-

íç áðü ìç÷áíéêÞ ôÜóç ïóôåïóýíèåóç, óå ðåñéðôþóåéò

üðùò ç áðïêáôÜóôáóç êáôáãìÜôùí Þ ç ðáèïëïãéêÞ ï-

óôåïãÝíåóç. Áð’ üóï ãíùñßæïõìå, åßíáé ç ðñþôç öïñÜ

óôç äéåèíÞ âéâëéïãñáößá ðïõ Ýíáò öõóéêüò äéåãÝñôçò,

üðùò ç ìç÷áíéêÞ ðßåóç, óõíäÝåôáé áðåõèåßáò ìå ôçí

åíåñãïðïßçóç åíüò –êëéíéêÜ óçìáíôéêïý– éóôï-åéäéêïý

ìåôáãñáöéêïý ñõèìéóôÞ.

ÕËÉÊÏ ÊÁÉ ÌÅÈÏÄÏÓ

ÃåíéêÜ

Ôá õëéêÜ êáé áíôéäñáóôÞñéá ãéá ôéò êáëëéÝñãåéåò êõôôÜñùí

áãïñÜóôçêáí áðü ôçí Gibco. Ôá [g-32P]ATP (5.000 Ci/mmol),

[a-32P]dATP (3.000 Ci/mmol), Protein A-Sepharose (CL-

4B) êáé 14C-ìåèõëéùìÝíïé ðñùôåúíéêïß ìÜñôõñåò áãïñÜóôç-

êáí áðü ôçí Amersham, åíþ ç T4 ðïëõíïõêëåïôéäéêÞ êéíÜóç

(PNK) áðü ôçí Boehringer Manheim Biochemica. Ôï ðëÞñåò

cDNA ôïõ Cbfa1 (nt 1-1566) êëùíïðïéçìÝíï óôï öïñÝá Ýê-

öñáóçò pGEM-3Zf+ ðáñá÷ùñÞèçêå áðü ôïí êáèçãçôÞ F. Otto

(University of Freiburg Medical Center). Ôá ðïëõêëùíéêÜ áíôé-

óþìáôá åíáíôßïí ôïõ Cbfa1 Þôáí åõãåíéêÞ ðñïóöïñÜ ôïõ Dr

G. Karsenty (Baylor College of Medicine, Houston). Ôá ìïíï-

êëùíéêÜ áíôéóþìáôá åíáíôßïí ôçò p-ERK (sc-7383: áëëçëåðé-

äñÜ ìå ôéò öùóöïñõëéùìÝíåò ERK1 êáé ERK2) êáé p-JNK (sc-

6254: áëëçëåðéäñÜ ìå ôéò öùóöïñõëéùìÝíåò JNK1 êáé JNK2)

êáé ôá ðïëõêëùíéêÜ áíôéóþìáôá åíáíôßïí ôçò ERK2 (sc-154:

áëëçëåðéäñÜ ìå ôéò ERK2p42 êáé, óå ìéêñüôåñï âáèìü, ôéò

ERK1p44) êáé ôïõ Sp1 áãïñÜóôçêáí áðü ôç Santa Cruz

Biotechnology. Ïé áíáóôïëåßò êéíáóþí U0126 êáé êïõñêïõìß-

íç ðñïìçèåýôçêáí áðü ôçí Calbiochem êáé Sigma Chemie,

áíôßóôïé÷á, êáé ôá ïëéãïíïõêëåïôßäéá áðü ôï ÅñãáóôÞñéï Ìé-

êñï÷çìåßáò, FORTH (ÊñÞôç).

ÊõôôáñïêáëëéÝñãåéåò

Ôá hPDL-ïóôåïâëáóôéêÜ êýôôáñá áðïìïíþèçêáí áðü ðñù-

ôïãåíåßò êáëëéÝñãåéåò éóôïý áðü ôïí ðåñéïäïíôéêü óýíäåóìï,

üðùò Ý÷åé Þäç ðåñéãñáöåß.26 Êýôôáñá hPDL êáëëéåñãÞèçêáí

óå èñåðôéêü õëéêü DMEM, óôï ïðïßï åß÷å ðñïóôåèåß 10% FBS.

¼ëá ôá ðåéñÜìáôá Ýãéíáí ìå êýôôáñá áðü ôï 3ï Ýùò ôï 6ï

«ðÝñáóìá», áöïý ðñþôá åëÝã÷èçêáí ãéá ôá ïóôåïâëáóôéêÜ

÷áñáêôçñéóôéêÜ ôïõò.21 Ôá êýôôáñá Saos-2 (áíèñþðéíï ïóôåï-

óÜñêùìá) êáëëéåñãÞèçêáí óå DMEM + 10% FBS êáé ôá êýô-

ôáñá Jurkat (áíèñþðéíá T-ëåìöïâëáóôéêÜ) óå èñåðôéêü õëéêü

RPMI 1640, óôï ïðïßï åß÷å ðñïóôåèåß 10% FBS.
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äåàäçò 1%, êáé óôç óõíÝ÷åéá ìåôáöÝñèçêáí óå ðëáóôéêÞ ìåì-

âñÜíç Hybond-N. Ôï cDNA ôïõ Cbfa1 áðïêüðçêå áðü ôïí

pGEM-3Zf+, êáèáñßóôçêå áðü ðÞêôùìá áãáñüæçò êáé óçìÜí-

èçêå ìå [a-32P]dATP ìå ôç ìÝèïäï ôçò ÷ñÞóçò ôõ÷áßùí åêêé-

íçôþí (random priming, Promega). Ç õâñéäïðïßçóç ìå ôïí

áíé÷íåõôÞ Ýãéíå üðùò Ý÷åé ðåñéãñáöåß.31

Áíïóïáíß÷íåõóç êáôÜ Western

Ôá ðñùôåúíéêÜ åê÷õëßóìáôá áíáëýèçêáí óå ðÞêôùìá

sDS-ðïëõáêñõëáìéäßïõ (10%) êáé áêïëïýèçóå ìåôáöïñÜ ôïõò

óå ìåìâñÜíç PVDF. Óôç óõíÝ÷åéá, ïé ìåìâñÜíåò åðùÜóôçêáí

óå äéÜëõìá Tris ìå ôçí ðñïóèÞêç 5% BSA êáé Tween (TBST,

10 mM Tris-HCl, pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,1% Tween 20) êáé

õâñéäïðïéÞèçêáí ìå ôï ðñþôï áíôßóùìá, óå èåñìïêñáóßá äù-

ìáôßïõ (RT). Áêïëïýèùò, åðùÜóôçêáí ìå ôï äåýôåñï áíôßóù-

ìá ðïõ öÝñåé óå óýæåõîç ôï Ýíæõìï HRP. Ç áíß÷íåõóç ôùí

áíïóïáíôéäñÜóåùí Ýãéíå ìå ôï kit áíïóïöèïñéóìïý (ECL)

ôçò Amersham. Ç áíß÷íåõóç ôçò ðñùôåÀíçò Cbfa1 Ýãéíå óå

ðõñçíéêÜ åê÷õëßóìáôá ìå áñáßùóç ôïõ Cbfa1 åéäéêïý áíôéóþ-

ìáôïò 1:1.000, åíþ ç áíß÷íåõóç ôùí p-ERK, p-JNK êáé ERK2

Ýãéíå óå óõíïëéêÜ êõôôáñéêÜ åê÷õëßóìáôá ìå áíôßóôïé÷åò áñ-

áéþóåéò ôùí åéäéêþí áíôéóùìÜôùí áíôé-p-ERK (1:1.000), áíôé-

p-JNK (1:100) êáé áíôé-ERK2 (1:2.000).

Äïêéìáóßåò ìåôáâïëÞò çëåêôñïöïñçôéêÞò êéíçôéêüôçôáò (EMSAs)

Ïé áêïëïõèßåò ôùí ïëéãïíïõêëåïôéäßùí ðïõ ÷ñçóéìïðïéÞ-

èçêáí åßôå ùò áíé÷íåõôÝò åßôå ùò áíôáãùíéóôÝò, åßíáé ïé ðá-

ñáêÜôù: (á) Üãñéïõ ôýðïõ Cbfa1 (wt Cbfa1) 5´-CGCAGCTC

CCAACCACATATCCTCT-3´, ç ïðïßá åßíáé ðáíïìïéüôõðç ì’

áõôÞ ðïõ âñßóêåôáé óôïí õðïêéíçôÞ ôïõ áíèñþðéíïõ ãïíéäßïõ

Åéêüíá 1. ÐåéñáìáôéêÞ äéÜôáîç åöáñìïãÞò óõíå÷ïýò ìç÷áíéêÞò ôÜóçò óå hPDL-ïóôåïâëáóôéêÜ êýôôáñá.

¢Áóêçóç ìç÷áíéêÞò ðßåóçò óå êýôôáñá hPDL êáé ðñïåôïéìáóßá

êõôôáñéêþí åê÷õëéóìÜôùí

Ðåñßðïõ 4 × 105 êýôôáñá ôïðïèåôÞèçêáí óå åéäéêÜ ðéÜôá

ôùí 50 mm ðïõ öÝñïõí åýêáìðôç åðéöÜíåéá êáëëéÝñãåéáò

(PetripermTM) êáé êáëëéåñãÞèçêáí ìÝ÷ñé íá öôÜóïõí ðåñßðïõ

ôï 90% ôçò ðëÞñïõò ðõêíüôçôáò óôï èñåðôéêü ìÝóï. Êáôüðéí, ôï

ìÝóï êáëëéÝñãåéáò áíôéêáôáóôÜèçêå ìå DMEM + 0,1% FBS,

ãéá íá äéáôçñçèïýí ôá êýôôáñá áäñáíÞ. 24 þñåò áñãüôåñá, ôá

hPDL-êýôôáñá õðïâëÞèçêáí óå öõóéïëïãéêïý âáèìïý óõíå÷Þ

ìç÷áíéêÞ ôÜóç, ìå ôç ÷ñÞóç åíüò óõóôÞìáôïò åöáñìïãÞò ðßå-

óçò ðïõ Ý÷åé ðåñéãñáöåß ðñïçãïõìÝíùò23,24,26,27 (åéê. 1). Ãéá Ý-

ëåã÷ï, êýôôáñá ðïõ äåí õðïâëÞèçêáí óå ìç÷áíéêÞ ôÜóç (áêá-

ôÝñãáóôá êýôôáñá) êáëëéåñãÞèçêáí êÜôù áðü ôéò ßäéåò áêñéâþò

óõíèÞêåò êáé ãéá ôï ìÝãéóôï ÷ñüíï ðïõ áóêÞèçêå ìç÷áíéêÞ

ðßåóç. Ôá êýôôáñá, ìåôÜ ôçí Üóêçóç ìç÷áíéêÞò ðßåóçò, îåðëý-

èçêáí ìå êñýï PBS êáé óôç óõíÝ÷åéá ðáñáóêåõÜóôçêáí óõíï-

ëéêÜ êõôôáñéêÜ Þ ðõñçíéêÜ åê÷õëßóìáôá. ÓõíïëéêÜ, êõôôáñéêÜ

åê÷õëßóìáôá ðáñáóêåõÜóôçêáí ìå ôç ÷ñÞóç äéáëýìáôïò SDS,

üðùò Ý÷åé ðåñéãñáöåß.28 ÐõñçíéêÜ åê÷õëßóìáôá ðáñáóêåõÜóôç-

êáí óýìöùíá ìå ðñïçãïýìåíá,29 ìå ôç äéáöïñÜ üôé ôá ðõñçíé-

êÜ éæÞìáôá åê÷õëßóôçêáí ìå 20 mM HEPES-NaOH, pH 75,

20% ãëõêåñüëç, 0,38 M NaCl, 2 mM MgCl2, 10 mM NaF, 10

mM [Na2]-â-ãëõêåñïöùóöïñéêü, 10 mM [Na2]p-íéôñïöáéíõëï-

öùóöïñéêü, 0,1 mM Na3VO4, 2 mM PMSF, 5 mg/mL áðñïôéíßíç,

2 mg/mL ðåðóôáôßíç êáé 2 mM DTT.

