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Ανηί προλόγοσ 

Όηαλ ηειεηώλεη κηα δηπισκαηηθή εξγαζία, λνηώζεηο όηη νινθιεξώλεηο έλα κέξνο ηνπ 

επηζηεκνληθνύ ζνπ έξγνπ. Σόηε θάζεζαη θαη ζθέθηεζαη ηη ζε επεξέαζε, ηη ζε εξέζηζε, 

θάλεηο ηελ απνηίκεζή ζνπ, επραξηζηείο θάπνηνπο αλζξώπνπο θαη αθηεξώλεηο ζε 

θάπνηνπο άιινπο. 

ηνπο δύν αλζξώπνπο ινηπόλ πνπ επεξεάδνπλ θαη ζεκαδεύνπλ ηελ δσή κνπ θαη 

ηελ θαξηέξα κνπ. ’ απηνύο πνπ από κηθξό παηδί κνπ κάζαηλαλ λα κε θνβάκαη ηνπο 

αλέκνπο θαη ηε βξνρή, αξγόηεξα λα ζθέθηνκαη θαη λα ηαμηδεύσ πάλσ από ζάιαζζεο, 

πνηάκηα, βνπλά θαη πεδηάδεο θαη λα θζάλσ κέρξη ηε ειήλε. Κη όηαλ εγώ ραλόκνπλ 

κνπ άλνηγαλ ηνπο ράξηεο ηνπ κπαινύ ηνπο. Ήηαλ ηόηε πνπ ε εκπεηξία ηνπο εξεκνύζε ηνλ 

δηθό κνπ ελζνπζηαζκό. 

’ απηό ην καθξηλό ηαμίδη ηεο δσήο θαη ηεο γλώζεο, θάπνηα ζηηγκή ηνπο 

πξνζπέξαζα θαη κεηά ηνπο έραζα. Δθεί πνπ βξίζθνληαη δελ κπνξώ λα είκαη, γη απηό 

έζηεηια ηελ αγάπε κνπ λα ηνπο αθνινπζεί. 

Αθηεξώλεηαη ινηπόλ ζ’ απηνύο πνπ έραζα λσξίο θαη άδηθα. Σνλ ζείν κνπ Γήκν 

θαη ηνλ παππνύ κνπ Γηώξγν …. 
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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Ζ εκδμηοηηάνςζδ απμηεθεί ιία ααζζηή ηοηηανζηή δζενβαζία δ μπμία επζηνέπεζ ζηα 

ηφηηανα υπζ ιυκμ κα πνμζθαιαάκμοκ ενεπηζηά ζοζηαηζηά απυ ημ ελςηενζηυ 

πενζαάθθμκ, αθθά ηαζ κα ιεηααάθθμοκ ηδκ ζφζηαζδ ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ 

ιειανάκδξ ηαζ ηςκ εκδμηοηηάνζςκ μνβακζδίςκ, εθέβπμκηαξ έηζζ ηαίνζεξ ηοηηανζηέξ 

θεζημονβίεξ, υπςξ δ ηοηηανζηή αφλδζδ, δζαθμνμπμίδζδ ηαζ απυπηςζδ. Σα πνχζια 

ζηάδζα ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ εεςνμφκηαζ ηνίζζια, ηαεχξ παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ 

ιεηέπεζηα πμνεία ημο εκδμηοηηανςιέκμο θμνηίμο, ηαεμνίγμκηαξ έηζζ ηδ «ιμίνα» ημο. 

ηα πνχζια ζηάδζα ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζοιιεηέπμοκ ηα πνχζια εκδμζχιαηα, υπμο 

πναβιαημπμζείηαζ δ δζαθμβή ημο θμνηίμο. ε αοηή ηδ δζαδζηαζία ζοιιεηέπμοκ 

πθεζάδα πνςηεσκζηχκ ιμνίςκ, ακάιεζα ζηα μπμία ηονίανπμ νυθμ ηαηέπεζ δ ιζηνή 

GTPάζδ Rab5. Οζ θεζημονβίεξ ηδξ Rab5 ηαεμνίγμκηαζ απυ ημκ κμοηθεμηζδζηυ ηδξ 

ηφηθμ ηαεχξ ηαζ απυ ηδκ αθθδθεπίδναζή ηδξ ιε έκα εονφ δίηηομ πνςηεσκχκ–

ηεθεζηχκ, πμο πενζθαιαάκεζ πάκς απυ 30 πνςηεΐκεξ. 

ηδκ πνμζπάεεζα ηαηακυδζδξ ηςκ ιδπακζζιχκ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ, ζε 

πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ ημο ενβαζηδνίμο ακζπκεφεδηε ιε θαζιαημθςημιεηνία ιάγαξ 

ιία άβκςζηδ ιέπνζ ζήιενα αθθδθεπίδναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Rab5: H αθθδθεπίδναζή 

ηδξ ιε ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή αηεημαηεηοθμ-CoA εεζμθάζδ. Ζ πνςηεΐκδ αοηή είκαζ 

έκα έκγοιμ ημο ιεηααμθζζιμφ ηςκ θζπζδίςκ, ηαζ πζμ ζοβηεηνζιέκα, ημ πνχημ έκγοιμ 

ημο ιμκμπαηζμφ ζφκεεζδξ ημο ιεααθμκζημφ μλέμξ ζηδκ μδυ αζμζφκεεζδξ ηδξ 

πμθδζηενυθδξ. Πνυζθαηα απμδείπεδηε υηζ δ ηοηηανμπθαζιαηζηή αηεημαηεηοθμ-CoA 

εεζμθάζδ έπεζ επίζδξ δνάζδ πνςηεσκζηήξ αηεηοθμ-ηνακζθενάζδξ, ηαεζζηχκηαξ ηδκ 

έηζζ έκα οπμρήθζμ νοειζζηή ηδξ δνάζδξ πνςηεσκζηχκ ιμνίςκ. Σμ βεβμκυξ υηζ έκα 

έκγοιμ ημο ιεηααμθζζιμφ θαίκεηαζ κα αθθδθεπζδνά ιε ιία ηαίνζα πνςηεΐκδ ηςκ 

πνχζιςκ βεβμκυηςκ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ (Rab5), μδδβεί ζε ζδιακηζηά ενςηήιαηα 

ηυζμ ζπεηζηά ιε ηδκ ελεζδίηεοζδ ηαζ ηα αζμθοζζηά δεδμιέκα αοηήξ ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ, υζμ ηαζ βζα ηδ ζδιαζία ηδξ ζηζξ ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ. 

ηδκ πανμφζα δζπθςιαηζηή ενβαζία δζενεοκήεδηε δ απεοεείαξ 

αθθδθεπίδναζδ ηδξ Rab5 ιε ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή αηεημαηεηοθμ-CoA εεζμθάζδ, 

πνδζζιμπμζχκηαξ ηαεανέξ πνςηεΐκεξ εηθναζιέκεξ ζε ααηηήνζα. ε πνχηδ θάζδ, μζ 

δφμ πνςηεΐκεξ οπενεηθνάζηδηακ ζογεοβιέκεξ ιε ημ πνυζδεια GST ζε ηαηάθθδθμ 

ααηηδνζαηυ ζηέθεπμξ ηαζ αημθμφεδζε μ ηαεανζζιυξ ημοξ. ηδ ζοκέπεζα, αθαζνέεδηε 
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ημ πνυζδεια GST ιε εκγοιζηή πνςηευθοζδ, βζα ηδκ παναβςβή ηαεανήξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηήξ αηεημαηεηοθμ-CoA εεζμθάζδξ, εκχ ζηδκ Rab5 δζαηδνήεδηε ημ 

πνυζδεια ηδξ GST. Αημθμφεςξ, πναβιαημπμζήεδηε επχαζδ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ ηαζ 

ζοβηαηαηνήικζζή ημοξ ιε ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ. Αημθμφεδζακ πθφζεζξ ηδξ 

ζηήθδξ βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ηδξ αδέζιεοηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ αηεημαηεηοθμ-

CoA εεζμθάζδξ ηαζ, έπεζηα, πναβιαημπμζήεδηε εζδζηή έηθμοζδ ημο πνμζδειέκμο 

εκγφιμο ιε δζάθοια πμο πενζείπε EDTA, ημ μπμίμ αθαζνχκηαξ ημ Mg
2+

/GDP 

ηνμπμπμζεί ηδκ δζαιυνθςζδ ηδξ Rab5 ηαζ μδδβεί ζε ελεζδζηεοιέκδ έηθμοζδ ηςκ 

δεζιεοιέκςκ πνςηεσκχκ. Σα εηθμοζιέκα δείβιαηα ακαθφεδηακ ζε πδηηή 

πμθοαηνοθαιίδδξ SDS–PAGE 12% ηαζ αημθμφεδζε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western 

ιε ηδ πνήζδ ελεζδζηεοιέκςκ πμθοηθςκζηχκ ακηζζςιάηςκ έκακηζ ηδξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηήξ αηεημαηεηοθμ-CoA εεζμθάζδξ. Ζ ιεεμδμθμβία αοηή ακέδεζλε 

υηζ μζ δφμ πνςηεΐκεξ αθθδθεπζδνμφκ αηυιδ ηαζ ζε πθήνςξ ηαεανζζιέκδ ιμνθή, 

πανυθμ πμο ηαζ μζ δφμ πνςηεΐκεξ παναζηεοάζηδηακ ζε εηαζνυθμβμ ααηηδνζαηυ 

ζφζηδια, απμδεζηκφμκηαξ έηζζ υηζ δ αθθδθεπίδναζή ημοξ είκαζ άιεζδ ηαζ δεκ απαζηεί 

άθθδ εκδζάιεζδ πνςηεΐκδ. Παναηδνήεδηε υηζ δ ηοηηανμπθαζιαηζηή αηεημαηεηοθμ-

CoA εεζμθάζδ αθθδθεπζδνά ιε ηδκ GST–Rab5a:GDP ιε δμζμελανηχιεκδ ζπέζδ. 

Αηυιδ, απμδείπεδηε υηζ δ ηοηηανμπθαζιαηζηή αηεημαηεηοθμ-CoA εεζμθάζδ 

αθθδθεπζδνά ιε ηδκ GDP (ακεκενβή) ιμνθή ηδξ Rab5. Σέθμξ, έβζκε ιία πνμζπάεεζα 

πνμζδζμνζζιμφ ηςκ θοζζημπδιζηχκ ηαζ εενιμδοκαιζηχκ ζδζμηήηςκ ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ, ηα απμηεθέζιαηα ηδξ μπμίαξ ανίζημκηαζ αηυιδ ζε πνχζιμ ζηάδζμ. 

Πνςηανπζηά απμηεθέζιαηα οπμδδθχκμοκ ιία αζεεκή, ελχεενιδ αθθδθεπίδναζδ 

ιεηαλφ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ. Μεθθμκηζηά πεζνάιαηα εα δζαθεοηάκμοκ πεναζηένς ημκ 

ιδπακζζιυ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ μδδβχκηαξ ζε ααεφηενδ ηαηακυδζδ ηςκ βεβμκυηςκ 

ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ηαεχξ ηαζ ηδξ αζμθμβζηήξ ζδιαζίαξ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ 

ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ αηεημαηεηοθμ-CoA εεζμθάζδξ ιε ηδκ Rab5.      
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ABSTRACT 

Endocytosis is a fundamental cellular process which allows cells not only to capture 

essential nutrients from extracellular space, but also to reorganize the composition of 

their plasma membrane and intracellular organelles, thus regulating various processes 

such as: cell proliferation, cell differentiation and apoptosis. The early stages of 

endocytosis are considered crucial, since they play an important role in defining the 

“fate” of the internalized “cargo”. Internalised proteins are directed to early 

endosomes, where a procedure known as “cargo sorting” takes place. While a 

considerable large number of proteins have been found to participate throughout early 

stages of endocytosis, the small GTPase Rab5 owns a dominant role. Rab5 assembles 

on early endosomes and mediates the capture of endocytic vesicles arriving from the 

plasma membrane. As a small G-protein, Rab5 undergoes two conformational 

changes depending on its nucleotide state. When GDP is bound on Rab5, the protein 

acquires its inactive conformation (Rab5-GDP) whereas GTP exchange participates in 

the transition of Rab5 in its activated form (Rab5-GTP). In order to achieve its 

multiple functions during the early stages of endocytosis, Rab5 must be activated 

(Rab5-GTP) and form interactions with a wide protein network, which contains more 

than 30 proteins, known as Rab5 effectors. 

In order to understand the molecular mechanisms of endocytosis, preceding 

studies identified an unknown interaction between the small GTPase Rab5 and the 

cytosolic acetoacetyl-CoA thiolase or acetyl-CoA acetyltransferase 2 (ACAT2, EC 

2.3.1.9). The cytosolic acetoacetyl-CoA thiolase is involved in lipid metabolism and, 

more specifically, it constitutes the first enzyme of the pathway of mevalonate 

synthesis, in the cholesterol biosynthesis pathway. A recent study proved that 

cytosolic acetoacetyl-CoA thiolase has, also, protein acetyltransferase activity, 

rendering the enzyme a potent regulator of other proteins’ functions. The fact that a 

principally metabolic enzyme seems to interact with a master regulator of early 

endocytosis events (Rab5), leads to essential questions about the interaction’s 

specificity and its biophysical properties. Furthermore, the interaction between 

cytosolic acetoacetyl-CoA thiolase and Rab5 could imply a significant and even 

unknown role in many cellular processes. 
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At the present dissertation, we investigated whether the interaction between 

cytosolic acetoacetyl-CoA thiolase and Rab5 is direct (without necessary mediation of 

another protein). To fulfill that purpose, both proteins were overexpressed and 

purified in bacteria. At first, both proteins were overexpressed in appropriate bacterial 

strain and coupled with GST tag, in order to be efficiently purified. Subsequently, the 

GST moiety was removed with enzymatic proteolysis in order to produce cytosolic 

acetoacetyl-CoA thiolase in pure form. On the other hand, Rab5 maintained the GST 

moiety. Then, both proteins were incubated in vitro and pull down assay was 

conducted using affinity chromatography column with glutathione beads. The 

procedure was followed by column’s washes using appropriate buffer, in order to 

remove the unbound fraction of cytosolic acetoacetyl-CoA thiolase. Then, the portion 

of cytosolic acetoacetyl-CoA thiolase that remained bound was eluted using a buffer 

containing EDTA. EDTA is a strong chelating agent, which, by removing the 

Mg
2+

/GDP complex from Rab5, modifies its conformation and leads to specific 

elution of bound proteins. The eluted samples were analyzed, further, using 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE 12%) followed by Western blot 

analysis utilizing specific polyclonal antibodies against cytosolic acetoacetyl-CoA 

thiolase epitopes. We observed that Rab5 interacts with cytosolic acetoacetyl-CoA 

thiolase when both proteins are produced in pure form in heterologous bacterial strain, 

which proves that their interaction takes place directly, without intervention of 

another factor. Also, cytosolic acetoacetyl-CoA thiolase seems to interact with Rab5 

in a dose-dependent manner. Moreover, cytosolic acetoacetyl-CoA thiolase interacts 

specifically only with the inactive conformation of Rab5, namely when Rab5 is bound 

with GDP nucleotide, and not non-specifically with glutathione beads or other 

homologous Rab proteins. Finally, we conducted a series of experiments in order to 

determine the interaction’s thermodynamic parameters, whose results are in 

preliminary stage. Nevertheless, primary observations imply a weak, exothermic 

interaction between cytosolic acetoacetyl-CoA thiolase and Rab5. Future studies will 

shed light on defining the exact molecular mechanism of the interaction leading in 

deeper understanding of endocytosis at molecular level as well as clarifying the 

biological significance of the interaction between cytosolic acetoacetyl-CoA thiolase 

and Rab5.                             
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1. ΔΗΑΓΧΓΖ 

1.1 Βαζηθέο αξρέο κεκβξαληθήο δηαθίλεζεο (membrane trafficking) 

Σα ηφηηανα υθςκ ηςκ μνβακζζιχκ, απυ ημοξ απθμφζηενμοξ ιμκμηφηηανμοξ ιέπνζ 

ημοξ ζφκεεημοξ πμθοηφηηανμοξ, έπμοκ ηδκ ακάβηδ κα ηναθμφκ, κα επζημζκςκήζμοκ 

ιε ημ βφνς πενζαάθθμκ ημοξ ηαεχξ ηαζ κα ακηαπμηνζεμφκ άιεζα ζε μπμζεζδήπμηε 

ιεηααμθέξ ημο. Γζα κα πεηφπμοκ ζοκημκζζιέκα ηζξ παναπάκς δζαδζηαζίεξ, ηα ηφηηανα 

μθείθμοκ κα ηνμπμπμζμφκ ηδκ εζςηενζηή ημοξ δζαιυνθςζδ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, εα 

πνέπεζ κα ακαδζμνβακχκμοκ ζοκεπχξ ηυζμ ηδκ ζφζηαζδ ηςκ πθαζιαηζηχκ ημοξ 

ιειανακχκ υζμ ηαζ ηςκ εζςηενζηχκ ημοξ δζαιενζζιάηςκ βζα ηδ δδιζμονβία ιζαξ  

άιεζδξ απυηνζζδξ ζηα ελςηενζηά ενεείζιαηα. 

Ζ ιεηαθμνά ηςκ πνςηεσκχκ απυ ημ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ πνμξ ημ ζφζηδια 

Golgi ηαζ απυ ημ ηεθεοηαίμ ζε άθθα δζαιενίζιαηα ημο εκδμιειανακζημφ ζοζηήιαημξ 

δζεηπεναζχκεηαζ ιέζς ηδξ ζοκεπμφξ εηαθάζηδζδξ ηαζ ζφκηδλδξ ηοζηζδίςκ 

ιεηαθμνάξ (transport vesicles). Σα ηοζηίδζα ιεηαθμνάξ πενζέπμοκ ηζξ πνςηεΐκεξ–

θμνηία (cargo proteins), εηαθαζηάκμοκ απυ ηδκ ιειανάκδ εκυξ δζαιενίζιαημξ ηαζ, 

έπεζηα, ιεηαθένμοκ ηζξ πνςηεΐκεξ–θμνηία ζηδ ιειανάκδ ημο επυιεκμο 

δζαιενίζιαημξ. Ζ ιεηαθμνά μθμηθδνχκεηαζ ιε ηδκ ζφκηδλδ ηςκ δφμ ιειανακχκ. 

Γίκεηαζ άιεζα ηαηακμδηυ πςξ δ επζθεηηζηυηδηα ηδξ ηοζηζδζαηήξ ιεηαθμνάξ είκαζ 

ηνίζζιδ ηαζ παίγεζ ηαεμνζζηζηυ νυθμ ζηδ δζαηήνδζδ ηδξ θεζημονβζηήξ μνβάκςζδξ ημο 

ηοηηάνμο. Ζ ελεζδίηεοζδ ηδξ ιεηαθμνάξ ααζίγεηαζ ζηδκ επζθεηηζηή «ζοζηεοαζία» 

ηςκ πνςηεσκχκ ζε ηοζηίδζα πμο ακαβκςνίγμοκ ηαζ ζοκηήημκηαζ απμηθεζζηζηά ηαζ 

ιυκμ ιε ηδκ ηαηάθθδθδ ιειανάκδ–ζηυπμ. οκμπηζηά, δ δζαδζηαζία ηαηά ηδκ μπμία μζ 

πνςηεΐκεξ ηαηακέιμκηαζ ζε υθδ ηδκ έηηαζδ ημο ηοηηάνμο ή εηηνίκμκηαζ απυ αοηυ 

(ελςηοηηάνςζδ) ή πνμζθαιαάκμκηαζ απυ ημκ ελςηοηηάνζμ πχνμ (εκδμηοηηάνςζδ) 

μνίγεηαζ ςξ ιειανακζηή δζαηίκδζδ (membrane trafficking) (Δζη. 1.1). Δλαζηίαξ αοημφ 

ημο θαζκμιέκμο, δδιζμονβμφκηαζ μδμί επζημζκςκίαξ ακάιεζα ζημ εζςηενζηυ ημο 

ηοηηάνμο ηαζ ημ ελςηενζηυ ημο πενζαάθθμκ. 
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Δηθ. 1.1: Αλαζθόπεζε ηεο κεκβξαληθήο δηαθίλεζεο θαη ησλ κνλνπαηηώλ δηαινγήο 

πξσηετλώλ. Εκκριηικό μονοπάηι: Οη πξσηεΐλεο ζπληίζεληαη ζε ξηβνζώκαηα πξνζδεκέλα ζην 

ελδνπιαζκαηηθό δίθηπν θαη νη πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο εηζέξρνληαη ζην εζσηεξηθό ηνπ (1). ηε 

ζπλέρεηα, ζπζθεπάδνληαη ζε θπζηίδηα κεηαθνξάο θαη κεηαθέξνληαη θαηά κήθνο ηνπ ζπζηήκαηνο 

Golgi (2,4). ε απηό ην ζεκείν πξαγκαηνπνηείηαη παξάιιεια θαη κία αληίζηξνθε θπζηηδηαθή 
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κεηαθνξά ηόζν ζην ζύζηεκα Golgi (5) όζν θαη κεηαμύ ηνπ ζπζηήκαηνο Golgi θαη ηνπ 

ελδνπιαζκαηηθνύ δηθηύνπ (3) κε ζθνπό ηελ αλαθύθισζε πξσηετλώλ πνπ ζπκβάιινπλ ελεξγά 

ζηελ θπζηηδηαθή κεηαθνξά. Καηόπηλ, από ην ζύζηεκα Golgi νη πξσηεΐλεο κπνξνύλ λα 

αθνινπζήζνπλ είηε ηελ εθθξηηηθή νδό (6,7) ή λα κεηαθεξζνύλ πξώηα ζηα όςηκα ελδνζώκαηα 

θαη έπεηηα ζηα ιπζνζώκαηα (8). Μονοπάηι ενδοκσηηάρωζης: Οη πξσηεΐλεο πνπ είλαη 

πξνζδεκέλεο ζηελ πιαζκαηηθή κεκβξάλε θαζώο θαη δηαιπηέο εμσθπηηαξηθέο πξσηεΐλεο 

ζπζθεπάδνληαη ζε θπζηίδηα, ηα νπνία εθβιαζηάλνπλ από ηελ πιαζκαηηθή κεκβξάλε θαη 

θαηεπζύλνληαη ζηα ιπζνζώκαηα δηακέζνπ ησλ ελδνζσκάησλ. Lodish H. et.al. Molecular Cell 

Biology 5
th
 Edition, 2003. 

  

1.2 Δλδνθπηηάξσζε 

Ζ εκδμηοηηάνςζδ είκαζ ιία εειεθζχδδξ ηοηηανζηή δζενβαζία, δ μπμία ακαηαθφθεδηε 

απυ ημκ Christian de Duve ημ 1963, ηαζ απμηεθεί ακαπυζπαζημ ιμκμπάηζ ηδξ 

ιειανακζηήξ δζαηίκδζδξ ηαζ δζαθμβήξ ηςκ πνςηεσκχκ. Υνδζζιμπμζείηαζ απυ ηα 

ηφηηανα ιε ζημπυ ηδκ εζζαβςβή πμζηίθςκ ιμνίςκ ζημ εζςηενζηυ ημοξ (Δζη. 1.2). 

Δλαζηίαξ ηδξ πμζηζθμιμνθίαξ ηςκ εζζαβυιεκςκ ιμνίςκ, ηα ηφηηανα έπμοκ ακαπηφλεζ 

πμζηίθμοξ ηνυπμοξ εκδμηοηηάνςζδξ μζ μπμίμζ δζέπμκηαζ απυ πμθφπθμημοξ 

ιδπακζζιμφξ ηαζ νοειζζηζηά ηοηθχιαηα βζα ημκ ζοκημκζζιυ ημοξ. Γζα ηδκ πνυζθδρδ 

ιεβάθςκ ζςιαηζδίςκ (π.π. ααηηδνίςκ) πναβιαημπμζείηαζ δ δζαδζηαζία ηδξ 

θαβμηοηηάνςζδξ. Ο ζοβηεηνζιέκμξ ηφπμξ εκδμηοηηάνςζδξ ζοιααίκεζ, ςξ επί ημ 

πθείζημκ, ζε ελεζδζηεοιέκμοξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ (π.π. ιαηνμθάβα). Ύζηενα, βζα ηδκ 

πνυζθδρδ οβνχκ ή ιαηνμιμνίςκ ζε ιζηνά ηοζηίδζα πναβιαημπμζείηαζ 

πζκμηοηηάνςζδ, ιία ζδζυηδηα υθςκ ηςκ εοηανοςηζηχκ ηοηηάνςκ. Κάεε 

εκδμηοηηανζηυ ιμκμπάηζ πμο ιεζμθααεί βζα ηδ δζαηίκδζδ ζοβηεηνζιέκμο θμνηίμο 

απαζηεί αοζηδνμφξ ιδπακζζιμφξ επζθμβήξ ημο εηάζημηε θμνηίμο, μζ μπμίμζ 

θαιαάκμοκ πχνα ημκηά ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ. ηδ ζοκέπεζα, ημ ηιήια 

ηδξ ιειανάκδξ πμο πενζέπεζ ημ θμνηίμ ιεηαηνέπεηαζ ζε ιειανακζηά ηοζηίδζα ηα 

μπμία εηαθαζηάκμοκ πνμξ ημ εζςηενζηυ ημο ηοηηάνμο. Έπεζηα, ηα ηοζηίδζα 

ζοκηήημκηαζ ιε ηα πνχζια εκδμζχιαηα, υπμο βίκεηαζ δζαθμβή ημο πενζεπμιέκμο ημοξ 

είηε βζα ιεηαθμνά πνμξ ηα θοζμζχιαηα ή βζα ακαηφηθςζδ ηαζ επακαθμνά ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ (π.π. οπμδμπείξ). Να ζδιεζςεεί υηζ μζ ιμνζαημί 

ιδπακζζιμί πμο δζέπμοκ ηδκ ζοβηνάηδζδ (tethering) ηςκ ηοζηζδίςκ ζηδκ ιειανάκδ 

ημο επυιεκμο πνμμνζζιμφ ημοξ, υζμ ηαζ βζα ηδκ επζηείιεκδ ζφκηδλή ημοξ ιε ηδκ 

ιειανάκδ–ζηυπμ (fusion) εεςνμφκηαζ ανηεηά πμθφπθμημζ, δεκ έπμοκ δζαθεοηακεεί 

πθήνςξ ηαζ απμηεθμφκ ζδιακηζηυ πεδίμ ένεοκαξ ιέπνζ ζήιενα (Mayor S. & Pagano 

R., 2007). 
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Πμθθέξ ιεθέηεξ έπμοκ απμζαθδκίζεζ ηα βεβμκυηα ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ηαζ 

ηδκ αζμθμβζηή ζδιαζία ηδξ βζα ημ ηφηηανμ. Ανπζηά, δ εκδμηοηηάνςζδ έπεζ απμδεζπεεί 

υηζ νοειίγεζ ηδκ ηοηηανζηή ζδιαημδυηδζδ εθέβπμκηαξ ημκ ανζειυ ηςκ δζαεέζζιςκ 

οπμδμπέςκ πνμξ εκενβμπμίδζδ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ (Sorkin A. and 

Von Zastrow M., 2009). Δπζπθέμκ, ανηεηέξ ένεοκεξ έπμοκ δείλεζ πςξ είηε δ 

εκδμηοηηάνςζδ ζακ βεβμκυξ ή μζ πνςηεΐκεξ πμο ζοιιεηέπμοκ ζε αοηή ειπθέημκηαζ 

ηαζ ζε άθθεξ ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ υπςξ: 

1. ημκ έθεβπμ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο (Colaluca I. N. et.al, 2008; Rossi D. 

J. et.al, 2008). 

2. ηδ νφειζζδ ηδξ ιίηςζδξ (Royle S. J. et.al, 2005; Thompson H. M. et.al, 

2002; Thompson H. M. et.al, 2004). 

3. ηδ νφειζζδ ηδξ ηοηηανζηήξ ηζκδηζηυηδηαξ (Cell motility) (Palamidessi A. 

et.al, 2008; Caswell P. T. et.al, 2007; Cheng K. W. et.al, 2004). 

4. ηδ νφειζζδ ηδξ ηοηηανζηήξ ιεηακάζηεοζδξ (Cell migration) (Caswell P. 

et.al, 2008; Caswell P. T. et.al, 2006; Jones M. C. et.al, 2006).  

Να ζδιεζςεεί υηζ δοζθεζημονβίεξ ζηα βεβμκυηα ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ πζεακυκ κα 

μδδβήζμοκ ζε παεμθμβζηέξ ηαηαζηάζεζξ υπςξ ηανηζκμβέκεζδ, κυζμ ημο Αθηζπάζιεν 

(Wu F. & Jao P., 2009), κυζμ ημο Dent (Wang S. S. et.al, 2000) ηαζ άθθεξ, επεζδή 

δζαηανάζζεηαζ δ θοζζμθμβζηή θεζημονβία ηςκ ηοηηάνςκ πμο ακαπηφζζμκηαζ ζε 

δζαθμνεηζημφξ ζζημφξ. 

 

Δηθ. 1.2: Μνλνπάηηα ελδνθπηηάξσζεο. Σα κεγάια ζσκαηίδηα πξνζιακβάλνληαη κέζσ 

θαγνθπηηάξσζεο, ελώ ε πξόζιεςε πγξώλ θαη άιισλ καθξνκνξίσλ πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ 
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πηλνθπηηάξσζεο. Καη νη δύν δηεξγαζίεο εμαξηώληαη άκεζα από ηελ αλαδηακόξθσζε ηνπ 

θπηηαξνζθειεηνύ ηεο αθηίλεο ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε. Σα πεξηζζόηεξα θνξηία 

ελδνθπηηαξώλνληαη θαη κεηαθέξνληαη ζην πξώηκν ελδόζσκα κέζσ θπζηηδίσλ επηθαιπκκέλσλ 

κε θιαζξίλε (Clathrin–dependent endocytosis), κέζσ θπζηηδίσλ επηθαιπκκέλσλ κε θαβενιίλε 

(Caveolin–dependent endocytosis) ή κέζσ κνλνπαηηώλ ηα νπνία είλαη αλεμάξηεηα ηόζν ηεο 

θιαζξίλεο όζν θαη ηεο θαβενιίλεο (Clathrin– and caveolin–independent pathways). 

Δπηπξόζζεηα, νξηζκέλα κνλνπάηηα κπνξεί λα εκπεξηέρνπλ ελδηάκεζα δηακεξίζκαηα–

πξννξηζκνύο, όπσο ην θαβεόζσκα (caveosome). Mayor S. & Pagano R. Nature Reviews, 

2007. 

 

1.3 Ο ξόινο ηεο Rab5 GTPάζεο ζηελ ελδνθπηηάξσζε 

Μζα ηοπζηή δζαδζηαζία ιειανακζηήξ δζαηίκδζδξ ιπμνεί κα πενζβναθεί απυ ιία 

αθθδθμοπία ηεζζάνςκ ζηαδίςκ ηα μπμία πενζθαιαάκμοκ: (1) ημκ ζπδιαηζζιυ ηςκ 

ιειανακζηχκ ηοζηζδίςκ ηαζ ηδκ εηαθάζηδζή ημοξ απυ ημ μνβακίδζμ–δυηδ (budding), 

(2) ηδκ ιεηαθμνά ημοξ πνμξ ημ δζαιένζζια–ζηυπμ (transport) ιε ηδκ αμήεεζα ημο 

ηοηηανμζηεθεημφ ηδξ αηηίκδξ ή/ηαζ ηςκ ιζηνμζςθδκίζηςκ (Rogers S. L. & Gelfand 

V. I., 2000; Apodaca G., 2001), (3) ηδκ πνυζδεζδ (tethering) ηαζ ημκ εθθζιεκζζιυ 

(docking) ζηδκ ιειανάκδ ημο μνβακζδίμο–δέηηδ ηαζ, ηέθμξ, ηδκ ζφκηδλδ (fusion) ηςκ 

δφμ θζπζδζηχκ δζπθμζημζαάδςκ. Ζ ελεζδίηεοζδ ηςκ ιμνζαηχκ ιδπακζζιχκ ηδξ 

πνυζδεζδξ ηςκ δφμ ιειανακχκ ηαεχξ ηαζ ηδξ ζφκηδλήξ ημοξ απμηεθμφκ ηνίζζια 

βεβμκυηα, βζα κα δζαηδνδεεί δ ηαοηυηδηα ηςκ μνβακζδίςκ ηαζ δ μνεή νμή ημο θμνηίμο 

ιέζα ζημ ηφηηανμ, ηαζ νοειίγμκηαζ αοζηδνά. Σμ πνχημ ελεζδζηεοιέκμ βεβμκυξ ζηδκ 

υθδ δζαδζηαζία εεςνείηαζ δ ελανηχιεκδ απυ ηζξ Rab πνςηεΐκεξ πνυζδεζδ ηςκ 

εζζενπμιέκςκ ηοζηζδίςκ ζηα ζςζηά μνβακίδζα–ζηυπμοξ. ηδ ζοκέπεζα, δ 

ελεζδζηεοιέκδ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηςκ SNARE πνςηεσκχκ πμο ανίζημκηαζ ηυζμ 

ζηα ιειανακζηά ηοζηίδζα (vSNARES) υζμ ηαζ ζηα μνβακίδζα–ζηυπμοξ (tSNARES) 

πνμάβεζ ιε αηνίαεζα ηδ ζφκηδλή ημοξ. Οζ πνςηεΐκεξ SNARE εκημπίγμκηαζ ζε 

ζοβηεηνζιέκα μνβακίδζα, βεβμκυξ πμο οπμαμδεάεζ ηδκ ηαοημπμίδζδ ημο ζςζημφ 

μνβακζδίμο–ζηυπμο ηαζ πενζμνίγεζ ηα ιδ εζδζηά βεβμκυηα ζφκηδλδξ. 

Οζ πνςηεΐκεξ Rab παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηα βεβμκυηα ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ 

ηυζμ ζε ιδπακζζηζηυ επίπεδμ, υζμ ηαζ ζε νοειζζηζηυ. Πνυηεζηαζ βζα ιζηνμφ ιμνζαημφ 

αάνμοξ πνςηεΐκεξ (~ 25 kDa), μζ μπμίεξ ακαηαθφθεδηακ βζα πνχηδ θμνά ημ 1989 

(Zahraoui A. et.al, 1989) ηαζ μ αηνζαήξ εκημπζζιυξ ημοξ δζαθεοηάκεδηε ημ 1990 

(Chavrier P. et.al, 1990). Δπζπθέμκ ιεθέηεξ απέδεζλακ υηζ μζ Rab πνςηεΐκεξ 

εκημπίγμκηαζ ζε δζαηνζηά εκδμηοηηανζηά δζαιενίζιαηα (Δζη. 1.3). Ακαθοηζηυηενα, μζ 
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Rab πνςηεΐκεξ απμηεθμφκ ιέθδ ηδξ εονφηενδξ οπενμζημβέκεζαξ ηςκ ιμκμιενχκ Ras 

ηνζθςζθαηαζχκ ηδξ βμοακμζίκδξ (GTPases) (Wennerberg K., et.al, 2005) ηαζ 

πανμοζζάγμοκ ορδθή ζοββέκεζα πνυζδεζδξ βζα ηδκ ηνζθςζθμνζηή βμοακμζίκδ (GTP) 

ηαζ ηδκ δζθςζθμνζηή βμοακμζίκδ (GDP). Όπςξ υθεξ μζ G–πνςηεΐκεξ, έηζζ ηαζ μζ Rab 

πνςηεΐκεξ θεζημονβμφκ ςξ ιμνζαημί δζαηυπηεξ εκαθθάζζμκηαξ ηδκ κμοηθεμηζδζηή 

ημοξ ηαηάζηαζδ ιεηαλφ ιζαξ εκενβήξ ιμνθήξ (Rab:GTP) ηαζ ιζαξ ακεκενβήξ 

ηαηάζηαζδξ (Rab:GDP). ηδκ εκαθθαβή αοηή ζοιιεηέπμοκ ηαηαθοηζηά ηαζ άθθεξ 

πνςηεΐκεξ, μζ μπμίεξ δεκ απμηεθμφκ ακηζηείιεκμ ένεοκαξ ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ ηαζ 

δεκ εα βίκεζ πεναζηένς ακαθμνά (Schmidt A. & Hall A., 2002; Bernards A. & 

Settleman J., 2004). 

Δπζπνμζεέηςξ, πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ πςξ μζ Rab πνςηεΐκεξ 

ηαεμνίγμοκ ηδκ ηαοηυηδηα ηςκ ιειανακζηχκ δζαιενζζιάηςκ ζηναημθμβχκηαξ 

ζοβηεηνζιέκεξ πνςηεΐκεξ–ηεθεζηέξ (effectors) ηαζ αθθδθεπζδνχκηαξ ιαγί ημοξ. 

οκήεςξ, δ αθθδθεπίδναζδ ιε ημοξ ηεθεζηέξ θαιαάκεζ πχνα υηακ μζ Rab πνςηεΐκεξ 

ανίζημκηαζ ζηδκ εκενβμπμζδιέκδ GTP ιμνθή ημοξ (Rab:GTP). Ο ζοκεκημπζζιυξ 

ανηεηχκ δζαθμνεηζηχκ Rab πνςηεσκχκ ζηδκ ίδζα ιειανάκδ, πνμτπμεέηεζ ηδκ 

πανμοζία νοειζζηζηχκ ηοηθςιάηςκ βζα ημκ ζοκημκζζιυ ηςκ θεζημονβζχκ ημοξ. Οζ 

πενζμπέξ αοηέξ εεςνμφκηαζ δοκαιζηέξ, αθθά δεκ παναηδνείηαζ ακάιζλδ ιεηαλφ ημοξ 

ιε ηδκ πάνμδμ ημο πνυκμο (Barbero P. et.al, 2002; Chavrier P. et.al, 1990).  
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Δηθ. 1.3: Δλδνθπηηαξηθόο εληνπηζκόο ησλ Rab πξσηετλώλ. Η εηθόλα πεξηγξάθεη ζπλνπηηθά 

ηνλ ελδνθπηηαξηθό εληνπηζκό ησλ Rab πξσηετλώλ ζηα θύηηαξα ησλ ζειαζηηθώλ. Οξηζκέλεο 

Rab πξσηεΐλεο εθθξάδνληαη ηζηνεηδηθά (παξαδείγκαηνο ράξηλ, ε Rab17 εληνπίδεηαη ζηα 

επηζειηαθά θύηηαξα), άιιεο εθθξάδνληαη ζε ζπγθεθξηκέλνπο θπηηαξηθνύο ηύπνπο (ε Rab3a 

εθθξάδεηαη ζηνπο λεπξώλεο) θαη άιιεο εθθξάδνληαη ζε ζπγθεθξηκέλνπο θπηηαξηθνύο ηύπνπο κε 

ηηο ιεηηνπξγίεο ηνπο λα επηηεινύληαη ζε εμεηδηθεπκέλεο, ελδνθπηηαξηθέο ηνπνζεζίεο (ε Rab13 

εθθξάδεηαη θαη κεηαθέξεηαη ζηνπο ζηεγαλνζπλδέζκνπο). CCV: Μεκβξαληθά θπζηίδηα 

θαιπκκέλα κε θιαζξίλε, EC: Δπηζειηαθά θύηηαξα, IC: Δλδηάκεζν δηακέξηζκα κεηαμύ 

ελδνπιαζκαηηθνύ δηθηύνπ (ER) θαη ζπζηήκαηνο Golgi, MTOC: Κέληξν νξγάλσζεο ησλ 

κηθξνζσιελίζθσλ, SG: Δθθξηηηθά θπζηίδηα, SV: πλαπηηθά θπζηίδηα, M: Μειαλνζώκαηα, T: 

Σ–θύηηαξα, TGN: Γίθηπν trans–Golgi. Zerial M. and McBride H. Nature Reviews, 2001. 

 

Ζ Rab5 ακαηαθφθεδηε ηαζ ηαοημπμζήεδηε βζα πνχηδ θμνά ιαγί ιε άθθεξ 

εοηανοςηζηέξ GTPάζεξ ζηδκ ιεθέηδ ηςκ Chavrier P. et.al ημ 1990. Έςξ ζήιενα 

απμηεθεί ηδκ πενζζζυηενμ ιεθεηδιέκδ GTPάζδ ηαζ έπμοκ πνμζδζμνζζηεί ηνεζξ 

ζζμιμνθέξ ηδξ: δ Rab5a, Rab5b ηαζ Rab5c (Bucci C. et.al, 1995). Πνυηεζηαζ βζα ιία 

πνςηεΐκδ παιδθμφ ιμνζαημφ αάνμοξ (~ 25 kDa) ηαζ απμηεθεί ημκ ηφνζμ νοειζζηή ηςκ 

βεβμκυηςκ πμο θαιαάκμοκ πχνα ηαηά ηα πνχζια ζηάδζα ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ. Πζμ 

ζοβηεηνζιέκα, δ Rab5 νοειίγεζ ηδκ ιεηαθμνά ηςκ ηαθοιιέκςκ ιε ηθαενίκδ 
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ηοζηζδίςκ (clathrin–coated vesicles) απυ ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ζηα 

πνχζια εκδμζχιαηα, ηδκ μιμηοπζηή ζφκηδλδ ηςκ πνχζιςκ εκδμζςιάηςκ ηαεχξ ηαζ 

ηδκ ηζκδηζηυηδηά ημοξ ιε ηδκ αμήεεζα ημο ηοηηανμζηεθεημφ (Zerial M. & McBride 

H., 2001; Gorvel J. et.al, 1991; Bucci C. et.al, 1992). οκμπηζηά, δ Rab5 απμηεθεί 

ηνίζζιμ νοειμηαεμνζζηή (rate–limiting) ηδξ δζαθμβήξ ημο εκδμζςιαηζημφ θμνηίμο 

είηε πνμξ ημ ιμκμπάηζ ηδξ απμζημδυιδζδξ ή πνμξ ημ ιμκμπάηζ ηδξ ακαηφηθςζδξ 

(Feliciano W. D. et.al, 2011; Zeigerer A. et.al, 2012). Ο νυθμξ ηδξ Rab5 ζηα πνχζια 

βεβμκυηα ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζοκμρίγεηαζ ζηδκ εζηυκα 1.4.  

Λεζημονβζηέξ ιεθέηεξ ιε ηονίανπα ανκδηζηέξ (dominant–negative) ιεηαθθαβέξ 

ηδξ Rab5 πανμοζίαζακ ακαζημθή ηδξ δζαιεζμθααμφιεκδξ απυ ηδκ ηθαενίκδ 

εκδμηοηηάνςζδξ, εκχ ηονίανπα εκενβμπμζδηζηέξ (dominant–activating) ιεηαθθαβέξ 

επζηάποκακ ηα βεβμκυηα ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ, οπμδεζηκφμκηαξ υηζ δ δναζηζηυηδηα 

ηδξ Rab5 ιπμνεί κα ηαηαζηεί νοειμηαεμνζζηζηή ζηα πνχζια ζηάδζα ηδξ δζαδζηαζίαξ 

(Bucci C. et.al, 1992). Δπζπθέμκ, πνςηεμιζηέξ ιεθέηεξ απέδεζλακ πςξ μζ ηνεζξ 

ζζμιμνθέξ ηδξ Rab5 ιπμνμφκ κα μοαζηζηζκζςεμφκ ζε πμθθαπθέξ εέζεζξ. Πζμ 

ζοβηεηνζιέκα, δ ιμκμ–μοαζηζηζκίςζδ ηδξ Rab5 θεζημονβεί ςξ ακαζηαθηζηυ ζήια ημο 

νοειζζηζημφ ηδξ ηφηθμο (Shin D. et.al, 2017). Δπζπθέμκ, πνυζθαηεξ ιεθέηεξ 

απέδεζλακ υηζ μζ θεζημονβίεξ ηδξ Rab5 ζοζπεηίγμκηαζ άιεζα ιε κεονμεηθοθζζηζηέξ 

αζεέκεζεξ, υπςξ δ κυζμξ Αθηζπάζιεν ηαζ δ κυζμξ Πάνηζκζμκ. ε ιμνζαηυ επίπεδμ, δ 

Rab5 νοειίγεζ ηδ δζαηίκδζδ ημο NGF (αολδηζηυξ πανάβμκηαξ ηςκ κεονχκςκ) ηαεχξ 

ηαζ οπμδμπέςκ ηςκ κεονμηνμθζκχκ ζημοξ κεονχκεξ (Falk J. et.al, 2014; Deinhardt K. 

et.al, 2006). Απμννφειζζδ ηςκ θεζημονβζχκ ηδξ Rab5 ιπμνεί κα πνμηαθέζεζ πθδεχνα 

κεονμεηθοθζζηζηχκ αζεεκεζχκ, υπςξ πνμακαθένεδηε, μδδβχκηαξ ζε δζυβηςζδ ηςκ 

εκδμζςιάηςκ ζημ εζςηενζηυ ηςκ κεονχκςκ, βεβμκυξ πμο επζθένεζ ηοηηανζηυ εάκαημ 

(Lainfeld D. et.al, 2007; Kim S. et.al, 2016). Πνυζθαηδ ιεθέηδ απέδεζλε υηζ δ 

ζοκεπήξ εκενβμπμίδζδ ηδξ Rab5 δζαηανάζζεζ ηα οπυθμζπα εκδμηοηηανζηά ιμκμπάηζα, 

υπςξ αοηά πμο μδδβμφκ ηα θμνηία ζηα υρζια εκδμζχιαηα, ζηα θοζμζχιαηα ηαζ ζε 

βεβμκυηα αοημθαβίαξ. Οζ παναπάκς δζαηαναπέξ μδδβμφκ ζηδκ ειθάκζζδ ηαζ ελέθζλδ 

ηδξ κυζμο Αθηζπάζιεν (Xu W. et.al, 2018). Δπζπνυζεεηα, ζηδ κυζμ ημο Πάνηζκζμκ 

παναηδνείηαζ αολμνφειζζδ ηδξ εκδμζςιαηζηήξ ηοζηζδζαηήξ δζαηίκδζδξ, ηαεχξ 

ανέεδηακ αολδιέκεξ πμζυηδηεξ ηδξ Rab5 ζημοξ κεονχκεξ ημο νααδςημφ ζχιαημξ 

ημο εβηεθάθμο πμο είκαζ οπεφεοκμ βζα ημκ ζοκημκζζιυ ηςκ ηζκήζεςκ ημο ζχιαημξ 

ηαζ άθθςκ θεζημονβζχκ (Mingazov E. R. and Ugrumov M. V., 2016). Σέθμξ, μζ 
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θεζημονβίεξ ηδξ Rab5, υπςξ ηαζ άθθςκ πνςηεσκχκ,  πνδζζιμπμζμφκηαζ ηαζ απυ ημκ ζυ 

HSV–1 βζα ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ηςκ ζζηχκ βθοημπνςηεσκχκ μζ μπμίεξ, ιε ηδ ζεζνά 

ημοξ, αθθδθεπζδνμφκ ιε ηα ζζηά ηαρίδζα ηαζ ζοιιεηέπμοκ ζηδ δζαδζηαζία ηδξ ζζηήξ 

ςνίιακζδξ (Raza S. et.al, 2018).  

 

Δηθ. 1.4: Γηαθνξεηηθέο ιεηηνπξγίεο ηεο Rab5 ζηελ πιαζκαηηθή κεκβξάλε θαη ζηα 

πξώηκα ελδνζώκαηα. Η Rab5 εκπιέθεηαη ζηνλ ζρεκαηηζκό ησλ θαιπκκέλσλ κε θιαζξίλε 

θπζηηδίσλ (clathrin–coated vesicles ή CCV) (a), ειέγρεη ηελ νκνηππηθή ζύληεμε κεηαμύ ησλ 

πξώηκσλ ελδνζσκάησλ (b), ειέγρεη ηελ ζύληεμε ησλ θπζηηδίσλ πνπ πξνέξρνληαη από ηελ 

πιαζκαηηθή κεκβξάλε κε ηα πξώηκα ελδνζώκαηα (c), ειέγρεη ηελ θηλεηηθόηεηα ησλ πξώηκσλ 

ελδνζσκάησλ κε ηε βνήζεηα ησλ κηθξνζσιελίζθσλ (d), θαη εκπιέθεηαη ζε ζεκαηνδνηηθά 

κνλνπάηηα πνπ θαηαιήγνπλ ζηνλ ππξήλα ηνπ θπηηάξνπ θαη ηξνπνπνηείηαη ε γνληδηαθή ηνπο 

έθθξαζε (e). Σέινο, κειέηεο έρνπλ δείμεη κία ζπζρέηηζε κεηαμύ ηεο Rab5 θαη ηεο 

αλαδηνξγάλσζεο ηνπ θπηηαξνζθειεηνύ ηεο αθηίλεο (f). Van der Bliek A. M. Nature Cell 

Biology, 2005. 

 

1.3.1 Πξελπιίσζε ηεο Rab5 θαη ν κεκβξαληθόο θύθινο ηεο 

Οζ Rab πνςηεΐκεξ εκημπίγμκηαζ ηυζμ ζημ ηοηηανυπθαζια υζμ ηαζ ζηζξ ιειανάκεξ ηςκ 

εηάζημηε δζαιενζζιάηςκ ιε ζημπυ ηδκ νφειζζδ ηδξ δζαηίκδζδξ ημο θμνηίμο. Δίκαζ 

βκςζηυ υηζ μζ ηοηηανμπθαζιαηζηέξ πνςηεΐκεξ δεκ έπμοκ ηδκ εκδμβεκή ζδζυηδηα κα 

πνμζδέκμκηαζ ζηζξ ιειανάκεξ, ηαεχξ δεκ δζαεέημοκ ηζξ ηαηάθθδθεξ δζαιειανακζηέξ 

επζηνάηεζεξ (transmembrane domains). Γζ’ αοηυ ημ θυβμ είκαζ επζηαηηζηή δ ακάβηδ μζ 

Rab πνςηεΐκεξ κα ηνμπμπμζμφκηαζ ιεηα–ιεηαθναζηζηά, έηζζ χζηε κα είκαζ δοκαηή δ 

πνυζδεζή ημοξ ηαζ ζε θςζθμθζπζδζηέξ ιειανάκεξ υπμο ζηδκ ζοκέπεζα εα 
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εκενβμπμζδεμφκ ηαζ εα επζηεθέζμοκ ηζξ θεζημονβίεξ ημοξ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, μζ Rab 

πνςηεΐκεξ ηνμπμπμζμφκηαζ ιεηα–ιεηαθναζηζηά ζημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ ημοξ (C–

terminal) ιε ηδκ πνυζδεζδ οδνυθμαςκ μιάδςκ πνεκοθίμο, μζ μπμίεξ αμδεμφκ ζηδκ 

αβηονμαυθδζή ημοξ ζηζξ ιειανάκεξ. Ζ πνεκοθίςζδ πενζθαιαάκεζ ηδκ μιμζμπμθζηή 

πνυζδεζδ ημο βενακοθ–βενακοθίμο, ιζαξ θζπζδζηήξ οδνυθμαδξ μονάξ πμο απμηεθείηαζ 

απυ είημζζ μιάδεξ ζζμπνεκοθίμο, ζε έκα ή δφμ ηαηάθμζπα ηοζηεΐκδξ δζαιέζμο εκυξ 

ζηαεενμφ εεζμαζεενζημφ δεζιμφ (Casey P. J. and Seabra M. C., 1996; Li F. et.al, 

2014). οκήεςξ, μζ Rab πνςηεΐκεξ πνεκοθζχκμκηαζ ιε ηδκ πνμζεήηδ δφμ μιάδςκ 

βενακοθ–βενακοθίμο ζημ ηαναμλοηεθζηυ ημοξ άηνμ. Ζ δζαδζηαζία ηδξ βενακοθίςζδξ 

ηςκ Rab πνςηεσκχκ ηαηαθφεηαζ απυ ημ έκγοιμ Rab ηνακζθενάζδ ημο βενακοθ–

βενακοθίμο (Rab geranylgeranyl transferase ή RGGT) (Seabra M. C., 2000). 

Ο ιειανακζηυξ ηφηθμξ ηδξ Rab5 (Δζη. 1.5), υπςξ υθςκ ηςκ Rab πνςηεσκχκ, 

επζηνέπεζ πςνμ–πνμκζηυ έθεβπμ ηδξ δναζηζηυηδηάξ ηδξ ηαζ νοειίγεηαζ απυ ανηεημφξ 

πανάβμκηεξ. Ανπζηά, μζ κεμπνεκοθζςιέκεξ Rab πνςηεΐκεξ ιεηαθένμκηαζ ζηζξ 

ιειανάκεξ–ζηυπμοξ είηε ιε ηδκ αμήεεζα ηδξ πνςηεΐκδξ REP ή ιε αοηήκ ηδξ Rab–GDI 

(Rab GDP Dissociation Inhibitor), υπμο εκενβμπμζμφκηαζ απυ ελεζδζηεοιέκμοξ 

πνςηεσκζημφξ πανάβμκηεξ (Guanine nucleotide Exchange Factors ή GEFs) 

πναβιαημπμζχκηαξ ηδκ ακηαθθαβή ημο GDP ιε GTP. Ζ Rab–GDI, ιε ηδ ζεζνά ηδξ, 

έπεζ ηδκ ζδζυηδηα κα απεκενβμπμζεί ηαζ κα απμζπάεζ ηζξ Rab πνςηεΐκεξ απυ ηζξ 

ιειανάκεξ, πνμζηαηεφμκηαξ, ηαοηυπνμκα, ζημ εζςηενζηυ ηδξ ηδκ οδνυθμαδ θζπζδζηή 

μιάδα ημο βενακοθ–βενακοθίμο απυ ημ οδαηζηυ ηοηηανμπθαζιαηζηυ πενζαάθθμκ. Με 

αοηυκ ημκ ηνυπμ δδιζμονβμφκηαζ ζηαεενά ηοηηανμπθαζιαηζηά ζφιπθμηα ηςκ Rab 

πνςηεσκχκ, μζ μπμίεξ ακαηοηθχκμκηαζ ηαζ ηαείζηακηαζ έημζιεξ βζα κέμ ιειανακζηυ 

ηφηθμ. Να ζδιεζςεεί υηζ μζ Rab πνςηεΐκεξ οθίζηακηαζ πμθθαπθμφξ ιειανακζημφξ 

ηφηθμοξ υζμ ανίζημκηαζ ζε θεζημονβζηή ιμνθή. Οζ εκενβμπμζδιέκεξ Rab:GTP 

πνςηεΐκεξ ζηναημθμβμφκ ιία ιεβάθδ πμζηζθία ηαεμδζηχκ ιμνίςκ–ηεθεζηχκ ζηζξ 

ιειανάκεξ. Έπεζηα, αημθμοεεί δ οδνυθοζδ ημο GTP κμοηθεμηζδίμο, ιία ακηίδναζδ 

πμο ηαηαθφεηαζ απυ ιία άθθδ πνςηεΐκδ, ηδκ GAP (GTPase Activating Protein), ηαζ 

ιεηαηνέπεζ ηζξ Rab πνςηεΐκεξ ζηδκ ακεκενβή ημοξ ιμνθή (Rab:GDP). Σέθμξ, μζ 

απεκενβμπμζδιέκεξ Rab πνςηεΐκεξ βίκμκηαζ επζννεπείξ ζηδκ απυζπαζή ημοξ απυ ηζξ 

ιειανάκεξ απυ ηδκ Rab–GDI, ιεηαθένμκηαζ ηαζ ζηαεενμπμζμφκηαζ εη κέμο ζε κέα 

ιειανάκδ – δυηδ ιε ηδ αμήεεζα εκυξ άθθμο πανάβμκηα πμο εηημπίγεζ ηδκ Rab – GDI 
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(GDI – Displacement Factor ή GDF) ηαζ μ ηφηθμξ μθμηθδνχκεηαζ (Seabra M. C. & 

Wasmeier C., 2004; Seixas E. et.al, 2013).  

 

Δηθ. 1.5: Μεκβξαληθόο θύθινο ησλ Rab πξσηετλώλ. Μεηά ηελ ζύλζεζή ηνπο, νη Rab 

πξσηεΐλεο πξνζδέλνληαη ζηελ REP ζηελ αλελεξγή GDP–κνξθή ηνπο. Έπεηηα, ε REP ηηο νδεγεί 

ζην έλδπκν RGGT ην νπνίν θαηαιύεη ηελ αληίδξαζε πξελπιίσζεο (βήμα 1) θαη αθνινπζεί ε 

κεηαθνξά ηνπο ζηηο κεκβξάλεο ησλ δηακεξηζκάησλ–δνηώλ (donor membranes) (βήμα 2). 

Καηόπηλ, ιακβάλεη ρώξα ε αληαιιαγή ηνπ GDP κε GTP θαη ε επαθόινπζε ελεξγνπνίεζή ηνπο 

κε ηελ βνήζεηα ησλ GEFs. Οη ελεξγνπνηεκέλεο Rab πξσηεΐλεο ζηξαηνινγνύλ άιια κόξηα–

ηειεζηέο (effectors) νη νπνίνη είλαη ππεύζπλνη γηα ηελ εθβιάζηεζε (βήμα 3), ηελ κεηαθνξά 

(βήμα 4) θαη ηελ ζπγθξάηεζε/αγθπξνβόιεζε ηνπ θπζηηδίνπ κεηαθνξάο κε ηελ κεκβξάλε–δέθηε 

(acceptor membrane) (βήμα 5). Καηά ηελ δηάξθεηα ή κεηά ην πέξαο ησλ γεγνλόησλ ζύληεμεο 

ηνπ θπζηηδίνπ κε ηελ κεκβξάλε–ζηόρν, κία δηαδηθαζία πνπ δηακεζνιαβνύλ νη πξσηεΐλεο 

SNAREs, νη Rab πξσηεΐλεο απελεξγνπνηνύληαη κε ηελ παξνπζία ησλ GAPs, θαζώο πδξνιύνπλ 

ην GTP ζε GDP. Σέινο, ε Rab–GDI ζηξαηνινγείηαη ζηε κεκβξάλε, ζπλδέεηαη κε ηελ Rab:GDP, 

ηελ απνζπάεη ζην θπηηαξόπιαζκα (βήμα 6) θαη ηε κεηαθέξεη ζε λέα κεκβξάλε–δόηε κε ηελ 

βνήζεηα ηνπ παξάγνληα GDF (GDI–displacement factor), ν νπνίνο απνζηαζεξνπνηεί ην 

ζύκπινθν Rab:GDP–GDI, έηζη ώζηε λα μεθηλήζεη θαηλνύξγηνο κεκβξαληθόο θύθινο. Seixas E. 

et.al, Traffic, Wiley Online Library, 2013. 

 

1.3.2 Δλεξγνπνίεζε θαη λνπθιενηηδηθόο θύθινο ηεο Rab5 GTPάζεο 

Όθεξ μζ πνςηεΐκεξ Rab, ζοκεπχξ ηαζ δ Rab5, επζηεθμφκ ηαζ έκακ κμοηθεμηζδζηυ 

ηφηθμ πανάθθδθα ιε ημκ ιειανακζηυ ημοξ ηφηθμ, υπςξ πνμακαθένεδηε (Δζη. 1.6). Ο 
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κμοηθεμηζδζηυξ ηφηθμξ ηδξ Rab5 πενζθαιαάκεζ δφμ ιμνθέξ, ηδκ εκενβή ηαζ ηδκ 

ακεκενβή. Ζ Rab5 ιεηαααίκεζ ακάιεζα ζηδκ εκενβή ηαηάζηαζδ πνμζδέκμκηαξ GTP 

(Rab5:GTP) ηαζ ζηδκ ακεκενβή ηαηάζηαζδ οδνμθφoκηαξ ημ GTP ζε GDP 

(Rab5:GDP). Όηακ είκαζ εκενβμπμζδιέκδ, δ Rab5 είκαζ πνμζδειέκδ ιυκμ επάκς ζηζξ 

ιειανάκεξ, εκχ ζηδκ ακεκενβή ηαηάζηαζδ ιπμνεί κα ανίζηεηαζ είηε ζημ 

ηοηηανυπθαζια ή επάκς ζηζξ ιειανάκεξ (Stenmark H. et.al, 1994; Seabra M. C. & 

Wasmeier C., 2004). 

 

Δηθ. 1.6: Δλεξγνπνίεζε θαη λνπθιενηηδηθόο θύθινο ησλ Rab GTPαζώλ. Οη Rab GTPάζεο 

κεηαβαίλνπλ αλάκεζα ζε κία ελεξγή λνπθιενηηδηθή θαηάζηαζε πξνζδεκέλεο κε GTP θαη ζε κία 

αλελεξγή λνπθιενηηδηθή θαηάζηαζε πξνζδέλνληαο GDP. Η κεηαηξνπή ησλ αλελεξγώλ Rab 

(Rab:GDP) ζηελ ελεξγή κνξθή ηνπο (Rab:GTP) ζπκβαίλεη κέζσ αληαιιαγήο ηνπ GDP κε GTP, 

γεγνλόο πνπ θαηαιύεηαη από ηηο πξσηεΐλεο GEFs πξνθαιώληαο κία αιιαγή ζηε 

ζηεξενδηακόξθσζε ησλ Rab πξσηετλώλ. Η ελεξγνπνηεκέλε GTP–κνξθή ησλ Rab πξσηετλώλ 

αλαγλσξίδεηαη από κία πιεζώξα κνξίσλ–ηειεζηώλ (effectors), νη νπνίνη δξνπλ θαζνδηθά. 

Σέινο, νη Rab πξσηεΐλεο κεηαηξέπνληαη ζηελ GDP αλελεξγή κνξθή ηνπο κε ηελ πδξόιπζε ηνπ 

GTP θαη ηελ απειεπζέξσζε κηαο αλόξγαλεο θσζθνξηθήο νκάδαο (Pi), κηαο δηαδηθαζίαο πνπ 

δηεγείξεηαη από ηηο GAPs. ηελ εηθόλα παξνπζηάδεηαη ζπλνπηηθά θαη ν κεκβξαληθόο θύθινο 

παξάιιεια κε ηνλ λνπθιενηηδηθό, ππνδεηθλύνληαο όηη πξόθεηηαη γηα δύν αιιειέλδεηα θαηλόκελα 

πνπ ιακβάλνπλ ρώξα θαη ξπζκίδνληαη ηαπηόρξνλα. Stenmark H. Nature Reviews, 2009.  

 

Ζ ιεηαηνμπή ακάιεζα ζηδκ GTP ηαζ GDP ηαηάζηαζδ ηςκ Rab GTPαζχκ 

πενζθαιαάκεζ ζδιακηζηέξ αθθαβέξ ζηδκ ζηενεμδζαιυνθςζή ημοξ ζε δφμ ιεηααθδηέξ 

πενζμπέξ μκυιαηζ πενζμπή I (switch I) ηαζ πενζμπή II (switch II) (Pfeffer S. R., 2005). 

Ζ ακηαθθαβή ημο GDP ιε GTP ηαηαθφεηαζ απυ ηζξ πνςηεΐκεξ GEFs ηαζ δ ορδθή 
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εκδμηοηηανζηή ζοβηέκηνςζδ ημο GTP (~ 1 mM) ελαζθαθίγεζ υηζ ημ GTP εα 

πνμζδεεεί ζηζξ Rab πνςηεΐκεξ αιέζςξ ιεηά ηδκ απεθεοεένςζδ ημο GDP. Ανηεηά 

ιυνζα–ηεθεζηέξ ζηναημθμβμφκηαζ ηαζ εκενβμπμζμφκηαζ απυ ηζξ εκενβμπμζδιέκεξ Rab 

πνςηεΐκεξ (Rab:GTP) δζαιέζμο πνςηεσκζηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ. Οζ ηεθεζηέξ ιπμνεί 

κα πενζθαιαάκμοκ πανάβμκηεξ πνυζδεζδξ ηςκ ηοζηζδίςκ (tethering factors), 

θςζθαηάζεξ, ηζκάζεξ, πνςηεΐκεξ ιεηαθμνείξ (motor proteins) ηαζ άθθμοξ (αθ. 

εκυηδηα 1.3.3 Σεθεζηέξ ηδξ Rab5). Έςξ ζήιενα, μζ ηεθεζηέξ ηδξ Rab5 είκαζ ηαθφηενα 

παναηηδνζζιέκμζ ζοβηνζηζηά ιε ηζξ οπυθμζπεξ Rab πνςηεΐκεξ (Zerial M. and McBride 

H., 2001). Δπζπνυζεεηα, δ ιεηαηνμπή ημο GTP ζε GDP εεςνείηαζ εκδμβεκήξ 

δναζηζηυηδηα υθςκ ηςκ G–πνςηεσκχκ, δ μπμία εκζζπφεηαζ επζπθέμκ ιε ηδκ 

ζοιιεημπή ηςκ GAPs (Stenmark H., 2009; Schmidt A. & Hall A., 2002). οκμπηζηά, 

μζ πνςηεΐκεξ GEFs πνμηαθμφκ ακηζηαηάζηαζδ ημο GDP ιε GTP ζηζξ Rab πνςηεΐκεξ 

ηαζ ηζξ εκενβμπμζμφκ (On–switch), εκχ δ οδνυθοζδ ημο GTP ζε GDP ηαηαθφεηαζ 

ηυζμ εκδμβεκχξ υζμ ηαζ απυ ηζξ GAPs ηαζ ηαεζζηά ηζξ Rab πνςηεΐκεξ ακεκενβέξ 

(Off–switch). Δλαζηίαξ ημο κμοηθεμηζδζημφ ημοξ ηφηθμο, μζ Rab πνςηεΐκεξ έπμοκ 

παναηηδνζζηεί ςξ «ιμνζαημί δζαηυπηεξ» πμο παίγμοκ ηνίζζιμ νυθμ ζηδ νφειζζδ ηςκ 

βεβμκυηςκ ηδξ ηοζηζδζαηήξ ιεηαθμνάξ. Δπζπθέμκ, δ δοκαιζηή θφζδ ηαζ δ αοζηδνή 

πνμκζηή νφειζζδ ημο κμοηθεμηζδζημφ ηφηθμο ηδξ Rab5 είκαζ οπεφεοκεξ βζα ηδκ 

νφειζζδ ηδξ ηζκδηζηήξ ηςκ βεβμκυηςκ εθθζιεκζζιμφ ηςκ ιειανακχκ (membrane 

docking) ηαζ ζφκηδλήξ ημοξ (Rybin V. et.al, 1996). 