Åê÷ýëéóç RNA êáé áíÜëõóç êáôÜ Northern

Óõíïëéêü RNA ðáñáóêåõÜóôçêå óýìöùíá ìå ðñïçãïýìå-

íá.30 Ôá äåßãìáôá RNA çëåêôñïöïñÞèçêáí, ãéá íá äéá÷ùñé-

óôïýí áíÜëïãá ìå ôï ìÝãåèïò óå ðÞêôùìá áãáñüæçò-öïñìáë-

stretched
fibroblast

flexible
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brass weight
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ôçò ïóôåïêáëóßíçò (nt -141 Ýùò -165) êáé ðåñéëáìâÜíåé ôï

ìïôßâï OSE2 (AACCACA),3 (â) ìåôáëëáãìÝíï Cbfa1 (mut

Cbfa1) 5´-CGCAGCTCCCAgaCACATATCCTCT-3´. Ç äéðëÞ

Ýëéêá ôïõ Üãñéïõ ôýðïõ Cbfa1 áíé÷íåõôÞ óçìÜíèçêå ìå [g-

32P]ATP ìå ôç ÷ñÞóç T4 PNK, óýìöùíá ìå êáèéåñùìÝíá

ðñùôüêïëëá. ÐõñçíéêÜ åê÷õëßóìáôá (5–10 mg ðñùôåÀíçò)

áíáìß÷èçêáí ìå 3–5 × 104 cpm ñáäéåíåñãÜ óçìáóìÝíïõ

áíé÷íåõôÞ, óå ìéá áíôßäñáóç óõíïëéêïý üãêïõ 20 mL, ðïõ

ðåñéåëÜìâáíå 20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 50 mM NaCl, 2 mM

EDTA, 6% ãëõêåñüëç, 0,1% Nonidet P-40, 2 mM DTT, 50

mg/mL BSA êáé 1 mg poly[d(I-C)]. Ãéá ôá ðåéñÜìáôá áíôáãù-

íéóìïý, 50 öïñÝò ðåñéóóüôåñá ìüñéá ìç óçìáóìÝíïõ wt Þ

mut Cbfa1 ïëéãïíïõêëåïôéäßïõ ðñïóôÝèçêáí óôçí áíôßäñáóç

ôáõôü÷ñïíá ìå ôá ðñïçãïýìåíá óõóôáôéêÜ. Ãéá ôç äïêéìáóßá

õðåñ-ìåôáâïëÞò çëåêôñïöïñçôéêÞò êéíçôéêüôçôáò óõìðëüêïõ

("super-shift" EMSA), 1 mL áíôéóþìáôïò áíôé-Cbfa1 Þ áíôé-

Sp1 áíáìß÷èçêå óôçí áíôßäñáóç, ç ïðïßá åðùÜóôçêå ãéá 30

min óå RT ðñéí áðü ôçí ðñïóèÞêç ôïõ ñáäéïóçìáóìÝíïõ

áíé÷íåõôÞ. ÌåôÜ ôçí ðñïóèÞêç êáé ôïõ ôåëåõôáßïõ, áêïëïýèç-

óå åðþáóç ãéá 20 min óå RT êáé ôåëéêÜ ôá óõìðëÝãìáôá

DNA-ðñùôåÀíçò áíáëýèçêáí óå Ýíá ìç áðïäéáôáêôéêü ðÞê-

ôùìá áêñõëáìßäçò 5%. Ç çëåêôñïöüñçóç Ýãéíå óå äéÜëõìá

0,25 × TBE óôá 125 V óå RT. Óôç óõíÝ÷åéá, ôï ðÞêôùìá

áðïîçñÜíèçêå êáé åêôÝèçêå óå êáôÜëëçëï film óôïõò -80 oC.

ÐáñáãùãÞ áíáóõíäõáóìÝíçò ðñùôåÀíçò Cbfa1

Ôï áíèñþðéíï cDNA ôïõ Cbfa1 áðïêüðçêå áðü ôïí pGEM-

3Zf+ êáé õðïêëùíïðïéÞèçêå óôïí ðëáóìéäéáêü öïñÝá Ýêöñá-

óçò pQ32. Ìå áõôüí ôïí ôñüðï åðéôåý÷èçêå ç óýíôçîç ôïõ

åðéôüðïõ His6 óôï áìéíï-ôåëéêü Üêñï ôçò ðñùôåÀíçò. Ãéá ôïí

êáèáñéóìü ôçò õâñéäéêÞò ðñùôåÀíçò, êýôôáñá áðü ôï óôÝëå-

÷ïò M15 (pREP4) ôçò E. coli ìåôáó÷çìáôßóôçêáí ìå ôï ðëá-

óìßäéï PQ32-Cbfa1 êáé áõîÞèçêáí óå ìÝãåèïò óôïõò 37 oC,

ìÝ÷ñé ç êáëëéÝñãåéá íá öôÜóåé ôçí ïðôéêÞ ðõêíüôçôá 0,6 óôá

600 nm. Áêïëïýèçóå åðáãùãÞ ìå 1 mM IPTG (4 þñåò óôïõò

30 oC). Ôá êýôôáñá, ôÝëïò, óõëëÝ÷èçêáí ìå öõãïêÝíôñçóç

(4.000 g ãéá 20 min) êáé ôï ßæçìá õðÝóôç áðïäéÜôáîç ìå 8 M

ïõñßá, 0,1 M Na-öùóöïñéêü, pH 8,0, 1% Triton X-100. Ç

ðñùôåÀíç Cbfa1 áðïìïíþèçêå áðü åéäéêÞ óôÞëç (Ni-NTA) ìå

÷ñùìáôïãñáößá óõããÝíåéáò óå óõíèÞêåò ðïõ Ý÷ïõí Þäç ðå-

ñéãñáöåß.32

Áíôßäñáóç êéíÜóçò óôï ðÞêôùìá
êáé äïêéìáóßåò óõí-áíïóïêáèßæçóçò

Ç áíôßäñáóç êéíÜóçò óôï ðÞêôùìá Ýãéíå áöïý ðñþôá óõíï-

ëéêÜ ðñùôåúíéêÜ åê÷õëßóìáôá (60 mg) áíáëýèçêáí óå ðÞêôùìá

SDS-ðïëõáêñõëáìéäßïõ (10%). Ó’ áõôü ôï ðÞêôùìá åß÷å óõí-

ðïëõìåñéóôåß ðñïçãïõìÝíùò ç áíáóõíäõáóìÝíç ðñùôåÀíç Cbfa1

(100 mg/mL). Ç õðüëïéðç äéáäéêáóßá Ý÷åé Þäç ðåñéãñáöåß.23

Ãéá ôéò áíïóïêáèéæÞóåéò, hPDL-êýôôáñá ëýèçêáí óôï äéÜëõìá

B (20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 100 mM NaCl, 10% ãëõêåñüëç,

1% Triton X-100, 1 mM EGTA, 20 mM NaF, 20 mM [Na2]-â-

ãëõêåñïöùóöïñéêü, 0,1 mM Na3VO4, 2 mM PMSF êáé êëáóé-

êïß áíáóôïëåßò ðñùôåáóþí). Ôá êõôôáñéêÜ åê÷õëßóìáôá öõãï-

êåíôñÞèçêáí (14.000 g ãéá 20 min óôïõò 4 oC) êáé 1 mg

óõíïëéêÞò ðñùôåÀíçò óå ôåëéêü üãêï 600 mL (äéÜëõìá B)

áñ÷éêÜ åðùÜóôçêå ìå 50 mL óöáéñéäßùí Protein A-Sepharose.

Ãéá ôéò áíïóïêáèéæÞóåéò ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí 5 mL (10 mg) á-

íôéóþìáôïò áíôé-Cbfa1 Þ 50 mL (10 mg) áíôéóþìáôïò áíôé-p-

ERK. Ïé åðùÜóåéò ìå ôá ôåëåõôáßá Ýãéíáí ãéá 12 þñåò óôïõò 4
oC. Óôç óõíÝ÷åéá, 50 ìL óöáéñéäßùí Protein A-Sepharose ðñï-

óôÝèçêáí êáé ôá äåßãìáôá áíáìß÷èçêáí ìå óõíå÷Þ ðåñéóôñïöÞ

óå åéäéêÞ ðëáôöüñìá ãéá 6 þñåò óôïõò 4 oC. Ôá áíïóïóõ-

ìðëÝãìáôá ðïõ áðïìïíþèçêáí îåðëýèçêáí ìå ôï äéÜëõìá B,

äýï öïñÝò ìå ôï äéÜëõìá C (50 mM Tris-HCl, pH 6,8) êáé

åðáíáäéáëýèçêáí óå äéÜëõìá öüñôùóçò ðçêôþìáôïò 4 × SDS.

Ïé ðñùôåÀíåò ôùí áíïóïóõìðëåãìÜôùí ðïõ áðïìïíþèçêáí

áíáëýèçêáí óå ðÞêôùìá SDS ðïëõáêñõëáìéäßïõ (10%). Óôç

óõíÝ÷åéá, Ýãéíå áíïóïáíß÷íåõóç êáôÜ Western ìå áíôéóþìáôá

åíáíôßïí ôçò p-ERK Þ ôïõ Cbfa1.

ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ

Ç ìç÷áíéêÞ ôÜóç áõîÜíåé ôçí Ýêöñáóç ôïõ Cbfa1
óå hPDL-ïóôåïâëáóôéêÜ êýôôáñá

Åßíáé ãíùóôü üôé ôá –áäéáöïñïðïßçôá ìåóåã÷õìáôé-

êÜ– hPDL-êýôôáñá Ý÷ïõí ôç äõíáôüôçôá ðëÞñïõò ïóôå-

ïâëáóôéêÞò äéáöïñïðïßçóçò êáé ãéá ôï ëüãï áõôüí áðï-

ôåëïýí êýôôáñá-ìïíôÝëá ãéá ìåëÝôåò ôÝôïéïõ åßäïõò.20–22

Óå óõìöùíßá ìå ôá ðáñáðÜíù, ï åéäéêüò ïóôåïâëáóôéêüò

ìåôáãñáöéêüò ðáñÜãïíôáò Cbfa1 åêöñÜæåôáé óå PDL-

éóôü èçëáóôéêþí.33,34 ÅðéðëÝïí, ôá hPDL-êýôôáñá áðï-

êñßíïíôáé óôçí Üóêçóç ìç÷áíéêÞò ôÜóçò ìå ôçí Ýêöñá-

óç ãïíéäßùí ðïõ ðéóôïðïéïýí äñïìïëüãçóç ôçò ïóôåï-

âëáóôéêÞò äéáöïñïðïßçóçò.23,26,27,35 Ìå âÜóç ôá áíùôÝ-

ñù, èÝóáìå ôï åñþôçìá åÜí ç Üóêçóç ìç÷áíéêÞò ôÜóçò

óôá êýôôáñá áõôÜ åðéäñÜ óôçí Ýêöñáóç ôïõ Cbfa1 ôüóï

óå åðßðåäï mRNA üóï êáé/Þ óå åðßðåäï ðñùôåÀíçò. Ãéá

ôï óêïðü áõôüí áðïìïíþèçêå óõíïëéêü RNA áðü hPDL-

êýôôáñá ðïõ åß÷áí åêôåèåß óå ìç÷áíéêÞ ðßåóç ãéá äéáöï-

ñåôéêïýò ÷ñüíïõò (0–12 þñåò) êáé õðïâëÞèçêå óå áíÜ-

ëõóç êáôÜ Northern. ¼ðùò öáßíåôáé óôçí åéêüíá 2A,

êýôôáñá ðïõ äåí åß÷áí õðïóôåß ìç÷áíéêÞ ôÜóç (ãñáììÞ

«0») ðáñïõóßáæáí ïñéáêÜ áíé÷íåýóéìç Ýêöñáóç ôïõ Cbfa1

-mRNA. Ôá åðßðåäá áõôÜ áõîÜíïíôáí èåáìáôéêÜ ìåôÜ

áðü 0,5 þñåò óõíå÷ïýò åöáñìïãÞò ìç÷áíéêÞò ôÜóçò

êáé ðáñÝìåéíáí áõîçìÝíá ìÝ÷ñé ôéò 12 þñåò. Óå óõìöù-

íßá ìå ðñïçãïýìåíåò ðáñáôçñÞóåéò, áíé÷íåýóáìå ôïõ-

ëÜ÷éóôïí äýï éóïìïñöÝò ôïõ Cbfa1-mRNA, ðïõ Ý÷ïõí

áðïäïèåß óå äéáöïñåôéêÞ åêêßíçóç ôçò ìåôáãñáöÞò ðÜíù

óôïí õðïêéíçôÞ ôïõ ãïíéäßïõ Þ óå åíáëëáêôéêü ìÜôé-

óìá.36,37 Ðáñüëï ðïõ ïé ëåéôïõñãéêÝò äéáöïñÝò áíÜìåóá
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óôéò äýï éóïìïñöÝò äåí Ý÷ïõí áêüìá äéåõêñéíéóôåß, Ý÷åé

ðñïôáèåß üôé êáé ïé äýï óõììåôÝ÷ïõí óôçí ïóôåïâëáóôé-

êÞ äéáöïñïðïßçóç ìå îå÷ùñéóôÝò ëåéôïõñãßåò.4,38 ÊáôÜ

óõíÝðåéá, ç Üóêçóç ìç÷áíéêÞò ôÜóçò óå hPDL-ïóôåï-

âëáóôéêÜ êýôôáñá ðñïêáëåß Üìåóç åðáãùãÞ ôïõ Cbfa1-

mRNA êáé ç Ýêöñáóç áõôÞ ðáñáìÝíåé õøçëÞ ãéá üóï

÷ñüíï ôá êýôôáñá õðüêåéíôáé óå ìç÷áíéêÞ ðßåóç.

Óôç óõíÝ÷åéá, åîåôÜóáìå åÜí áõôÞ ç åðáãùãÞ óå åðß-

ðåäï Cbfa1-mRNA áêïëïõèåßôáé áðü áíôßóôïé÷ç áýîçóç

ôçò Cbfa1-ðñùôåÀíçò. ¸ôóé, áäñáíÞ hPDL-êýôôáñá õðï-

âëÞèçêáí óå ìç÷áíéêÞ ðßåóç ãéá äéáöïñåôéêïýò ÷ñü-

íïõò (0–12 þñåò). Áð’ áõôÜ, ðáñáóêåõÜóôçêáí ðõñçíé-

êÜ åê÷õëßóìáôá êáé éóïäýíáìá ðïóÜ óõíïëéêÞò ðñùôåÀ-

íçò áíáëýèçêáí êáôÜ Western. Áí êáé äåí âñÝèçêå áý-

îçóç ôçò Cbfa1-ðñùôåÀíçò ìÝóá óå 1 þñá ìåôÜ ôçí

åöáñìïãÞ ôçò ôÜóçò (äåí äåß÷íïíôáé ôá ó÷åôéêÜ áðïôå-

ëÝóìáôá), ìéá ìéêñÞ áýîçóç ôùí åðéðÝäùí ôçò Cbfa1-

ðñùôåÀíçò ðáñáôçñÞèçêå ìåôÜ áðü 3 þñåò óõíå÷ïýò

åöáñìïãÞò ôçò. Ç áýîçóç áõôÞ Ýãéíå ìÝãéóôç óôéò 6

þñåò êáé Ýêôïôå ðáñÝìåéíå áíåðçñÝáóôç (åéê. 2B). Ôá

áðïôåëÝóìáôá áõôÜ äåß÷íïõí üôé ç åöáñìïãÞ ìç÷áíéêÞò

ôÜóçò óå hPDL-êýôôáñá Ý÷åé ùò óõíÝðåéá ôçí åðáãùãÞ

ôçò Ýêöñáóçò ôïõ ïóôåï-åéäéêïý ìåôáãñáöéêïý ðáñÜãï-

íôá Cbfa1, ôüóï óå åðßðåäï mRNA üóï êáé óå åðßðåäï

ðñùôåÀíçò.

Ç ìç÷áíéêÞ ôÜóç äéåãåßñåé ôï äõíáìéêü ðñüóäåóçò
ôïõ Cbfa1 óôï DNA-óôü÷ï ôïõ

Ï Cbfa1 ñõèìßæåé ôçí Ýêöñáóç ãïíéäßùí ðïõ ó÷åôßæï-

íôáé ìå ôïí ïóôåïâëáóôéêü öáéíüôõðï, ìÝóù ôçò ðñüóäå-

óÞò ôïõ óôéò åéäéêÝò áëëçëïõ÷ßåò DNA-óôü÷ïõò, ðïõ

åäñÜæïíôáé óôçí ðåñéï÷Þ ôïõ õðïêéíçôÞ ôùí åí ëüãù

ãïíéäßùí.9,39 ¸ôóé, ôï åñþôçìá ðïõ èÝóáìå Þôáí åÜí ç

ìç÷áíéêÞ ôÜóç åðÜãåé ôçí éêáíüôçôá ðñüóäåóçò ôïõ Cbfa1

óôïõò DNA-óôü÷ïõò ôïõ. Ãéá ôï ëüãï áõôüí,  êáôáóêåõ-

Üóôçêå Ýíá óõíèåôéêü ïëéãïíïõêëåïôßäéï 25 âÜóåùí, ðïõ

ðåñéëáìâÜíåé ôï ìïôßâï ðñüóäåóçò ôïõ Cbfa1 óôï DNA

(OSE2), üðùò áõôü áðáíôÜôáé óôïí õðïêéíçôÞ ôçò ïóôå-

ïêáëóßíçò, åíüò ãïíéäßïõ ðïõ åðÜãåôáé áðü ôïí Cbfa1.3,40

Ôï ïëéãïíïõêëåïôßäéï áõôü ñáäéïóçìÜíèçêå êáé ÷ñçóé-

ìïðïéÞèçêå ùò áíé÷íåõôÞò óå ðåéñÜìáôá ìåôáâïëÞò

çëåêôñïöïñçôéêÞò êéíçôéêüôçôáò (EMSAs), ðïõ Ýãéíáí

ìå ðõñçíéêÜ åê÷õëßóìáôá áðü hPDL-êýôôáñá, ôá ïðïßá

åß÷áí õðïâëçèåß óå ìç÷áíéêÞ ðßåóç ãéá 0–12 þñåò (åéê.

3A). ¸íá óýìðëïêï DNA-ðñùôåÀíçò áíé÷íåýôçêå óå ìé-

êñÞ ðïóüôçôá óå êýôôáñá ðïõ äåí åß÷áí õðïâëçèåß óå

ìç÷áíéêÞ ðßåóç. Ç ðïóüôçôá ôïõ óõìðëüêïõ áõîÞèçêå

èåáìáôéêÜ áíÜìåóá óôéò 0,5 êáé 6 þñåò óõíå÷ïýò åöáñ-

ìïãÞò ìç÷áíéêÞò ôÜóçò. Ç ìÝãéóôç éêáíüôçôá ðñüóäå-

óçò ðáñáôçñÞèçêå óôéò 6 þñåò, ðïõ áíôéóôïé÷åß óôï ÷ñï-

íéêü óçìåßï óôï ïðïßï ðáñáôçñÞóáìå êáé ôç ìÝãéóôç

åðáãùãÞ ôçò Cbfa1-ðñùôåÀíçò (åéê. 2B). Ç ðñïóèÞêç

ðåñßóóåéáò ìç ñáäéåíåñãïý (øõ÷ñïý), Üãñéïõ ôýðïõ êáé

ìåôáëëáãìÝíïõ, OSE2 ïëéãïíïõêëåïôéäßïõ óôçí áíôßäñá-

óç ó÷çìáôéóìïý ôïõ óõìðëüêïõ åðéâåâáßùóå ôçí åéäéêü-

ôçôÜ ôïõ (åéê. 3B, ãñáììÝò 2–4).

Ãéá íá ôáõôïðïéÞóïõìå ôçí ðáñïõóßá ôïõ Cbfa1 ó’

áõôü ôï åéäéêü óýìðëïêï DNA-ðñùôåÀíçò, ðñï÷ùñÞóáìå

ó’ Ýíá ðåßñáìá õðåñ-ìåôáâïëÞò çëåêôñïöïñçôéêÞò êéíç-

ôéêüôçôáò óõìðëüêïõ («super-shift» EMSA) (åéê. 3C). Ç

ðñïóèÞêç áíôéóþìáôïò áíôé-Cbfa1 óôçí áíôßäñáóç ó÷ç-

ìáôéóìïý óõìðëüêïõ DNA-ðñùôåÀíçò, ðïõ Ýãéíå óå ðõ-

ñçíéêÜ åê÷õëßóìáôá áðü hPDL-êýôôáñá ôá ïðïßá åß÷áí

õðïâëçèåß óå ìç÷áíéêÞ ôÜóç ãéá 6 þñåò, åß÷å ùò áðïôÝ-

ëåóìá ôçí «êáèõóôÝñçóç» ôçò êéíçôéêüôçôáò åíüò ìÝ-

Åéêüíá 2.  Ç Üóêçóç ìç÷áíéêÞò ôÜóçò óå hPDL-ïóôåïâëáóôéêÜ êýôôáñá

åðÜãåé ôçí Ýêöñáóç ôïõ Cbfa 1 óå åðßðåäï mRNA êáé ðñùôåÀíçò. Áäñá-

íÞ êýôôáñá hPDL õðïâëÞèçêáí óå ìç÷áíéêÞ ôÜóç, üðùò Ý÷åé ðåñéãñáöåß

óôéò ðåéñáìáôéêÝò äéáäéêáóßåò. (Á) Óôéò áíáãñáöüìåíåò ÷ñïíéêÝò óôéãìÝò,

óõíïëéêü RNA áðïìïíþèçêå, äéá÷ùñßóôçêå ìå çëåêôñïöüñçóç (20 ìg/

äåßãìá) êáé ìåôáöÝñèçêå óå íÜõëïí ìåìâñÜíç, ðïõ åðùÜóôçêå ìå ñáäéï-

óçìáóìÝíï áíèñþðéíï Cbfa 1 cDNA áíé÷íåõôÞ. Ç áãêýëç õðïäåéêíýåé

ôéò éóïìïñöÝò ôïõ Cbfa1. ÃÝëç áãáñüæçò âáììÝíç ìå âñùìéïý÷ï áéèßäéï

óõìðåñéëáìâÜíåôáé, ãéá íá åðéâåâáéþóåé üôé öïñôþèçêáí ßóá ðïóÜ RNA.

(Â) ÐõñçíéêÜ  åê÷õëßóìáôá áðü áñ÷éêþò áäñáíÞ êýôôáñá hPDL, ðïõ

åêôÝèçêáí óå ìç÷áíéêÞ ôÜóç ãéá ôïõò áíáãñáöüìåíïõò ÷ñüíïõò, õðï-

âëÞèçêáí óå SDS-PAGE (20 ìg ðñùôåÀíçò/äåßãìá) êáé ìåôáöÝñèçêáí

óå ìåìâñÜíç PVDF, ç ïðïßá ôåëéêÜ åðùÜóôçêå ìå áíôßóùìá êáôÜ ôïõ

Cbfa1. ÁíáóõíäõáóìÝíç Cbfa1-ðñùôåÀíç (Rec) óõìðåñéëáìâÜíåôáé ãéá

åðéâåâáßùóç ôçò åéäéêüôçôáò ôïõ áíôéóþìáôïò, áëëÜ êáé ôïõ ìåãÝèïõò ôçò

áíèñþðéíçò Cbfa1. Ç ãñáììÞ “0” ðáíôïý áíáöÝñåôáé  óå áêáôÝñãáóôá

êýôôáñá, ôá ïðïßá êáëëéåñãÞèçêáí êÜôù áðü ôéò ßäéåò óõíèÞêåò ìå áõôÜ

ðïõ õðÝóôçóáí ìç÷áíéêÞ ôÜóç, ãéá ôï ìÝãéóôï ÷ñüíï åöáñìïãÞò ôçò

ôåëåõôáßáò (12 þñåò).
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Åéêüíá 3. Ç Üóêçóç ìç÷áíéêÞò ôÜóçò óå hPDL-ïóôåïâëáóôéêÜ êýôôáñá åðÜãåé äõíáìéêü ðñüóäåóçò ôïõ Cbfa1 óôïí DNA-óôü÷ï ôïõ. (Á) Ìç÷áíéêÞ

ôÜóç åöáñìüóôçêå óå áäñáíÞ êýôôáñá hPDL ãéá ôïõò ÷ñüíïõò ðïõ áíáãñÜöïíôáé. Óôç óõíÝ÷åéá, ðáñáóêåõÜóôçêáí ðõñçíéêÜ åê÷õëßóìáôá êáé ßóá

ðïóÜ óõíïëéêÞò ðñùôåÀíçò (10 ìg) áíáëýèçêáí ùò ðñïò ôçí éêáíüôçôá ôïõ Cbfa1 ãéá ðñüóäåóç óôïí DNA-óôü÷ï ôïõ ìå ôç äïêéìáóßá EMSA. Ãéá ôï

óêïðü áõôü ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ùò áíé÷íåõôÞò Ýíá ñáäéïóçìáóìÝíï ïëéãïíïõêëåïôßäéï, ðïõ ðåñéëáìâÜíåé ôçí áíèñþðéíç áëëçëïõ÷ßá OSE2. Óôç

óõíÝ÷åéá, ôï ðÞêôùìá áðïîçñÜíèçêå êáé åêôÝèçêå ãéá áõôïññáäéïãñáößá. Ç ãñáììÞ “0” áíáöÝñåôáé óå áêáôÝñãáóôá êýôôáñá, ôá ïðïßá êáëëéåñãÞèç-

êáí êÜôù áðü ôéò ßäéåò óõíèÞêåò ìå áõôÜ ðïõ õðÝóôçóáí ìç÷áíéêÞ ôÜóç, ãéá ôï ìÝãéóôï ÷ñüíï åöáñìïãÞò ôçò ôåëåõôáßáò (12 þñåò). (Â) Ôá ðåéñÜìáôá