ηδκ ενβαζία ηςκ Li G. and Stahl P. D., 1993 βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ημο 

νυθμο ηδξ δναζηζηυηδηαξ GTPάζδξ ηδξ Rab5 ζηδκ θεζημονβία ηδξ, 

πνδζζιμπμζήεδηακ δφμ ιεηαθθαβέξ: δ Rab5:S34N ηαζ δ Rab5:Q79L. Τπενέηθναζδ 

ηδξ Rab5:S34N μδήβδζε ζηδκ παναβςβή δοζθεζημονβζηήξ πνςηεΐκδξ, δ μπμία 

πανμοζίαγε ιεζςιέκδ ζηακυηδηα πνυζδεζδξ κμοηθεμηζδίμο, ακαζηέθθμκηαξ πθήνςξ 

ηδκ εκδμβεκή θεζημονβία ηδξ. Απυ ηδκ άθθδ πθεονά, οπενέηθναζδ ηδξ Rab5:Q79L 

μδήβδζε ζηδκ παναβςβή ιίαξ πνςηεΐκδξ ιε ιεζςιέκδ δναζηζηυηδηα GTPάζδξ, 

«ηθεζδχκμκηαξ» ηδκ Rab5 ζηδκ GTP–εκενβή ιμνθή ηδξ. Αοηή δ ιεηαθθαβή ηένδμοξ 

θεζημονβίαξ (gain of function) δεκ επδνέαζε θεζημονβζηά ηδκ Rab5:Q79L ζοβηνζηζηά 

ιε ηδκ αβνίμο ηφπμο πνςηεΐκδ. Δπζπθέμκ ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ δ Rab5:Q79L πνμάβεζ 

ηδκ ζφκηδλδ ηςκ εκδμζςιάηςκ in vitro, εκχ δ Rab5:S34N ιεηαθθαβή ακαζηέθθεζ ηδκ 

ζφκηδλή ημοξ (Li G. et.al, 1994; Barbieri M. A. et.al, 1996). Να ημκζζηεί πςξ δ 

Rab5:Q79L δζεβείνεζ ηδκ ζφκηδλδ ιυκμ ιεηαλφ ηςκ πνχζιςκ εκδμζςιάηςκ (Barbieri 
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M. A., et.al, 1998). Οζ ακηίεεηεξ δνάζεζξ ηςκ δφμ ιεηαθθαβχκ οπμδεζηκφμοκ πςξ δ 

εκενβή Rab5:GTP απαζηείηαζ βζα ηδκ ζφκηδλδ ηςκ ιειανακχκ, εκχ δ οδνυθοζδ ημο 

GTP ζε GDP απεκενβμπμζεί ηδκ Rab5 ηαζ θαιαάκεζ πχνα ιεηά ηδκ ζφκηδλδ ηςκ 

ιειανακχκ ιε ζημπυ ηδκ μθμηθήνςζδ ημο κμοηθεμηζδζημφ ηφηθμο. Ζ εζηυκα 1.7 

πανμοζζάγεζ ζοκμπηζηά ημοξ δφμ ηφηθμοξ πμο πνμακαθένεδηακ.    

        

 

Δηθ. 1.7: ύλνςε ηνπ κεκβξαληθνύ θαη λνπθιενηηδηθνύ θύθινπ ησλ Rab πξσηετλώλ. Οη 

Rab πξσηεΐλεο είλαη αγθπξνβνιεκέλεο ζηηο κεκβξάλεο κε ηελ βνήζεηα κηαο πδξόθνβεο 

ιηπηδηθήο νκάδαο (θπκαηηζηή γξακκή). Οη πξσηεΐλεο GEF ζηηο κεκβξάλεο–δόηεο ελεξγνπνηνύλ 

ηηο Rab πξσηεΐλεο θαηαιύνληαο ηελ αληαιιαγή ηνπ GDP κε GTP. ηε ζπλέρεηα, αξρίδνπλ λα 

εθβιαζηάλνπλ θπζηίδηα θαη θαηεπζύλνληαη πξνο ηελ κεκβξάλε–δέθηε. Οη ελεξγνπνηεκέλεο 

Rab:GTP πξσηεΐλεο είλαη ππεύζπλεο γηα ηνλ έιεγρν ηεο ζύληεμεο ηνπ θπζηηδίνπ κεηαθνξάο κε 

ηελ θαηάιιειε κεκβξάλε–δέθηε. Μεηά ην πέξαο ησλ γεγνλόησλ ζύληεμεο, νη Rab:GTP 

απελεξγνπνηνύληαη από ηηο GAPs πδξνιύνληαο ην GTP ζε GDP θαη απνζπώληαη από ηελ 

κεκβξάλε–δέθηε κε ηελ βνήζεηα ηεο Rab–GDI, ε νπνία κεηαθέξεη ηηο Rab πξσηεΐλεο ζηηο 

κεκβξάλεο–δόηεο δηακέζνπ ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο θαη νη θύθινη νινθιεξώλνληαη. Van der 

Bliek A. M. Nature Cell Biology, 2005.       

1.3.3 Σειεζηέο ηεο Rab5 

Ζ πμθοπθμηυηδηα ηαζ ημ πθήεμξ ηςκ θεζημονβζχκ πμο εθέβπμκηαζ απυ ηδκ Rab5 (ηα 

βεβμκυηα ζπδιαηζζιμφ ηοζηζδίςκ ιεηαθμνάξ, ηζκδηζηυηδηαξ, πνμζάναλδξ ζηζξ 

ηαηάθθδθεξ ιειανάκεξ–δέηηεξ ηαζ ζφκηδλδξ) μθείθμκηαζ ηαηά ηφνζμ θυβμ ζε 

πνςηεσκζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ ηδξ εκενβήξ GTP–ιμνθήξ ηδξ Rab5 ιε άθθα ιυνζα–

ηεθεζηέξ (effectors) (Zerial M. & McBride H., 2001). Όπςξ πνμακαθένεδηε, μζ 

ηεθεζηέξ ηδξ Rab5 είκαζ ηαθφηενα παναηηδνζζιέκμζ έςξ ζήιενα, ζοβηνζηζηά ιε ημοξ 



 
 

26 
 

ηεθεζηέξ άθθςκ Rab πνςηεσκχκ, ηαζ μ ανζειυξ ημοξ πνμζδζμνίζηδηε βζα πνχηδ θμνά 

ζηδκ ιεθέηδ ηςκ Christoforidis S., et al., 1999 ηαζ Christoforidis S. & Zerial M., 

2000. Με ηδκ πνήζδ ιυκμ ιζαξ πνςιαημβναθίαξ ζοββέκεζαξ ηαοημπμζήεδηακ πάκς 

απυ 30 ιυνζα–ηεθεζηέξ ζε ηοηηανυπθαζια εβηεθάθμο αςυξ, πμο αθθδθεπζδνμφζακ 

ιε ηδκ εκενβή GTP ιμνθή ηδξ Rab5, μζ μπμίμζ απμιμκχεδηακ ηαζ 

πνδζζιμπμζήεδηακ, ζηδ ζοκέπεζα, ζε θεζημονβζηέξ ιεθέηεξ (Δζη. 1.10). Ζ ιεθέηδ αοηή 

άκμζλε ημκ δνυιμ βζα ηδκ πεναζηένς ακάθοζδ ηςκ πνςηεσκχκ–ηεθεζηχκ ηδξ Rab5 

ακαθμνζηά ιε ημκ αζμθμβζηυ ημοξ νυθμ ζηα εοηανοςηζηά ζοζηήιαηα. 

1.4 Ζ θπηηαξνπιαζκαηηθή αθεηπιν–CoA ζεηνιάζε, ή αθεηπιν–CoA 

αθεηπινηξαλζθεξάζε, ACAT2, απνηειεί ην πξώην έλδπκν ηνπ βηνζπλζεηηθνύ 

κνλνπαηηνύ ηνπ κεβαινληθνύ νμένο 

Οζ εοηανοςηζηέξ εεζμθάζεξ (ACATs) απμηεθμφκ ζδιακηζηά έκγοια ημο 

ιεηααμθζζιμφ. Έπμοκ ακζπκεοεεί ημοθάπζζημκ έλζ ζζμέκγοια εεζμθαζχκ ζηα 

εοηανοςηζηά ηφηηανα (Antonenkov V. et.al, 2000) ηα μπμία πςνίγμκηαζ ζε δφμ 

ηφνζεξ ηαηδβμνίεξ: (i) δ εεζμθάζδ Η (ACAT1) ή αηοθ–CoA: αηεηοθ–CoA C–

αηεηοθηνακζθενάζδ (EC 2.3.1.16) ηαζ (ii) δ αηεημαηεηοθ–CoA εεζμθάζδ ή εεζμθάζδ 

ΗΗ (ACAT2) (EC 2.3.1.9). Ζ πνχηδ ηαηδβμνία εεζμθαζχκ ειπθέηεηαζ ζε ηαηααμθζηέξ 

δζενβαζίεξ, εκχ δ δεφηενδ ηονίςξ ζε ακααμθζηέξ, ιε εθάπζζηεξ ελαζνέζεζξ. Οζ δφμ 

ηαηδβμνίεξ εεζμθαζχκ ειθακίγμοκ μιμθμβία ζηδκ πνςηεσκζηή ημοξ αθθδθμοπία, αθθά 

δζαθένμοκ ζηζξ ηαηαθοηζηέξ ημοξ ζδζυηδηεξ, υπςξ απέδεζλακ ηνοζηαθθμβναθζηέξ 

ιεθέηεξ (Igual J. C. et.al, 1992; Modis Y. & Wierenga R. K., 2000). Γζα κα 

απμθεοπεεί πζεακή μκμιαημθμβζηή ζφβποζδ, ζημ οπυθμζπμ ηείιεκμ μ υνμξ ACAT2 

εα ακαθένεηαζ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή αηεηoαηεηοθ-CoA εεζμθάζδ, δ μπμία 

απμηέθεζε ηφνζμ ακηζηείιεκμ ηδξ ιεθέηδξ, ηαζ υπζ ζημ δζαιειανακζηυ έκγοιμ ημο 

εκδμπθαζιαηζημφ δζηηφμο (Sterol O-acyltransferase 2 ή ζε ζοκημιμβναθία SOAT2) 

πμο έπεζ εκηεθχξ δζαθμνεηζηή θεζημονβία απυ ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή αηεημαηεηοθ-

CoA εεζμθάζδ.  

ηα εδθαζηζηά οπάνπμοκ δφμ ACAT βμκίδζα πμο ηςδζημπμζμφκ ηζξ δφμ 

δζαθμνεηζηέξ ηαηδβμνίεξ εκγφιςκ, μκυιαηζ ACAT1 ηαζ ACAT2. Σμ ACAT1 βμκίδζμ 

ηςδζημπμζεί ζε υθμοξ ημοξ ζζημφξ (ζδζμζηαηζηή έηθναζδ) ιία ιζημπμκδνζαηή 

εεζμθάζδ πμο ζοιιεηέπεζ ζηδκ απμζημδυιδζδ ηςκ θζπανχκ μλέςκ, υπςξ 

πνμακαθένεδηε. Απυ ηδκ άθθδ, ημ ACAT2 βμκίδζμ (πμο είκαζ ακηζηείιεκμ ηδξ 

πανμφζαξ ιεθέηδξ), πμο ηςδζημπμζεί ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή εεζμθάζδ (CT), 
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εκημπίγεηαζ ζημ πνςιυζςια 6 ηαζ πζμ ζοβηεηνζιέκα ζηδκ πενζμπή 6q25–27 (Masuno 

M. et.al, 1996; Song X. Q. et.al, 1994) ηαζ ζοιιεηέπεζ ζηδ αζμζφκεεζδ ηδξ 

πμθδζηενυθδξ (Fukao T. et.al, 2002). Σα δφμ ζζμέκγοια είκαζ μιμηεηναιενή ιε ηδκ 

ηάεε οπμιμκάδα κα έπεζ ιμνζαηυ αάνμξ ~ 44 kDa. 

Ζ ηοηηανμπθαζιαηζηή αηεηοθμ–CoA αηεηοθμηνακζθενάζδ (ACAT2) 

ηαηαθφεζ ηδκ πνχηδ ακηίδναζδ ημο ιμκμπαηζμφ αζμζφκεεζδξ ημο ιεααθμκζημφ μλέμξ, 

ακαπυζπαζημ ημιιάηζ ηδξ ιεηέπεζηα ζφκεεζδξ πμθδζηενυθδξ ηαζ άθθςκ θζπζδζηχκ 

παναβχβςκ ιε ζδιακηζηέξ αζμθμβζηέξ δνάζεζξ (Δζη. 1.8). Ζ πνχηδ απμιυκςζδ ημο 

εκγφιμο ACAT2 απυ ήπαν υνκζεαξ πνμκμθμβείηαζ ημ 1973 απυ ημοξ Clinkenbeard K. 

D. et.al. ηδ ζοκέπεζα, δ ιέεμδμξ ηνοζηαθθμβναθίαξ αηηζκχκ Υ απμηάθορε ηδκ 

ηνζημηαβή δμιή ημο εκγφιμο (ακάθοζδ 1.6 Ängstrom) ηαζ άκμζλε κέμοξ ενεοκδηζημφξ 

μνίγμκηεξ ζηδ ιεθέηδ ηδξ δνάζδξ ημο εκγφιμο (Kursula P. et.al, 2005). Ζ έηθναζδ 

ηδξ ACAT2 πενζμνίγεηαζ ηονίςξ ζημκ εκηενζηυ ζζηυ ηαζ ζηα δπαημηφηηανα. Χζηυζμ, 

εηθνάγεηαζ ηαζ ζε άθθμοξ ζζημφξ, αθθά ζε παιδθυηενα επίπεδα ζοβηνζηζηά ιε ηδκ 

ACAT1, δ μπμία εηθνάγεηαζ ζδζμζηαηζηά (Chang T. Y. et.al, 2009). 



 
 

28 
 

 

Δηθ. 1.8: Ζ ACAT2 θαηαιύεη ηελ πξώηε αληίδξαζε ζην βηνζπλζεηηθό κνλνπάηη ηνπ 

κεβαινληθνύ. Η βηνζύλζεζε ησλ ηζνπξελνεηδώλ ιακβάλεη ρώξα δηακέζνπ ηνπ κνλνπαηηνύ ηνπ 

κεβαινληθνύ. Η ACAT2 θαηαιύεη ηελ πξώηε αληίδξαζε ζην θπηηαξόπιαζκα, κεηαηξέπνληαο δύν 

κόξηα αθέηπιν–CoA ζε αθεηναθέηπιν–CoA. ηε ζπλέρεηα, παξάγεηαη ην 3–πδξνμπ–3 

κεζπινγινπηάξπιν–CoA από ηελ ζπλζάζε ηνπ HMG–CoA θαη, θαηόπηλ, αλάγεηαη κε 

αληηζηξεπηά ζε κεβαινληθό από ηελ αλαγσγάζε ηνπ HMG–CoA. Σν έλδπκν απηό εληνπίδεηαη 

ελζσκαησκέλν ζηε κεκβξάλε ηνπ ελδνπιαζκαηηθνύ δηθηύνπ θαη πθίζηαηαη απζηεξή ξύζκηζε ζε 

πνιιαπιά επίπεδα. Αμηνζεκείσην είλαη πσο νη ζηαηίλεο απνηεινύλ θαξκαθνινγηθνί αλαζηνιείο 

ηεο αλαγσγάζεο ηνπ HMG–CoA κε ζθνπό ηε κείσζε ησλ επηπέδσλ ρνιεζηεξόιεο ζε 

παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο. Σν κεβαινληθό, κεηά από κηα ζεηξά ρεκηθώλ αληηδξάζεσλ, 

κεηαηξέπεηαη ζε ππξνθσζθνξηθό θαξλεζύιην (Farnesyl–PP), ην νπνίν ρξεζηκνπνηείηαη σο 

ελδηάκεζν γηα ηελ βηνζύλζεζε ρνιεζηεξόιεο, ηεο αίκεο Α θαη ηεο νπβηθηλόλεο (απαξαίηεηα 

ζηνηρεία γηα ηελ κεηαθνξά ειεθηξνλίσλ θαηά ηελ δηαδηθαζία παξαγσγήο ελέξγεηαο), γηα ηελ 

πξελπιίσζε πξσηετλώλ θαη ηελ αγθπξνβόιεζή ηνπο ζηηο κεκβξάλεο θαζώο θαη γηα ηελ Ν–

γιπθνδπιίσζε ησλ ππνδνρέσλ απμεηηθώλ παξαγόλησλ.    
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Ζ ηοηηανμπθαζιαηζηή ACAT2 ηαηαθφεζ ημκ ζπδιαηζζιυ δεζιμφ άκεναηα–

άκεναηα (C–C) ιέζς ζοιπφηκςζδξ ηαηά Claisen δφμ ιμνίςκ αηεηοθ–CoA πνμξ 

παναβςβή αηεημαηεηοθ–CoA ηαζ CoA ηαζ ακηζζηνυθςξ (Δζη. 1.9, επάκς). Χζηυζμ, δ 

εενιμδοκαιζηή ζζμννμπία ηδξ ακηίδναζδξ εοκμεί πενζζζυηενμ ηδκ δζάζπαζδ ημο 

αηεημαηεηοθ–CoA ζε δφμ ιυνζα αηεηοθ–CoA (Clinkenbeard K. D. et.al, 1973). Γζ’ 

αοηυ ημ θυβμ δ ιδ εοκμσηή ακηίδναζδ ζοιπφηκςζδξ ηαηά Claisen ζοκδέεηαζ ιε ηδκ 

εενιμδοκαιζηά εοκμσηή ζφκεεζδ ημο 3–οδνμλο–3–ιεεοθμβθμοηανοθμ–CoA (HMG–

CoA) απυ έκα ιυνζμ αηεημαηεηοθ–CoA ηαζ εκυξ ιμνίμο αηεηοθ–CoΑ (Δζη. 1.9, 

ηάης). Ο ζπδιαηζζιυξ ημο αηεημαηεηοθ–CoA απυ ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ACAT2 

απμηεθεί ηδκ πνχηδ ακηίδναζδ ημο ιμκμπαηζμφ αζμζφκεεζδξ ημο ιεααθμκζημφ μλέμξ, 

εκδζάιεζμ ηςκ ζηενμθχκ ηαζ ζζμπνεκμεζδχκ (Goldstein J. L. & Brown M., 1990). 

 

 

Δηθ. 1.9: Ζ ACAT2 θαηαιύεη ηνλ ζρεκαηηζκό ηνπ αθεηναθεηπι–CoA ζην 

θπηηαξόπιαζκα. (επάνω): (a) Η κεηαθνξά ηεο αθεηπινκάδαο από ην αθεηπι–CoA ζηελ 

θαηαιπηηθή θπζηεΐλε (Cys92) ηεο ACAT2. (b) πκπύθλσζε θαηά Claisen κεηαμύ αθεηπι–CoA 

θαη ηνπ παξνδηθά αθεηπιησκέλνπ ελδύκνπ πξνο ζρεκαηηζκό αθεηναθεηπι–CoA, κε ηειηθό 

απνηέιεζκα ηελ αλαγέλλεζε ηνπ ελδύκνπ θαη ηελ απειεπζέξσζε ηνπ αθεηναθεηπι–CoA ζην 

θπηηαξόπιαζκα. (κάηω): Η ζύλδεζε ηεο ζεξκνδπλακηθά κε επλντθήο αληίδξαζεο ζπκπύθλσζεο 

θαηά Claisen (1) κε ηελ ζεξκνδπλακηθά επλντθή αληίδξαζε ζύλζεζεο ηνπ HMG –CoA πνπ 

ιακβάλεη ρώξα ζην επόκελν ζηάδην ηεο βηνζύλζεζεο ηνπ κεβαινληθνύ (2) ππνβνεζάεη ηελ 

νινθιήξσζε ηεο πξώηεο (1). (επάλσ): Kursula P. et.al, J. Mol. Biol., 2005. (θάησ): 

Clinkenbeard K. D. et.al, J. Biol. Chem., 1973.   

 

Μεζςιέκδ δναζηζηυηδηα ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ACAT2 παναηδνήεδηε 

ζημ πανεθευκ ζε δφμ πενζπηχζεζξ αζεεκχκ, μζ μπμίμζ πανμοζίαγακ ιεηααμθζηέξ 
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ακςιαθίεξ, κεονμθμβζηέξ δζαηαναπέξ, δζακμδηζηή ηαεοζηένδζδ ηαζ δπαηζηέξ 

ακςιαθίεξ (Bennett M. J. et.al, 1984; De Groot C. J. et.al, 1977). Ζ δναζηζηυηδηα ηδξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ACAT2 εηηζιήεδηε ζε απμιμκςιέκα ηφηηανα ζκμαθαζηχκ ημο 

αζεεκμφξ ςξ 50% εκενβή ζοβηνζηζηά ιε ηδκ εκενβυηδηά ηδξ ζε θοζζμθμβζηέξ 

ηοηηανζηέξ ζεζνέξ (Bennett M. J. et.al, 1984). Άιεζμ απμηέθεζια ηδξ ιεζςιέκδξ 

δναζηζηυηδηαξ ημο εκγφιμο ήηακ δ ιεζςιέκδ ζφκεεζδ ζηενμθχκ, δεδμιέκμο υηζ δ 

ACAT2 ηαηαθφεζ ημ πνχημ αήια ημο ιμκμπαηζμφ ηδξ de novo ζφκεεζδξ ηδξ 

πμθδζηενυθδξ ζημ ηοηηανυπθαζια.  

Γεκζηυηενα, μζ δοζθεζημονβίεξ ηςκ εεζμθαζχκ ειθακίγμοκ ιεηααμθζηά 

ζφκδνμια ηαζ ηανδζαββεζαηέξ παεήζεζξ, υπςξ δ αεδνμζηθήνςζδ. Γζα πανάδεζβια, 

πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ ηυζμ δ ACAT1 υζμ ηαζ δ ACAT2 απμηεθμφκ 

εεναπεοηζημί ζηυπμζ βζα ηδκ ακηζιεηχπζζδ ηδξ ζηεθακζαίαξ κυζμο πμο ζοζπεηίγεηαζ 

ιε ηδκ οπενπμθδζηενμθαζιία (Lawrence L. et.al, 2005). Δλαζηίαξ ημο βεβμκυημξ υηζ μζ 

ηανδζαββεζαηέξ παεήζεζξ εεςνμφκηαζ ςξ δ ηφνζα αζηία εακάηςκ παβημζιίςξ, ιεβάθμ 

πμζμζηυ ηδξ ένεοκαξ έπεζ ζηναθεί ζηδκ ακαηάθορδ πδιζηχκ ακαζημθέςκ ηςκ 

εεζμθαζχκ βζα ηδ ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ πμθδζηενυθδξ (Salam W. H. & Bloxham 

D. P., 1987; Greenspan M. D. et.al, 1989; Ohshiro T. & Tomoda H., 2011; Ohshiro T. 

& Tomoda H., 2015), ηαεχξ δ ζοζζχνεοζή ηδξ ζημοξ ζζημφξ ηαζ ζημ αίια μδδβεί ζε 

παεμθμβζηέξ ηαηαζηάζεζξ. 

1.5 Ζ Rab5 αιιειεπηδξά κε ην κεηαβνιηθό έλδπκν ACAT2 

1.5.1 Ζ ACAT2 αιιειεπηδξά κε ηελ αλελεξγή ζηεξενδηακόξθσζε ηεο Rab5 

(Rab5:GDP)   

Πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ ημο ενβαζηδνίμο απμηάθορακ ιζα κέα αθθδθεπίδναζδ ηδξ 

Rab5: Σδ ζφκδεζή ηδξ ιε ημ ιεηααμθζηυ έκγοιμ ACAT2 (Δζη. 1.10Α, αδδιμζίεοηα 

απμηεθέζιαηα απυ Christoforidis Savvas). Ζ ACAT2 θαίκεηαζ κα αθθδθεπζδνά ιυκμ 

ιε ηδκ ακεκενβή GDP–ιμνθή ηδξ Rab5, ηαεχξ εηθμφεηαζ ιυκμ απυ ηδκ GST–

Rab5:GDP ζηήθδ. Γεδμιέκμο υηζ δ ACAT2 δεκ ζοκδέεηαζ ηυζμ ιε ηδκ 

εκενβμπμζδιέκδ Rab5:GTPβS υζμ ηαζ ιε άθθεξ Rab πνςηεΐκεξ (Δζη. 1.10Β, 

αδδιμζίεοηα απμηεθέζιαηα), οπμδδθχκεηαζ πςξ δ αθθδθεπίδναζδ ηδξ ACAT2 είκαζ 

εζδζηή ιυκμ ιε ηδκ ακεκενβή GDP δζαιυνθςζδ ηδξ Rab5.  
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Δηθ. 1.10: Ζ ACAT2 αιιειεπηδξά εμεηδηθεπκέλα κόλν κε ηελ αλελεξγή GDP κνξθή ηεο 

Rab5. (Α) Η GST–Rab5 εθθξάζηεθε ζε βαθηεξηαθό ζηέιερνο DH5a θαη αθνινύζεζε ε 

πξόζδεζή ηεο ζε εηδηθά ζθαηξίδηα ζεθαξόδεο–S–γινπηαζεηόλεο. ηε ζπλέρεηα, ηα ζθαηξίδηα 

πιύζεθαλ κε θαηάιιειν δηάιπκα, πξαγκαηνπνηήζεθε αληαιιαγή ηνπ λνπθιενηηδίνπ θαη νη δύν 

ζηήιεο ρσξίζηεθαλ ζηα δύν (GDP θαη GTPγS κνξθέο ηεο Rab5) Σέινο, ηα ζθαηξίδηα 

επσάζηεθαλ κε θπηηαξόπιαζκα από θπηηαξηθή ζεηξά HeLa θαζώο θαη από θπηηαξόπιαζκα 

εγθεθάινπ βσόο. Οη ζπλδεδεκέλεο πξσηεΐλεο εθινύζηεθαλ κεηά από επίδξαζε ησλ ζθαηξηδίσλ 

κε δηάιπκα πνπ πεξηείρε SDS, ηα δείγκαηα θνξηώζεθαλ ζε πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο SDS–

PAGE θαη πξαγκαηνπνηήζεθε ρξώζε ησλ πξσηετληθώλ δσλώλ κε ληηξηθό άξγπξν (Silver 

staining). (B) Η ίδηα δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηήζεθε θαη κε ηηο πξσηεΐλεο Rab4:GDP θαη 

Rab27:GDP, όπνπ έγηλε επώαζε κόλν κε θπηηαξόπιαζκα εγθεθάινπ βσόο θαη ηα δείγκαηα 

ειέγρζεθαλ, αλαιύζεθαλ θαη ζπγθξίζεθαλ κε ηα αληίζηνηρα ηεο Rab5:GDP, κε 

αλνζναπνηύπσζε θαηά Western (Western blot analysis) ρξεζηκνπνηώληαο εηδηθό αληίζσκα 

έλαληη ηεο θπηηαξνπιαζκαηηθήο ACAT2.   Christoforidis S., αδεκνζίεπηα απνηειέζκαηα.

 

1.5.2 Ζ ACAT2 αιιειεπηδξά κε ηελ Rab5:GDP ζε ανέπαθα κύηηαρα, 

αλαζηέιινληαο ηηο ιεηηνπξγίεο ηεο ζηελ ελδνθπηηάξσζε 

ε πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ ημο ενβαζηδνίμο (αδδιμζίεοηα απμηεθέζιαηα απυ 

Christoforidis Savvas) παναηδνήεδηε υηζ δ ηοηηανμπθαζιαηζηή ACAT2 

αθθδθεπζδνά ιε ηδκ εκδμβεκή Rab5 ζε άεζηηα ηφηηανα HUVEC. Ζ ζηυπεοζδ ηδξ 

ιεηαθθαβιέκδξ Rab5 ζηδ ιζημπμκδνζαηή ιειανάκδ (Flag–Rab5ΓC4–ActA) 

πνμζέθηοζε ιυνζα ηδξ ACAT2 ζημ ίδζμ δζαιένζζια, βεβμκυξ πμο επζαεααζχεδηε ιε 

ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία (confocal microscopy, ηα απμηεθέζιαηα δεκ 
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πανμοζζάγμκηαζ ζηδκ πανμφζα ενβαζία). Δπζπθέμκ, βζα κα δζαθεοηακεεί μ νυθμξ ηδξ 

ACAT2 ζηζξ θεζημονβζηέξ ζδζυηδηεξ ηδξ Rab5, πναβιαημπμζήεδηε ιία in vitro ηεπκζηή 

μιμηοπζηήξ ζφκηδλδξ πνχζιςκ εκδμζςιάηςκ. Γζα ηδκ δζελαβςβή ημο πεζνάιαημξ 

εηθνάζηδηακ μζ ακαζοκδοαζιέκεξ πνςηεΐκεξ Rab5 ηαζ ACAT2 ηαζ πνμζηέεδηακ ζε 

έκα ιείβια πνχζιςκ εκδμζςιάηςκ ιαγί ιε ηα απαναίηδηα ηοηηανμπθαζιαηζηά 

ζοζηαηζηά ηδξ ζφκηδλδξ. ε θοζζμθμβζηέξ ηαηαζηάζεζξ δ πνμζεήηδ ηδξ Rab5 επάβεζ 

ζε ιεβάθμ ααειυ ηδκ ζφκηδλδ ηςκ πνχζιςκ εκδμζςιάηςκ. Χζηυζμ, δ πνμζεήηδ ηδξ 

ACAT2 πνμηάθεζε ιία ζδιακηζηή ακαζημθή ηδξ ζφκηδλδξ (50% ακαζημθή ιε 

πνμζεήηδ 10 ιΜ ACAT2) οπμδδθχκμκηαξ πςξ δ ACAT2 αθθδθεπζδνά ιε ηδκ Rab5 

ακαζηέθθμκηαξ ηδκ θεζημονβία ηδξ ζηδ ζφκηδλδ ηςκ πνχζιςκ εκδμζςιάηςκ. Σέθμξ, 

πνμζηέεδηε ηαζ δ πνςηεΐκδ GDI (θοζζμθμβζηυξ ακαζημθέαξ ηδξ Rab5) ζημ παναπάκς 

ιείβια ηαζ παναηδνήεδηε υηζ ημ ακαζηαθηζηυ απμηέθεζια πμο πνμηαθμφζακ μζ δφμ 

πνςηεΐκεξ ζηδ ζφκηδλδ ηςκ πνχζιςκ εκδμζςιάηςκ ήηακ πνμζεεηζηυ (> 50% 

ακαζημθή, Δζη. 1.11). Ζ πνμζεεηζηή ακαζηαθηζηή δνάζδ ηδξ ACAT2 ηαζ ηδξ GDI 

οπμδδθχκεζ πςξ ακελάνηδηα ιυνζα ACAT2 ηαζ GDI πνμζδέκμκηαζ ζε ακελάνηδηα 

ιυνζα Rab5. οιπεναζιαηζηά, δ ACAT2 ηαζ δ GDI θαίκεηαζ κα ακηαβςκίγμκηαζ 

ιεηαλφ ημοξ βζα ηδκ πνυζδεζδ ζηα ιυνζα ηδξ Rab5. 

 

Δηθ. 1.11: Σν αλαζηαιηηθό απνηέιεζκα ηεο ACAT2 θαη ηεο GDI ζηελ νκνηππηθή 

ζύληεμε ησλ πξώηκσλ ελδνζσκάησλ είλαη πξνζζεηηθό. Σα πξώηκα ελδνζώκαηα 

ζεκάλζεθαλ θαη πξαγκαηνπνηήζεθαλ αληηδξάζεηο ζύληεμεο παξνπζία θπηηαξνπιάζκαηνο, Rab5 

θαζώο θαη ησλ Rab5–αιιειεπηδξώλησλ πξσηετλώλ (ACAT2, GDI). ην ηέινο ηεο επώαζεο, ηα 

ελδνζώκαηα ιύζεθαλ θαη ε ζύληεμε πνζνηηθνπνηήζεθε βάζεη κεηξήζεσλ ρεκεηνθσηαύγεηαο. 