áíôáãùíéóìïý ðñüóäåóçò Ýãéíáí ðáñïõóßá ðåñßóóåéáò (50 öïñÝò) ìïñßùí ìç óçìáóìÝíïõ ïëéãïíïõêëåïôéäßïõ OSE2, Üãñéïõ (wt) Þ ìåôáëëáãìÝíïõ

(mut) ôýðïõ (ãñáììÝò 2–4) êáé ìå ðõñçíéêÜ  åê÷õëßóìáôá áðü hPDL-êýôôáñá ðïõ õðÝóôçóáí ìç÷áíéêÞ ôÜóç ãéá 6 þñåò. Ç ãñáììÞ “1” áíáöÝñåôáé

óôï åëåýèåñï DNA. (C) Ç äïêéìáóßá õðåñ-ìåôáâïëÞò çëåêôñïöïñçôéêÞò êéíçôéêüôçôáò (“super-shift” EMSA) Ýãéíå ìå ðõñçíéêÜ åê÷õëßóìáôá áðü

hPDL-êýôôáñá ðïõ õðÝóôçóáí ìç÷áíéêÞ ôÜóç ãéá 6 þñåò êáé ôá ïðïßá åðùÜóôçêáí ìå áíôßóùìá åíáíôßïí ôïõ Cbfa1 Þ åíáíôßïí ôïõ Sp1 (á-Cbfa1 êáé

á-Sp1, áíôßóôïé÷á: ãñáììÝò 1–3). ÐõñçíéêÜ åê÷õëßóìáôá áðü êýôôáñá Saos-2, ðïõ åêöñÜæïõí Ýíôïíá ôïí Cbfa, óõìðåñéåëÞöèçóáí, ãéá íá åðéâåâáé-

þóïõí  ôç èÝóç ôïõ åéäéêïý óõìðëÝãìáôïò DNA-ðñùôåÀíçò  (ãñáììÞ 4). ÐõñçíéêÜ åê÷õëßóìáôá áðü êýôôáñá Jurkat (ðïõ äåí åêöñÜæïõí ôïí Cbfa1)

÷ñçóéìïðïéÞèçêáí ùò áñíçôéêïß ìÜñôõñåò (ãñáììÝò 5–6). Ôï óýìðëåãìá ðïõ õðÝóôç õðåñ-ìåôáâïëÞ çëåêôñïöïñçôéêÞò êéíçôéêüôçôáò åìöáíßóôçêå åêåß

üðïõ õðÞñ÷å áíôé-Cbfa1 áíôßóùìá (ãñáììÞ 3: ç èÝóç ôïõ õðïäåéêíýåôáé ìå ôçí áãêýëç), åíþ ôáõôü÷ñïíá ìåéþèçêå ï ó÷çìáôéóìüò ôïõ óõìðëÝãìáôïò

DNA-ðñùôåÀíçò. Ç ãñáììÞ “7” áíáöÝñåôáé óôï åëåýèåñï DNA.

ñïõò ôïõ åí ëüãù óõìðëüêïõ óôï ðÞêôùìá êáé ôçí ôáõ-

ôü÷ñïíç óçìáíôéêÞ ìåßùóç ôçò ðïóüôçôÜò ôïõ óôçí ðñï-

çãïýìåíç èÝóç ôïõ (åéê. 3C, ãñáììÝò 1 êáé 3). Áíôßèåôá,

ç ðñïóèÞêç áíôéóþìáôïò ãéá ôïí áðáíôþìåíï óå üëïõò

ôïõò êõôôáñéêïýò ôýðïõò ìåôáãñáöéêü ðáñÜãïíôá Sp1

äåí åß÷å êáìßá åðßäñáóç óôï ó÷çìáôéóìü/êéíçôéêüôçôá

ôïõ óõìðëüêïõ (åéê. 3C, ãñáììÝò 1–2). Åßíáé áîéïóçìåß-

ùôï üôé ôï óýìðëïêï DNA-ðñùôåÀíçò, ðïõ ðáñáôçñÞóá-

ìå óå åê÷õëßóìáôá áðü êýôôáñá ðïõ åß÷áí õðïâëçèåß óå

ìç÷áíéêÞ ðßåóç êáé ôï ïðïßï ðåñéÝ÷åé ôïí Cbfa1, åìöáíß-

æåé ôçí ßäéá çëåêôñïöïñçôéêÞ êéíçôéêüôçôá ì’ áõôü ðïõ

ó÷çìáôßæåôáé óå åê÷õëßóìáôá áðü êáëëéåñãçìÝíá êýôôá-

ñá áíèñþðéíïõ ïóôåïóáñêþìáôïò (þñéìïé ïóôåïâëÜóôåò)

Saos-2 (åéê. 3C, ãñáììÝò 1 êáé 4). Óå áíôéäéáóôïëÞ, áíôé-

äñÜóåéò ðñüóäåóçò ìå åê÷õëßóìáôá áðü êýôôáñá Jurkat

(áíèñþðéíá Ô-ëåìöïâëáóôéêÜ), ðïõ åßíáé ãíùóôü üôé äåí

åêöñÜæïõí ôïí Cbfa1,41 äåí ïäçãïýí óôï ó÷çìáôéóìü

ôïõ åéäéêïý Cbfa1-DNA óõìðëüêïõ. Áíô’ áõôïý åìöáíß-

Cbfa1 óýìðëåãìá [

1 2 3 4 1 2 3 4 5 6 7

æåôáé Ýíá Üëëï óýìðëïêï, ðïõ ðáñïõóéÜæåé ìéá äéáöïñå-

ôéêÞ çëåêôñïöïñçôéêÞ êéíçôéêüôçôá (ôñÝ÷åé ðéï ãñÞãïñá

óôï ðÞêôùìá), ç ïðïßá äåí áëëÜæåé ìå ôçí ðñïóèÞêç ôïõ

áíôé-Cbfa1 áíôéóþìáôïò (åéê. 3C, ãñáììÝò 1 êáé 5–6).

ÅðáãùãÞ ôïõ ìïíïðáôéïý ôùí MAPKs óå hPDL-êýôôáñá
ìåôÜ áðü ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç

Ðñüóöáôç ìåëÝôç êáôÝäåéîå üôé ç åöáñìïãÞ ìç÷áíé-

êÞò ôÜóçò óå hPDL-ïóôåïâëáóôéêÜ êýôôáñá åðÜãåé ôç

äñÜóç ïñéóìÝíùí MAPKs ðïõ Ý÷ïõí ùò óôü÷ï ôï ìåôá-

ãñáöéêü ðáñÜãïíôá AP-1.23 Ìå âÜóç áõôÞ ôçí ðáñáôÞ-

ñçóç, äéåñåõíÞóáìå åÜí ç ðáñáôçñïýìåíç áýîçóç ôçò

Ýêöñáóçò ôïõ Cbfa1 óå hPDL-êýôôáñá ðïõ Ý÷ïõí õðï-

óôåß ìç÷áíéêÞ ðßåóç óõìâáäßæåé ìå ôç óõóóþñåõóç ôùí

åíåñãþí ìïñöþí óõãêåêñéìÝíùí MAPKs. ÓõíïëéêÜ êõô-

ôáñéêÜ åê÷õëßóìáôá áðïìïíþèçêáí áðü áñ÷éêþò áäñá-

íÞ hPDL-êýôôáñá, ðïõ õðïâëÞèçêáí óå ìç÷áíéêÞ ôÜóç

þñå
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ôüóï ôùí JNKs üóï êáé ôùí ERKs.44 ÁäñáíÞ hPDL-

êýôôáñá åðùÜóôçêáí ìå ôïõò ðñïáíáöåñèÝíôåò áíáóôï-

ëåßò –óå äüóåéò ðïõ äåí åßíáé ôïîéêÝò ãéá ôá êýôôáñá–

åðß 1 þñá, ðñéí õðïâëçèïýí óå ìç÷áíéêÞ ðßåóç. Óôç

óõíÝ÷åéá, ôá êýôôáñá áõôÜ õðïâëÞèçêáí óå ìç÷áíéêÞ

ôÜóç ãéá 6 þñåò, ÷ñïíéêü óçìåßï üðïõ êáôáãñÜöçêå ôï

ìÝãéóôï ôçò éêáíüôçôáò ôïõ Cbfa1 ãéá ðñüóäåóç óôï

DNA-óôü÷ï ôïõ (åéê. 3), êáé áðïìïíþèçêáí ðõñçíéêÜ

åê÷õëßóìáôá, ôá ïðïßá áíáëýèçêáí ìå ôç äïêéìáóßá

EMSA üðùò ðñïçãïõìÝíùò. Óýìöùíá ìå ôá áðïôåëÝ-

óìáôá ðïõ ðáñïõóéÜóôçêáí óôçí åéêüíá 3, ï ó÷çìáôé-

óìüò Cbfa1-DNA óõìðëüêïõ áõîÜíåôáé óçìáíôéêÜ óå

åê÷õëßóìáôá áðü hPDL-êýôôáñá ðïõ Ý÷ïõí õðïóôåß ìç-

÷áíéêÞ ôÜóç (åéê. 5, ãñáììÝò 1–2). Ðñïçãïýìåíç åðå-

îåñãáóßá ôùí êõôôÜñùí ìå U0126 ïäçãåß óå êáèáñÞ

ìåßùóç ôçò éêáíüôçôáò ó÷çìáôéóìïý ôïõ Cbfa1-DNA

óõìðëüêïõ ìåôÜ ôçí åöáñìïãÞ ìç÷áíéêÞò ôÜóçò (åéê. 5,

ãñáììÝò 2–3), ó÷åäüí óôá åðßðåäá ôùí ìç äéåãåñìÝíùí

ìç÷áíéêÜ êõôôÜñùí (åéê. 5, ãñáììÞ 1). Áðü ôçí Üëëç

ðëåõñÜ, åðåîåñãáóßá ôùí êõôôÜñùí ìå ìéêñÞ äüóç êïõñ-

êïõìßíçò (10 ìM) ïäçãåß óå ìéêñÞ ìåßùóç ôçò éêáíüôç-

Åéêüíá 4. ÊéíçôéêÞ ôçò åíåñãïðïßçóçò ôùí JNK êáé MAPK óå êýôôáñá

hPDL ðïõ Ý÷ïõí õðïóôåß ìç÷áíéêÞ ôÜóç. ÁäñáíÞ êýôôáñá hPDL óå

ìç÷áíéêÞ ôÜóç êáé óõíïëéêÜ ðñùôåúíéêÜ åê÷õëßóìáôá ðáñáóêåõÜóôçêáí

óôéò áíáãñáöüìåíåò ÷ñïíéêÝò óôéãìÝò. ºóá ðïóÜ óõíïëéêÞò ðñùôåÀíçò

(50 ìg) õðïâëÞèçêáí óå SDS-PAGE/áíÜëõóç êáôÜ Western ìå ôç ÷ñÞ-

óç áíôé-p-JNK áíôéóþìáôïò (Á: Ïé êåöáëÝò âåëþí õðïäåéêíýïõí ôéò äýï

JNK éóïìïñöÝò (46 êáé 55 kDa) Þ áíôé-p-ERK áíôéóþìáôïò (Â: Ïé êåöá-

ëÝò âåëþí õðïäåéêíýïõí ôéò äýï ERK éóïìïñöÝò (42 êáé 44 kDa). Ùò

åóùôåñéêüò ìÜñôõñáò, êáé ïé äýï ìåìâñÜíåò áðï-õâñéäïðïéÞèçêáí êáé

óôç óõíÝ÷åéá åðùÜóôçêáí ìå áíôé-ERK2 áíôßóùìá (âÝëïò óôá Á êáé Â).

Ç ãñáììÞ “0” áíáöÝñåôáé óå áêáôÝñãáóôá êýôôáñá, ôá ïðïßá êáëëéåñãÞ-

èçêáí êÜôù áðü ôéò ßäéåò óõíèÞêåò ìå áõôÜ ðïõ õðÝóôçóáí ìç÷áíéêÞ

ôÜóç, ãéá ôï ìÝãéóôï ÷ñüíï åöáñìïãÞò ôçò ôåëåõôáßáò (6 þñåò).

ãéá 0–360 min êáé ç ðáñïõóßá ôùí åíåñãþí (öùóöïñõ-

ëéùìÝíùí: p-) ìïñöþí ôùí JNK êáé ERK (p-JNK êáé p-

ERK, áíôßóôïé÷á) åëÝã÷èçêå ìå áíÜëõóç êáôÜ Western.