Καηαζθεπάζηεθαλ ηξία δείγκαηα καξηύξσλ γηα ηελ εξκελεία ησλ ηειηθώλ απνηειεζκάησλ. Η 

πξώηε ξάβδνο (vehicle, ζεηηθόο κάξηπξαο) πεξηιακβάλεη όια ηα απαξαίηεηα ζπζηαηηθά γηα ηελ 

ζύληεμε (ελδνζώκαηα, ATP, θπηηαξόπιαζκα), ελώ ε δεύηεξε (-cytosol, αξλεηηθόο κάξηπξαο) 
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ζηεξείηαη θπηηαξνπιάζκαηνο θαη ε ηξίηε (-endosomes, αξλεηηθόο κάξηπξαο) ζηεξείηαη ελέξγεηαο 

(ATP) θαη ελδνζσκάησλ. Οη ππόινηπεο ξάβδνη πεξηιακβάλνπλ όια ηα απαξαίηεηα ζπζηαηηθά 

γηα ηελ ζύληεμε καδί κε ηηο πνζόηεηεο ησλ ππό κειέηε πξσηετλώλ. Christoforidis S., 

αδεκνζίεπηα απνηειέζκαηα. 
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1.6 ΚΟΠΟ ΣΖ ΠΑΡΟΤΑ ΜΔΛΔΣΖ 

οκμρίγμκηαξ ηα παναπάκς: 

 Ζ Rab5 απμηεθεί ηαεμνζζηζηυ ιυνζμ ζηα βεβμκυηα ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ηαζ 

πζμ ζοβηεηνζιέκα ζηδ ζφκηδλδ ηςκ πνχζιςκ εκδμζςιάηςκ. 

 Οζ θεζημονβίεξ ηδξ είκαζ άννδηηα ζοκδεδειέκεξ ιε αθθδθεπζδνάζεζξ ιε άθθα 

ιυνζα – ηεθεζηέξ. 

 Ζ ηοηηανμπθαζιαηζηή ACAT2 απμηεθεί πνςηανπζηυ έκγοιμ ηδξ αζμζφκεεζδξ 

ηςκ θζπζδίςκ ηαζ θαίκεηαζ κα αθθδθεπζδνά ιε ηδκ ακεκενβή GDP ιμνθή ηδξ 

Rab5 (Rab5:GDP), υηακ πνδζζιμπμζείηαζ εηπφθζζια ηοηηάνςκ ηαθθζένβεζαξ ή 

ζζημφ. Παναιέκεζ υιςξ αδζεοηνίκζζημ ακ δ αθθδθεπίδναζδ είκαζ άιεζδ ή 

έιιεζδ, ακ δδθαδή απαζηείηαζ εκδζάιεζδ πνςηεΐκδ βζα ημ ζπδιαηζζιυ ημο 

ζοιπθυημο 

 Δίκαζ πζεακυ δ ACAT2 κα ακηαβςκίγεηαζ άθθα ιυνζα, υπςξ δ GDI βζα 

πνυζδεζδ ζηδκ ακεκενβή ιμνθή ηδξ Rab5, νοειίγμκηαξ ανκδηζηά ηζξ 

θεζημονβίεξ ηδξ ζημ ιμκμπάηζ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ. Γζα κα ηαηακμδεεί μ 

πζεακυξ ακηαβςκζζιυξ ιεηαλφ ACAT2 ηαζ GDI (ή άθθςκ πνςηεσκχκ) βζα 

ζφκδεζδ ιε ηδκ Rab5, είκαζ ζδιακηζηυ κα ιεθεηδεμφκ μζ ηζκδηζηέξ ζηαεενέξ 

αθθδθεπίδναζδξ ηςκ επζιένμοξ πνςηεσκχκ. 

Έηζζ, βζα κα ηαηακμήζμοιε πεναζηένς ηδκ θφζδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ Rab5 

ηαζ ACAT2, εέζαιε δφμ επζιένμοξ ζηυπμοξ. 

 Γζενεφκδζδ ηδξ ελεζδζηεοιέκδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ ACAT2 ηαζ 

Rab5:GDP in vitro ιε πνήζδ ακαζοκδοαζιέκςκ, ηαεανζζιέκςκ πνςηεσκχκ 

απυ ααηηδνζαηά ζηεθέπδ (ζηέθεπμξ E. coli BL21DE3), χζηε κα εθεβπεεί ακ δ 

αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ ζοιααίκεζ απεοεείαξ (άιεζδ). 

 Παναβςβή ζηακχκ πμζμηήηςκ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ (Rab5 ηαζ ACAT2) ηαζ 

πνμηαηανηηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηςκ πεζναιαηζηχκ ζοκεδηχκ βζα ηδκ ιεθέηδ 

ηδξ ιεηαλφ ημοξ αθθδθεπίδναζδξ ιε ηδκ ιέεμδμ ηδξ εενιζδμιεηνίαξ 

ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ (Isothermal titration calorimetry, ITC), ιε απχηενμ 

(ιεθθμκηζηυ) ζηυπμ ημκ πνμζδζμνζζιυ ηςκ θοζζημπδιζηχκ ηαζ 

εενιμδοκαιζηχκ παναηηδνζζηζηχκ ηδξ αθθδθεπίδναζήξ ημοξ (εκηνμπία, 

εκεαθπία, εθεφεενδ εκένβεζα Gibbs, ζημζπεζμιεηνία ακηίδναζδξ) ηαεχξ ηαζ 
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ηςκ ζηαεενχκ ζπδιαηζζιμφ (Ka) ηαζ απμδέζιεοζδξ (Kd) ημο ζοιπθυημο 

ημοξ. 
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2. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΛΟΓΗΑ 

2.1 Τπεξέθθξαζε θαη θαζαξηζκόο ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλώλ  

2.1.1 Τπεξέθθξαζε θαη θαζαξηζκόο ηεο GST–Rab5a:GDP 

Γζα ηδκ παναζηεοή 1L οβνμφ ενεπηζημφ ιέζμο LB, δ ζφζηαζδ ήηακ δ ελήξ: 

 10 gr NaCl 

 10 gr ηνοπηυκδξ (tryptone) 

 5 gr εηποθίζιαημξ γφιδξ (yeast extract) 

Σα ιεηαζπδιαηζζιέκα ιε ημ πθαζιίδζμ pGEX–6P1–Rab5a ααηηήνζα E. coli 

BL21DE3 ηαθθζενβήεδηακ, ανπζηά, ζε πνμ – ηαθθζένβεζα πμο πενζείπε 100 ml 

ενεπηζημφ ιέζμο Luria Broth (LB) ιαγί ιε αιπζηζθθίκδ (100 ιg/ml), οπυ ζοκεπή 

ακάδεοζδ (210 rpm), βζα 16 χνεξ, ζε εενιμηναζία 37
°
C. Σδκ επυιεκδ ιένα, 

πμζυηδηα ηδξ πνμ–ηαθθζένβεζαξ πνμζηέεδηε ζε ζοκμθζηά 4L LB (12 ml πνμ–

ηαθθζένβεζαξ/Lt LB) ιαγί ιε αιπζηζθθίκδ (100 ιg/ml) ηαζ δ ηαθθζένβεζα ζοκεπίζηδηε, 

οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ, ζημοξ 37
°
C, ιέπνζ δ απμννυθδζδ ζηα 600 nm θηάζεζ ηδκ ηζιή 

0,2. ημ ζδιείμ αοηυ, δ εενιμηναζία νοειίζηδηε ζημοξ 25
°
C ηαζ δ ηαθθζένβεζα 

ζοκεπίζηδηε έςξ υημο δ μπηζηή ποηκυηδηα ηςκ ααηηδνίςκ, ιεηνδιέκδ ζηα 600 nm 

(OD600), θηάζεζ ηδκ ηζιή 0,6. Έπεζηα, αημθμφεδζε πνμζεήηδ 100 ιΜ IPTG 

(Isopropyl α-D-1-thiogalactopyranoside) ακά θίηνμ ηαθθζένβεζαξ, βζα ηδκ επαβςβή 

ηδξ έηθναζδξ ηδξ ακαζοκδοαζιέκδξ GST–Rab5a, ηαζ δ ηαθθζένβεζα ζοκεπίζηδηε οπυ 

ακάδεοζδ, βζα 16 χνεξ, ζε εενιμηναζία δςιαηίμο (~25
°
C). Καηυπζκ, ηα ααηηήνζα 

θοβμηεκηνήεδηακ ζε 6000 rpm, βζα 10 θεπηά, ζε εενιμηναζία 4
°
C (Φοβυηεκηνμξ 

Sorvall, Rotor: SLA – 3000) ηαζ επακαζςνήεδηακ ζε 48 ml παβςιέκμο δζαθφιαημξ 

θφζδξ (lysis buffer), δ ζφζηαζδ ημο μπμίμο ήηακ δ ελήξ: 50 mM Tris–HCl, pH: 7.5, 

100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 5 ιg/ml DNAase, 5 ιg/ml RNAase, 100 

ιΜ GDP ηαζ ακαζημθείξ πνςηεαζχκ δίπςξ EDTA (1 πάπζ Complete EDTA Free ηδξ 

εηαζνείαξ Roche/50 ml δζαθφιαημξ). ηδ ζοκέπεζα, αημθμφεδζε θφζδ ηςκ ααηηδνίςκ 

ιε ιδπακζηή πίεζδ (French pressure, SIM – MINCO, 1000 PSI) ηαζ ημ εηπφθζζια 

ζοθθέπεδηε ηαζ οπενθοβμηεκηνίεδηε ζηζξ 37000 rpm (100000 g) (Τπενθοβυηεκηνμξ 

Beckmann, Rotor: 70Ti), βζα ιζάιζζδ χνα, ζημοξ 4
°
C. Μεηά ημ πέναξ ηδξ 

οπενθοβμηέκηνδζδξ, ημ οπενηείιεκμ ζοθθέπεδηε ηαζ επςάζηδηε ιε 800 ιl 

ζθαζνζδίςκ βθμοηαεεζυκδξ (Sepharose 4B beads, GE Healthcare) ζε ζςθδκάνζμ ηςκ 
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50 ml βζα 2 χνεξ, οπυ ακάδεοζδ, ζημοξ 4
°
C. Να ζδιεζςεεί υηζ πνμδβήεδηακ πθφζεζξ 

ηςκ ζθαζνζδίςκ βθμοηαεεζυκδξ ιε ζοκμθζηά 12 ml PBS 1x (6 ml PBS 1x/πθφζδ) 

επάκς ζε ηαηάθθδθδ πνςιαημβναθζηή ζηήθδ (BioRad), βζα κα απμιαηνοκεεί δ 

πμζυηδηα ηδξ αζεακυθδξ πμο πενζέπεηαζ, ελ’ ανπήξ, ζηα ζθαζνίδζα. Ύζηενα, ηα 

ζθαζνίδζα, ηα μπμία είπακ πνμζδέζεζ ηδκ GST–Rab5a:GDP, θοβμηεκηνήεδηακ ζηζξ 

3000 rpm, βζα 10 θεπηά, ζημοξ 4
°
C, ημ οπενηείιεκμ απμννίθεδηε ηαζ ηα ζθαζνίδζα 

επακαζςνήεδηακ ηαζ ημπμεεηήεδηακ λακά ζηδκ πνςιαημβναθζηή ζηήθδ. ηδ 

ζοκέπεζα, δ ζηήθδ πθφεδηε 5 θμνέξ ιε δζάθοια πθφζδξ (50 mM Tris–HCl, pH: 7.5, 

100 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 mM MgCl2, 10 ιΜ GDP) ιε ζοκμθζηυ υβημ 10 ml (2 

ml/πθφζδ). Αημθμφεδζε δ έηθμοζδ ηδξ GST–Rab5a:GDP απυ ηα ζθαζνίδζα 

βθμοηαεεζυκδξ ιε ηδ πνήζδ δζαθφιαημξ έηθμοζδξ (50 mM Tris – HCl, pH: 8.5, 100 

mM NaCl, 1 mM DTT, 5 mM MgCl2, 100 ιΜ GDP, 15 mM ακδβιέκδ 

βθμοηαεεζυκδ), υπμο δ ακδβιέκδ βθμοηαεεζυκδ ακηαβςκίγεηαζ, θυβς ιεβαθφηενδξ 

ζοββέκεζαξ, ηζξ εέζεζξ δέζιεοζδξ ηδξ GST–Rab5a:GDP, απεθεοεενχκμκηάξ ηδκ ζηδκ 

οβνή θάζδ ηδξ ζηήθδξ. οκμθζηά, ζοθθέπεδηακ 8 ηθάζιαηα, υπμο ημ ηαεέκα πενζείπε 

200 ιl ηαεανήξ GST – Rab5a:GDP. Έπεζηα, οπμθμβίζηδηε δ ζοβηέκηνςζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ ζε ηάεε ηθάζια ιε ηδ πνήζδ ηδξ ιεευδμο Bradford ηαζ ακαιίπεδηακ 

εηείκα ιε ηδκ ιεβαθφηενδ ζοβηέκηνςζδ πνςηεΐκδξ. Αημθμφεδζε δζαπίδοζδ ηδξ GST 

– Rab5a:GDP έκακηζ 500 ml δζαθφιαημξ δζαπίδοζδξ (50 mM Tris–HCl, pH: 7.5, 100 

mM NaCl, 5 mM MgCl2) βζα 16 χνεξ, οπυ ιαβκδηζηή ακάδεοζδ, ζημοξ 4
°
C. Σδκ 

επυιεκδ ιένα πναβιαημπμζήεδηε αθθαβή ημο δζαθφιαημξ δζαπίδοζδξ ιε 500 ml 

δζαθφιαημξ ίδζαξ ζφζηαζδξ ηαζ δ δζαδζηαζία ζοκεπίζηδηε βζα 6 χνεξ, οπυ ιαβκδηζηή 

ακάδεοζδ, ζημοξ 4
°
C. Καηυπζκ, δ GST–Rab5a:GDP θοβμηεκηνήεδηε ζε 14000 rpm, 

βζα 10 θεπηά, ζημοξ 4
°
C ηαζ απμιαηνφκεδηε ηοπυκ ίγδια, ημ μπμίμ πενζείπε 

ηαηαηνδικζζιέκεξ πνςηεΐκεξ οπυ ιμνθή ζοζζςιαηςιάηςκ (protein aggregates). 

Πμζυηδηα απυ ημ οπενηείιεκμ ηδξ θοβμηέκηνδζδξ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ 

εηηίιδζδ ηδξ ηεθζηήξ ζοβηέκηνςζδξ ηδξ ηαεανήξ GST–Rab5a:GDP ιε ηδ πνήζδ ηδξ 

ιεευδμο Bradford (αθ. εκυηδηα 2.3). Ζ πνςηεσκζηή ζοβηέκηνςζδ ηδξ ηαεανήξ GST–

Rab5a:GDP οπμθμβίζηδηε ζηα 17,34 ιg/ιl. Δπζπθέμκ, πνμζηέεδηακ 100 ιM GDP ηαζ 

1 mM DTT ζηδκ ηαεανή GST–Rab5a:GDP. Σέθμξ, δ ζοκμθζηή πμζυηδηα ηδξ 

πνςηεΐκδξ δζαιμζνάζηδηε ζε 40 ίζα ιένδ (aliquots) ιε ημ ηαεέκα κα πενζέπεζ 20 ιl 

ηαεανήξ πνςηεΐκδξ ηαζ αημθμφεδζε πάβςια ζε οβνυ άγςημ (liquid N2) ηαζ 

απμεήηεοζδ ζε εενιμηναζία -80
°
C. 
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Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ δ δζαδζηαζία ηδξ οπενέηθναζδξ ηαζ ημο ηαεανζζιμφ ηδξ 

GST–Rab5a:GDP πανμοζίαγε μνζζιέκεξ δζαθμνέξ ηαζ πνμζανιμβέξ ακάθμβα ιε ηδκ 

πεζναιαηζηή ηεπκζηή ζηδκ μπμία εα πνδζζιμπμζμφκηακ δ ζοβηεηνζιέκδ πνςηεΐκδ. 

Παναδείβιαημξ πάνζκ, ημ παναπάκς ενβαζηδνζαηυ πνςηυημθθμ ακαθένεηαζ ζηδκ 

οπενέηθναζδ ηαζ απμιυκςζδ ηδξ GST–Rab5a:GDP, ιε ζημπυ κα πνδζζιμπμζδεεί, 

ζηδ ζοκέπεζα, ζηζξ ηεπκζηέξ pull down βζα ηδκ ιεθέηδ ηδξ αθθδθεπίδναζήξ ηδξ ιε ηδκ 

ACAT2 (αθ. εκυηδηα 3.2). Απυ ηδκ άθθδ, ζηα πεζνάιαηα ηδξ εενιζδμιεηνίαξ 

ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ (ITC) πνδζζιμπμζήεδηε Rab5a:GDP αθμφ πνμδβμοιέκςξ 

ηδξ είπε αθαζνεεεί ημ πνυζδεια GST. Γζα ηδκ απμιάηνοκζδ ηδξ GST, ιεηά ημ ζηάδζμ 

ηςκ πθφζεςκ ηδξ ζηήθδξ ιε δζάθοια πθφζδξ, αημθμφεδζακ 5 πθφζεζξ ιε δζάθοια 

ζπάζδξ (3 ml δζαθφιαημξ/πθφζδ) ιε ηδκ ελήξ ζφζηαζδ: 20 mM HEPES, pH: 7.5, 130 

mM NaCl, 1 mM DTT, 5 mM MgCl2, 200 ιM GDP. ηδ ζοκέπεζα, θήθεδηε ιζα 

ιζηνή πμζυηδηα ζθαζνζδίςκ βθμοηαεεζυκδξ βζα έθεβπμ ηδξ ζοκμθζηήξ πνμζδεδειέκδξ 

πνςηεΐκδξ ςξ ελήξ: Σα ζθαζνίδζα θοβμηεκηνήεδηακ ζηζξ 10000 rpm, βζα 1 θεπηυ, 

ζημοξ 4
°
C ηαζ απμννίθεδηε ημ οπενηείιεκμ. Έπεζηα, πνμζηέεδηακ 40 ιl δζαθφιαημξ 

έηθμοζδξ ιε ακδβιέκδ βθμοηαεεζυκδ, βζα κα απμδεζιεοημφκ ηα ιυνζα ηδξ GST–

Rab5a:GDP απυ ηα ζθαζνίδζα. Ζ δζαδζηαζία ηδξ έηθμοζδξ δζήνηδζε βζα 5 θεπηά ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο (RT) ιε ζοκεπείξ ακαδεφζεζξ. Αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ζε 

10000 rpm, βζα 1 θεπηυ, ζημοξ 4
°
C ηαζ ζοθθέπεδηε ημ οπενηείιεκμ ιε ηζξ 

εηθμοζιέκεξ πνςηεΐκεξ. Ύζηενα, δ ζοβηέκηνςζδ ηδξ GST–Rab5a:GDP εηηζιήεδηε 

ιε ηδκ ιέεμδμ Bradford ηαζ ιε απθέξ ακαβςβζηέξ ιεευδμοξ οπμθμβίζηδηε δ 

πμζυηδηα ηδξ GST–Rab5a:GDP ζημ ζφκμθμ ηςκ ζθαζνζδίςκ. Σμ έκγοιμ/πνςηεάζδ 

GST–PreScission έπεζ ηδκ ζδζυηδηα κα δζαζπάεζ εκγοιαηζηά ηζξ πζιαζνζηέξ GST 

πνςηεΐκεξ ακάιεζα ζηδκ GST ηαζ ηδκ πνςηεΐκδ ημο εκδζαθένμκημξ (εδχ ηδκ 

Rab5a:GDP) ακαβκςνίγμκηαξ ιία ελεζδζηεοιέκδ εκδζάιεζδ αθθδθμοπία. Γζα ηδκ 

δζάζπαζδ, απαζημφκηαζ 2 Units ημο εκγφιμο PreScission ακά 100 ιg πζιαζνζηήξ GST 

πνςηεΐκδξ. Δπμιέκςξ, βκςνίγμκηαξ ηδκ ζοβηέκηνςζδ ημο εκγφιμο (16,83 ιg/ιl ή 

16,83 Units/ιl) ηαεχξ ηαζ ηδκ πμζυηδηα ηδξ GST–Rab5a:GDP επάκς ζηα ζθαζνίδζα 

βθμοηαεεζυκδξ, οπμθμβίζηδηε δ πμζυηδηα ημο εκγφιμο πμο έπνεπε κα πνμζηεεεί βζα 

ηδκ δζάζπαζδ ηδξ πζιαζνζηήξ πνςηεΐκδξ ηαζ ηδκ παναβςβή ηαεανήξ Rab5a:GDP (αθ. 

εκυηδηα 3.1.2. Μεηά ηδκ πνμζεήηδ ημο εκγφιμο ζηδ ζηήθδ, ημ ζφζηδια αθέεδηε βζα 

16 χνεξ, οπυ ακάδεοζδ, ζημοξ 4
°
C. Σδκ επυιεκδ ιένα, δ οβνή θάζδ πμο πενζείπε ηδκ 

Rab5a:GDP ζοθθέπεδηε ζε ζςθδκάνζμ ηφπμο eppendorf. Γζα ηδκ απμιάηνοκζδ 

ηοπυκ πμζμηήηςκ GST–Rab5a:GDP ηαεχξ ηαζ εκγφιμο GST–PreScission πμο πζεακά 
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δζαννέμοκ απυ ηα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ (θυβς ημνεζιμφ), 50 ιl θνέζηςκ 

ζθαζνζδίςκ βθμοηαεεζυκδξ πνμζηέεδηακ ζημ ζςθδκάνζμ ιε ηδκ ηαεανή Rab5a:GDP 

ηαζ πναβιαημπμζήεδηε επχαζδ βζα ιζάιζζδ χνα, οπυ ακάδεοζδ, ζημοξ 4
°
C. Καηά ηδ 

δζάνηεζα ηδξ επχαζδξ, ιυνζα ηδξ GST–Rab5a:GDP πμο είπακ δζαννεφζεζ απυ ηα 

ζθαζνίδζα υπςξ ηαζ ιυνζα ημο εκγφιμο GST–PreScission πνμζημθθήεδηακ ζηα 

θνέζηα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ ηαζ απμιαηνφκεδηακ απυ ημ δζάθοια ηδξ ηαεανήξ 

Rab5a:GDP. ηδ ζοκέπεζα, αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ημο δζαθφιαημξ ηδξ ηαεανήξ 

Rab5a:GDP ζε 10000 rpm, βζα 1 θεπηυ, ζημοξ 4
°
C ιε ζημπυ ηδκ ζοθθμβή ηςκ 

ζθαζνζδίςκ οπυ ιμνθή ζγήιαημξ. Ύζηενα, ηα ζθαζνίδζα επακαζςνήεδηακ, ημ ιίβια 

ημπμεεηήεδηε επάκς ζε πνςιαημβναθζηή ζηήθδ ηαζ ζοθθέπεδηε ιυκμ δ οβνή θάζδ 

ιε ηδκ ηαεανή Rab5a:GDP. Σέθμξ, αημθμφεδζε δ ίδζα δζαδζηαζία παβχιαημξ ηδξ 

ηαεανήξ πνςηεΐκδξ, υπςξ ακαθένεδηε πζμ πάκς. Σέθμξ, ιζηνέξ πμζυηδηεξ απυ υθα 

ηα ζηάδζα ημο ηαεανζζιμφ ηυζμ ηδξ GST–Rab5a:GDP υζμ ηαζ ηδξ Rab5a:GDP 

θμνηχεδηακ ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE 12% ηαζ αημθμφεδζε πνχζδ 

ιε ηδκ πνςζηζηή Coomassie Brilliant Blue R – 250 (Δζη. 3.2, Δζη. 3.3). 

2.1.2 Τπεξέθθξαζε θαη θαζαξηζκόο ηεο GST–ACAT2  

Όπςξ ακαθένεδηε ηαζ ζηδκ Δζζαβςβή, μ υνμξ ACAT2 ακαθένεηαζ ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή αηεημαηεηοθμ-CoA εεζμθάζδ. Σα ιεηαζπδιαηζζιέκα ιε ημ 

πθαζιίδζμ pGEX–6P1–ACAT2 ααηηήνζα E. coli BL21DE3 ηαθθζενβήεδηακ, ανπζηά, 

ζε πνμ–ηαθθζένβεζα 100 ml ενεπηζημφ ιέζμο LB, ζημ μπμίμ πνμζηέεδηε αιπζηζθθίκδ 

(100 ιg/ml). Ζ ηαθθζένβεζα αθέεδηε οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ, βζα 16 χνεξ, ζε 210 rpm, 

ζημοξ 37
°
C. Σδκ επυιεκδ ιένα, πναβιαημπμζήεδηε ειαμθζαζιυξ 48 ml ηδξ πνμ–

ηαθθζένβεζαξ ζε ζφκμθμ 4L ενεπηζημφ (12 ml ειαμθζαζιυξ/Lt ηαθθζένβεζαξ) 

ζοιπθδνςιέκμ ιε 100 ιg/ml αιπζηζθθίκδξ. ηδ ζοκέπεζα, δ ηαθθζένβεζα αθέεδηε ζε 

εενιμηναζία 37
°
C, έςξ υημο δ μπηζηή ποηκυηδηα ηςκ ααηηδνίςκ ζηα 600 nm θηάζεζ 

ηδκ ηζιή 0,2. Έπεζηα, δ εενιμηναζία νοειίζηδηε ζημοξ 25
°
C ηαζ δ ηαθθζένβεζα 

ζοκεπίζηδηε ιέπνζ δ μπηζηή ποηκυηδηα ηςκ ααηηδνίςκ κα θηάζεζ ηδκ ηζιή 0,6. 

Αημθμφεδζε δ πνμζεήηδ 10 ιΜ IPTG ζε ηάεε θίηνμ ηαθθζένβεζαξ ηαζ δ 

οπενέηθναζδ ηδξ GST–ACAT2 πναβιαημπμζήεδηε ζε εενιμηναζία 25
°
C (RT), βζα 

16 χνεξ. Σδκ επυιεκδ ιένα, αημθμφεδζε αηνζαχξ δ ίδζα δζαδζηαζία ηαεανζζιμφ ηδξ 

GST–ACAT2 ιε αοηή ηδξ GST–Rab5a:GDP, πμο πενζβνάθδηε πζμ πάκς (αθ. 

εκυηδηα 2.1.1). Οζ ιυκεξ δζαθμνέξ αθμνμφκ ζηδκ ζφζηαζδ ηςκ δζαθοιάηςκ θφζδξ ηαζ 

πθφζεςκ, ηα μπμία δεκ πενζείπακ ηαευθμο GDP κμοηθεμηίδζμ. Πζμ ακαθοηζηά, ημ 
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δζάθοια θφζδξ ζημκ ηαεανζζιυ ηδξ GST–ACAT2 είπε ηδκ ελήξ ζφζηαζδ: 50 mM 

Tris – HCl, pH: 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 5 ιg/ml DNAase, 5 

ιg/ml RNAase ηαζ ακαζημθείξ πνςηεαζχκ, εκχ ημ δζάθοια βζα ηζξ πθφζεζξ ηδξ 

πνςιαημβναθζηήξ ζηήθδξ είπε ηδκ ελήξ ζφζηαζδ: 50 mM Tris–HCl, pH: 7.5, 100 mM 

NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA. Καηυπζκ, πναβιαημπμζήεδηε πνςηεμθοηζηή 

δζάζπαζδ ηδξ GST–ACAT2 ιε ηδ δνάζδ ημο εκγφιμο GST–PreScission πνμξ 

παναβςβή ηαεανήξ ACAT2 (αθ. εκυηδηα 3.1.1). Ο οπμθμβζζιυξ ηδξ πμζυηδηαξ GST–

ACAT2 επάκς ζηα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ ηαεχξ ηαζ υθδ δ δζαδζηαζία ηδξ 

επχαζδξ ηδξ ακαζοκδοαζιέκδξ πνςηεΐκδξ ιε ημ έκγοιμ πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδκ 

ίδζα θμβζηή υπςξ ηαζ ζηδκ GST–Rab5a:GDP (αθ. εκυηδηα 2.1.1). Μεηά ηδκ 

απμιυκςζδ ηδξ ηαεανήξ ACAT2, αημθμφεδζε δζαπίδοζδ έκακηζ 500 ml δζαθφιαημξ 

ζφζηαζδξ: 50 mM Tris–HCl, pH: 7.5, 100 mM NaCl, οπυ ακάδεοζδ, βζα 16 χνεξ, 

ζημοξ 4
°
C. Αημθμφεδζε ιία αθθαβή ημο δζαθφιαημξ δζαπίδοζδξ ιε 500 ml 

δζαθφιαημξ ίδζαξ ζφζηαζδξ ηαζ δ δζαδζηαζία ζοκεπίζηδηε βζα 6 χνεξ. Όηακ 

μθμηθδνχεδηε δ δζαπίδοζδ, πνμζηέεδηε επζπθέμκ 1 mM DTT ζημ δζάθοια ηδξ 

πνςηεΐκδξ, δ μπμία πςνίζηδηε ζε 15 ίζα ιένδ (30 ιl ACAT2/ιενίδζμ) ηαζ οπέζηδ 

πάβςια ζε οβνυ άγςημ ηαζ απμεήηεοζδ ζε εενιμηναζία -80
°
C. Ζ ζοβηεηνζιέκδ 

πμζυηδηα ηδξ ACAT2 πνδζζιμπμζήεδηε ζε υθεξ ηζξ ηεπκζηέξ ηαηαηνήικζζδξ (pull 

down) πμο έθααακ πχνα ζηδ ζοκέπεζα. Ζ ζοβηέκηνςζή ηδξ οπμθμβίζηδηε ιε ηδ 

ιέεμδμ Bradford ηαζ εηηζιήεδηε ζηα 1,51 ιg/ιl. Πανάθθδθα, πμζυηδηεξ απυ ηα 

ζηάδζα ημο ηαεανζζιμφ ηδξ GST–ACAT2 θμνηχεδηακ ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο 

SDS–PAGE 12% ιε επαηυθμοεδ πνχζδ ιε ηδκ πνςζηζηή Coomassie Brilliant Blue R 

– 250 (Δζη. 3.1) 

2.1.3 Τπεξέθθξαζε θαη θαζαξηζκόο ηεο GST–Rab27a:GDP 

Γζα ηδκ οπενέηθναζδ ηαζ ημκ ηαεανζζιυ ηδξ GST–Rab27a:GDP δζελήπεδ αηνζαχξ 

ημ ίδζμ πεζναιαηζηυ πνςηυημθθμ ιε αοηυ ηδξ GST–Rab5a:GDP πμο ακαθφεδηε ζηδκ 

εκυηδηα 2.1.1. Να ζδιεζςεεί υηζ δ GST–Rab27a:GDP δεκ επςάζηδηε ιε ηδκ 

πνςηεάζδ GST–PreScission, ηαζ εηθμφζηδηε απυ ηα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ ιε ηδκ 

πνμζεήηδ δζαθφιαημξ έηθμοζδξ ιε ακδβιέκδ βθμοηαεεζυκδ. Αημθμφεδζε δζαπίδοζδ 

ηδξ ηαεανήξ πνςηεΐκδξ έκακηζ δζαθφιαημξ πμο πενζείπε: 50 mM Tris–HCl, pH: 7.5, 

100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 100 ιΜ GDP. Μεηά ημ πέναξ ηδξ δζαπίδοζδξ, δ 

ζοβηέκηνςζδ ηδξ ηαεανήξ GST–Rab27a:GDP εηηζιήεδηε ιε ηδκ πνήζδ ηδξ ιεευδμο 

Bradford ζηα 11,5 ιg/ιl. ημ ηέθμξ,  πμζυηδηεξ απυ ηα ζηάδζα ημο ηαεανζζιμφ ηδξ 
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GST–Rab27a:GDP θμνηχεδηακ ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE 12% ιε 

επαηυθμοεδ πνχζδ ιε ηδκ πνςζηζηή Coomassie Brilliant Blue R – 250 (Δζη. 3.4). 