Ìéá Üìåóç åðáãùãÞ êáé ôùí äýï JNK éóïìïñöþí (JNK1

êáé JNK2: 46 êáé 54/55 kDa, áíôßóôïé÷á) ðáñáôçñÞèçêå

ìÝóá óôá ðñþôá 7 min, ç ïðïßá Ýöôáóå óôï ìÝãéóôï 30

min ìåôÜ ôçí åöáñìïãÞ ôçò ìç÷áíéêÞò ôÜóçò. Ôá åðßðå-

äá áõôÜ ìåéþèçêáí óôá 60 min êáé Ýêôïôå ðáñÝìåéíáí

÷áìçëÜ, áëëÜ óå ðïóÜ ðïõ Þôáí áíé÷íåýóéìá áêüìá êáé

360 min ìåôÜ ôçí åöáñìïãÞ ôçò ôÜóçò (åéê. 4A). ¸íá

ðáñüìïéï áðïôÝëåóìá õðÞñîå üôáí ðáñáôçñÞóáìå ôéò p-

ERK éóïìïñöÝò [42 (ERK2) êáé 44 (ERK1) kDa, áíôß-

óôïé÷á] êÜôù áðü ôéò ßäéåò óõíèÞêåò, ìå äéáöïñåôéêÞ

üìùò êéíçôéêÞ åíåñãïðïßçóçò: êáé ïé äýï åíåñãïðïéçìÝ-

íåò ERK áíé÷íåýôçêáí óå õøçëÜ åðßðåäá, áêüìá êáé

ìåôÜ áðü 360 min åöáñìïãÞò ôçò ìç÷áíéêÞò ôÜóçò (åéê.

4B). Ôá áðïôåëÝóìáôá áõôÜ óõìöùíïýí ìå ðñïçãïýìåíá

åõñÞìáôá, óýìöùíá ìå ôá ïðïßá ç äéÝãåñóç ôùí hPDL-

êõôôÜñùí ìÝóù Üóêçóçò ìç÷áíéêÞò ôÜóçò ïäçãåß óå

óçìáíôéêÞ êáé ãñÞãïñç áýîçóç ôçò åíåñãüôçôáò ôùí

JNK2 êáé ERK2, ðïõ óôï÷åýåé óôï ìåôáãñáöéêü ðáñÜãï-

íôá AP-1.23 Óçìáíôéêüôåñá, áðïêáëýðôïõí ìéá äéáöïñé-

êÞ êéíçôéêÞ óôçí åíåñãïðïßçóç ôùí MAPKs ìåôÜ áðü

ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç. ¸ôóé, ç åíåñãïðïßçóç ôùí ERKs

öáßíåôáé íá äéáñêåß ðåñéóóüôåñï ÷ñüíï, åíþ áõôÞ ôùí

JNKs åìöáíßæåôáé íá åßíáé ó÷åôéêÜ ðáñïäéêÞ. ÄåäïìÝ-

íïõ üôé ïé MAPKs åíÝ÷ïíôáé –Üìåóá Þ Ýììåóá– óôç ìå-

ôÜäïóç óçìÜôùí ðïõ äñïìïëïãïýí ôçí ïóôåïâëáóôéêÞ

äéáöïñïðïßçóç,13–17 ôá ðáñáðÜíù áðïôåëÝóìáôá åíéó÷ý-

ïõí ôçí ÜðïøÞ ìáò üôé ç åöáñìïãÞ ìç÷áíéêÞò ôÜóçò

ðñïÜãåé ôçí ïóôåïâëáóôéêÞ äéáöïñïðïßçóç óå hPDL-

êýôôáñá ìÝóá áðü ôç äéáöïñéêÞ êéíçôéêÞ åíåñãïðïßçóçò

(êáé, óõíåðþò, status ôùí ìïñßùí-óôü÷ùí) óõãêåêñéìÝ-

íùí MAPKs.23

Ç åíåñãïðïßçóç ôùí MAPK óõìðßðôåé ìå ôçí áõîçìÝíç
éêáíüôçôá ðñüóäåóçò ôïõ Cbfa1 óôï DNA-óôü÷ï ôïõ
óå ìç÷áíïäéåãåñìÝíá hPDL-êýôôáñá

Ãéá íá áðïóáöçíßóïõìå ôï ñüëï ôùí MAPKs óôç ìåôÜ

áðü Üóêçóç ìç÷áíéêÞò ôÜóçò åðáãùãÞ ôçò éêáíüôçôáò

ðñüóäåóçò ôïõ Cbfa1 óôï DNA-óôü÷ï ôïõ óå hPDL-

êýôôáñá, ðñï÷ùñÞóáìå óå ðåéñÜìáôá áíáóôïëÞò ôçò

åíåñãüôçôáò áõôþí ôùí êéíáóþí. Ãéá ôï óêïðü áõôü ÷ñç-

óéìïðïéÞèçêáí äýï åõñýôáôá ãíùóôïß åéäéêïß áíáóôïëåßò

ôùí MAPKs, ï U0126, Ýíáò ðïëý éó÷õñüò êáé åéäéêüò

áíáóôïëÝáò ôçò MEK (êéíÜóçò ðïõ äñá ðñéí áðü ôéò

ERK1/2 óôï ìïíïðÜôé ôùí MAPKs) êáé óõíåðþò ôùí

ERKs,42,43 êáé ç êïõñêïõìßíç, ç ïðïßá ðáñåìðïäßæåé, áí

êáé óå äéáöïñåôéêÝò óõãêåíôñþóåéò, ôçí åíåñãïðïßçóç

Á

Â

(min) 0 7 15 30 60 180 360

(min) 0 7 15 30 60 180 360

p-JNK

ERK2

p-ERK

ERK2

p-ERK
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ôáò ó÷çìáôéóìïý ôïõ óõìðëüêïõ, ç ïðïßá åßíáé åëáöñþò

ðñïöáíÝóôåñç óå õøçëüôåñåò óõãêåíôñþóåéò (20 mM)

(åéê. 5, ãñáììÝò 2 êáé 4–5). Óõíïøßæïíôáò üëá ôá ðáñá-

ðÜíù êáé ëáìâÜíïíôáò õðüøç ðñïçãïýìåíåò áíáöïñÝò,

óýìöùíá ìå ôéò ïðïßåò ç êïõñêïõìßíç áíáóôÝëëåé ôç

äñÜóç ôùí ìåí JNKs ìå IC50 5–10 ìM, ôùí äå ERKs óå

õøçëüôåñåò óõãêåíôñþóåéò (IC5020 ìM),44 êáôáëÞãïõ-

ìå óôï óõìðÝñáóìá üôé ç åëÜôôùóç ðïõ ðáñáôçñÞèçêå

óôçí éêáíüôçôá ó÷çìáôéóìïý ôïõ Cbfa1-DNA óõìðëü-

êïõ ïöåßëåôáé ìÜëëïí óôçí áíá÷áßôéóç ôçò äñÜóçò ôùí

ERKs ðáñÜ ó’ áõôÞ ôùí JNKs. Ôá áðïôåëÝóìáôá áõôÜ, óå

óõíäõáóìü ìå ôçí êéíçôéêÞ ôçò åðáãùãÞò ôùí JNKs/

ERKs (åéê. 4), õðïäçëþíïõí üôé ôï ìåôáãùãéêü ìïíïðÜôé

ôùí ERK –êáé óå óáöþò ìéêñüôåñï âáèìü áõôü ôùí

JNK– MAPKs åíÝ÷åôáé óôçí áõîçìÝíç éêáíüôçôá ôïõ

Cbfa1 íá ðñïóäÝíåôáé óôï DNA-óôü÷ï ôïõ ìåôÜ áðü

ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç.

Öùóöïñõëßùóç ôïõ Cbfa1 áðü ìç÷áíï-åðáãüìåíåò
MAPKs óå hPDL-êýôôáñá

Ïé óõíÝðåéåò ôçò áíáóôïëÞò ôçò äñÜóçò ôùí ERKs/

JNKs óôçí éêáíüôçôá ðñüóäåóçò ôïõ Cbfa1 óôï DNA-

óôü÷ï ôïõ ìáò þèçóáí íá åîåôÜóïõìå åÜí áõôÝò ïé êéíÜ-

óåò åßíáé õðåýèõíåò ãéá ðéèáíÞ öùóöïñõëßùóç ôïõ Cbfa1

ìåôÜ áðü ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç. ̧ ôóé, ðñï÷ùñÞóáìå óå ìéá

áíôßäñáóç êéíÜóçò óôï ðÞêôùìá (in-gel kinase assay),

óôçí ïðïßá Cbfa1-ðñùôåÀíç ðïõ åêöñÜóôçêå êáé êáèá-

ñßóôçêå áðü âáêôÞñéá ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ùò õðüóôñùìá.

Óôï ó÷åôéêü ðÞêôùìá SDS-ðïëõáêñõëáìéäßïõ, üðïõ åß÷å

óõí-ðïëõìåñéóôåß ç áíáóõíäõáóìÝíç Cbfa1-ðñùôåÀíç,

áíáëýèçêáí éóüðïóá êõôôáñéêÜ åê÷õëßóìáôá áðü hPDL-

êýôôáñá ðïõ åß÷áí õðïóôåß ìç÷áíéêÞ ôÜóç ãéá 0–360

min. Ãéá ôçí áíôßäñáóç, ìåôÜ áðü Ýíá âÞìá åðáíáäéÜôá-

îçò ôùí ðñùôåúíþí, ôï ðÞêôùìá åðùÜóôçêå êáôÜëëçëá

ìå [g-32P]ATP êáé ôá áðïôåëÝóìáôá ðáñáôçñÞèçêáí ìåôÜ

áðü áõôïññáäéïãñáößá (åéê. 6). Áíåðáßóèçôç åíåñãüôçôá

êéíÜóçò ðáñáôçñÞèçêå óå êýôôáñá ðïõ äåí åß÷áí õðï-

óôåß ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç (ãñáììÞ «0»). Óå áíôßèåóç, ôñåéò

äéáöïñåôéêÝò æþíåò (bands) åìöáíßóôçêáí óôá åê÷õëß-

óìáôá áðü êýôôáñá ðïõ åß÷áí õðïâëçèåß óå ìç÷áíéêÞ

ôÜóç. ÁõôÝò áíôéóôïé÷ïýí ðåñßðïõ óôá ìïñéáêÜ ìåãÝèç

60, 55 êáé 44/42 kDa (åéê. 6). Ç æþíç ðïõ áíôéóôïé÷åß

óôá 60 kDa áíôéðñïóùðåýåé ìéá Üãíùóôç êéíÜóç, ðïõ

ìðïñåß íá öùóöïñõëéþóåé ôïí Cbfa1, êáé Ýôóé äåí ìáò

áðáó÷üëçóå ðåñáéôÝñù. Ôá ìïñéáêÜ ìåãÝèç ôùí Üëëùí

äýï æùíþí áíôéóôïé÷ïýí óôéò ìïñéáêÝò ìÜæåò ôùí ðïëý

êáëÜ ÷áñáêôçñéóìÝíùí MAPKs, JNK2 êáé ERK1/2,

áíôßóôïé÷á. Åßíáé åíäéáöÝñïí äå ôï ãåãïíüò üôé ç êéíçôé-

êÞ åíåñãïðïßçóçò ôçò êéíÜóçò ðïõ áíôéóôïé÷åß óôá 44/

42 kDa öáßíåôáé íá áêïëïõèåß ôçí êéíçôéêÞ ôçò åðáãù-

ãÞò ðïõ Ý÷ïõìå Þäç ðáñáôçñÞóåé ãéá ôéò ERK1/2 (åéê.

4Â). Áðü ôçí Üëëç ðëåõñÜ, ìéá ðáñüìïéá óõó÷Ýôéóç äåí

Þôáí åìöáíÞò áíÜìåóá óôç öùóöïñõëßùóç ôïõ Cbfa1

áðü ôçí (åíåñãïðïéçìÝíç) êéíÜóç ôùí 55 kDa êáé ôï

áíôßóôïé÷ï ðñïößë åðáãùãÞò ôùí JNKs óôçí ßäéá áíÜëõ-

óç (åéê. 4A). Ôá áðïôåëÝóìáôá áõôÜ õðïäåéêíýïõí üôé

õðÜñ÷åé Üìåóç ëåéôïõñãéêÞ óýíäåóç áíÜìåóá óôçí

åíåñãïðïßçóç ôùí ERKs –êáé ó’ Ýíá ìéêñüôåñï âáèìü

ôùí JNKs– êáé óôçí ðõñïäïôïýìåíç áðü ôç ìç÷áíéêÞ

äéÝãåñóç öùóöïñõëßùóç ôïõ Cbfa1.