2.1.4 Τπεξέθθξαζε θαη θαζαξηζκόο ηεο GST–PreScission 

Γζα ηδκ οπενέηθναζδ ηαζ ημκ ηαεανζζιυ ηδξ πνςηεάζδξ GST–PreScission 

οθμπμζήεδηε αηνζαχξ ημ ίδζμ πεζναιαηζηυ πνςηυημθθμ ιε αοηυ ηδξ GST–ACAT2 

πμο ακαθφεδηε ζηδκ εκυηδηα 2.1.2. Ζ ιμκαδζηή δζαθμνά ακάιεζα ζηα δφμ 

πνςηυημθθα ήηακ ημ βεβμκυξ υηζ βζα ηδκ οπενέηθναζδ ηδξ GST–ACAT2 

πνδζζιμπμζήεδηακ 10 ιΜ IPTG, εκχ βζα ημ έκγοιμ GST–PreScission 

πνδζζιμπμζήεδηακ 100 ιΜ IPTG. Δπζπθέμκ, δ δζαπίδοζδ ημο ηαεανμφ εκγφιμο 

πναβιαημπμζήεδηε έκακηζ δζαθφιαημξ ιε ηδκ ελήξ ζφζηαζδ: 50 mM Tris–HCl, pH: 

7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA. Μεηά ημ πέναξ ηδξ δζαπίδοζδξ, δ 

ζοβηέκηνςζδ ημο εκγφιμο εηηζιήεδηε ιε ηδ πνήζδ ηδξ ιεευδμο Bradford ηαζ 

ανέεδηε ίζδ ιε 16,83 ιg/ιl ή 16,83 Units/ιl. ημ ηέθμξ, πμζυηδηεξ απυ ηα ζηάδζα ημο 

ηαεανζζιμφ ηδξ GST–PreScission θμνηχεδηακ ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο SDS – 

PAGE 12% ιε επαηυθμοεδ πνχζδ ιε ηδκ πνςζηζηή Coomassie Brilliant Blue R – 

250 (Δζη. 3.6). 

2.1.5 Τπεξέθθξαζε θαη θαζαξηζκόο ηεο 6xHis–GDI 

Ανπζηά, πναβιαημπμζήεδηε ιεηαζπδιαηζζιυξ ηςκ ααηηδνίςκ E. coli BL21DE3 ιε ημ 

πθαζιίδζμ pRSET His-GDI. Ζ ανπζηή ζοβηέκηνςζδ ημο πθαζιζδίμο ήηακ 100 ng/ιl 

ηαζ δ δζαδζηαζία ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ απαζημφζε 100 ng πθαζιζδίμο. Δπμιέκςξ, 1 

ιl πθαζιζδίμο πνμζηέεδηε ζε 250 ιl ααηηδνίςκ E. coli BL21DE3, ηα μπμία 

επςάζηδηακ βζα 20 θεπηά ζημκ πάβμ. ηδ ζοκέπεζα, αημθμφεδζε εενιζηυ ζμη ηςκ 

ααηηδνίςκ ζημοξ 42
°
C βζα 90 δεοηενυθεπηα. Σμ εενιζηυ ζμη πνμηαθεί μπέξ ζημ 

ηοηηανζηυ ημίπςια ηαζ ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ ηςκ ααηηδνίςκ, ιε απμηέθεζια ηδκ 

εζζαβςβή ημο πθαζιζδίμο ζημ εζςηενζηυ ημοξ. Έπεζηα, ηα ααηηήνζα αθέεδηακ ζημκ 

πάβμ βζα πενίπμο 5 θεπηά ηαζ, ηαηυπζκ, πνμζηέεδηακ 500 ιl θνέζημο ενεπηζημφ LB 

οπυ θθυβα. Αημθμφεςξ, πναβιαημπμζήεδηε επχαζδ ηςκ ααηηδνίςκ ζημοξ 37
°
C, οπυ 

ακάδεοζδ, βζα 1 χνα. Μεηά ημ πέναξ ηδξ επχαζδξ, πενίπμο ημ 1/10 ηδξ ζοκμθζηήξ 

πμζυηδηαξ ηςκ ααηηδνίςκ επζζηνχεδηε ζε ηνοαθίμ Petri, ζημ μπμίμ είπακ πνμζηεεεί 

δφμ εζδχκ ακηζαζμηζηά αιέζςξ ιεηά ηδκ παναζηεοή ημο: αιπζηζθθίκδ ηαζ 

πθςναιθεκζηυθδ, ζε ηεθζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ 100 ιg/ml ηαζ 30 ιg/ml, ακηίζημζπα. Σα 

οπυθμζπα ααηηήνζα θοβμηεκηνήεδηακ ζε 6000 rpm, βζα 5 θεπηά, ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο (RT: ~ 25
°
C) ηαζ ημ ααηηδνζαηυ ίγδια επακαζςνήεδηε ζε 100 ιl 
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ενεπηζημφ. Δπζπνυζεεηα, δ ζοβηεηνζιέκδ πμζυηδηα ηςκ ααηηδνίςκ επζζηνχεδηε ηαζ 

αοηή ζε ηνοαθίμ Petri ιε αιπζηζθθίκδ ηαζ πθςναιθεκζηυθδ, ιε επαηυθμοεδ επχαζή 

ημοξ ζε εενιμηναζία 37
°
C, βονζζιέκα ακάπμδα. Σδκ επυιεκδ ιένα επζθέπεδηε ιζα 

απμζηία, δ μπμία απμηεθμφκηακ απυ ιεηαζπδιαηζζιέκμοξ ααηηδνζαημφξ ηθχκμοξ E. 

coli BL21DE3 ιε ημ πθαζιίδζμ ηδξ 6x–His GDI, ηαζ ακαπηφπεδηε, πεναζηένς, ζε 5 

ml ενεπηζημφ ιέζμο LB ζοιπθδνςιέκμ ιε 100 ιg/ml αιπζηζθθίκδ ηαζ 30 ιg/ml 

πθςναιθεκζηυθδ βζα 6 χνεξ, ζημοξ 37
°
C, οπυ ακάδεοζδ. ηδ ζοκέπεζα, δ πνμ–

ηαθθζένβεζα ειαμθζάζηδηε ζε 100 ml LB ζοιπθδνςιέκμ ιε ίδζεξ ζοβηεκηνχζεζξ 

ακηζαζμηζηχκ ηαζ ζοκεπίζηδηε βζα 16 χνεξ, ζημοξ 37
°
C, οπυ ακάδεοζδ. Σδκ επυιεκδ 

ιένα ειαμθζάζηδηακ 4L LB ιε πμζυηδηα ηδξ πνμ–ηαθθζένβεζαξ ηςκ 100 ml (10 ml 

ειαμθίμο/Lt ενεπηζημφ ιέζμο) ηαζ πνμζηέεδηακ ηα δφμ ακηζαζμηζηά, αιπζηζθθίκδ ηαζ 

πθςναιθεκζηυθδ, ιε ηζξ ίδζεξ ζοβηεκηνχζεζξ. Ζ ηαθθζένβεζα ζοκεπίζηδηε ζημοξ 30
°
C 

ηαζ δ οπενέηθναζδ ηδξ ακαζοκδοαζιέκδξ 6x–His GDI πναβιαημπμζήεδηε πςνίξ ηδκ 

πνμζεήηδ IPTG, βζα 16 χνεξ, οπυ ακάδεοζδ. Σδκ επυιεκδ ιένα αημθμφεδζε 

θοβμηέκηνδζδ ηςκ ααηηδνίςκ ζε 6000 rpm, ζημοξ 4
°
C, βζα 10 θεπηά ηαζ ημ 

ααηηδνζαηυ ίγδια επακαζςνήεδηε ιε 48 ml δζαθφιαημξ θφζδξ: 50 mM NaH2PO4, 

pH: 8.0, 500 mM NaCl, 5 ιg/ml RNAase, 5 ιg/ml DNAase, 10 mM ζιζδαγυθζμ 

(imidazole) ηαεχξ ηαζ ακαζημθείξ πνςηεαζχκ. Ζ δζαδζηαζία ζοκεπίζηδηε ιε ηδκ 

ιδπακζηή θφζδ ηςκ ααηηδνίςκ (French pressure, SIM – MINCO, 1000 PSI) ηαζ 

αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ημο εηποθίζιαημξ ζε 18000 rpm, βζα ιζάιζζδ χνα, ζημοξ 

4
°
C. Πανάθθδθα, 600 ιl ζθαζνζδίςκ κζηεθίμο (nickel beads ή Ni

2+
 beads) 

ημπμεεηήεδηακ επάκς ζηδκ ζηήθδ ηαζ αημθμφεδζακ πθφζεζξ ιε ζοκμθζηά 10 ml 

δζαθφιαημξ PBS 1x. Μεηά ημ πέναξ ηδξ θοβμηέκηνδζδξ, ηα 600 ιl ζθαζνζδίςκ 

κζηεθίμο επςάζηδηακ ιε ημ οπενηείιεκμ ηδξ θοβμηέκηνδζδξ (ημ ίγδια απμννίθεδηε) 

βζα 2 χνεξ, οπυ ακάδεοζδ, ζημοξ 4
°
C. Ζ πζιαζνζηή πνςηεΐκδ 6x–His GDI έπεζ ηδκ 

ζδζυηδηα κα πνμζδέκεηαζ επάκς ζε ζθαζνίδζα κζηεθίμο ελαζηίαξ ηςκ έλζ ηαηαθμίπςκ 

ζζηζδίκδξ (6x–His tag). Σμ κζηέθζμ (Ni) είκαζ έκα πδιζηυ ζημζπείμ πμο ακήηεζ ζηα 

ιέηαθθα ηαζ έπεζ ηδκ ζδζυηδηα κα δδιζμονβεί πδθζηά ζφιπθμηα, ιε απμηέθεζια κα 

αηζκδημπμζείηαζ επάκς ζε ηαηάθθδθεξ επζθάκεζεξ (π.π. οπυζηνςια αβανυγδξ). ηδκ 

παναπάκς δζαδζηαζία ζηδνίγμκηαζ μζ ανπέξ ηδξ πνςιαημβναθίαξ ζοββέκεζαξ 

αηζκδημπμζδιέκςκ ιεηάθθςκ (Immobilized Metal Affinity Chromatography ή IMAC)  

υπμο έκαξ αηζκδημπμζδιέκμξ πνμζδέηδξ (ligand) δδιζμονβεί δεζιμφξ ιε ηδκ εηζηέηα 

πμθο–ζζηζδίκδξ ηςκ ιαηνμιμνίςκ (His–tag) ζοκηεθχκηαξ ζηδκ απμιυκςζδ ηαζ ζημκ 

ηαεανζζιυ ημοξ. ηδ ζοβηεηνζιέκδ πενίπηςζδ, μ πνμζδέηδξ είκαζ ημ 
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αηζκδημπμζδιέκμ κζηέθζμ επάκς ζε οπυζηνςια αβανυγδξ ηαζ δ ακαζοκδοαζιέκδ 

πνςηεΐκδ είκαζ δ 6x–His GDI, δ μπμία πνμζδέκεηαζ ιε πδιζηή ζοββέκεζα ζηα 

ζθαζνίδζα κζηεθίμο. Μεηά ηδκ επχαζδ ηςκ ζθαζνζδίςκ αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ζε 

3000 rpm, βζα 10 θεπηά, ζημοξ 4
°
C, ημ οπενηείιεκμ ιε ηζξ αδέζιεοηεξ πνςηεΐκεξ 

απμννίθεδηε ηαζ ηα ζθαζνίδζα κζηεθίμο επακαζςνήεδηακ ηαζ ημπμεεηήεδηακ επάκς 

ζηδ ζηήθδ. Αημθμφεδζακ 10 πθφζεζξ ηδξ ζηήθδξ ιε 5 ml ηαηάθθδθμο δζαθφιαημξ 

ακά πθφζδ (50 mM NaH2PO4, pH: 8.0, 500 mM NaCl, 20 mM ζιζδαγυθζμ). Σμ 

ζιζδαγυθζμ ζε ορδθή ζοβηέκηνςζδ (> 200 mM) δδιζμονβεί δεζιμφξ ιεβάθδξ 

ζοββέκεζαξ ιε ηα ζθαζνίδζα κζηεθίμο, ιε απμηέθεζια κα πνμζδέκεηαζ ζζπονά ιε 

επαηυθμοεδ έηθμοζδ ηςκ πνμζδειέκςκ ιαηνμιμνίςκ. Χζηυζμ, μζ παιδθέξ 

ζοβηεκηνχζεζξ ζιζδαγμθίμο (10 – 25 mM) απμηνέπμοκ ηδ δδιζμονβία ιδ εζδζηχκ 

αθθδθεπζδνάζεςκ ηςκ ηαηαθμίπςκ ζζηζδίκδξ ηςκ εκδμβεκχκ πνςηεσκχκ ιε ηα 

ζθαζνίδζα κζηεθίμο. ηδ ζοκέπεζα, αημθμφεδζε εζδζηή έηθμοζδ ηδξ 6x–His GDI απυ 

ηα ζθαζνίδζα κζηεθίμο ιε ηδκ πνμζεήηδ 2 – 3 ml δζαθφιαημξ έηθμοζδξ ιε ορδθή 

ζοβηέκηνςζδ ζιζδαγμθίμο (50 mM NaH2PO4, pH: 8.0, 500 mM NaCl, 250 mM 

ζιζδαγυθζμ). Γζα ηδκ απμιάηνοκζδ ημο ζιζδαγμθίμο απυ ημ πνςηεσκζηυ δζάθοια, 

πναβιαημπμζήεδηε δζαπίδοζδ έκακηζ 1 L δζαθφιαημξ ιε ζφζηαζδ: 50 mM Tris – HCl, 

pH: 7.5, 100 mM NaCl βζα 16 χνεξ, οπυ ακάδεοζδ, ζημοξ 4
°
C. Σδκ επυιεκδ ιένα ημ 

δζάθοια ηδξ δζαπίδοζδξ ακηζηαηαζηάεδηε ιε 500 ml δζαθφιαημξ ίδζαξ ζφζηαζδξ ηαζ 

δ δζαδζηαζία ζοκεπίζηδηε βζα αηυιδ 6 χνεξ. Μεηά ημ ηέθμξ ηδξ δζαπίδοζδξ, 

πναβιαημπμζήεδηακ δζαδμπζηέξ θοβμηεκηνήζεζξ ημο πνςηεσκζημφ δζαθφιαημξ ζε 

14000 rpm, βζα 10 θεπηά, ζημοξ 4
°
C ηαζ απμννίθεδηακ ηοπυκ ζπδιαηζζιέκα ζγήιαηα. 

Σμ οπενηείιεκμ ηδξ οδαημδζαθοηήξ 6x–His GDI ζοθθέπεδηε ζε κέμ ζςθδκάνζμ ηφπμο 

eppendorf. Ζ παναπάκς δζαδζηαζία ζοκεπίζηδηε έςξ υημο δεκ ειθακίγμκηακ ηαευθμο 

πνςηεσκζηά ζοζζςιαηχιαηα οπυ ιμνθή ζγήιαημξ. Ύζηενα, ιζα ιζηνή πμζυηδηα ηδξ 

6x–His GDI απμεδηεφηδηε βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ηδξ ζοβηέκηνςζήξ ηδξ ιε ηδ πνήζδ 

ηδξ ιεευδμο Bradford. Ζ ζοβηέκηνςζδ ημο πνςηεσκζημφ δζαθφιαημξ ανέεδηε ίζδ ιε 

1,62 ιg/ιl. Πμζυηδηεξ απυ υθα ηα ζηάδζα ημο ηαεανζζιμφ ηδξ 6x–His GDI 

θμνηχεδηακ ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE 12% ηαζ αημθμφεδζε πνχζδ 

ιε ηδκ πνςζηζηή Coomassie Brilliant Blue R – 250 (Δζη. 3.5). Ζ 6x–His GDI 

δζαιμζνάζηδηε ζε 18 ίζα ιένδ (aliquots) ιε ημ ηαεέκα κα πενζέπεζ 30 ιl πνςηεΐκδξ. 

Σέθμξ, αημθμφεδζε πάβςια ζε οβνυ άγςημ ηαζ απμεήηεοζδ ζε εενιμηναζία -80
°
C. 



 
 

44 
 

2.2 πκπύθλσζε πξσηετλώλ 

Σα πεζνάιαηα ηδξ εενιζδμιεηνίαξ ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ (ITC) απαζημφζακ μζ 

πνςηεΐκεξ κα ανίζημκηαζ ζε ιεβαθφηενδ ζοβηέκηνςζδ απυ αοηή πμο επζηεφπεδηε 

ηαηά ημκ ηαεανζζιυ ημοξ. Ζ ζοιπφηκςζδ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ, Rab5a:GDP ηαζ 

ACAT2, πναβιαημπμζήεδηε ιε οπενθζθηνάνζζια (ultrafiltration) ηςκ πνςηεσκζηχκ 

δζαθοιάηςκ ιε πνήζδ ημο ζοιποηκςηή Amicon Ultra, 2mL, UFC200324, Merck 

Millipore, ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Δκ ζοκημιία, ανπζηά, 

πναβιαημπμζήεδηε εκενβμπμίδζδ ηδξ ιειανάκδξ ιε ηδκ πνμζεήηδ 1 ml 

απζμκζζιέκμο κενμφ (dH2O) ηαζ θοβμηέκηνδζδ ημο θζαθζδίμο ζε 4500 g, βζα 5 θεπηά, 

ζημοξ 4
°
C. Ύζηενα, απμννίθεδηε δ πμζυηδηα ημο κενμφ ηυζμ απυ ημ sample 

reservoir υζμ ηαζ απυ ημ filtrate vial. Έπεζηα, πνμζηέεδηακ 2 ml ημο πνςηεσκζημφ 

δείβιαημξ ζημ sample reservoir, πναβιαημπμζήεδηε ζζμγφβζζια ηςκ ζοζηεοχκ ηαζ 

αημθμφεδζακ δζαδμπζηέξ θοβμηεκηνήζεζξ ημο δείβιαημξ ζε 7000 g, ζημοξ 4
°
C ιέπνζ 

ημ επζεοιδηυ ζηάδζμ ζοιπφηκςζδξ. Δάκ είπε παναιείκεζ υβημξ δείβιαημξ, 

πνμζηέεδηε ιεηά απυ θίβδ χνα ζημ sample reservoir ηαζ δ δζαδζηαζία ηδξ 

ζοιπφηκςζδξ ζοκεπίζηδηε. Μεηά ηδκ ζοιπφηκςζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ δεζβιάηςκ, ημ 

filtrate vial απμζοκδέεδηε απυ ηδκ αάζδ ημο sample reservoir, ημπμεεηήεδηε έκα 

θζαθίδζμ ακάηηδζδξ (retentate vial) επάκς απυ ημ sample reservoir ηαζ ημ ζφζηδια 

ακαπμδμβονίζηδηε ιε ζημπυ ηδκ ακάηηδζδ ηςκ πνςηεσκχκ απυ ηδκ ιειανάκδ. 

Αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ζε 1000 g, βζα 5 θεπηά, ζημοξ 4
°
C. Μεηά ηδκ ακάηηδζδ 

ηςκ ζοιποηκςιέκςκ δεζβιάηςκ, ηα θζαθίδζα απμζοκδέεδηακ ηαζ μζ ιειανάκεξ 

απμεδηεφηδηακ ζε οδαηζηυ δζάθοια ζοιπθδνςιέκμ ιε 0,1% NaN3 ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο. Σέθμξ, μζ δφμ πνςηεΐκεξ ιεηαθένεδηακ ζε ζςθδκάνζα ηφπμο eppendorf ηαζ 

πναβιαημπμζήεδηε θοβμηέκηνδζδ ζε 14000 rpm, βζα 5 θεπηά, ζημοξ 4
°
C. Σοπυκ 

ηαηαηνδικζζιέκεξ πνςηεΐκεξ ελαζηίαξ ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ ζοιπφηκςζδξ 

πανμοζζάζηδηακ οπυ ιμνθή ζγήιαημξ, ημ μπμίμ απμννίθεδηε ηαζ απυ ηα δφμ 

δείβιαηα. Οζ οδαημδζαθοηέξ ζοιποηκςιέκεξ πνςηεΐκεξ, Rab5a:GDP ηαζ ACAT2, 

ιεηαθένεδηακ ζε κέμ ζςθδκάνζμ ηφπμο eppendorf, μζ ηεθζηέξ ημοξ ζοβηεκηνχζεζξ 

οπμθμβίζηδηακ ιε ηδκ πνςιαημιεηνζηή ιέεμδμ Bradford ηαζ πνδζζιμπμζήεδηακ ζηα 

ιεηέπεζηα πεζνάιαηα εενιζδμιεηνίαξ ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ.  

2.3 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο πξσηετληθήο ζπγθέληξσζεο 

Οζ ζοβηεκηνχζεζξ υθςκ ηςκ πνςηεσκχκ εηηζιήεδηακ πμζμηζηά ιε ηδ πνήζδ ηδξ 

πνςιαημιεηνζηήξ ιεευδμο Bradford (Bio – Rad), ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο 
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ηαηαζηεοαζηή. ηδκ ιέεμδμ αοηή, πνδζζιμπμζήεδηε δ BSA ςξ πνςηεΐκδ εεηζημφ 

ιάνηονα βζα ηδ δδιζμονβία ηδξ πνυηοπδξ ηαιπφθδξ. Σμ βναιιζηυ εφνμξ ηδξ 

πνυηοπδξ ηαιπφθδξ ηοιαζκυηακ απυ 2 – 18 ιg πνςηεΐκδξ.  

2.4 Ζιεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ ζε πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ SDS–PAGE 12% 

Ζ ηεπκζηή αοηή, δ μπμία πναβιαημπμζήεδηε ζφιθςκα ιε ηαεζενςιέκα πνςηυημθθα 

(Οδδβυξ βζα δθεηηνμθυνδζδ πδηηήξ πμθοαηνοθαιζδίμο ηαζ ακίπκεοζδ ηδξ εηαζνίαξ 

Bio-Rad).  πνδζζιμπμζήεδηε βζα έθεβπμ ηδξ ηαεανυηδηαξ υθςκ ηςκ απμιμκςιέκςκ 

πνςηεσκχκ ηαεχξ ηαζ ςξ ηαεμδζηή ιέεμδμξ ακάθοζδξ υθςκ ηςκ εηθμουιεκςκ 

δεζβιάηςκ απυ ηζξ ηεπκζηέξ pull down, πμο έθααακ πχνα ζηα πθαίζζα ηδξ ιεθέηδξ 

πνςηεσκζηήξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ Rab5a:GDP ηαζ ACAT2 ηαζ Rab5a:GDP ιε 6x–

His GDI. Γζα ακίπκεοζδ πμζμηήηςκ ιζηνυηενςκ απυ 100 ng, πνδζζιμπμζήεδηε δ 

ηεπκζηή ηδξ ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western (αθ. εκυηδηα 2.6) ηαεχξ ηαζ πνχζδ ηδξ 

πδηηήξ πμθοαηνοθαιζδίμο SDS – PAGE 12% ιε δζάθοια κζηνζημφ ανβφνμο (αθ. 

εκυηδηα 2.5).  

 Μεηά ημ πέναξ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ αημθμφεδζε πνχζδ ηδξ πδηηήξ ιε ηδκ 

πνςζηζηή Coomassie Brilliant Blue R – 250 ζε δζάθοια πμο πενζείπε: 50% ιεεακυθδ, 

10% μλζηυ μλφ ηαζ 40% απζμκζζιέκμ κενυ (dH2O), βζα 10 θεπηά, οπυ ακάδεοζδ, ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο. Καηυπζκ, πναβιαημπμζήεδηακ βνήβμνεξ πθφζεζξ ιε 

ηαηάθθδθμ δζάθοια (destain buffer) ζφζηαζδξ: 25% ιεεακυθδ, 7% μλζηυ μλφ, ιε 

ζημπυ ηδκ απμιάηνοκζδ ηδξ πενίζζεζαξ πνςζηζηήξ. Ανπζηά, μζ πθφζεζξ έβζκακ ιε 

ποηκυ destain buffer βζα πενίπμο 30 θεπηά ιε ηαηηζηέξ αθθαβέξ ημο δζαθφιαημξ ηαζ, 

ζηδ ζοκέπεζα, πνδζζιμπμζήεδηε πμζυηδηα destain buffer αναζςιέκδ ιε dH2O βζα 

μθμκφπηζα επχαζδ. Σδκ επυιεκδ ιένα είπε εθαπζζημπμζδεεί δ ιδ εζδζηή πνχζδ ηδξ 

πδηηήξ ηαζ μζ ιπθε πνςηεσκζηέξ γχκεξ ήηακ πθέμκ δζαηνζηέξ.  

2.5 Αλίρλεπζε πξσηετλώλ κε ρξώζε ληηξηθνύ αξγύξνπ (Silver stain) 

Ακάιεζα ζηζξ ιεευδμοξ ακίπκεοζδξ πνςηεσκχκ ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο ιεηά απυ 

δθεηηνμθυνδζδ, δ πνχζδ ιε κζηνζηυ άνβονμ πνμζθένεζ ηδκ ιεβαθφηενδ εοαζζεδζία, 

δζυηζ πανέπεηαζ δ δοκαηυηδηα ακίπκεοζδξ πνςηεσκχκ ζηδκ ηθίιαηα ηςκ 

κακμβναιιανίςκ (~ 1 ng). ηδκ πανμφζα ενβαζία, δ ηεπκζηή πνδζζιμπμζήεδηε βζα 

ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκχκ GST–Rab5a:GDP ηαζ 6x–His GDI ιεηά ηδκ δζελαβςβή 

ηεπκζηήξ ηαηαηνήικζζδξ (pull down) βζα ηδκ ιεθέηδ ηδξ αθθδθεπίδναζήξ ημοξ (αθ. 

εκυηδηεξ 2.7, 3.2.5), ελαζηίαξ έθθεζρδξ ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ GDI. Μεηά ηδκ 
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δθεηηνμθυνδζδ ηδξ πδηηήξ πμθοαηνοθαιζδίμο SDS – PAGE 12%, αημθμφεδζε 

πνχζδ ιε Coomassie Brilliant Blue R – 250 working solution βζα 30 θεπηά. ηδ 

ζοκέπεζα, δ πενίζζεζα πνςζηζηήξ απμιαηνφκεδηε ιε ηαηηζηέξ πθφζεζξ ιε δζάθοια 

απμπνςιαηζζιμφ (destain buffer) πμο πενζείπε: 25% ιεεακυθδ ηαζ 7% μλζηυ μλφ. 

Σέθμξ, πνμζηέεδηε πμζυηδηα δζαθφιαημξ απμπνςιαηζζιμφ αναζςιέκδ ζε dH2O ηαζ δ 

επχαζδ ζοκεπίζηδηε μθμκφπηζα. Σδκ επυιεκδ ιένα, απμννίθεδηε δ παναπάκς 

πμζυηδηα ηαζ πνμζηέεδηε εη κέμο. Δλαζηίαξ ημο βεβμκυημξ υηζ δεκ παναηδνήεδηακ 

μναηέξ γχκεξ ζημ οπυ ιεθέηδ πνςηεσκζηυ δείβια, αημθμφεδζε ημ ενβαζηδνζαηυ 

πνςηυημθθμ πνχζδξ ηδξ πδηηήξ ιε δζάθοια κζηνζημφ ανβφνμο, ιε ζημπυ κα αολδεεί 

δ εοαζζεδζία ηδξ ιεευδμο ακίπκεοζδξ. Ανπζηά, πναβιαημπμζήεδηακ θεπημιενείξ 

πθφζεζξ ιε dH2O, χζηε κα απμιαηνοκεεί ηεθείςξ δ πμζυηδηα ημο δζαθφιαημξ 

απμπνςιαηζζιμφ, ηαεχξ ημ μλζηυ μλφ πανειαάθθεηαζ ζηδ δζαδζηαζία ηδξ 

επαηυθμοεδξ πνχζδξ αθθδθεπζδνχκηαξ ιε ημ δζάθοια κζηνζημφ ανβφνμο (αθ. 

παναηάης). Οζ παναπάκς πθφζεζξ πναβιαημπμζμφκηακ ακά 20 θεπηά ηαζ δ δζαδζηαζία 

δζήνηδζε ζοκμθζηά 2 χνεξ. Καηυπζκ, έβζκε επχαζδ ιε δζάθοια πμο πενζείπε 10 ιl 

DTT 1M ζε 309 ml dH2O, βζα 30 θεπηά, ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Ζ δζαδζηαζία 

ζοκεπίζηδηε ιε ηδκ πνμζεήηδ δζαθφιαημξ πμο πενζείπε 0,1% κζηνζηυ άνβονμ, πςνίξ 

ηδ ιεζμθάαδζδ εκδζάιεζςκ πθφζεςκ ιε dH2O, ηαζ δ επχαζδ δζήνηδζε 30 θεπηά, 

οπυ ήπζα ακάδεοζδ, ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. ηδ ζοκέπεζα, έβζκακ δφμ βνήβμνεξ 

πθφζεζξ ιε dH2O, υπμο ζηδ δεφηενδ πθφζδ δεκ απμννίθεδηε μθυηθδνδ δ πμζυηδηα 

ημο κενμφ. Πανάθθδθα, παναζηεοάζηδηακ 500 ml δζαθφιαημξ ειθάκζζδξ 

(developing solution) ιε ζφζηαζδ: 250 ιl θμνιαθδεΰδδξ 37%, 15 gr ακεναηζημφ 

καηνίμο (NaCO3) δζαθοιέκα ζε dH2O. Να ζδιεζςεεί υηζ δ πμζυηδηα ηδξ 

θμνιαθδεΰδδξ ζοιπθδνχεδηε αηνζαχξ πνζκ ηδκ πνμζεήηδ ημο δζαθφιαημξ 

ειθάκζζδξ ζηδκ πδηηή. ε πνχηδ θάζδ πνμζηέεδηε ιζηνή πμζυηδηα δζαθφιαημξ 

ειθάκζζδξ ηαζ απμννίθεδηε αιέζςξ. Αημθμφεδζε δ ίδζα δζαδζηαζία άθθεξ δομ θμνέξ 

ιε αολακυιεκδ πνμκζηή δζάνηεζα επχαζδξ (10΄΄ ηαζ 20΄΄ ακηίζημζπα). Σέθμξ, 

πνμζηέεδηε ιεβαθφηενδ πμζυηδηα δζαθφιαημξ ειθάκζζδξ ηαζ δ επχαζδ ζοκεπίζηδηε 

έςξ υημο αεθηζζημπμζδεεί ημ ζήια. Χζηυζμ, ηδ πνμκζηή ζηζβιή πμο ειθακίζηδηακ μζ 

πνςηεσκζηέξ γχκεξ, πναβιαημπμζήεδηε αναίςζδ 1:1 ημο δζαθφιαημξ ειθάκζζδξ ιε 

dH2O, βζα κα πενζμνζζηεί δ δζαζπμνά ηδξ πνςζηζηήξ ηαεχξ ηαζ κα ιεζςεεί δ ιδ 

εζδζηή πνχζδ (background). Μυθζξ μθμηθδνχεδηε δ πνχζδ ιε ημ επζεοιδηυ ζήια, 

απμννίθεδηε ημ δζάθοια ειθάκζζδξ ηαζ πνμζηέεδηε dH2O. Ζ ακηίδναζδ 

μθμηθδνχεδηε ιεηά απυ πνμζεήηδ ποηκμφ δζαθφιαημξ ηζηνζημφ μλέμξ 2,3 Μ ή 
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δζαθφιαημξ απμπνςιαηζζιμφ. Ζ πδηηή απμεδηεφηδηε ζε dH2O ζε ζημηεζκυ ζδιείμ 

βζα 2 – 3 εαδμιάδεξ. 

2.6 Αλνζναπνηύπσζε θαηά Western (Western blot) 

Ζ ηεπκζηή ηδξ ιεηαθμνάξ ηςκ πνςηεσκχκ ζε ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ 

πναβιαημπμζήεδηε ζφιθςκα ιε ηαεζενςιέκα πνςηυημθθα (Οδδβυξ βζα 

δθεηηνμθυνδζδ πδηηήξ πμθοαηνοθαιζδίμο ηαζ ακίπκεοζδ ηδξ εηαζνίαξ Bio-Rad).   

Γζα ηδκ ακίπκεοζδ ηδξ ACAT2 πνδζζιμπμζήεδηε πμθοηθςκζηυ ακηίζςια 

έκακηζ ηδξ ACAT2, ημ μπμίμ ακαπηφπεδηε ζε ημοκέθζα (πηοπζαηή ενβαζία 

ιεηαπηοπζαηήξ ελεζδίηεοζδξ Αεακάζζμο Εζχβα), ζε αναίςζδ 1:2000 ζε δζάθοια PBS, 

Tween 0,1% + 2% γεθαηίκδ, βζα 1 χνα, οπυ ήπζα ακάδεοζδ, ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο. Αημθμφεδζακ 4 πθφζεζξ ηδξ ιειανάκδξ ιε δζάθοια PBS Tween 0,1% ηαζ 

επχαζδ ιε δεοηενμβεκέξ ακηίζςια έκακηζ ημο πνςημβεκμφξ ακηζζχιαημξ (2
nd

 

antibody anti – rabbit HRP) ζε αναίςζδ 1:5000. Αημθμφεδζακ 4 πθφζεζξ ηδξ 

ιειανάκδξ, επχαζδ ιε ακηζδναζηήνζμ ECL (Roche) ηαζ ειθάκζζδ ημο ζήιαημξ ηδξ 

ιειανάκδξ επάκς ζε θςημβναθζηυ θζθι ζε ζημηεζκυ εάθαιμ.  

2.7 Σερληθέο pull down (pull down assays) 

Ζ ηεπκζηή pull down πνδζζιμπμζήεδηε ζε ηφνζμ ααειυ βζα ηδκ ιεθέηδ ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ ηδξ Rab5a:GDP ηαζ ηδξ ACAT2. Χζηυζμ, ηα ενβαζηδνζαηά 

πνςηυημθθα πανμοζίαζακ δζαθμνμπμζήζεζξ ιεηαλφ ημοξ ακάθμβα ιε ημ είδμξ ηδξ 

εηάζημηε αθθδθεπίδναζδξ. Γζα ηδκ ιεθέηδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ηδξ ακεκενβήξ 

ιμνθήξ ηδξ Rab5a (Rab5a:GDP) ηαζ ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ACAT2 in vitro, δ 

πνχηδ ανζζηυηακ ζηδ πζιαζνζηή GST–ιμνθή ηδξ (GST–Rab5a:GDP) εκχ ζηδ 

δεφηενδ (ACAT2) είπε αθαζνεεεί ημ πνυζδεια GST. Μεηά ηδκ αθθδθεπίδναζδ ηςκ 

δφμ πνςηεσκχκ, πναβιαημπμζήεδηακ δφμ δζαδζηαζίεξ εζδζηήξ έηθμοζδξ: 

I. Δζδζηή έηθμοζδ ιε δζάθοια πμο πενζείπε EDTA 

(Αζεοθεκμδζαιζκμηεηναμλζηυ μλφ ή Ethylenediaminetetraacetic acid). 

II. Δζδζηή έηθμοζδ ιε δζάθοια πμο πενζείπε ακδβιέκδ βθμοηαεεζυκδ. 

Ζ πνχηδ έηθμοζδ ζοκέααθθε ζηδ δδιζμονβία πδθζημφ ζοιπθυημο ιεηαλφ ηςκ 

ιμνίςκ EDTA ηαζ ηςκ ζυκηςκ ιαβκδζίμο (Mg
2+

), ιε απμηέθεζια ηδκ απμδέζιεοζδ 

ημο ιαβκδζίμο απυ ηα ιυνζα ηδξ Rab5a, ηδκ επαηυθμοεδ απμζηαεενμπμίδζδ ημο 

κμοηθεμηζδίμο (GDP) ζηδκ πενζμπή πνυζδεζήξ ημο επάκς ζηδκ Rab5a ηαζ, ηέθμξ, ηδκ 
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αθθαβή ηδξ ζηενεμδζαιυνθςζδξ ηδξ Rab5a ηαζ ηδκ απμδέζιεοζδ ηδξ πνμζδειέκδξ 

ACAT2. Ζ εηθμουιεκδ πμζυηδηα ηδξ πνμζδειέκδξ ACAT2 ακαθφεδηε, πεναζηένς, 

είηε ιε δθεηηνμθυνδζδ ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE 12% ιε 

ζοκεπαηυθμοεδ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε ηδ πνήζδ εζδζημφ ακηζζχιαημξ 

έκακηζ ηδξ ACAT2 ή ιε άιεζμ πνμζδζμνζζιυ ηδξ πνςηεσκζηήξ ζοβηέκηνςζδξ ηδξ 

εηθμουιεκδξ ACAT2 ιε ηδ πνήζδ ηδξ ιεευδμο Bradford. Δπζπνυζεεηα, δ δεφηενδ 

έηθμοζδ ιε ηδ πνήζδ δζαθφιαημξ βθμοηαεεζυκδξ πναβιαημπμζήεδηε, εκ ζοκεπεία, 

ζηα ίδζα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ ιε ηα πνμζδειέκα ιυνζα GST–Rab5a:GDP, ζηα 

μπμία είπε βίκεζ δ πνχηδ έηθμοζδ ιε δζάθοια πμο πενζείπε EDTA. Ζ πεναζηένς 

ακάθοζδ ηςκ εηθμουιεκςκ δεζβιάηςκ ιε δζάθοια βθμοηαεεζυκδξ ήηακ πανυιμζα ιε 

εηείκςκ ηςκ εηθμουιεκςκ δεζβιάηςκ ιε EDTA. Χζηυζμ, δ δεφηενδ έηθμοζδ 

απμζημπμφζε ζηδ δζενεφκδζδ ηυζμ ηοπυκ πμζμηήηςκ ηδξ ACAT2 πμο ιπμνεί κα 

αθθδθεπζδνμφζακ ιδ εζδζηά ιε ηα ιυνζα ηδξ GST–Rab5a:GDP, υζμ ηαζ ζηδκ 

επζαεααίςζδ ηδξ απμηεθεζιαηζηυηδηαξ ηδξ πνχηδξ έηθμοζδξ. 

Γζα κα εθεβπεεί δ δμζμελανηχιεκδ ζπέζδ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ GST–

Rab5a:GDP ηαζ ACAT2 δζελήπεδ ημ παναηάης πνςηυημθθμ. Πνμζηέεδηακ 200 ιl 

ζθαζνζδίςκ βθμοηαεεζυκδξ ζε ζςθδκάνζμ ηφπμο eppendorf ηαζ πναβιαημπμζήεδηε ιία 

πθφζδ ιε 1 ml δζαθφιαημξ PBS 1x. Αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ηςκ ζθαζνζδίςκ ζε 

12000 rpm, βζα 1 θεπηυ, ζημοξ 4
°
C ιε επαηυθμοεδ απυννζρδ ημο οπενηεζιέκμο. ηδ 

ζοκέπεζα, έβζκε επχαζδ ηςκ ζθαζνζδίςκ ιε 500 ιl blocking buffer (50 mM Tris–HCl, 

pH: 7.5, 100 mM NaCl, 10 mg/ml BSA) βζα 1 χνα, ζημοξ 4
°
C, οπυ ακάδεοζδ. Ζ BSA 

πνμζηέεδηε ιε ζημπυ κα ηαθφρεζ ηζξ ιδ εζδζηέξ εέζεζξ επάκς ζηα ζθαζνίδζα 

βθμοηαεεζυκδξ βζα ηδκ ιείςζδ ηςκ ιδ εζδζηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ. Ύζηενα, 

ιεηαθένεδηακ 30 ιl ζθαζνζδίςκ ζε ηάεε ζςθδκάνζμ ηφπμο eppendorf (ζφκμθμ 6) ηαζ 

απμεδηεφηδηακ ζημκ πάβμ ιέπνζ κα πνδζζιμπμζδεμφκ. Πανάθθδθα, ζε δζαθμνεηζηά 

ζςθδκάνζα ηφπμο eppendorf πνμζηέεδηακ μζ δφμ πνςηεΐκεξ, GST–Rab5a:GDP ηαζ 

ACAT2, βζα κα αθθδθεπζδνάζμοκ. Πζμ ακαθοηζηά, 10 ιg ηδξ ACAT2 

αθθδθεπίδναζακ ιε αολακυιεκεξ πμζυηδηεξ ηδξ GST–Rab5a:GDP (12, 30, 90, 270 

ιg): 

 Eppendorf 1: 12 ιg GST–Rab5a:GDP + 10 ιg ACAT2 (Ηζμιμνζαηέξ 

πμζυηδηεξ) 

 Eppendorf 2: 30 ιg GST–Rab5a:GDP + 10 ιg ACAT2 



 
 

49 
 

 Eppendorf 3: 90 ιg GST–Rab5a:GDP + 10 ιg ACAT2 

 Eppendorf 4: 270 ιg GST–Rab5a:GDP + 10 ιg ACAT2 

 Eppendorf 5: 270 ιg GST–Rab27a:GDP + 10 ιg ACAT2 (Ανκδηζηυξ 

ιάνηοναξ 1) 

 Eppendorf 6: Κεκά ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ + 10 ιg ACAT2 (Ανκδηζηυξ 

ιάνηοναξ 2) 

Οζ ακηζδνάζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ζηζξ ελήξ ζοκεήηεξ δζαθφιαημξ: 50 mM Tris–

HCl, pH: 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 mM MgCl2, 100 ιΜ GDP. Ζ επχαζδ 

ηςκ 6 ζςθδκανίςκ ηφπμο eppendorf πναβιαημπμζήεδηε βζα 2 χνεξ, οπυ ακάδεοζδ, 

ζημοξ 4
°
C ιε ζημπυ ηδ δδιζμονβία ημο ζοιπθυημο GST–Rab5a:GDP/ACAT2. Μεηά 

ημ ηέθμξ ηδξ επχαζδξ, μζ πμζυηδηεξ απυ ηα 6 ζςθδκάνζα πνμζηέεδηακ ζηα ζθαζνίδζα 

βθμοηαεεζυκδξ, αθμφ πνμδβμοιέκςξ είπε αθαζνεεεί δ πμζυηδηα ημο blocking buffer 

απυ ηα ζθαζνίδζα. Ζ επχαζδ ηςκ πνςηεσκχκ ιε ηα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ έβζκε βζα 

1 χνα, οπυ ακάδεοζδ, ζημοξ 4
°
C. Ζ παναπάκς δζαδζηαζία έθααε πχνα, ηαεχξ είκαζ 

βκςζηυ πςξ δφμ πνςηεΐκεξ αθθδθεπζδνμφκ απμηεθεζιαηζηυηενα ζημ πχνμ ιέζα ζε 

έκα δζάθοια υηακ δεκ πανειπμδίγμκηαζ πςνμηαλζηά, έκα πνυαθδια πμο πζεακυηαηα 

εκζζπφεηαζ ιε ηδκ πανμοζία ηςκ ζθαζνζδίςκ βθμοηαεεζυκδξ. Μεηά ημ πέναξ ηδξ 

επχαζδξ, αημθμφεδζακ 6 πθφζεζξ ηςκ ζθαζνζδίςκ βθμοηαεεζυκδξ ιε ηαηάθθδθμ 

δζάθοια πθφζδξ (50 mM Tris–HCl, pH: 7.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 10 ιΜ 

GDP), εκχ ημ οπενηείιεκμ ιε ηζξ αδέζιεοηεξ πνςηεΐκεξ (Unbound material) 

απμεδηεφηδηε ζημοξ -20
°
C βζα πεναζηένς ακάθοζδ (δεκ πανμοζζάγμκηαζ ηα 

απμηεθέζιαηα). Οζ πθφζεζξ οθμπμζήεδηακ ιε θοβμηέκηνδζδ ζε 14000 rpm, βζα 1 

θεπηυ, ζημοξ 4
°
C, απυννζρδ ημο οπενηεζιέκμο ηαζ πνμζεήηδ εη κέμο 1 ml 

δζαθφιαημξ πθφζδξ. ηδ ζοκέπεζα, πναβιαημπμζήεδηε ιζα πθφζδ ηςκ ζθαζνζδίςκ ιε 

500 ιl δζαθφιαημξ: 50 mM Tris – HCl, pH: 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT. 

Αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ζε 14000 rpm, βζα 1 θεπηυ, ζημοξ 4
°
C ηαζ απυννζρδ ημο 

οπενηεζιέκμο. Έπεζηα, πναβιαημπμζήεδηε απμδέζιεοζδ ημο ζοιπθυημο GST–

Rab5a:GDP/ACAT2 ιέζς εζδζηήξ έηθμοζδξ ηδξ ACAT2 ιε ηδ πνήζδ δζαθφιαημξ 

έηθμοζδξ (50 mM Tris–HCl, pH:7.5, 500 mM NaCl, 1 mM DTT, 20 mM EDTA). Ζ 

έηθμοζδ πναβιαημπμζήεδηε ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, βζα 5 θεπηά, ιε ακάδεοζδ 

ηάεε 30΄΄. Αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζε 14000 rpm, βζα 1 θεπηυ, 

ζημοξ 4
°
C, ημ οπενηείιεκμ ιε ηδκ εηθμουιεκδ πμζυηδηα ηδξ ACAT2 ζοθθέπεδηε ηαζ 

απμεδηεφηδηε ζημοξ -20
°
C βζα πεναζηένς ακάθοζδ. ηδ ζοκέπεζα, 
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πναβιαημπμζήεδηακ 2 πθφζεζξ ηςκ ζθαζνζδίςκ ιε 500 ιl δζαθφιαημξ έηθμοζδξ ακά 

πθφζδ, ιε ζημπυ ηδκ απμιάηνοκζδ ηοπυκ ακεπζεφιδηςκ πνςηεσκχκ (π.π. πμζυηδηα 

BSA, ιδ πνμζδειέκδ πμζυηδηα ACAT2, πμζυηδηα GST–Rab5a φζηενα απυ πζεακή 

«δζαννμή» απυ ηα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ). Αημθμφεδζε πνμζεήηδ 30 ιl 

δζαθφιαημξ ακδβιέκδξ βθμοηαεεζυκδξ (50 mM Tris–HCl, pH: 8.0, 100 mM NaCl, 1 

mM DTT, 5 mM MgCl2, 15 mM ακδβιέκδ βθμοηαεεζυκδ, 100 ιΜ GDP) ζηα 

ζθαζνίδζα ηάεε δείβιαημξ. Οζ δζαδζηαζίεξ ηδξ έηθμοζδξ ιε δζάθοια βθμοηαεεζυκδξ 

ηαζ απμεήηεοζδξ ημο οπενηεζιέκμο πναβιαημπμζήεδηακ ηάης απυ ηζξ ίδζεξ 

ζοκεήηεξ, υπςξ ακαθένεδηε παναπάκς. Σέθμξ, πμζυηδηεξ απυ ηα δφμ είδδ δεζβιάηςκ 

θμνηχεδηακ ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE 12% ιαγί ιε βκςζηέξ 

πμζυηδηεξ ηαεανήξ ACAT2 (1, 10, 100 ng ηαεανήξ ACAT2), μζ μπμίεξ πνμέηορακ 

φζηενα απυ δζαδμπζηέξ αναζχζεζξ πανμοζία δζαθφιαημξ θυνηςζδξ (loading buffer). 

Απυ ηα δείβιαηα ιε ηδκ εηθμουιεκδ πμζυηδηα ηδξ ACAT2 θμνηχεδηε 0,5 ιl 

πνςηεσκζημφ δείβιαημξ (2,5 ιl απυ αναζςιέκμ δείβια 1/5) ζε ζοκμθζηυ υβημ 10 ιl. 

Χζηυζμ, απυ ηα δείβιαηα ιε ηδκ εηθμουιεκδ GST–Rab5a:GDP ιε δζάθοια 

βθμοηαεεζυκδξ θμνηχεδηακ 5 ιl απυ ημ ηαεέκα ζε ζοκμθζηυ υβημ 20 ιl. Αημθμφεδζε 

δθεηηνμθυνδζδ ηςκ δφμ πδηηςιάηςκ, υπςξ ακαθφεδηε ζηδκ εκυηδηα 2.4, ιε 

επαηυθμοεδ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε εζδζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ ACAT2 

(αθ. εκυηδηα 2.6, Δζη. 3.7, Δζη. 3.8). Ύζηενα, ζηα ήδδ οπάνπμκηα ζθαζνίδζα 

βθμοηαεεζυκδξ πνμζηέεδηακ 30 ιl δζαθφιαημξ θυνηςζδξ (πμο πενζείπε SDS), βζα κα 

πναβιαημπμζδεεί έηθμοζδ υθςκ ηςκ πνςηεσκχκ πμο αθθδθεπζδνμφζακ ιδ εζδζηά ιε 

ηα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ. Καηά ηφνζα αάζδ, δ θφζδ ηςκ ιδ εζδζηχκ 

αθθδθεπζδνάζεςκ εεςνείηαζ οδνυθμαδ. Σα δείβιαηα επςάζηδηακ ζημοξ 100
°
C, βζα 

10 θεπηά ηαζ αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ζε 12000 rpm, βζα 1 θεπηυ, ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο. οθθέπεδηε ημ οπενηείιεκμ (~ 30 ιl) ηαζ ιένμξ αοημφ (10 ιl) θμνηχεδηε 

ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE 12% ηαζ ακαθφεδηε, πεναζηένς, ιε 

ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε εζδζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ ACAT2 (Δζη. 3.9). 

Μία δζαθμνμπμζδιέκδ έηδμζδ ημο ααζζημφ ενβαζηδνζαημφ πνςημηυθθμο ηδξ 

ηεπκζηήξ ηαηαηνήικζζδξ πναβιαημπμζήεδηε βζα κα εθεβπεεί ακ δ αθθδθεπίδναζδ ηδξ 

ACAT2 ιε ηδκ Rab5 μθείθεηαζ ζε ιζα πζεακή ζφκδεζδ ηδξ ACAT2 ιε ημ 

κμοηθεμηίδζμ GDP ηαζ υπζ ιε ηδκ πνςηεΐκδ. Ανπζηά, οθμπμζήεδηε πνυζδεζδ 500 ιg 

ηδξ GST–Rab27a:GDP επάκς ζε 50 ιl ζθαζνζδίςκ βθμοηαεεζυκδξ (βζα κα 

πνδζζιμπμζδεεί ζηδ ζοκέπεζα ςξ ανκδηζηυξ ιάνηοναξ). Πνζκ ηδκ πνυζδεζδ ηδξ 
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πνςηεΐκδξ ζηα ζθαζνίδζα, πναβιαημπμζήεδηακ δφμ πθφζεζξ ηςκ ζθαζνζδίςκ ιε 

δζάθοια PBS 1x, βζα κα απμιαηνοκεεί δ πμζυηδηα ηδξ αζεακυθδξ ηαζ, φζηενα, 

αημθμφεδζακ δφμ πθφζεζξ ιε 200 ιl ηαηάθθδθμο δζαθφιαημξ πθφζδξ (50 mM Tris – 

HCl, pH: 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 mM MgCl2, 1 mΜ GDP). Σμ παναπάκς 

δζάθοια μκμιάζηδηε αοεαίνεηα δζάθοια πθφζδξ 2. Αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ηςκ 

ζθαζνζδίςκ ζε 14000 rpm, βζα 1 θεπηυ, ζημοξ 4
°
C, ημ οπενηείιεκμ απμννίθεδηε ηαζ, 

ζηδ ζοκέπεζα, πνμζηέεδηακ 43,5 ιl GST–Rab27a:GDP (11,5 ιg/ιl) ζε 50 ιl 

ζθαζνζδίςκ. Ζ επχαζδ έβζκε βζα 2 χνεξ, ζημοξ 4
°
C, οπυ πενζζηνμθζηή ακάδεοζδ.  

Αημθμφεδζακ 5 πθφζεζξ ηςκ ζθαζνζδίςκ ιε 1 ml δζαθφιαημξ πθφζδξ 1 ακά πθφζδ (50 

mM Tris – HCl, pH: 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 mM MgCl2, 100 ιΜ GDP) ιε 

ζημπυ ηδκ απμιάηνοκζδ ηδξ αδέζιεοηδξ πμζυηδηαξ ηδξ GST–Rab27a:GDP. 

Αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ζε 14000 rpm, βζα 1 θεπηυ, ζημοξ 4
°
C, απμννίθεδηε ημ 

οπενηείιεκμ ηαζ πνμζηέεδηακ 50 ιl δζαθφιαημξ πθφζδξ 2. Σέθμξ, ιεηαθένεδηακ 20 

ιl ζθαζνζδίςκ ζε κέμ ζςθδκάνζμ ηφπμο eppendorf, έζης eppendorf 5. Πανάθθδθα, 

οπήνπακ απμεδηεοιέκα ζημοξ 4
°
C ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ ιε πνμζδειέκδ GST–

Rab5a:GDP (αθέπε πζμ πάκς πνςηυημθθμ ηαεανζζιμφ ηδξ GST-Rab5a). 

Πναβιαημπμζήεδηακ 3 δζαδμπζηέξ πθφζεζξ ηδξ ζηήθδξ ιε δζαθφιαηα πθφζδξ 

δζαθμνεηζηήξ ζφζηαζδξ (αθέπε πζμ ηάης), υπμο ιεηά ημ ηέθμξ ηδξ ηαεειίαξ 

ιεηαθενυηακ πμζυηδηα 20 ιl ζθαζνζδίςκ ζε ζςθδκάνζμ ηφπμο eppendorf (ζοκμθζηά 

4). ημ παναηάης ζπεδζάβναιια πανμοζζάγεηαζ ζοκμπηζηά δ παναπάκς δζαδζηαζία: 
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Σα δζαθφιαηα πθφζδξ πενζείπακ δζαθμνεηζηέξ, αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ 

κμοηθεμηζδίμο GDP, ιε απμηέθεζια ηα 4 ζςθδκάνζα ηφπμο eppendorf κα πενζέπμοκ 

ίζδ πμζυηδηα GST–Rab5a:GDP, αθθά ζε δζαθμνεηζηή ζοβηέκηνςζδ εθεφεενμο 

κμοηθεμηζδίμο GDP: 

 Γηάιπκα πιύζεο: 50 mM Tris – HCl, pH: 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 

mM MgCl2 

 Γηάιπκα πιύζεο 1: 50 mM Tris – HCl, pH: 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 

mM MgCl2, 100 ιΜ GDP 

 Γηάιπκα πιύζεο 2: 50 mM Tris – HCl, pH: 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 

mM MgCl2, 1 mΜ GDP 

 Eppendorf 1: Πμζυηδηα GST – Rab5a:GDP ζε δζάθοια πςνίξ κμοηθεμηίδζμ 

GDP 

 Eppendorf 2: Πμζυηδηα GST – Rab5a:GDP ζε δζάθοια ιε 100 ιΜ GDP 

 Eppendorf 3: Πμζυηδηα GST – Rab5a:GDP ζε δζάθοια ιε 1 mM GDP 

2x πιύζεηο (1 ml δηαιύκαηνο πιύζεο 1/πιύζε) 

2x πιύζεηο (1 ml δηαιύκαηνο πιύζεο 2/πιύζε) 

Eppendorf 1 

Eppendorf 2 

Eppendorf 3 

Eppendorf 4 

Eppendorf 5 

2x πιύζεηο (1 ml δηαιύκαηνο πιύζεο/πιύζε) 
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 Eppendorf 4: Πμζυηδηα GST – Rab5a:GDP ζε δζάθοια ιε 1 mM GDP 

(Θεηζηυξ ιάνηοναξ) 

 Eppendorf 5: Πμζυηδηα GST – Rab27a:GDP ζε δζάθοια ιε 1 mM GDP 

(Ανκδηζηυξ ιάνηοναξ) 

ηδ ζοκέπεζα, ηα 5 ζςθδκάνζα ιε ηδκ GST–Rab5a:GDP ημπμεεηήεδηακ ζημκ πάβμ. 

Πνμδβμοιέκςξ, είπε εηηζιδεεί δ ζοβηέκηνςζδ ηδξ GST–Rab5a:GDP επάκς ζηα 

ζθαζνίδζα ιε ηδ πνήζδ ηδξ πνςιαημιεηνζηήξ ιεευδμο Bradford (14,5 ιg/ιl  290 ιg 

GST–Rab5a:GDP πνμζδειέκα ζε 20 ιl ζθαζνζδίςκ βθμοηαεεζυκδξ). Καηυπζκ, 

πναβιαημπμζήεδηε ζοιπφηκςζδ ηδξ ACAT2 ζφιθςκα ιε ημ ενβαζηδνζαηυ 

πνςηυημθθμ πμο ακαθφεδηε ζηδκ εκυηδηα 2.2. Ο ηεθζηυξ υβημξ ηδξ ζοιποηκςιέκδξ 

ACAT2 ήηακ 60 ιl ιε ηεθζηή πνςηεσκζηή ζοβηέκηνςζδ ίζδ ιε 3,98 ιg/ιl. Απυ αοηυ 

πνμζηέεδηακ 12 ιl ζοιποηκςιέκδξ ACAT2 (~48 ιg) ζε 20 ιl ζοκμθζημφ υβημο 

επχαζδξ ζε κέα ζςθδκάνζα ηφπμο eppendorf (1–3). Αημθμφεδζε πνμ–επχαζδ ηδξ 

ACAT2 ιε αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ GDP (0–100–1000 ιΜ) ζηα ζςθδκάνζα 1–3, 

ακηίζημζπα. Σα ζςθδκάνζα 4+5 πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ εεηζηυξ ηαζ ανκδηζηυξ 

ιάνηοναξ, ακηίζημζπα, υπμο δ ACAT2 δεκ πνμ–επςάζηδηε ιε GDP. Ζ πνμ–επχαζδ 

πναβιαημπμζήεδηε βζα 30΄, ζημκ πάβμ, πςνίξ ζοκεπή ακάδεοζδ. Μεηά ημ πέναξ ηδξ 

πνμ–επχαζδξ, ηα 20 ιl ηδξ ακηίδναζδξ πνμζηέεδηακ ζηα ακηίζημζπα ζςθδκάνζα 

(eppendorfs 1–3) ιε ηδκ πνμζδειέκδ πμζυηδηα ηδξ GST–Rab5a:GDP επάκς ζηα 

ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ. Δπζπθέμκ, πνμεημζιάζηδηακ ηαζ ηα δφμ δείβιαηα ηςκ 

ιανηφνςκ (eppendorfs 4–5) ζε ζοκμθζηυ υβημ 20 ιl ηαζ πνμζηέεδηακ απεοεείαξ ζηα 

ακηίζημζπα ζςθδκάνζα. Αημθμφεδζε ηαοηυπνμκδ επχαζδ ηςκ 5 δεζβιάηςκ βζα 2 

χνεξ, ζημοξ 4
°
C, οπυ ακάδεοζδ. Απυ ημ ζδιείμ αοηυ, δ δζαδζηαζία ήηακ αηνζαχξ δ 

ίδζα ιε ημ ααζζηυ ενβαζηδνζαηυ πνςηυημθθμ ηδξ ηεπκζηήξ pull down (αθ. παναπάκς). 

Σέθμξ, δ ζοβηέκηνςζδ ηδξ εηθμουιεκδξ ACAT2 ηάεε δείβιαημξ οπμθμβίζηδηε ιε 

ηδκ ιέεμδμ Bradford ηαζ εηηζιήεδηε ημ πμζμζηυ ηδξ πνμζδειέκδξ ACAT2 επάκς 

ζηδκ GST–Rab5a:GDP ζε ηάεε πενίπηςζδ (Δζη. 3.10Β). Δπζπνυζεεηα, πμζυηδηα ηδξ 

εηθμουιεκδξ ACAT2 (1 ιl αναζςιέκςκ δεζβιάηςκ 1/10) θμνηχεδηε ζε πήηηςια 

πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE 12% ηαζ ακαθφεδηε, πεναζηένς, ιε ακμζμαπμηφπςζδ 

ηαηά Western ιε ακηίζςια έκακηζ ηδξ ACAT2 (Δζη. 3.10Α). 

Γζα ηδκ ιεθέηδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ ηδξ GST–Rab5a:GDP ηαζ ηδξ 

6xHis–GDI πναβιαημπμζήεδηε δ ηεπκζηή pull down ιε πανυιμζμ ηνυπμ, υπςξ 

ακαθφεδηε παναπάκς. οκμπηζηά, 2 mg ηδξ GST–Rab5a:GDP πνμζδέεδηακ ζε 200 
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ιl ζθαζνζδίςκ βθμοηαεεζυκδξ ζε ηαηάθθδθμ δζάθοια ζφζηαζδξ: 50 mM Tris – HCl, 

pH:7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 mM MgCl2, 100 ιΜ GDP. Ζ επχαζδ ηδξ 

GST–Rab5a:GDP ιε ηα ζθαζνίδζα δζήνηδζε 2 χνεξ, ζημοξ 4
°
C, οπυ πενζζηνμθζηή 

ακάδεοζδ. ηδ ζοκέπεζα, ιεηαθένεδηακ 30 ιl ζθαζνζδίςκ ζε κέμ ζςθδκάνζμ ηφπμο 

eppendorf ηαζ πνμζηέεδηακ 300 ιg 6xHis–GDI (1,62 ιg/ιl) ηαζ πναβιαημπμζήεδηε 

επχαζδ βζα 2 χνεξ, ζημοξ 4
°
C, οπυ πενζζηνμθζηή ακάδεοζδ. Καηυπζκ, αημθμφεδζε 

αηνζαχξ ημ ίδζμ πεζναιαηζηυ πνςηυημθθμ υπςξ ηαζ ιε ηζξ πνμδβμφιεκεξ επακαθήρεζξ 

ηδξ ιεευδμο. Να ζδιεζςεεί υηζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ επχαζδξ δεκ πνμζηέεδηε 

ηαευθμο πμζυηδηα BSA βζα ηδκ δέζιεοζδ ηςκ ιδ εζδζηχκ εέζεςκ αθθδθεπίδναζδξ, 

δζυηζ έπεζ πανυιμζμ ιμνζαηυ αάνμξ ιε ηδκ 6xHis–GDI (62 kDa), βεβμκυξ πμο ιπμνεί 

κα δοζηυθεοε ημκ δζαπςνζζιυ ημοξ ιε SDS-PAGE. Δπζπθέμκ, ςξ ανκδηζηυξ 

ιάνηοναξ πνδζζιμπμζήεδηε δείβια ιε «ηεκά» ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ, ηα μπμία 

επςάζηδηακ ιε ίδζα πμζυηδηα 6xHis–GDI (300 ιg) ηάης απυ ηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ (50 

mM Tris – HCl, pH: 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 mM MgCl2, 100 ιΜ GDP). 

Αημθμφεδζε ζοθθμβή ηςκ εηθμουιεκςκ πνςηεσκζηχκ δεζβιάηςκ, ηα μπμία, ζηδ 

ζοκέπεζα, θμνηχεδηακ πθήνςξ (20 ιl) ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο SDS – PAGE 

12% ιαγί ιε δζαθμνεηζηέξ πμζυηδηεξ ηαεανχκ πνςηεσκχκ GST–Rab5a:GDP ηαζ 

6xHis–GDI (ςξ ιάνηονεξ εέζδξ ηςκ πνςηεσκχκ ζηδκ δθεηηνμθυνδζδ). Λυβς 

έθθεζρδξ ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ GDI, πναβιαημπμζήεδηε πνχζδ ηδξ πδηηήξ ιε 

κζηνζηυ άνβονμ, ιία ιέεμδμξ πμο πενζβνάθδηε ζε πνμδβμφιεκδ εκυηδηα (αθ. εκυηδηα 

2.5), ιε ζημπυ ηδκ ακίπκεοζδ ηδξ 6xHis–GDI πμο αθθδθεπζδνμφζε ιε ηδκ GST–

Rab5a:GDP (Δζη. 3.11).  

2.8 Θεξκηδνκεηξία ηζνζεξκηθήο ηηηινδόηεζεο (Isothermal titration calorimetry) 

Ζ εενιζδμιεηνία ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ (Isothermal Titration Calorimetry ή 

αθθζχξ ζε ζοκημιμβναθία ITC) είκαζ ιία πμζμηζηή ιέεμδμξ ιεθέηδξ πνςηεσκζηχκ 

αθθδθεπζδνάζεςκ (protein–protein interactions). Πζμ ζοβηεηνζιέκα, υηακ δφμ 

πνςηεΐκεξ αθθδθεπζδνμφκ ειθακίγμκηαζ αθθαβέξ ζηζξ εενιμδοκαιζηέξ παναιέηνμοξ 

ημο ζοζηήιαημξ (ΓG, ΓH, ΓS), μζ μπμίεξ ιπμνμφκ κα ιεηνδεμφκ άιεζα ιε ηδκ 

ιέεμδμ ITC. Οζ παναπάκς εενιμδοκαιζηέξ πανάιεηνμζ παναηηδνίγμκηαζ απυ ηδκ 

ζημζπεζμιεηνία ηδξ ακηίδναζδξ (n), ηδκ ζηαεενά ζπδιαηζζιμφ ημο (πνςηεσκζημφ) 

ζοιπθυημο (Ka), ηδκ εθεφεενδ εκένβεζα Gibbs (ΓGb), ηδκ εκεαθπία (ΓHb), ηδκ 

εκηνμπία (ΓSb) ηαζ ηδκ εενιμπςνδηζηυηδηα (ΓCp) ηδξ αθθδθεπίδναζδξ. ε 

ζοκδοαζιυ ιε πθδνμθμνίεξ δμιήξ, δ εενιζδμιεηνία ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ 
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ιπμνεί κα πανέπεζ πθήνδ απεζηυκζζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ 

ζοκεζζθένμκηαξ, επζπθέμκ, ζηδκ ηαοημπμίδζδ ηςκ πθέμκ ζδιακηζηχκ πνςηεσκζηχκ 

πενζμπχκ πμο αθθδθεπζδνμφκ (Pierce M. M. et.al, 1999). Να ζδιεζςεεί υηζ μζ 

εενιμδοκαιζηέξ πανάιεηνμζ ιζαξ ακηίδναζδξ ζοκδέμκηαζ ιε ημκ παναηάης 

ιαεδιαηζηυ ηφπμ: 

ΓG = ΓH – TΓS 

Οζ παναπάκς εενιμδοκαιζηέξ πανάιεηνμζ ηαεμνίγμοκ ηδ θφζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ 

αθθδθεπζδνάζεςκ. Ακαθοηζηυηενα, ζηδκ πθεζμρδθία ηςκ πνςηεσκζηχκ 

αθθδθεπζδνάζεςκ δ δζαδζηαζία πναβιαημπμζείηαζ αοευνιδηα πςνίξ ηδκ πνμζεήηδ 

εκένβεζαξ, ηαεχξ ζημ εζςηενζηυ ηςκ ηοηηάνςκ μζ πνςηεσκζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ 

θαιαάκμοκ πχνα ιυκμ υηακ δφμ ιυνζα ένεμοκ πμθφ ημκηά ιεηαλφ ημοξ ζημκ πχνμ. 