Ãéá íá áðïäåßîïõìå üôé ç êéíÜóç ðïõ öùóöïñõëéþíåé

ôïí Cbfa1 êáé áíôéóôïé÷åß óôá 44/42 kDa åßíáé ðñÜãìáôé

ç p-ERK1/2, ðñï÷ùñÞóáìå óå ðåéñÜìáôá óõí-áíïóïêá-

èßæçóçò. Ãéá ôï óêïðü áõôüí, éóïäýíáìåò ðïóüôçôåò óõ-

íïëéêþí êõôôáñéêþí åê÷õëéóìÜôùí áðü hPDL-êýôôáñá,

Åéêüíá 5. ÁðïôåëÝóìáôá ôçò äñÜóçò ôùí áíáóôïëÝùí ôùí ÌÁÑÊs óôï

ìç÷áíï-åðáãüìåíï äõíáìéêü ôïõ Cbfa1 ãéá ðñüóäåóç óôïí DNA-óôü÷ï

ôïõ óå êýôôáñá hPDL. ÁäñáíÞ êýôôáñá hPDL åðùÜóôçêáí ìå ôïõò áíá-

óôïëåßò ôùí ÌÁÑÊs U0126 (ãñáììÞ 3) Þ êïõñêïõìßíç (ãñáììÝò 4 êáé

5), óôéò áíáãñáöüìåíåò óõãêåíôñþóåéò (óå ìÌ). Ìßá þñá ìåôÜ, óôá

êýôôáñá áõôÜ áóêÞèçêå ìç÷áíéêÞ ôÜóç ãéá 6 þñåò (+). ÐõñçíéêÜ åê÷õ-

ëßóìáôá áðïìïíþèçêáí êáé ßóá ðïóÜ ðñùôåÀíçò (8 ìg) áíáëýèçêáí ùò

ðñïò ôçí éêáíüôçôá ôïõ Cbfa1 íá ðñïóäÝíåôáé óôïí DNA-óôü÷ï ôïõ ìå

ôç äïêéìáóßá EMSA. Ï ñáäéïóçìáóìÝíïò áíé÷íåõôÞò Þôáí ï ßäéïò ì’

áõôüí ôçò åéêüíáò 3 (OSE2). Óôéò ãñáììÝò “1” êáé “2”: ÁíôéäñÜóåéò

ðñüóäåóçò óôï DNA, ðïõ Ýãéíáí ìå ðõñçíéêÜ åê÷õëßóìáôá áðü êýôôáñá

ðïõ äåí õðÝóôçóáí ìç÷áíéêÞ ôÜóç (-) êáé áðü êýôôáñá ðïõ õðÝóôçóáí

ìç÷áíéêÞ ôÜóç ãéá 6 þñåò, áíôßóôïé÷á, ÷ùñßò ôçí ðñïçãïýìåíç ðñïóèÞ-

êç áíáóôïëÝùí MAPK. Êýôôáñá ðïõ äåí õðïâëÞèçêáí óå ìç÷áíéêÞ ôÜóç

êáëëéåñãÞèçêáí êÜôù áðü ôéò ßäéåò óõíèÞêåò ìå áõôÜ ðïõ õðÝóôçóáí

ìç÷áíéêÞ ôÜóç, ãéá ôï ìÝãéóôï ÷ñüíï åöáñìïãÞò ôçò ôåëåõôáßáò (6 þñåò).

ÔÜóç

                         ÔÁÓÇ

ÁíáóôïëÝáò: U0126 (ìÌ)

ÁíáóôïëÝáò: Êïõñêïõìßíç (ìÌ)

1 2 3 4 5

- + + + +

0 0 10 0 0

0 0 0 10 20
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Åéêüíá 6. Ç åíåñãïðïßçóç ÅRK (p-ERK) áëëçëåðéäñÜ ìå ôïí Cbfa1 óå

êýôôáñá hPDL ðïõ Ý÷ïõí õðïóôåß ìç÷áíéêÞ ôÜóç. ÁäñáíÞ êýôôáñá hPDL

õðïâëÞèçêáí (+) óå ìç÷áíéêÞ ôÜóç ãéá 6 þñåò Þ, áðëÜ, êáëëéåñãÞèçêáí

óôï ßäéï ìÝóï ÷ùñßò íá õðïâëçèïýí óå áõôÞí, ãéá ôçí ßäéá ÷ñïíéêÞ

ðåñßïäï (-). Ôá êýôôáñá, óôç óõíÝ÷åéá, ëýèçêáí êáé ßóá ðïóÜ óõíïëéêÞò

ðñùôåÀíçò (üðùò öáßíåôáé áðü ôçí áíÜëõóç êáôÜ Western ìå áíôé-ERK2

áíôßóùìá: äåîßo óôýðùìá óôçí åéêüíá), ðïõ åß÷áí õðïóôåß Ýíáí ðñþôï

êáèáñéóìü, ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí ãéá ðåéñÜìáôá óõí-áíïóïêáèßæçóçò (IP)

ìå áíôéóþìáôá åíáíôßïí ôïõ Cbfa1 (á-Cbfa1) Þ ôçò p-ERK1/2 (á-p-

ERK). Ôá ó÷çìáôéóìÝíá áíïóïóõìðëÝãìáôá áíáëýèçêáí óôç óõíÝ÷åéá

êáôÜ Western ìå ôç ÷ñÞóç áíôéóùìÜôùí á-p-ERK (áñéóôåñü óôýðùìá) Þ

á-Cbfa1 (åðÜíù ìåóáßï óôýðùìá). Ïé êåöáëÝò âåëþí õðïäåéêíýïõí ôéò p-

ERK êáé Cbfa1, ðïõ óõí-áíïóïêáôáêñçìíßóôçêáí, áíôßóôïé÷á. Ôï êÜôù

ìåóáßï óôýðùìá (ìéêñü Ýíèåôï) åßíáé áõôü ôïõ á-Cbfa1 (åðÜíù ìåóáßï

óôýðùìá), ðïõ ìåôÜ áðü áðï-õâñéäïðïßçóç åðùÜóôçêå ìå áíôé-ERK2

áíôßóùìá. Ç êåöáëÞ âÝëïõò õðïäåéêíýåé ôçí p-ERK2 ðïõ áëëçëåðéäñÜ

ìå ôïí Cbfa1 (óýãêñéíå ìå ôéò ãñáììÝò 0 êáé 360 ôçò åéêüíáò 4B).

ðïõ åß÷áí õðïâëçèåß Þ ü÷é óå ìç÷áíéêÞ ôÜóç ãéá 6

þñåò, åðùÜóôçêáí ìå áíôßóùìá åßôå åíáíôßïí ôïõ Cbfa1

åßôå åíáíôßïí ôçò p-ERK1/2. Ïé ðñùôåÀíåò ðïõ ðñïÝêõ-

øáí áðü ôç óõí-áíïóïêáèßæçóç åëÝã÷èçêáí ãéá ôçí

ðáñïõóßá ôùí åíåñãïðïéçìÝíùí ERKs Þ ôïõ Cbfa1, á-

íôßóôïé÷á, ìå áíÜëõóç êáôÜ Western, ÷ñçóéìïðïéþíôáò

áíôé-p-ERK1/2 Þ áíôé-Cbfa1 áíôéóþìáôá. ¼ðùò öáßíå-

ôáé óôçí åéêüíá 7, ç p-ERK êáé ï Cbfa1 óõí-áíïóïêáèé-

æÜíïõí óå êýôôáñá ðïõ Ý÷ïõí õðïóôåß ìç÷áíéêÞ ôÜóç

(+), åíþ ïñéáêÜ áíé÷íåýóéìá åðßðåäá ôçò åíåñãïðïéçìÝ-

íçò êéíÜóçò (áñéóôåñü óôýðùìá óôçí åéêüíá) êáé ó÷å-

äüí áóÞìáíôá ðïóÜ ôïõ ìåôáãñáöéêïý ðáñÜãïíôá (åðÜ-

íù ìåóáßï óôýðùìá óôçí åéêüíá) ðáñáôçñïýíôáé óå êýô-

ôáñá ðïõ äåí Ý÷ïõí õðïâëçèåß óå ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç (-

). Ôï ôåëåõôáßï åßíáé óýìöùíï ìå ôçí õðïëåéììáôéêÞ å-

íåñãüôçôá ôçò p-ERK êáé ôçí áõôü÷èïíç éêáíüôçôá ðñüó-

äåóçò ôïõ Cbfa1 óôï DNA-óôü÷ï ôïõ óå êýôôáñá ðïõ

äåí Ý÷ïõí õðïóôåß ìç÷áíéêÞ ôÜóç, üðùò Ý÷ïõìå Þäç

ðåñéãñÜøåé (åéêüíåò 3B êáé 2A, áíôßóôïé÷á). Ç ðéóôüôç-

ôá ôùí ðáñáôçñçèåéóþí áëëçëåðéäñÜóåùí åðéâåâáéþèç-

êå ðåñáéôÝñù ìå Ýêðëõóç ôïõ óôõðþìáôïò óôï ïðïßï

åß÷å äéáãíùóôåß ç ðáñïõóßá ôïõ Cbfa1 êáé åðáíáûâñéäï-

ðïßçóÞ ôïõ ìå áíôßóùìá åíáíôßïí ôçò ERK2 [åéê. 7, êÜôù

ìåóáßï óôýðùìá (ìéêñü Ýíèåôï)]. ÐÝñá áðü ôçí ðïóïôé-

êÞ åðéâåâáßùóç ôçò áëëçëåðßäñáóçò, ç åéäéêüôçôá ôïõ

áíôéóþìáôïò ðïõ ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ó’ áõôü ôï Western

(âë. ðåéñáìáôéêÝò äéáäéêáóßåò) õðÝäåéîå üôé ç åíåñãïðïé-

çìÝíç ERK2 (p-ERK2) åßíáé ç êõñßáñ÷ç õðïøÞöéá êé-

íÜóç ðïõ óõììåôÝ÷åé óôï Cbfa1-p-ERK ðñùôåúíéêü óý-

ìðëïêï in vivo. Áíôßèåôá, äåí ìðïñÝóáìå íá åðéâåâáéþó-

ïõìå ôçí ðáñïõóßá ôçò p-JNK óôéò ßäéåò áíïóïêáèéæÞ-

óåéò (äåí äåß÷íïíôáé ôá ó÷åôéêÜ áðïôåëÝóìáôá). ÖõóéêÜ,

äåí ìðïñïýìå íá áðïêëåßóïõìå ôçí ðéèáíüôçôá íá áë-

ëçëåðéäñÜ ç p-JNK2 (ðïõ áíôéóôïé÷åß óôá 55 kDa óôçí

åéêüíá 6) ìå ôïí  Cbfa1, ìéá êáé ôï ìïñéáêü ôçò ìÝãåèïò

ó’ áõôÜ ôá åê÷õëßóìáôá âñßóêåôáé ìÝóá óôï åýñïò ôïõ

çëåêôñïöïñçôéêïý ìåôþðïõ ôùí IgGs.

Ôá ðáñáðÜíù áðïôåëÝóìáôá äåß÷íïõí, ãéá ðñþôç öïñÜ,

üôé ï åíäïãåíÞò Cbfa1 áëëçëåðéäñÜ öõóéêÜ ìå ôçí

åíåñãïðïéçìÝíç ERK êáé üôé ç áëëçëåðßäñáóç áõôÞ, ðïõ

ïäçãåß, óýìöùíá ìå üëåò ôéò åíäåßîåéò, óôçí ôñïðïðïßç-

óç êáé ôç óõíåðáêüëïõèç åíåñãïðïßçóÞ ôïõ, õðïêéíåß-

ôáé óå ìåãÜëï âáèìü áðü ôçí Üóêçóç ìç÷áíéêÞò äéÝãåñ-

óçò óå áíèñþðéíá ïóôåïâëáóôéêÜ êýôôáñá. Áõôü åßíáé óå

óõìöùíßá ìå ðñüóöáôåò åíäåßîåéò üôé ï Cbfa1 ìðïñåß íá

öùóöïñõëéùèåß êáé íá åíåñãïðïéçèåß in vitro áðü ôéò

MAPKs.25

(kDa) M 0 15 30 60 180 360 (min)

97

69

46

30

ÓÕÆÇÔÇÓÇ

Ï ïóôßôçò éóôüò åîåëß÷èçêå ãéá íá õðçñåôÞóåé ðñùôß-

óôùò ìç÷áíéêÝò áíÜãêåò. Óôç äéÜñêåéá ôçò åîÝëéîçò, ôá

ïóôÜ âåëôéóôïðïßçóáí ôï ñüëï ôïõò óôçí áíôï÷Þ öïñôßùí

ìå ôï íá ðñïóáñìüóïõí ôçí áñ÷éôåêôïíéêÞ ôïõò êáé ôç

ëåéôïõñãßá ôïõò óôç äñÜóç ôùí ìç÷áíéêþí äõíÜìåùí.