Γζ’ αοηυ ημ θυβμ μζ ηζιέξ ηδξ εθεφεενδξ εκένβεζαξ (ΓGb) ηαζ ηδξ εκεαθπίαξ (ΓHb) 

είκαζ ανκδηζηέξ ζηδκ πθεζμρδθία ηςκ αθθδθεπζδνάζεςκ (ΓGb, ΓHb < 0), βεβμκυξ πμο 

ενιδκεφεηαζ ςξ ελχεενιεξ ηαζ αοευνιδηεξ ακηζδνάζεζξ. Ζ εκεαθπία πνυζδεζδξ 

(ΓHb) ακηζηαημπηνίγεζ ηδκ ζζπφ ηςκ πνςηεσκζηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ (π.π. δεζιμί Van 

der Waals, οδνμβυκμο η.α.) ζε ζοζπέηζζδ ιε αοηχκ ημο δζαθφηδ (dH2O). Απυ ηδκ 

άθθδ, μζ αθθαβέξ ζηδκ εκηνμπία ζοκεζζθένμοκ ςξ ελήξ: 

 Αθθαβέξ ζηδκ εκηνμπία ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ ημο δζαθφηδ (dH2O) ηαζ 

ηςκ δζαθοιέκςκ μοζζχκ (πνςηεΐκεξ) 

 Αθθαβέξ ζηδκ εκηνμπία ηδξ ζηενεμδζαιυνθςζδξ 

Καηά ηδκ αθθδθεπίδναζδ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ θαιαάκεζ πχνα ακηζηαηάζηαζδ ηςκ 

ιμνίςκ ημο δζαθφηδ, πμο πενζηθείμοκ ηδ ιία πνςηεΐκδ, απυ ηα ιυνζα ηδξ δεφηενδξ 

πνςηεΐκδξ (desolvation). Με θίβα θυβζα, ηα ιυνζα ημο δζαθφηδ, πμο ανίζημκηαζ 

ακάιεζα ζηζξ δφμ πνςηεΐκεξ, απμιαηνφκμκηαζ ιε ζημπυ κα οθμπμζδεεί δ 

αθθδθεπίδναζδ. Ζ παναπάκς δζαδζηαζία έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ αφλδζδ ηδξ 

εκηνμπίαξ, βεβμκυξ πμο είκαζ ζδζαίηενα ζδιακηζηυ βζα ηζξ οδνυθμαεξ μιάδεξ ηςκ 

αιζκμλζηχκ ηαηαθμίπςκ πνμξ ζπδιαηζζιυ οδνυθμαςκ αθθδθεπζδνάζεςκ ζηζξ 

αθθδθεπζδνχζεξ πνςηεσκζηέξ πενζμπέξ. Σαοηυπνμκα, ημ ακηίεεημ θαζκυιεκμ 

παναηδνείηαζ ζηζξ αθθαβέξ ηδξ εκηνμπίαξ ζηενεμδζαιυνθςζδξ. Αοηυ ζοιααίκεζ, 

επεζδή ηαηά ηδκ αθθδθεπίδναζδ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ ιεζχκεηαζ ζε ιεβάθμ ααειυ δ 

εθεοεενία ζηενεμδζαιυνθςζδξ ημο ζοιπθυημο, ιε απμηέθεζια κα πενζμνίγεηαζ δ 

ηζκδηζηυηδηά ημο ζημκ πχνμ, βεβμκυξ πμο ιεζχκεζ ηδκ ζοβηεηνζιέκδ ιμνθή 
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εκηνμπίαξ. Ζ ζοκδοαζηζηή επίδναζδ ηςκ δφμ παναπάκς ιεβεεχκ ακηζηαημπηνίγεζ ηδκ 

ζοκμθζηή αθθαβή ηδξ εκηνμπίαξ ημο ζοζηήιαημξ. Σέθμξ, δ ζζπφξ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ 

ιπμνεί κα εηηζιδεεί απυ ηζξ ηζιέξ ηςκ ζηαεενχκ ζπδιαηζζιμφ (Ka) ηαζ απμδζάηαλδξ 

ημο ζοιπθυημο (Kd). Ζ ζπέζδ πμο ζοκδέεζ ηζξ δφμ ζηαεενέξ είκαζ δ ελήξ: Kd = 1/Ka. 

Ζ ζζπονή αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ δφμ πνςηεσκχκ παναηηδνίγεηαζ απυ παιδθέξ ηζιέξ 

ζηαεενάξ απμδζάηαλδξ (Kd), ζε ηάλδ ιεβέεμοξ nM, ηαζ ορδθέξ ηζιέξ ζηαεενάξ 

ζπδιαηζζιμφ ημο ζοιπθυημο (Ka), ζε ηάλδ ιεβέεμοξ ιM. Δπεζδή πνυηεζηαζ βζα δφμ 

ακηζζηνυθςξ ακάθμβα ιεβέεδ, ημ ακηίεεημ ζοιααίκεζ ζηζξ αζεεκείξ αθθδθεπζδνάζεζξ 

(Leavitt S. & Freire E., 2001; Velazquez – Campoy A. et.al, 2004). 

οκμπηζηά, δ ααζζηή ανπή ηδξ ηεπκζηήξ ηδξ εενιζδμιεηνίαξ ζζμεενιζηήξ 

ηζηθμδυηδζδξ πενζβνάθεηαζ παναηάης (Δζη. 2.1). ημ εζςηενζηυ εκυξ ιδπακήιαημξ 

οπάνπμοκ δφμ δζαηνζημί εάθαιμζ, μζ μπμίμζ πενζαάθθμκηαζ απυ έκα αδζαααηζηυ 

ηέθοθμξ, βζα κα ιδκ πνμηαθείηαζ ακηαθθαβή εενιυηδηαξ ιε ημ ελςηενζηυ 

πενζαάθθμκ. Ο έκαξ μκμιάγεηαζ εάθαιμξ ακαθμνάξ (reference cell), μ μπμίμξ πενζέπεζ 

ιυκμ ημκ δζαθφηδ ηςκ πνςηεσκχκ ςξ ζδιείμ ακαθμνάξ (ηονίςξ dH2O), ηαζ μ δεφηενμξ 

μκμιάγεηαζ εάθαιμξ ηςκ δεζβιάηςκ (sample cell), ζημκ μπμίμ δζελάβεηαζ ημ ηφνζμ 

πείναια ηδξ εενιζδμιεηνίαξ. Οζ εενιζδμιεηνζηέξ ιεηνήζεζξ εθέβπμκηαζ ηάης απυ 

ζηαεενή ηζιή εενιμηναζίαξ, ελ’ μο ηαζ μ υνμξ «ζζμεενιζηή». Ανπζηά, πανέπεηαζ 

ζηαεενή ζζπφξ ζημκ εάθαιμ ακαθμνάξ. Σαοηυπνμκα, μζ αζζεδηήνεξ εενιμηναζίαξ ημο 

άθθμο εαθάιμο εκενβμπμζμφκηαζ ηαζ πανέπεηαζ ηυζδ εκένβεζα ζημκ εάθαιμ ηςκ 

δεζβιάηςκ υζδ απαζηείηαζ, βζα κα οπάνπεζ δ ίδζα αηνζαχξ εενιμηναζία ιεηαλφ ηςκ 

δφμ εαθάιςκ (ΓΣ = 0  Σεαθάιμο ακαθμνάξ = Σεαθάιμο δεζβιάηςκ). Δπζπθέμκ, ημ ιδπάκδια 

δζαεέηεζ ιία ζφνζββα ζηδκ μπμία πνμζηίεεηαζ δ ιία εη ηςκ δφμ πνςηεσκχκ, εκχ δ 

δεφηενδ πνςηεΐκδ ημπμεεηείηαζ ζημκ εάθαιμ ηςκ δεζβιάηςκ. Ζ ζοβηέκηνςζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ πμο ανίζηεηαζ ζηδκ ζφνζββα απαζηείηαζ κα είκαζ 10 θμνέξ ημοθάπζζημκ 

ποηκυηενδ απυ εηείκδ πμο ημπμεεηείηαζ ζημκ εάθαιμ ηςκ δεζβιάηςκ, ιε ζημπυ κα 

επζηεοπεεί, ηεθζηά, ημνεζιυξ ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ηαζ κα οπμθμβζζημφκ μζ 

εενιμδοκαιζηέξ πανάιεηνμζ. Καηά ηδ δζάνηεζα ηςκ πεζναιάηςκ, δ ζφνζββα 

ημπμεεηείηαζ ζημ εζςηενζηυ ημο εαθάιμο ηςκ δεζβιάηςκ ηαζ πναβιαημπμζεί 

ηζηθμδυηδζδ, πανάθθδθα, οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ βζα μιμζυιμνθδ ηαηακμιή ηςκ 

πνςηεσκχκ ζημ δζάθοια. Καηά ηδ δζάνηεζα ηςκ ελχεενιςκ πνςηεσκζηχκ 

αθθδθεπζδνάζεςκ, απεζνμεθάπζζηα πμζά εκένβεζαξ οπυ ιμνθή εενιυηδηαξ 

απεθεοεενχκμκηαζ ζημκ εάθαιμ ηςκ δεζβιάηςκ αολάκμκηαξ ηδκ εενιμηναζία ημο 
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πενζαάθθμκημξ. ηδ ζοκέπεζα, μζ δζαθμνέξ ηδξ εενιμηναζίαξ βίκμκηαζ αζζεδηέξ ζημκ 

εάθαιμ δεζβιάηςκ ηαζ δ ζζπφξ πμο ημο πανέπεηαζ ιεζχκεηαζ, έηζζ χζηε κα δζαηδνδεεί 

ζηαεενή δ εενιμηναζία ιεηαλφ ηςκ δφμ εαθάιςκ. Σμ παναπάκς ζφζηδια ανίζηεηαζ 

ζοκεπχξ ηάης απυ ημκ έθεβπμ πμθθαπθχκ ηοηθςιάηςκ ηαζ αζζεδηήνςκ, ιε ζημπυ 

ηδκ ζοκεπή ελζζμννυπδζδ ηδξ εενιμηναζίαξ ιεηαλφ ηςκ δφμ εαθάιςκ. Ζ παναπάκς 

ιείςζδ ηδξ ζζπφμξ ζημκ εάθαιμ ηςκ δεζβιάηςκ ζημκ άλμκα ημο πνυκμο εεςνείηαζ ημ 

ιεηνήζζιμ ζήια ηςκ πεζναιάηςκ εενιζδμιεηνίαξ ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ (ιcal/sec 

ή ιJ/sec). Ακηίεεηα θαζκυιεκα παναηδνμφκηαζ ζηζξ εκδυεενιεξ πδιζηέξ ακηζδνάζεζξ. 

Μεηά ημ πέναξ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ηςκ πνςηεσκχκ ζημκ εάθαιμ (θίβα δεοηενυθεπηα 

ιεηά ηδκ ηζηθμδυηδζδ), ημ ζφζηδια επακένπεηαζ ζε ηαηάζηαζδ ζζμννμπίαξ ιέπνζ ηδκ 

επυιεκδ ηζηθμδυηδζδ. Να επζζδιακεεί υηζ ζηδκ ηαηάζηαζδ ζζμννμπίαξ δ δζαθμνά ηδξ 

εενιμηναζίαξ ηςκ δφμ εαθάιςκ είκαζ ΓΣ=0. Όζμ ανίζημκηαζ ανηεηά εθεφεενα ιυνζα 

πνςηεσκχκ κα αθθδθεπζδνάζμοκ, ηυζμ πανάβεηαζ ιεηνήζζιμ ζήια. Πανυθα αοηά, δ 

ιείςζδ ηςκ δζαεέζζιςκ πνςηεσκζηχκ ιμνίςκ ιε ηδκ πάνμδμ ημο πνυκμο μδδβεί ζε 

ιείςζδ ημο ιεηνήζζιμο ζήιαημξ, έςξ υημο επέθεεζ ημνεζιυξ πνμξ ημ ηέθμξ ηςκ 

ηζηθμδμηήζεςκ, πνμκζηά. Μεηά ημ πέναξ ημο πεζνάιαημξ, μζ αηαηένβαζηεξ ιεηνήζεζξ 

(raw data) οπυηεζκηαζ ζε επελενβαζία ιε ηδ αμήεεζα εκυξ πνμβνάιιαημξ (Origin) ηαζ 

ελάβμκηαζ ηα ηεθζηά ζοιπενάζιαηα ηδξ πνςηεσκζηήξ αθθδθεπίδναζδξ (θοζζημπδιζηέξ 

ηαζ εενιμδοκαιζηέξ πανάιεηνμζ, ζημζπεζμιεηνία ακηίδναζδξ, ζηαεενά ζπδιαηζζιμφ 

ηαζ απμδζάηαλδξ ζοιπθυημο) (Freyer M. W. & Lewis E. A., 2008).    
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Δηθ. 2.1: Βαζηθή αξρή ιεηηνπξγίαο ηεο ζεξκηδνκεηξίαο ηζνζεξκηθήο ηηηινδόηεζεο. Σα 

θύξηα ραξαθηεξηζηηθά πνπ παξνπζηάδνληαη είλαη: νη δύν ζάιακνη αλαθνξάο (reference cell) θαη 

δείγκαηνο (sample cell), ε ζύξηγγα ηνπ ηηηινδόηε θαζώο θαη ην αδηαβαηηθό θάιπκκα πνπ 

πεξηθιείεη ηνπο δύν ζαιάκνπο. Δδώ παξνπζηάδεηαη κία απινπζηεπκέλε εθδνρή ηεο ιεηηνπξγίαο 

ηεο ηερληθήο, ζρεηηθά κε ην πώο δηαηεξείηαη ζηαζεξή ε ζεξκνθξαζία (ΓΣ = 0) κεηαμύ ησλ δύν 

ζαιάκσλ θαη ην γεγνλόο όηη νη δηαθνξέο ζηελ παξερόκελε ηζρύ ζηνλ ζάιακν ησλ δεηγκάησλ 

κεηαηξέπνληαη ζην κεηξήζηκν ζήκα ησλ πεηξακάησλ ζεξκηδνκεηξίαο ηζνζεξκηθήο ηηηινδόηεζεο. 

Freyer M. W. & Lewis E. A., Methods in Cell Biology, 2008.  

 

Ζ ηεπκζηή ηδξ εενιζδμιεηνίαξ ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ εθανιυζηδηε βζα 

ηδκ ιεθέηδ ηαζ πνμζδζμνζζιυ ηςκ θοζζημπδιζηχκ ηαζ εενιμδοκαιζηχκ παναιέηνςκ 

ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ Rab5a:GDP ηαζ ACAT2. Ανπζηά, οπενεηθνάζηδηακ, 

ηαεανίζηδηακ ηαζ απμιμκχεδηακ μζ δφμ πνςηεΐκεξ, Rab5a:GDP ηαζ ACAT2, πςνίξ 

ηδκ GST πνςηεΐκδ ζφιθςκα ιε ηα ενβαζηδνζαηά πνςηυημθθα πμο πενζβνάθδηακ 

παναπάκς (αθ. εκυηδηεξ 2.1.1, 2.1.2). ηδ ζοκέπεζα, μζ δφμ πνςηεΐκεξ οπέζηδζακ 

δζαπίδοζδ έκακηζ 600 ml ημζκμφ δζαθφιαημξ ζφζηαζδξ: 20 mM HEPES, pH: 7.5, 130 

mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM α–ιενηαπημαζεακυθδ, 100 ιΜ GDP. Ζ δζαπίδοζδ 
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ηςκ δφμ πνςηεσκχκ πναβιαημπμζήεδηε βζα 16 χνεξ, ζημοξ 4
°
C, οπυ ιαβκδηζηή 

ακάδεοζδ. Σδκ επυιεκδ ιένα έβζκε ιία αθθαβή ημο δζαθφιαημξ δζαπίδοζδξ ιε 1 L 

δζαθφιαημξ ίδζαξ ζφζηαζδξ ηαζ δ δζαδζηαζία ζοκεπίζηδηε βζα αηυιδ 6 χνεξ. Μεηά ημ 

πέναξ ηδξ δζαδζηαζίαξ μζ δφμ πνςηεΐκεξ ζοθθέπεδηακ ζε κέμ ζςθδκάνζμ ηφπμο 

eppendorf ηαζ θοβμηεκηνήεδηακ ζε 14000 rpm, βζα 10 θεπηά, ζημοξ 4
°
C. Σμ 

οπενηείιεκμ ηδξ θοβμηέκηνδζδξ ζοθθέπεδηε, εκχ ηοπυκ ίγδια ηαηαηνδικζζιέκςκ 

πνςηεσκχκ απμννίθεδηε. Καηυπζκ, οπμθμβίζηδηακ ιε αηνίαεζα μζ πνςηεσκζηέξ 

ζοβηεκηνχζεζξ ιε ηδκ πνήζδ ηδξ πνςιαημιεηνζηήξ ιεευδμο Bradford (CRab5a:GDP = 

6,6 κg/κl  264 κΜ, CACAT2 = 2,57 κg/κl  64,2 κM). Καηά ηδ δζάνηεζα ημο 

πεζνάιαημξ ηδξ εενιζδμιεηνίαξ ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ, δ πμζυηδηα ηδξ 

Rab5a:GDP ημπμεεηήεδηε ζηδ ζφνζββα (264 ιΜ), εκχ δ ACAT2 πνζκ ημπμεεηδεεί 

ζημκ εάθαιμ ηςκ δεζβιάηςκ αναζχεδηε ζε 26,4 ιΜ (Δζη. 3.12). Να ζδιεζςεεί πςξ μ 

υβημξ ηάεε ηζηθμδυηδζδξ ήηακ 2 ιl. Δπζπνυζεεηα, ζε επυιεκμ πείναια 

εενιζδμιεηνίαξ ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ ημπμεεηήεδηε ζημκ εάθαιμ ηςκ δεζβιάηςκ 

ιυκμ μ δζαθφηδξ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ (20 mM HEPES, pH: 7.5, 130 mM NaCl, 5 mM 

MgCl2, 1 mM α–ιενηαπημαζεακυθδ, 3 mM GDP), εκχ δ GST–Rab5a:GDP 

ημπμεεηήεδηε ζηδ ζφνζββα (960 ιΜ). Ζ παναπάκς δμηζιαζία οθμπμζήεδηε ιε ζημπυ 

κα επζαεααζςεεί δ ελεζδίηεοζδ ηδξ πνςηεσκζηήξ αθθδθεπίδναζδξ (Δζη. 3.13). Να 

ζδιεζςεεί υηζ δ ηεπκζηή ηδξ εενιζδμιεηνίαξ ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ δεκ έπεζ 

αεθηζζημπμζδεεί αηυιδ ζημ ενβαζηήνζμ βζα ημ ζφζηδια αθθδθεπίδναζδξ ηδξ 

Rab5a:GDP ηαζ ηδξ ACAT2.        
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3. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

3.1 Τπεξέθθξαζε θαη θαζαξηζκόο αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλώλ ζε βαθηεξηαθό 

ζηέιερνο E. coli BL21DE3 

Πνμηεζιέκμο κα ιεθεηδεεί in vitro δ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηδξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ACAT2 (υπςξ ακαθένεδηε ηαζ ζε πνμδβμφιεκεξ εκυηδηεξ,  

ACAT2 είκαζ ημ ηοηηανμπθαζιαηζηυ έκγοιμ αηεημαηεηοθ-CoA εεζμθάζδ) ηαζ ηδξ 

ακεκενβήξ ιμνθήξ ηδξ ιζηνήξ GTPάζδξ Rab5a, μζ πνςηεΐκεξ αοηέξ 

παναζηεοάζεδηακ ζε ααηηδνζαηυ ζφζηδια έηθναζδξ E. coli ηαζ απμιμκχεδηακ ζε 

ηαεανή ιμνθή. Ο έθεβπμξ ηδξ έηθναζδξ ηαζ ημο ηαεανζζιμφ ηςκ πνςηεσκχκ 

πενζβνάθεηαζ ζηδ ζοκέπεζα. 

3.1.1 Τπεξέθθξαζε θαη θαζαξηζκόο ηεο αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο GST–

ACAT2  

Ζ ακαζοκδοαζιέκδ GST-ACAT2 (~62 kDa) οπενεηθνάζηδηε ζε E. coli ηαζ 

απμιμκχεδηε ζε πνςιαημβναθζηή ζηήθδ ιε ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ, ζφιθςκα ιε 

ημ πνςηυημθμ πμο πενζβνάθεηαζ ζηδκ εκυηδηα «Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ» (αθ. εκυηδηα 

2.1.2. Καηυπζκ, δ GST–ACAT2, εκχ πανέιεκε ζοκδεδειέκδ ζηα ζθαζνίδζα, 

επςάζηδηε ιε ηδκ GST–PreScission (δ μπμία πανάπεδηε ζε ηαεανή ιμνθή, αθέπε 

παναηάης πανάβναθμ 3.1.5), ιία ελεζδζηεοιέκδ πνςηεάζδ πμο πνμηαθεί δζάζπαζδ 

ημο ηιήιαημξ ακάιεζα ζηδκ GST ηαζ ζηδκ αθθδθμοπία αιζκμλέςκ ηδξ ACAT2, 

ακαβκςνίγμκηαξ ζοβηεηνζιέκμ πνςηεσκζηυ ιμηίαμ. Ζ επχαζδ αοηή μδήβδζε ζε 

έηθμοζδ ηδξ ACAT2 απυ ηδ ζηήθδ, εκχ δ GST πανέιεζκε πνμζδειέκδ ζηα ζθαζνίδζα 

βθμοηαεεζυκδξ (αθ εκυηδηα 2.1.2). Πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ ηαεανυηδηα ηδξ 

ACAT2, αθμφ οπμθμβίζηδηε δ ζοβηέκηνςζή ηδξ ιε ηδκ πνςιαημιεηνζηή ιέεμδμ 

Bradford, ιζηνή πμζυηδηα απ’ υθα ηα ζηάδζα ημο ηαεανζζιμφ ακαθφεδηε ζε πδηηή 

πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE 12%, υπμο αημθμφεδζε πνχζδ ιε ηδκ πνςζηζηή 

Coomassie Brilliant Blue R–250 (Δζη. 3.1). ηζξ ηεθεοηαίεξ εέζεζξ ηδξ πδηηήξ 

θμνηχεδηακ ηαηάθθδθεξ πμζυηδηεξ BSA (Bovine Serum Albumin), ςξ ιέηνμ 

ζφβηνζζδξ ηδξ πνςηεσκζηήξ ζοβηέκηνςζδξ.  
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Δηθ. 3.1: ηάδηα θαζαξηζκνύ ηεο GST–ACAT2. Βαθηεξηαθά θύηηαξα E. coli BL21DE3 

κεηαζρεκαηίζηεθαλ κε πιαζκίδην πνπ εμέθξαδε ηελ αλαζπλδπαζκέλε GST–ACAT2. Η 

ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο επάρζεθε κε ηελ πξνζζήθε 10 κΜ IPTG θαη αθνινύζεζε 

θαζαξηζκόο ζε ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο. Γηα λα παξαρζεί ε θαζαξή κνξθή ηεο ACAT2 ρσξίο 

ηελ GST, πξαγκαηνπνηήζεθε επώαζε κε κία εμεηδηθεπκέλε πξσηεάζε (GST–PreScission 

protease). Η θαζαξή ACAT2 ππέζηε δηαπίδπζε έλαληη θαηάιιεινπ δηαιύκαηνο αλάινγα κε ηα 

επόκελα πεηξάκαηα ζηα νπνία ρξεζηκνπνηήζεθε. Γείγκαηα από όια ηα ζηάδηα ηνπ θαζαξηζκνύ 

θνξηώζεθαλ ζε πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ SDS–PAGE 12% θαη αλαιύζεθαλ σο εμήο: (1): 

Βαθηήξηα πξηλ ηελ επαγσγή κε IPTG (10 κg), (2): Βαθηήξηα κεηά από επαγσγή κε IPTG (10 

κg), (3): Τπεξθείκελν νκνγελνπνηήκαηνο βαθηεξίσλ κεηά από κεραληθή ιύζε κε ηε κέζνδν 

French pressure θαη ππεξθπγνθέληξεζε (10 κg), (4): Με πξνζδεκέλεο πξσηεΐλεο κεηά ηελ 

επώαζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ κε ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο – ζεθαξόδεο (10 κg), (5): Δθινπόκελε 

πξσηεΐλε από ηα ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο κε ηε ρξήζε δηαιύκαηνο αλεγκέλεο γινπηαζεηόλεο (5 

κg), (6): Δθινπζκέλα ζθαηξίδηα κε δηάιπκα αλεγκέλεο γινπηαζεηόλεο κεηά από επώαζε κε ηελ 

GST-PreScission (5 κg), (7): ACAT2 ζηελ πγξή θάζε ηεο ζηήιεο κεηά από επώαζε κε ηελ 

GST-PreScission (5 κg), (8): Καζαξή ACAT2 (5 κg), (9): 2 κg BSA, (10): 5 κg BSA, (11): 10 

κg BSA. 

 

Σεθζηά, απμιμκχεδηε ηαεανή ACAT2 (~41 kDa), πςνίξ ημ πνυζδεια GST, ζε 

ζοβηέκηνςζδ πμο ηοιαίκμκηακ απυ 1,5 ιg/ιl έςξ 2,6 ιg/ιl. ηδ ζοκέπεζα, δ ηαεανή 

ACAT2 οπέζηδ δζαπίδοζδ έκακηζ ηαηάθθδθμο δζαθφιαημξ (αθ εκυηδηα 2.1.2), δ 

          1         2         3        4        5          6                   7                   8                  9        10        11 
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ζφζηαζδ ημο μπμίμο ελανηζυκηακ απυ ηα πεζνάιαηα ζηα μπμία πνδζζιμπμζήεδηε δ 

πνςηεΐκδ, ηαζ απμεδηεφηδηε ζε εενιμηναζία -80°C ιέπνζ ηδ πνδζζιμπμίδζή ηδξ. 

3.1.2 Τπεξέθθξαζε θαη θαζαξηζκόο ηεο αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο GST–

Rab5a:GDP 

Με πανυιμζα ιεεμδμθμβία, δ GST–Rab5a:GDP οπενεηθνάζηδηε ηαζ ηαεανίζηδηε ζε 

ααηηδνζαηυ ζηέθεπμξ E. coli BL21DE3 (Δζη. 3.2). Ζ ιυκδ δζαθμνά ζε ζπέζδ ιε ημκ 

ηαεανζζιυ ηδξ ACAT2 ήηακ υηζ ζηα δζαθφιαηα ημο ηαεανζζιμφ πνμζηέεδηε ημ 

κμοηθεμηίδζμ GDP (αθ εκυηδηα 2.1.1). Δπζπθέμκ, αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ ημ 

πνςηυημθθμ απμιυκςζδξ ηδξ GSΣ–Rab5a:GDP πναβιαημπμζήεδηε ιε ηαηάθθδθεξ 

πνμζανιμβέξ ηαζ παναθθαβέξ, ακάθμβα ιε ηζξ ιεηέπεζηα ηεπκζηέξ πμο εα 

πνδζζιμπμζμφκηακ δ ηαεανή πνςηεΐκδ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, βζα ηζξ ηεπκζηέξ 

ζοβηαηαηνήικζζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ ακαζοκδοαζιέκδ ιμνθή ηδξ GST–

Rab5a:GDP, εκχ βζα ηα πεζνάιαηα εενιζδμιεηνίαξ ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ 

πνδζζιμπμζήεδηε δ Rab5a:GDP πςνίξ ηδκ GST (Δζη. 3.3). Πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί 

δ ηαεανυηδηα ηδξ GST–Rab5a:GDP ηαζ ηδξ Rab5a:GDP, δ ζοβηέκηνςζή ηδξ 

οπμθμβίζηδηε ιε ηδκ ιέεμδμ Bradford ηαζ πμζυηδηεξ απυ ηα ζηάδζα ημο ηαεανζζιμφ 

ακαθφεδηακ ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE 12% ηαζ αημθμφεδζε πνχζδ 

ιε Coomassie Brilliant Blue R–250 (Δζη. 3.2, Δζη. 3.3). Καηάθθδθεξ πμζυηδηεξ BSA 

θμνηχεδηακ ζηζξ ηεθεοηαίεξ δζαδνμιέξ ηδξ πδηηήξ, ςξ ιέηνμ ζφβηνζζδξ ηδξ 

πνςηεσκζηήξ ζοβηέκηνςζδξ ηυζμ ηδξ GST–Rab5a:GDP υζμ ηαζ ηδξ ηαεανήξ 

Rab5a:GDP (Δζη. 3.3). Σεθζηά, απμιμκχεδηακ ζε ηαεανή ιμνθή μζ GST–

Rab5a:GDP ηαζ Rab5a:GDP, ζε ζοβηεκηνχζεζξ πμο ηοιαίκμκηακ απυ 6,6 ιg/ιl έςξ 

13 ιg/ιl βζα ηδκ Rab5a:GDP ηαζ απυ 17 ιg/ιl έςξ 34 ιg/ιl βζα ηδκ GST-Rab5a:GDP. 
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Δηθ. 3.2: ηάδηα θαζαξηζκνύ ηεο GST–Rab5a. Βαθηεξηαθά θύηηαξα E. coli BL21DE3 

κεηαζρεκαηίζηεθαλ κε πιαζκίδην πνπ εμέθξαδε ηελ GST–Rab5a. Η ππεξέθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο επάρζεθε κε ηελ πξνζζήθε 100 κΜ IPTG. Ο θαζαξηζκόο ηεο GST–Rab5a δηεμήρζε 

ζύκθσλα κε ην εξγαζηεξηαθό πξσηόθνιιν. Η θαζαξή GST–Rab5a ππέζηε δηαπίδπζε έλαληη 

θαηάιιεινπ δηαιύκαηνο αλάινγα κε ηα εθάζηνηε πεηξάκαηα ζηα νπνία ρξεζηκνπνηήζεθε ζηε 

ζπλέρεηα. Γείγκαηα από όια ηα ζηάδηα ηνπ θαζαξηζκνύ θνξηώζεθαλ ζε πεθηή 

πνιπαθξπιακηδίνπ SDS–PAGE 12% θαη αλαιύζεθαλ σο εμήο: (1): Βαθηήξηα πξηλ ηελ επαγσγή 

κε IPTG, (2): Βαθηήξηα κεηά από επαγσγή κε IPTG, (3): Τπεξθείκελν ησλ νκνγελνπνηεκέλσλ 

βαθηεξίσλ κεηά από κεραληθή ιύζε κε ηε κέζνδν French pressure θαη ππεξθπγνθέληξεζε, (4): 

Πξσηετληθό ίδεκα ησλ νκνγελνπνηεκέλσλ βαθηεξίσλ κεηά από βαθηεξηαθή ιύζε κε ηε κέζνδν 

French pressure θαη ππεξθπγνθέληξεζε, (5): Με πξνζδεκέλεο πξσηεΐλεο κεηά ηελ επώαζε ηνπ 

ππεξθεηκέλνπ κε ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο–ζεθαξόδεο, (6): Καζαξή GST–Rab5a κεηά από 

έθινπζε ησλ πιπκέλσλ ζθαηξηδίσλ γινπηαζεηόλεο κε δηάιπκα αλεγκέλεο γινπηαζεηόλεο. Σα 

ζθαηξίδηα είραλ επσαζηεί πξνεγνπκέλσο κε θαηάιιειν δηάιπκα πιύζεο, (7): 2 κg BSA, (8): 5 

κg BSA, (9): 10 κg BSA. 
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Δηθ. 3.3: Έιεγρνο θαζαξηζκνύ ηεο εθθξαζκέλεο ζε E. coli Rab5a.  (1): Δθινπζκέλε GST–

Rab5a (5 κg) από ηα ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο κε ηε ρξήζε δηαιύκαηνο αλεγκέλεο 

γινπηαζεηόλεο. (2): Δθινπζκέλε GST (5 κg) από ηα ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο κε ηε ρξήζε 

δηαιύκαηνο αλεγκέλεο γινπηαζεηόλεο κεηά από επώαζε κε ηελ πξσηεάζε GST-PreScission. 