Óôçí ðáñïýóá åñãáóßá ðáñïõóéÜæïõìå åõñÞìáôá, óýì-

öùíá ìå ôá ïðïßá ï âáóéêüò ñõèìéóôÞò, óôï åðßðåäï ôçò

ìåôáãñáöÞò, ôçò ïóôåïâëáóôéêÞò äéáöïñïðïßçóçò/ïóôå-

ïãÝíåóçò, ï Cbfa1, áðïôåëåß óôü÷ï-êëåéäß ôçò ìç÷áíé-

êÞò äéÝãåñóçò óå hPDL-ïóôåïâëáóôéêÜ êýôôáñá. Ôá êýô-

ôáñá áõôÜ åßíáé äéáñêþò åêôåèåéìÝíá óå ìç÷áíéêÝò ðéÝ-

óåéò óôï öõóéêü ôïõò ðåñßãõñï êáé ìðïñïýí íá äéáöïñï-

ðïéçèïýí, ìå óêïðü íá óõììåôÜó÷ïõí åíåñãÜ óôçí áðï-

êáôÜóôáóç ôïõ ðåñéïäïíôéêïý óõíäÝóìïõ (PDL) êáé

óôçí áíÜðëáóç ôïõ ðåñéâÜëëïíôïò ïóôïý.45 Äåßîáìå üôé

ìåôÜ áðü Ýíá öõóéêü óÞìá, üðùò ç Üóêçóç ìç÷áíéêÞò

ôÜóçò, ðáñáôçñåßôáé áýîçóç ôçò Ýêöñáóçò ôïõ Cbfa1

ôüóï óå åðßðåäï mRNA üóï êáé óå åðßðåäï ðñùôåÀíçò,
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á á
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ìå óõíïäü áýîçóç ôçò éêáíüôçôáò ðñüóäåóÞò ôïõ óôï

DNA-óôü÷ï ôïõ. Êáôáäåß÷èçêå åðßóçò üôé áõôÞ ç ìç÷á-

íéêÜ óçìáôïäïôïýìåíç åðáãùãÞ ôïõ Cbfa1 äñïìïëï-

ãåßôáé ìÝóù ôïõ ìïíïðáôéïý ôùí MAPKs. Ôï åýñçìÜ ìáò

üôé ï Cbfa1 êáé ç åíåñãïðïéçìÝíç ERK (ðéèáíüôáôá ç

éóïìïñöÞ ERK2) áëëçëåðéäñïýí in vivo, ôåêìçñéþíåé ôïí

áðïöáóéóôéêü ñüëï ðïõ Ý÷åé Þäç áðïäïèåß óôï ìïíïðÜôé

ôùí MAPKs óå ü,ôé áöïñÜ ôç äéáäéêáóßá ôçò ïóôåïâëá-

óôéêÞò äéáöïñïðïßçóçò ãåíéêÜ.13–17

ÐïëëÝò ìåëÝôåò Ý÷ïõí áíáäåßîåé ôç èåìåëéþäç óçìá-

óßá ôïõ Cbfa1 óôçí ïóôåïâëáóôéêÞ äéáöïñïðïßçóç êáé

ëåéôïõñãßá.39,46 Ôá áðïôåëÝóìáôÜ ìáò õðïäçëþíïõí üôé ç

ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç ìðïñåß íá ðõñïäïôÞóåé ôç äéáöïñï-

ðïßçóç ðñüäñïìùí ïóôåïâëáóôþí ìå áðåõèåßáò óôü÷åõ-

óç ôïõ ìåôáãñáöéêïý áõôïý ðáñÜãïíôá. Ïé ïóôåïâëÜ-

óôåò åýóôï÷á áðïêáëïýíôáé åêëåðôõóìÝíïé éíïâëÜ-

óôåò,47 áðü ôç óêïðéÜ ôïõ ðåñéïñéóìÝíïõ áñéèìïý ôùí

áðïêëåéóôéêÜ õðåýèõíùí ãéá ôçí ïóôåïâëáóôéêÞ äéáöï-

ñïðïßçóç ãïíéäßùí. Ï Cbfa1 åðÜãåé ôç ìåôáãñáöÞ ôÝ-

ôïéùí ïóôåï-åéäéêþí ãïíéäßùí ìå ôçí ðñüóäåóÞ ôïõ óå

óýóôïé÷åò èÝóåéò-áëëçëïõ÷ßåò ðïõ åäñÜæïíôáé óôïõò

õðïêéíçôÝò ôùí åí ëüãù ãïíéäßùí.2,5,48 Åöüóïí ç Üóêç-

óç ìç÷áíéêÞò ôÜóçò ïäçãåß óå áýîçóç ôüóï ôùí åðéðÝ-

äùí ôïõ Cbfa1 üóï êáé ôçò äõíáôüôçôÜò ôïõ íá ðñïóäÝ-

íåôáé óôï DNA-óôü÷ï ôïõ, åßíáé åõëïãïöáíÝò üôé ôá ðñï-

áíáöåñèÝíôá ãïíßäéá áðïôåëïýí ôïõò öõóéêïýò ôåëéêïýò

áðïäÝêôåò ôçò ìç÷áíéêÞò äéÝãåñóçò. Áõôü õðïóôçñßæåôáé

êáé áðü ðñïçãïýìåíåò ìåëÝôåò, ïé ïðïßåò äåß÷íïõí üôé

üíôùò áõôÜ ôá ãïíßäéá åðÜãïíôáé ìåôÜ áðü ðïéêßëïõ

ôýðïõ ìç÷áíéêÝò äéåãÝñóåéò.35,49–51

ÅðáãùãÞ ôçò Ýêöñáóçò ôïõ Cbfa1 óå ïóôåïâëáóôéêÜ

êýôôáñá Ý÷åé áíáöåñèåß ìåôÜ áðü äéÝãåñóÞ ôïõò ìå äéÜ-

öïñïõò áõîçôéêïýò ðáñÜãïíôåò, üðùò ïé TGF-â1, BMP-

2, BMP-7, Þ ôï åôåñïäéìåñÝò BMP4/7.2,52–54 ¼ëá áõôÜ

ôá åêêñéíüìåíá ìüñéá äñïõí ùò ìåôáöïñåßò óçìÜôùí, ôá

ïðïßá ìåôÜãïíôáé äéáìÝóïõ ìåìâñáíéêþí õðïäï÷Ýùí ðïõ

åßíáé êéíÜóåò Ser/Thr (RS/TKs). Ïé ôåëåõôáßåò öùóöï-

ñõëéþíïõí ôéò ðñùôåÀíåò SMAD, ðïõ Ýôóé ìåôáêïìßæïõí

óôïí ðõñÞíá êáé ìðïñïýí ðëÝïí íá äñÜóïõí ùò ìåôá-

ãñáöéêïß ðáñÜãïíôåò óôá ãïíßäéá-óôü÷ïõò ôïõò.55 Óå ü,ôé

áöïñÜ üìùò ôç ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç, ç êéíçôéêÞ ôçò Ýê-

öñáóçò ôïõ Cbfa1-mRNA  ìåôÜ ôçí Üóêçóç ìç÷áíéêÞò

ôÜóçò áðïêáëýðôåé üôé áõôü áõîÜíåôáé áðüôïìá óôéò 0,5

þñåò êáé Ýêôïôå ðáñáìÝíåé óå õøçëÜ åðßðåäá. ÁõôÞ ç

Üìåóç áðüêñéóç ôçò Ýêöñáóçò ôïõ Cbfa1 åßíáé áðßèáíï

íá ïöåßëåôáé óå êÜðïéïí Ýììåóï áõôïêñéíÞ ìç÷áíéóìü,

êáèþò ï ÷ñüíïò ðïõ áðáéôåßôáé ãéá ôç óýíèåóç, Ýêêñéóç

êáé ôåëéêÜ äñÜóç ôùí áõîçôéêþí ðáñáãüíôùí ðïõ ðñïá-

íáöÝñèçêáí, åßíáé êáôÜ ðïëý ìåãáëýôåñïò ôïõ ÷ñïíé-

êïý ðëáéóßïõ ìÝóá óôï ïðïßï ðáñáôçñÞèçêå ç ìÝãéóôç

áýîçóç ôïõ Cbfa1-mRNA óôï óýóôçìÜ ìáò. Ãéá ðáñÜ-

äåéãìá, Ý÷åé äåé÷èåß üôé ôá åðßðåäá ôïõ Cbfa1-mRNA

Åéêüíá 7. Ç Üóêçóç ìç÷áíéêÞò ôÜóçò óå hPDL-ïóôåïâëáóôéêÜ êýôôáñá åðÜãåé ôç öùóöïñõëßùóç ôïõ Cbfa1 áðü ôéò MAPKs. Êýôôáñá hPDL

ðáñÝìåéíáí áäñáíÞ ãéá 24 þñåò. ºóá ðïóÜ áðü óõíïëéêÜ êõôôáñéêÜ åê÷õëßóìáôá ðñùôåúíþí (60 ìg), ðïõ áðïìïíþèçêáí áðü êýôôáñá ðïõ äåí

õðÝóôçóáí (ãñáììÞ «0») Þ õðÝóôçóáí ìç÷áíéêÞ ôÜóç ãéá ôïõò áíáãñáöüìåíïõò ÷ñüíïõò, õðïâëÞèçêáí óå áíÜëõóç öùóöïñõëßùóçò ìå ÷ñÞóç [ã-
32P]ATP. Ïé êéíÜóåò ðïõ õðÜñ÷ïõí ó’ áõôÜ ôá åê÷õëßóìáôá êáé ìðïñïýí íá öùóöïñõëéþóïõí ôïí Cbfa1 åíôïðßóôçêáí ìåôÜ áðü áõôïññáäéïãñáößá.

Ôï ìïñéáêü âÜñïò 14C-ìåèõëéùìÝíùí ðñùôåúíþí (óå kDa) ðïõ ÷ñçóéìïðïéïýíôáé ùò ðñüôõðï (Ì) äßíåôáé óôá áñéóôåñÜ ôçò åéêüíáò. Ïé êåöáëÝò âåëþí

õðïäåéêíýïõí ôéò p-ERK1 (êÜôù) êáé p-JNK2 (åðÜíù). Ç ãñáììÞ “0” áíáöÝñåôáé óå áêáôÝñãáóôá êýôôáñá, ôá ïðïßá êáëëéåñãÞèçêáí êÜôù áðü ôéò

ßäéåò óõíèÞêåò ìå áõôÜ ðïõ õðÝóôçóáí ìç÷áíéêÞ ôÜóç, ãéá ôï ìÝãéóôï ÷ñüíï åöáñìïãÞò ôçò ôåëåõôáßáò (6 þñåò).

 á-Cbfa1  á-p-ERK  Áñ÷éêÞ ðïóüôçôáIP Ab

 ÔÁÓÇ

 p-ERK
Cbfa1

 ERK2

 p-ERK2
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öôÜíïõí óôï ìÝãéóôï 2 þñåò ìåôÜ ôç äéÝãåñóç ìå TGF-

â1 Þ BMP-2 êáé Ýêôïôå âáèìéáßá ìåéþíïíôáé.53 Ïé ðáñá-

ðÜíù äéáðéóôþóåéò óõìðëÝïõí ìå ðñïçãïýìåíåò áíáöï-

ñÝò, ðïõ äåß÷íïõí üôé ç åöáñìïãÞ ìç÷áíéêÞò ôÜóçò óå

hPDL-êýôôáñá åðÜãåé ôç óýíèåóç DNA, ìÝóù åíüò ìç-

÷áíéóìïý ðïõ öáßíåôáé íá åßíáé Üìåóïò êáé ü÷é áõôïêñé-

íÞò.27 ÖõóéêÜ, äåí ìðïñïýìå íá áðïêëåßóïõìå ôçí ðá-

ñÜëëçëç óõíåéóöïñÜ áõôïêñéíþí áõîçôéêþí ðáñáãüíôùí,

ðïõ ìðïñåß íá åßíáé õðåýèõíïé ãéá ìéá ðáñáôåôáìÝíç

åðáãùãÞ ôçò Ýêöñáóçò ôïõ Cbfa1 ìåôÜ ôçí Üóêçóç

ìç÷áíéêÞò äéÝãåñóçò.

ÌÝ÷ñé ðñüóöáôá, ï ìüíïò ðáñÜãïíôáò ðïõ Ý÷åé äåé÷-

èåß üôé åëÝã÷åé Üìåóá ôçí Ýêöñáóç ôïõ Cbfa1 åßíáé ï

ßäéïò ï Cbfa1.39 Áõôü óõìâáßíåé ãéáôß ï õðïêéíçôÞò ôïõ

Cbfa1 ãïíéäßïõ öÝñåé èÝóåéò ðñüóäåóçò ôïõ Cbfa1 (OSE2

óôïé÷åßá) êáé, åðéðëÝïí, Ý÷åé äåé÷èåß üôé ç õðåñÝêöñáóç

ìéáò áñíçôéêÜ åðéêñáôïýò ìïñöÞò Cbfa1 óå þñéìá ïóôå-

ïâëáóôéêÜ êýôôáñá ïäçãåß óå åëÜôôùóç ôùí åðéðÝäùí

ôçò åíäïãåíïýò ðñùôåÀíçò.8,56 ̧ íáò ôÝôïéïò áõôïññõèìé-

æüìåíïò ìç÷áíéóìüò åßíáé óýìöùíïò ìå ôá áðïôåëÝóìá-

ôÜ ìáò êáé èá ìðïñïýóå íá åîçãÞóåé, óå ìåãÜëï âáèìü,

ôçí ðáñáôçñïýìåíç åðáãùãÞ ôçò Ýêöñáóçò ôïõ Cbfa1

ìåôÜ áðü ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç. ¸ôóé, ç ãñÞãïñç áýîçóç

ôçò åíåñãüôçôáò ôùí MAPKs ìåôÜ áðü ìç÷áíéêÞ äéÝ-

ãåñóç ðñïÜãåé ôç öùóöïñõëßùóç –êáé óõíåðþò ôçí

åíåñãïðïßçóç– ðñïûðáñ÷üíôùí ìïñßùí Cbfa1. ÁõôÜ, ìå

ôç óåéñÜ ôïõò, ðñïóäÝíïíôáé óôá OSE2 óôïé÷åßá óôïí

õðïêéíçôÞ ôïõ Cbfa1 êáé åðÜãïõí ôçí Ýêöñáóç ôïõ ãï-

íéäßïõ ôïõ. Ç õðüèåóç áõôÞ õðïóôçñßæåôáé êáé áðü ôçí

êéíçôéêÞ ôçò åðáãüìåíçò äõíáôüôçôáò ôïõ Cbfa1 ãéá

ðñüóäåóç óôï DNA-óôü÷ï ôïõ, ðïõ åßíáé åíäåéêôéêÞ ìéáò

Üìåóïõ ôýðïõ (immediate-early) áðüêñéóçò, áëëÜ êáé áðü

ôá ðåéñÜìáôá áíáóôïëÞò ôçò äñÜóçò ôùí MAPKs. Ñýèìé-

óç in vitro ôçò äõíáôüôçôáò ôïõ Cbfa1 ãéá ðñüóäåóç

óôï DNA-óôü÷ï ôïõ ìÝóù öùóöïñõëßùóçò Ý÷åé Þäç ðå-

ñéãñáöåß.25 Ôá áðïôåëÝóìáôÜ ìáò áðü ôçí áíôßäñáóç êé-

íÜóçò óôï ðÞêôùìá êáé áðü ôéò óõí-áíïóïêáèéæÞóåéò

õðïóôçñßæïõí Ýíôïíá üôé ôï ßäéï óõìâáßíåé êáé in vivo.

¸÷åé áíáöåñèåß üôé áõîçìÝíç éêáíüôçôá ðñüóäåóçò

ôïõ Cbfa1 óôï DNA-óôü÷ï ôïõ ìåôÜ áðü áëëçëåðßäñáóç

ôçò á2-éíôåãêñßíçò ìå êïëëáãüíï äåí ðñïêáëåß ìåôáâï-

ëÝò óôá åðßðåäá ôïõ Cbfa1.57 ÁõôÞ ç ðáñáôÞñçóç äåí

áíáéñåß êáô’ áíÜãêç ôç äéêÞ ìáò õðüèåóç. Ìéá ðéèáíÞ

åîÞãçóç ìðïñåß íá åßíáé ï ôýðïò ôùí êõôôÜñùí ðïõ ÷ñç-

óéìïðïéÞèçêå Þ áêüìá êáé ç öýóç ôùí åñåèéóìÜôùí ðïõ

êáôáëÞãïõí óôçí Ýêöñáóç ôïõ Cbfa1. Åéäéêüôåñá, óôçí

ðñïáíáöåñèåßóá ìåëÝôç ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí ó÷åôéêÜ þñé-

ìïé ïóôåïâëÜóôåò, ïé ïðïßïé åêöñÜæïõí ôïí Cbfa1 áêüìá

êáé ÷ùñßò ôçí ðáñïõóßá äéÝãåñóçò ðïõ íá ïäçãåß óå

äéáöïñïðïßçóç. Áíôßèåôá, ôá hPDL-êýôôáñá åßíáé ðñþéìá

(áäéáöïñïðïßçôá) ïóôåïâëáóôéêÜ êýôôáñá, ôá ïðïßá åê-

öñÜæïõí ïñéáêÜ áíé÷íåýóéìá åðßðåäá Cbfa1 óå óõíèÞêåò

ìç åðáãùãÞò. Ç äéðëÞ óôü÷åõóç óå åðßðåäï ìåôáãñáöÞò

êáé öùóöïñõëßùóçò ôïõ Cbfa1, ìÝóù ôçò óõíôïíéóìÝíçò

Þ éåñáñ÷éêÞò äñÜóçò ôùí ìç÷áíïäéåãåñìÝíùí ERK/JNK

MAPKs, åßíáé áíáìöéóâÞôçôá áðáñáßôçôç ãéá ôçí ðõñï-

äüôçóç ôïõ ðñïãñÜììáôïò ïóôåïâëáóôéêÞò äéáöïñïðïßç-

óçò ó’ áõôÜ ôá êýôôáñá êáé ó’ áõôÝò ôéò óõíèÞêåò.

Åßíáé ðïëý ðéèáíü üôé åðéðñüóèåôïé ðáñÜãïíôåò, åêôüò

ôùí MAPKs, ìðïñåß íá óõììåôÝ÷ïõí óôç ìåôáâïëÞ ôçò

Ýêöñáóçò êáé ôçò åíåñãüôçôáò ôïõ Cbfa1 ìåôÜ áðü ìç-

÷áíéêÞ äéÝãåñóç. ¸íáò ðñïöáíÞò õðïøÞöéïò åßíáé ï

ìåôáãñáöéêüò ðáñÜãïíôáò AP-1. Óôçí ðåñéï÷Þ ôïõ õðï-

êéíçôÞ ôïõ Cbfa1 ãïíéäßïõ õðÜñ÷åé ìéá êáíïíéêÞ èÝóç

ðñüóäåóçò ãéá ôïí AP-1 êáé ìÜëéóôá äßðëá áêñéâþò

áðü ôç èÝóç ðñüóäåóçò ôïõ Cbfa1. Ç ýðáñîç áõôÞò ôçò

èÝóçò áöÞíåé áíïé÷ôÞ ôçí ðéèáíüôçôá óõììåôï÷Þò ôïõ

AP-1 óôïí Ýëåã÷ï ôçò ìåôáãñáöÞò ôïõ Cbfa1 ãïíéäßïõ.

¹äç Ý÷åé äåé÷èåß üôé ï Cbfa1 êáé ï AP-1 áëëçëåðéäñïý-

í öõóéêÜ êáé üôé Ýôóé åëÝã÷ïõí áðü êïéíïý ôçí Ýêöñáóç

ôïõ ãïíéäßïõ ôçò êïëëáãåíÜóçò-3.58 ÅðéðëÝïí, ðñüóöá-

ôá ðåéñÜìáôá ìå ôï óýóôçìÜ ìáò êáôÝäåéîáí åðáãùãÞ

ôçò éêáíüôçôáò ðñüóäåóçò ôïõ AP-1 óôï DNA-óôü÷ï

ôïõ ìåôÜ áðü 15 min åöáñìïãÞò ìç÷áíéêÞò ôÜóçò.23

Åðßóçò, ðáñáôçñÞèçêå üôé ôá âáóéêÜ óõóôáôéêÜ ôïõ AP-

1, ïé ðñùôåÀíåò c-Jun êáé c-Fos, áõîÜíïíôáé ôá÷ýôáôá

ìåôÜ áðü ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç ôùí hPDL-êõôôÜñùí êáé

ìÜëéóôá ç ðáñïõóßá áíáóôïëÝùí ôùí MAPKs êáôáñãåß

áõôÞ ôçí åðáãùãÞ.24 Ç ðéèáíüôçôá ìéáò åðáãüìåíçò áðü

ôç ìç÷áíéêÞ äéÝãåñóç «äéáóõíïìéëßáò» Cbfa1 êáé AP-1

åßíáé áõôÞ ôç óôéãìÞ áíôéêåßìåíï ìåëÝôçò óôï åñãáóôÞ-

ñéü ìáò.

ÓõìðåñáóìáôéêÜ, ç ðáñïýóá ìåëÝôç ðáñÝ÷åé íÝåò ðëç-

ñïöïñßåò ãéá ôç ìïñéáêÞ äéáóýíäåóç ìç÷áíéêÞò äéÝãåñ-

óçò êáé ïóôåïâëáóôéêÞò äéáöïñïðïßçóçò, äéáìÝóïõ ôçò

åðáãùãÞò ôçò Ýêöñáóçò ôïõ ïóôåï-åéäéêïý ìåôáãñáöé-

êïý ðáñÜãïíôá Cbfa1, êáèþò êáé ôïõ äõíáìéêïý ðñüóäå-

óçò óôï DNA-óôü÷ï ôïõ. ÅðåéäÞ ï Cbfa1 åëÝã÷åé á-ðåõ-

èåßáò ôï ñõèìü ó÷çìáôéóìïý ôïõ ïóôïý ìÝóù ôùí äéáöï-

ñïðïéçìÝíùí ïóôåïâëáóôþí, ç ôáõôïðïßçóç åñåèéóìÜôùí

ðïõ áõîÜíïõí ôçí ÝêöñáóÞ ôïõ Þ êáé ôçí åíåñãüôçôÜ ôïõ

ó’ áõôÜ ôá êýôôáñá áíáìÝíåôáé íá áíïßîåé ôï äñüìï óå

êáéíïýñãéåò ìåèüäïõò, ôüóï ðñüëçøçò üóï êáé èåñáðåß-

áò áóèåíåéþí ðïõ ó÷åôßæïíôáé ìå ìåßùóç ôçò ïóôéêÞò ìÜ-

æáò. Ðñïò áõôÞ ôçí êáôåýèõíóç, ç ïóôåïãåíåôéêÞ éêáíü-

ôçôá ìéêñþí öõóéêþí åñåèéóìÜôùí, üðùò ç ìéêñÞò Ýêôá-

óçò (öõóéïëïãéêïý åýñïõò) ìç÷áíéêÞ ôÜóç, ðïõ ÷ñçóéìï-

ðïéÞèçêå óôçí ðáñïýóá ìåëÝôç, ìðïñåß íá óõíåéóöÝñåé
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óôçí áíÜðôõîç Üëëïõ ôýðïõ ðáñåìâÜóåùí åíäõíÜìùóçò

ôùí ïóôþí óå ïóôéêÝò åêöõëéóôéêÝò ðáèÞóåéò (ð.÷. ïóôåï-

ðüñùóç), ðáñáêÜìðôïíôáò Ýôóé ôéò ãíùóôÝò áíåðéèýìçôåò

åíÝñãåéåò ðïõ óõíïäåýïõí ôéò ôñÝ÷ïõóåò öáñìáêåõôéêÝò

áãùãÝò. ÅðéðëÝïí, “åêìáéåýïíôáò”, ìå âÜóç ôá ÷áìçëÞò
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OBJECTIVE A primary goal of bone research is to understand the mechanism(s) by which mechanical forces

dictate the cellular and metabolic activities of osteoblasts, the bone-forming cells. Several studies indicate that

osteoblastic cells respond to physical loading by transducing signals that alter gene expression patterns. Accumulated

data have documented the fundamental role of the osteoblast-specific transcription factor Cbfa1 in osteoblast

differentiation and function. METHOD Primary cultures of human osteoblast-like cells were subjected to low-

level continuous mechanical strain employing an established system for applying calibrated stretch. A combination

of Northern/Western blotting, mobility-shift, protein kinase inhibition, in-gel kinase, and co-immunoprecipitation

assays were used to address the role of Cbfa1 in mechanotransduction. RESULTS It was demonstrated that

physiological amounts of mechanical deformation (stretching) directly up-regulate the expression and DNA-

binding activity of Cbfa1 in human osteoblastic cells. This effect seems to be “fine-tuned” by stretch-triggered

induction of distinct mitogen-activated protein kinase (MAPK) cascades. Importantly, it is shown that activated

extracellular signal-regulated kinase (ERK) MAPK physically interacts and phosphorylates endogenous Cbfa1 in

vivo, ultimately potentiating this transcription factor. CONCLUSIONS The findings of this study provide a

molecular link between mechanostressing and stimulation of osteoblast differentiation. Elucidation of the specific

modifiers and co-factors that operate in this mechanotranscription circuitry will contribute to a better understanding

of mechanical load-induced bone formation which may set the basis for non-pharmacological intervention in

bone loss pathologies.
................................................................................................................................................................................
Key words: Cbfa1, ERK, MAP kinase, Mechanical stimulation, Osteoblastic cell
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