(3): Καζαξή Rab5a (5 κg) κεηά από επώαζε ησλ ζθαηξηδίσλ γινπηαζεηόλεο κε ηελ πξσηεάζε 

GST-PreScission. (4): Δθινπζκέλε πξσηεΐλε (5 κg) από ηα ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο κε ηε 

ρξήζε SDS πξηλ ηελ επώαζε κε ηελ GST-PreScission. (5): Δθινπζκέλε πξσηεΐλε (5 κg) από ηα 

ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο κε ηε ρξήζε SDS κεηά ηελ επώαζε κε ηελ GST-PreScission. Να 

ζεκεησζεί όηη ε πξνζζήθε ηνπ δηαιύκαηνο SDS πξαγκαηνπνηήζεθε κεηά από επώαζε ησλ 

ζθαηξηδίσλ κε δηάιπκα αλεγκέλεο γινπηαζεηόλεο. (6): 5 κg BSA, (7): 10 κg BSA, (8): 15 κg 

BSA (9): 20 κg BSA.       

 

3.1.3 Τπεξέθθξαζε θαη θαζαξηζκόο ηεο αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο GST–

Rab27a:GDP 

ηδκ ιεθέηδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ ηδξ Rab5 ηαζ ηδξ ACAT2 ήηακ ζδιακηζηυ 

κα οπάνπεζ έκαξ ανκδηζηυξ ιάνηοναξ, πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ εζδζηυηδηα ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ επζθέπεδηε δ πνςηεΐκδ GST-Rab27, ηαεχξ δ 

Rab27 είκαζ ιέθμξ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ Rab πνςηεσκχκ ιε ιεβάθδ μιμθμβία ιε ηδκ 

Rab5, αθθά ιε λεπςνζζηυ νυθμ ζηδκ ιειανακζηή ιεηαθμνά δεδμιέκμο υηζ δ Rab27 

εθέβπεζ ηδκ ελςηοηηάνςζδ. Ζ GST–Rab27a:GDP οπενεηθνάζηδηε ηαζ ηαεανίζηδηε 

ζε ααηηδνζαηυ ζηέθεπμξ E. coli BL21DE3 ιε ηδκ οθμπμίδζδ πανυιμζμο 

ενβαζηδνζαημφ πνςημηυθθμο ιε αοηυ ηδξ GST–Rab5a:GDP (αθ εκυηδηα 2.1.3). 
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Μεηά ημ πέναξ ημο ηαεανζζιμφ, πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ ηαεανυηδηα ηδξ GST–

Rab27a:GDP, δ ζοβηέκηνςζή ηδξ οπμθμβίζηδηε ιε ηδκ ιέεμδμ Bradford ηαζ 

πμζυηδηεξ απυ ηα ζηάδζα ημο ηαεανζζιμφ ακαθφεδηακ ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο 

SDS–PAGE 12% ηαζ αημθμφεδζε πνχζδ ιε Coomassie Brilliant Blue R–250 (Δζη. 

3.4). Σεθζηά, απμιμκχεδηε ηαεανή GST–Rab27a:GDP (~ 50 kDa) ζε ζοβηέκηνςζή 

11,5 ιg/ιl. 

 

Δηθ. 3.4: ηάδηα θαζαξηζκνύ ηεο GST–Rab27a. Βαθηεξηαθά θύηηαξα E. coli BL21DE3 

κεηαζρεκαηίζηεθαλ κε πιαζκίδην πνπ εμέθξαδε ηελ GST–Rab27a. Η ππεξέθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο επάρζεθε κε ηελ πξνζζήθε 100 κΜ IPTG. Η απνκόλσζε ηεο GST–Rab27a 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζύκθσλα κε ην εξγαζηεξηαθό πξσηόθνιιν. Η θαζαξή πξσηεΐλε ππέζηε 

δηαπίδπζε έλαληη δηαιύκαηνο πνπ πεξηείρε: 50 mM Tris–HCl pH: 7.5, 100 mM NaCl, 5 mM 

MgCl2, 1 κΜ GDP. Γείγκαηα από όια ηα ζηάδηα ηνπ θαζαξηζκνύ θνξηώζεθαλ ζε πεθηή SDS – 

PAGE 12% θαη αλαιύζεθαλ σο εμήο: (1): Βαθηήξηα πξηλ ηελ επαγσγή κε IPTG (20 κg), (2): 

Βαθηήξηα κεηά από επαγσγή κε IPTG (20 κg), (3): Τπεξθείκελν ησλ νκνγελνπνηεκέλσλ 

βαθηεξίσλ κεηά από κεραληθή ιύζε κε ηε κέζνδν French pressure θαη ππεξθπγνθέληξεζε (20 

κg), (4): Πξσηετληθό ίδεκα ησλ νκνγελνπνηεκέλσλ βαθηεξίσλ κεηά από βαθηεξηαθή ιύζε κε ηε 

κέζνδν French pressure θαη ππεξθπγνθέληξεζε (20 κg), (5): Με πξνζδεκέλεο πξσηεΐλεο κεηά 

ηελ επώαζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ κε ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο–ζεθαξόδεο (20 κg), (6): 

Δθινπζκέλεο πξσηεΐλεο από ηα ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο κε ηελ ρξήζε SDS, (7): Δθινπζκελε 

GST-Rab27a από ηα ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο κεηά ηηο πιύζεηο κε ηε ρξήζε δηαιύκαηνο 

αλεγκέλεο γινπηαζεηόλεο πξηλ ηε δηαπίδπζε (5 κg), (8): Πξσηετληθό ίδεκα κεηά ηε δηαπίδπζε, 
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(9): Καζαξή GST-Rab27a κεηά ηε δηαπίδπζε, (10): 1 κg BSA, (11): 5 κg BSA, (12): 10 κg 

BSA.       

 

3.1.4 Τπεξέθθξαζε θαη θαζαξηζκόο ηεο αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο 6xHis– 

GDI 

Μζα βκςζηή πνςηεΐκδ πμο αθθδθεπζδνά ιε ηδκ Rab5:GDP είκαζ δ RabGDI (ζημ ελήξ 

εα μκμιάγεηαζ GDI). Πνμηεζιέκμο κα πνδζζιμπμζδεεί δ GDI ςξ εεηζηυξ ιάνηοναξ 

ζηα πεζνάιαηα αθθδθεπίδναζδξ, δ πνςηεΐκδ 6xHis–GDI οπενεηθνάζηδηε ηαζ 

ηαεανίζηδηε ζε ααηηδνζαηυ ζηέθεπμξ E. coli BL21DE3 ζφιθςκα ιε ημ 

ενβαζηδνζαηυ πνςηυημθθμ (αθ. εκυηδηα 2.1.5). Μεηά ημ ηέθμξ ημο ηαεανζζιμφ, δ 

ζοβηέκηνςζδ ηδξ 6xHis–GDI εηηζιήεδηε ιε ηδ ιέεμδμ Bradford ηαζ πμζυηδηεξ απυ 

ηα ζηάδζα ημο ηαεανζζιμφ ακαθφεδηακ ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE 

12% ηαζ αημθμφεδζε πνχζδ ιε ηδκ πνςζηζηή Coomassie Brilliant Blue R–250 (Δζη. 

3.5). Καηάθθδθεξ πμζυηδηεξ BSA θμνηχεδηακ ζηζξ ηεθεοηαίεξ δζαδνμιέξ ηδξ 

πδηηήξ, βζα έθεβπμ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηδξ ηαεανήξ 6xHis–GDI. Σεθζηά, 

απμιμκχεδηε ηαεανή 6xHis–GDI (~62 kDa) ζε ζοβηέκηνςζή 8 ιg/ιl. Χζηυζμ, 

παναηδνμφκηαζ δφμ επζπθέμκ γχκεξ ιζηνυηενμο ιμνζαημφ αάνμοξ (24 ηαζ 29 kDa) 

ζημ δείβια ηδξ ηαεανήξ 6xHis–GDI. Δίκαζ πζεακυ δ 6xHis-GDI κα οπυηεζηαζ ζε 

ιενζηή απμζημδυιδζδ απυ εκδμβεκείξ πνςηεάζεξ ηςκ ααηηδνίςκ.  
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Δηθ. 3.5: ηάδηα θαζαξηζκνύ ηεο 6xHis–GDI. Βαθηεξηαθά θύηηαξα E. coli BL21DE3 

κεηαζρεκαηίζηεθαλ κε πιαζκίδην πνπ εμέθξαδε ηελ 6xHis–GDI. Η ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο 

πξαγκαηνπνηήζεθε ρσξίο ηελ παξνπζία IPTG. Ο θαζαξηζκόο ηεο 6xHis–GDI δηεμήρζε 

ζύκθσλα κε ην εξγαζηεξηαθό πξσηόθνιιν. Η θαζαξή 6xHis–GDI ππέζηε δηαπίδπζε έλαληη 

δηαιύκαηνο πνπ πεξηείρε: 50 mM Tris–HCl pH: 7.5, 100 mM NaCl. Γείγκαηα από ηα ζηάδηα 

ηνπ θαζαξηζκνύ ηεο θνξηώζεθαλ ζε πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ SDS–PAGE 12% θαη 

αλαιύζεθαλ σο εμήο: (1): Βαθηήξηα κεηά από ιύζε κε ηε κέζνδν French pressure (20 κg), (2): 

Τπεξθείκελν ησλ νκνγελνπνηεκέλσλ βαθηεξίσλ κεηά από κεραληθή ιύζε κε ηε κέζνδν French 

pressure θαη ππεξθπγνθέληξεζε (20 κg), (3): Πξσηετληθό ίδεκα ησλ νκνγελνπνηεκέλσλ 

βαθηεξίσλ κεηά από βαθηεξηαθή ιύζε κε ηε κέζνδν French pressure θαη ππεξθπγνθέληξεζε 

(20 κg), (4): Με πξνζδεκέλεο πξσηεΐλεο κεηά ηελ επώαζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ κε ζθαηξίδηα 

γινπηαζεηόλεο–ζεθαξόδεο (20 κg),  (5): Δθινπζκέλεο πξσηεΐλεο από ηα ζθαηξίδηα ληθειίνπ κε 

ηε ρξήζε SDS, (6): Πξσηετληθό ίδεκα κεηά ηε δηαπίδπζε, (7): Καζαξή GDI (~62 kDa) κεηά 

από δηαπίδπζε, (8): 1 κg BSA, (9): 5 κg BSA, (10): 10 κg BSA.      

 

3.1.5 Τπεξέθθξαζε θαη θαζαξηζκόο ηεο πξσηεάζεο GST–PreScission 

Ζ πνςηεάζδ GST–PreScission οπενεηθνάζηδηε ηαζ ηαεανίζηδηε ζε ααηηδνζαηυ 

ζηέθεπμξ E. coli BL21DE3 (αθέπε πανάβναθμ 2.1.4) ηαζ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ 

εκγοιαηζηή ζπάζδ ηςκ πνςηεσκχκ GST–ACAT2 ηαζ GST–Rab5a:GDP, ιε ζημπυ ηδκ 

παναβςβή ηαεανήξ ACAT2 ηαζ Rab5a:GDP πςνίξ ηδκ GST εηζηέηα, ακηίζημζπα, 

υπμο ηνίεδηε απαναίηδημ. Μεηά ημ ηέθμξ ημο ηαεανζζιμφ, δ ζοβηέκηνςζδ ηδξ GST–
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PreScission οπμθμβίζηδηε ιε ηδκ ιέεμδμ Bradford ηαζ πμζυηδηεξ απυ υθα ηα ζηάδζα 

ημο ηαεανζζιμφ ηδξ θμνηχεδηακ ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE 12%, δ 

μπμία επελενβάζεδηε ιε ηδκ πνςζηζηή Coomassie Brilliant Blue R–250 βζα πνχζδ 

ηςκ πνςηεσκζηχκ γςκχκ (Δζη. 3.6). Σεθζηά, απμιμκχεδηε δ πνςηεάζδ GST–

PreScission (~ 41 kDa) ζε ζοβηέκηνςζδ 16,83 ιg/ιl, ή 16,83 Units εκγφιμο/ιl, ζε 

ζηακμπμζδηζηά ηαεανή ιμνθή.  

 

Δηθ. 3.6: ηάδηα θαζαξηζκνύ ηεο πξσηεάζεο GST–PreScission. Βαθηεξηαθά θύηηαξα E. 

coli BL21DE3 κεηαζρεκαηίζηεθαλ κε πιαζκίδην πνπ εμέθξαδε ηελ GST-PreScission. Η 

ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο επάρζεθε κε ηελ πξνζζήθε 100 κΜ IPTG. Ο θαζαξηζκόο ηεο 

GST–PreScission δηεμήρζε ζύκθσλα κε ην εξγαζηεξηαθό πξσηόθνιιν. Η θαζαξή πξσηεάζε 

ππέζηε δηαπίδπζε έλαληη δηαιύκαηνο πνπ πεξηείρε: 50 mM Tris–HCl pH: 7.5, 100 mM NaCl, 1 

mM DTT, 1 mM EDTA. Γείγκαηα από ηα ζηάδηα ηνπ θαζαξηζκνύ ηεο θνξηώζεθαλ ζε πεθηή 

πνιπαθξπιακηδίνπ SDS–PAGE 12% θαη αλαιύζεθαλ σο εμήο: (1): Βαθηήξηα πξηλ ηελ επαγσγή 

κε IPTG, (2): Βαθηήξηα κεηά από επαγσγή κε IPTG, (3): Τπεξθείκελν ησλ νκνγελνπνηεκέλσλ 

βαθηεξίσλ κεηά από κεραληθή ιύζε κε ηε κέζνδν French pressure θαη ππεξθπγνθέληξεζε, (4): 

Δθινπζκέλεο πξσηεΐλεο από ηα ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο κε ηελ ρξήζε SDS κεηά ηηο πιύζεηο 

ηνπο, (5): Δθινπζκέλε GST-PreScission από ηα ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο κεηά ηηο πιύζεηο κε 

ηελ ρξήζε δηαιύκαηνο αλεγκέλεο γινπηαζεηόλεο, (6): Πξσηετληθό ίδεκα κεηά ηελ δηαπίδπζε, 

(7): Καζαξή GST–PreScission (~41 kDa) κεηά από δηαπίδπζε. 
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3.2 Μειέηε ηεο εμεηδίθεπζεο ηεο αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ ηεο GST–Rab5a:GDP 

θαη ηεο ACAT2 

Οζ πνςηεΐκεξ πμο πανάπεδηακ ηαζ ηαεανίζηδηακ υπςξ πενζβνάθδηε παναπάκς, 

πνδζζιμπμζήεδηακ ζηζξ in vitro ηεπκζηέξ ζοβηαηαηνήικζζδξ πμο πενζβνάθμκηαζ ζηδ 

ζοκέπεζα, ιε ζημπυ ηδκ ιεθέηδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ ηδξ ακεκενβήξ ιμνθήξ 

ηδξ Rab5a:GDP ηαζ ηδξ ACAT2. 

3.2.1 Ζ ACAT2 αιιειεπηδξά εμεηδηθεπκέλα κε ηελ GST–Rab5a:GDP, κε 

δνζνεμαξηώκελε ζρέζε. 

Γζα ηδκ ιεθέηδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ ηδξ Rab5 ηαζ ηδξ ACAT2, δ πνχηδ 

απμιμκχεδηε ηαζ πνδζζιμπμζήεδηε ςξ πζιαζνζηή πνςηεΐκδ ιε ημ πνυζδεια GST 

(GST–Rab5a:GDP), εκχ δ δεφηενδ πνδζζιμπμζήεδηε ιεηά απυ αθαίνεζδ ηδξ GST 

(αθ. εκυηδηα 3.1.1). Χξ ανκδηζηυξ ιάνηοναξ πνδζζιμπμζήεδηε δ GST–Rab27a:GDP. 

Ανπζηά, αολακυιεκεξ πμζυηδηεξ GST–Rab5a:GDP (12, 30, 90, 270 ιg) ηαζ 270 ιg 

GST–Rab27a:GDP επςάζηδηακ ιε 10 ιg ACAT2 βζα 2 χνεξ, ζημοξ 4°C , οπυ 

ακάδεοζδ. Μεηά ηδ δδιζμονβία ημο ζοιπθυημο GST–Rab5a:GDP/ACAT2, μζ 

παναπάκς πμζυηδηεξ πνμζηέεδηακ ζε 30 ιl ζθαζνζδίςκ ζεθανυγδξ–βθμοηαεεζυκδξ 

(Sepharose 4B Glutathione Beads), ηα μπμία πνμδβμοιέκςξ πθφεδηακ ιε ζζυημκμ 

δζάθοια ηαζ επςάζηδηακ ιε δζάθοια ορδθήξ ζοβηέκηνςζδξ BSA, βζα κα 

εθαπζζημπμζδεμφκ μζ ιδ – εζδζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ (αθ. εκυηδηα 2.7). Αημθμφεδζε 

επχαζδ βζα 1 χνα, ζημοξ 4°C, οπυ πενζζηνμθζηή ακάδεοζδ. Καηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

επχαζδξ, ηα ζφιπθμηα πνμζδέεδηακ ζηα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ ιέζς ημο 

πνμζδέιαημξ GST. Καηυπζκ, ηα ζθαζνίδζα πθφεδηακ ιε ζζυημκμ δζάθοια, βζα κα 

απμιαηνοκεεί δ πμζυηδηα ηδξ αδέζιεοηδξ ACAT2 (Unbound material) ηαζ 

επςάζηδηακ ιε 30 ιl ηαηάθθδθμο δζαθφιαημξ έηθμοζδξ πμο πενζείπε 20 mM EDTA 

ηαζ 100 ιM GTPβS, ζφιθςκα ιε βκςζηυ πνςηυημθθμ (Christoforidis S. & Zerial M., 

2000; Christoforidis S. & Zerial Μ., 2001). Σμ πενζεπυιεκμ ηδξ έηθμοζδξ ηάεε 

δείβιαημξ (1/6 ημο ζοκμθζημφ υβημο έηθμοζδξ) ακαθφεδηε ζε πήηηςια 

πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE ιε επαηυθμοεδ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western 

(Western Blotting) ιε ηδκ πνήζδ ελεζδζηεοιέκμο ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ ACAT2, 

Δζη. 3.7Α). Έπεζηα, μζ γχκεξ πμζμηζημπμζήεδηακ ιε ηδ πνήζδ ημο πνμβνάιιαημξ 

ImageJ (Δζη. 3.7Β). Όπςξ ήηακ ακαιεκυιεκμ, δ ACAT2 ακζπκεφεδηε ιυκμ ζημ 

πενζεπυιεκμ ηδξ έηθμοζδξ απυ ηδκ ζηήθδ ιε ηδκ GST–Rab5a:GDP, εκχ δεκ 

παναηδνήεδηε ακζπκεφζζιμ ζήια ζηδκ ζηήθδ ιε ηδκ GST–Rab27a:GDP, μφηε ζε 
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εηείκδ ιε «ηεκά» ζθαζνίδζα, βεβμκυξ πμο απμδεζηκφεζ ηδκ ελεζδίηεοζδ ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ Rab5:GDP ηαζ ACAT2. Μζα αηυιδ παναηήνδζδ πμο 

εκζζπφεζ ημ ζοιπέναζια υηζ δ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ είκαζ 

ελεζδζηεοιέκδ απμηεθεί ημ βεβμκυξ υηζ δ αθθδθεπίδναζδ δζαζπάηαζ απυ ηδ πνήζδ ημο 

πδθζημφ πανάβμκηα EDTA (ιέζμ έηθμοζδξ ηδξ ζηήθδξ). Σμ EDTA αθαζνεί ηα ζυκηα 

Mg
2+

 απυ ηδκ Rab5, πνμηαθχκηαξ έηζζ ηδκ απμδέζιεοζδ ημο GDP. Σμ βεβμκυξ υηζ δ 

ζφκδεζδ Rab5-ACAT2 ελανηάηαζ απυ ημ GDP, πμο είκαζ βκςζηυ υηζ επδνεάγεζ ηδκ 

δζαιυνθςζδ ηδξ Rab5 είκαζ ζζπονή έκδεζλδ ηδξ ελεζδίηεοζδξ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ. 

Αλζμζδιείςημ είκαζ ημ βεβμκυξ πςξ δ πνυζδεζδ ηδξ ACAT2 ζηδκ GST–Rab5a:GDP 

αημθμοεμφζε δμζμελανηχιεκδ ζπέζδ, δδθαδή μθμέκα ηαζ ιεβαθφηενμ πμζμζηυ ηδξ 

ACAT2 πνμζδεκυηακ ζε αολακυιεκεξ πμζυηδηεξ ηδξ GST–Rab5a:GDP. Βαζζζιέκμζ 

ζε δζαθμνεηζηά πεζνάιαηα ιε ηδκ ηεπκζηή ζοβηαηαηνήικζζδξ, εηηζιήεδηε πςξ 

πενίπμο ημ 40–50% ηδξ ζοκμθζηήξ πμζυηδηαξ ηδξ πνμζηζεέιεκδξ ACAT2 

πνμζδέεδηε ζηδκ ζηήθδ ιε ηδκ GST–Rab5a:GDP. Σμ πμζμζηυ πνυζδεζδξ ηςκ δφμ 

πνςηεσκχκ ηνίκεηαζ αλζμζδιείςημ ακ θάαμοιε οπυρδ ημ βεβμκυξ υηζ μζ δφμ πνςηεΐκεξ 

πανάβμκηαζ ζε ακαζοκδοαζιέκδ ιμνθή ζε ααηηδνζαηυ ζφζηδια έηθναζδξ, ηαζ 

επμιέκςξ πζεακά κα ιδκ έπμοκ απυθοηα ηδκ θοζζηή ημοξ ιμνθή (native) υπςξ εα 

πανάβμκηακ ζε εοηανοςηζηά ηφηηανα.  
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Δηθ. 3.7: Ζ ACAT2 αιιειεπηδξά κε ηελ αλελεξγή κνξθή ηεο GST–Rab5a:GDP κε 

δνζνεμαξηώκελε ζρέζε. (Α): 10 κg ACAT2 επσάζηεθαλ κε απμαλόκελεο πνζόηεηεο GST–

Rab5a (12, 30, 90, 270 κg, θέζεις 1–4) θαη ην κείγκα πξνζηέζεθε ζε ζθαηξίδηα ζεθαξόδεο – 

γινπηαζεηόλεο, ηα νπνία πξνεγνπκέλσο επσάζηεθαλ κε δηάιπκα πνπ πεξηείρε 10 mg/ml 

αιβνπκίλε νξνύ βννεηδνύο (BSA). Ωο αξλεηηθνί κάξηπξεο, ίδηα πνζόηεηα ACAT2 (10 κg) 

επσάζηεθε κε 270 κg GST–Rab27a:GDP (θέζη 5) θαζώο θαη κε «θελά» ζθαηξίδηα θάησ από 

ηηο ίδηεο ζπλζήθεο (control empty beads, θέζη 6). Η έθινπζε ηεο ACAT2 από ηα ζθαηξίδηα 

επηηεύρζεθε κεηά από επώαζε ησλ ηειεπηαίσλ κε δηάιπκα πνπ πεξηείρε EDTA, ην νπνίν 

απνδεζκεύεη ην ζύκπινθν λνπθιενηηδίνπ GDP/Mg
2+

 θαη απειεπζεξώλεη ηηο πξνζδεκέλεο 

πξσηεΐλεο. Σν 1/6 ηνπ ζπλνιηθνύ όγθνπ έθινπζεο (5 κl από ζπλνιηθά 30 κl όγθνπ έθινπζεο) 

όισλ ησλ δεηγκάησλ αλαιύζεθε κε αλνζναπνηύπσζε θαηά Western κε εηδηθό αληίζσκα έλαληη 

ηεο ACAT2. Πνζόηεηεο θαζαξήο ACAT2 (1, 10, 100 ng) θνξηώζεθαλ ζηηο ηειεπηαίεο ζέζεηο 

ηνπ πεθηώκαηνο γηα ηελ εθηίκεζε ηνπ πνζνζηνύ ηεο πξνζδεκέλεο ACAT2 ζηελ ζηήιε ηεο GST-

Rab5a:GDP (θέζεις 7–9). (Β): Ηκη–πνζνηηθνπνίεζε ηεο έληαζεο ησλ αλνζνδξαζηηθώλ δσλώλ 

ηεο ACAT2 ηνπ Western blot ζην Α κε ηε ρξήζε ηνπ ινγηζκηθνύ ImageJ. Η αιιειεπίδξαζε ηνπ 

δείγκαηνο ησλ 10 κg ACAT2 ζηα 270 κg GST–Rab5a:GDP νξίζηεθε απζαίξεηα σο 100%. Από 

ηελ άιιε, ηα επίπεδα ηεο ACAT2 ζηνπο αξλεηηθνύο κάξηπξεο δελ ήηαλ αληρλεύζηκα. 

 

     1            2            3            4               5           6             7            8              9 



 
 

72 
 

3.2.2 Μεηά ηελ έθινπζε κε EDTA, ελ ζπλερεία έθινπζε ηεο ζηήιεο κε 

γινπηαζεηόλε θαηαδεηθλύεη όηη ην κεγαιύηεξν πνζνζηό ηεο ACAT2 ζπλδέεηαη 

ζηελ Rab5 κε δεζκνύο πνπ εμαξηώληαη από ην λνπθιενηίδην GDP.  

Μεηά ηδκ έηθμοζδ ηςκ παναπάκς δεζβιάηςκ ιε EDTA (υπμο εηθμφζηδηε δ 

πμζυηδηα ηδξ ACAT2 πμο ζοκδέμκηακ ιε ηδκ δζαιυνθςζδ ηδξ Rab5 πμο ελανηάηαζ 

απυ ημ κμοηθεμηίδζμ GDP), πνμπςνήζαιε ζε επχαζδ ηςκ ζθαζνζδίςκ ιε 30 ιl 

δζαθφιαημξ ακδβιέκδξ βθμοηαεεζυκδξ πνμηεζιέκμο κα πνμζδζμνίζμοιε ηδκ πμζυηδηα 

ηδξ ACAT2 πμο αθθδθεπζδνά ιε ηδκ Rab5 πςνίξ ηδκ ακάβηδ ημο κμοηθεμηζδίμο 

GDP. Να ζδιεζςεεί υηζ ιεηά ηδκ εζδζηή έηθμοζδ ηδξ πνμζδειέκδξ ACAT2 απυ ηδκ 

ζηήθδ ηδξ GST-Rab5a:GDP ιε EDTA, πναβιαημπμζήεδηακ δφμ πθφζεζξ ηςκ 

ζθαζνζδίςκ ιε ημ ίδζμ δζάθοια (500 ιl ακά πθφζδ), βζα κα απμιαηνοκεεί δ πμζυηδηα 

ηδξ εηθμοζιέκδξ ACAT2 απυ ημκ κεηνυ υβημ ηςκ ζθαζνζδίςκ.  Μεηά ημ πέναξ ηδξ 

έηθμοζδξ ιε βθμοηαεεζυκδ, ημ 1/6 ημο ζοκμθζημφ υβημο ηςκ εηθμοζιέκςκ δεζβιάηςκ 

θμνηχεδηε ζε πήηηςια πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE 12% ηαζ αημθμφεδζε 

πεναζηένς ακάθοζδ ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western (Δζη. 3.8). Παναηδνήεδηε υηζ 

θζβυηενμ απυ 1% ηδξ ζοκμθζηήξ πνμζηζεέιεκδξ ACAT2 (< 10 ng ακζπκεφζζιδξ 

πμζυηδηαξ ACAT2 ζε ηάεε δείβια), ζοβηνζηζηά ιε ηα εηθμοζιέκα δείβιαηα ιε 

EDTA, εηθμφεηαζ απυ ηα ζθαζνίδζα ιε δζάθοια ακδβιέκδξ βθμοηαεεζυκδξ, 

αημθμοεχκηαξ ηδκ ίδζα δμζμελανηχιεκδ ζπέζδ (αθ. εκυηδηα 3.2.1). Δπζπνυζεεηα, ηα 

απμηεθέζιαηα ηδξ ακάθοζδξ ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ηςκ εηθμοζιέκςκ 

δεζβιάηςκ ιε EDTA ηαζ ηςκ εηθμοζιέκςκ δεζβιάηςκ ιε δζάθοια ακδβιέκδξ 

βθμοηαεεζυκδξ ήηακ ζοβηνίζζια ιεηαλφ ημοξ, ηαεχξ μζ δφμ εηθμφζεζξ 

πναβιαημπμζήεδηακ ζημκ ίδζμ ηεθζηυ υβημ (30 ιl) ηαζ ίδζεξ πμζυηδηεξ ηςκ δεζβιάηςκ 

(1/6 ημο ζοκμθζημφ υβημο έηθμοζδξ ζε ηάεε πενίπηςζδ) ακαθφεδηακ πεναζηένς. Σα 

παναπάκς απμηεθέζιαηα επζαεααζχκμοκ υηζ δ ζφκδεζδ ηδξ ACAT2 ζηδκ GST–

Rab5a:GDP πναβιαημπμζείηαζ εζδζηά ζηδκ δζαιυνθςζδ ηδξ Rab5 πμο ελανηάηαζ απυ 

ημ κμοηθεμηίδζμ GDP. 
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Δηθ. 3.8: Διάρηζηεο πνζόηεηεο ACAT2 αληρλεύζεθαλ ζε δείγκαηα κεηά από έθινπζε ησλ 

ζθαηξηδίσλ γινπηαζεηόλεο κε δηάιπκα αλεγκέλεο γινπηαζεηόλεο. Οη πξσηεΐλεο GST–

Rab5a:GDP θαη GST–Rab27a:GDP παξέκεηλαλ πξνζδεκέλεο ζηα ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο 

κεηά ηελ επώαζή ηνπο κε δηάιπκα πνπ πεξηείρε EDTA. Δπηπιένλ, κεηά ηελ έθινπζε κε EDTA, 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ δύν πιύζεηο (500 κl αλά πιύζε) κε δηάιπκα EDTA, κε ζθνπό ηελ 

απνκάθξπλζε ηεο εθινπζκέλεο ACAT2 από ηνλ λεθξό όγθν ησλ ζθαηξηδίσλ. ηε ζπλέρεηα, ηα 

ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο επσάζηεθαλ κε δηάιπκα αλεγκέλεο γινπηαζεηόλεο θαη νη εθινπζκέλεο 

πξσηεΐλεο αλαιύζεθαλ ζε πήθησκα πνιπαθξπιακηδίνπ SDS–PAGE 12% θαη αλνζναπνηύπσζε 

θαηά Western. Οη πνζόηεηεο ηεο ACAT2 αληρλεύζεθαλ κε ηε ρξήζε αληηζώκαηνο έλαληη ηεο 

ACAT2. Διάρηζηεο πνζόηεηεο ACAT2 παξαηεξήζεθαλ ζηα δείγκαηα κε απμαλόκελεο πνζόηεηεο 

GST–Rab5a:GDP (12, 30, 90, 270 κg, θέζεις 1–4) κεηά ηελ αλάθηεζε ησλ ηειεπηαίσλ κε 

δηάιπκα αλεγκέλεο γινπηαζεηόλεο. Η GST–Rab27a:GDP ρξεζηκνπνηήζεθε σο αξλεηηθόο 

κάξηπξαο (θέζη 5). Ωο δεύηεξν δείγκα αξλεηηθνύ κάξηπξα ρξεζηκνπνηήζεθαλ «θελά» 

ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο (θέζη 6). Σέινο, ρξεζηκνπνηήζεθε σο ζεηηθόο κάξηπξαο δείγκα πνπ 

πεξηείρε ACAT2 πνπ εθινύζζεθε κε EDTA από ζηήιε πνπ πεξηείρε 270 κg GST–Rab5a:GDP 

(θέζη 7).     

 

3.2.3 Πεξαηηέξσ έθινπζε ηεο ζηήιεο κε SDS θαηαδεηθλύεη όηη ε ACAT2 

αιιειεπηδξά εμεηδηθεπκέλα κε ηελ GST–Rab5a:GDP θαη όρη κε εηδηθά κε ηα 

ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο.  

Μεηά ηδκ έηθμοζδ ηςκ παναπάκς δεζβιάηςκ ιε βθμοηαεεζυκδ, πνμπςνήζαιε ζε 

επχαζδ ηςκ ζθαζνζδίςκ ιε ορδθή ζοβηέκηνςζδ SDS (ζζπονυξ απμδζαηαηηζηυξ 

πανάβμκηαξ) ιε ζημπυ κα δζενεοκήζμοιε ακ οπάνπεζ ηάπμζμ πμζμζηυ ηδξ ACAT2 

πμο ζοκδέεηαζ ιδ εζδζηά ιε ηα ζθαζνίδζα. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, ιεηά ημ πέναξ ηδξ 

έηθμοζδξ ηςκ ζθαζνζδίςκ ιε βθμοηαεεζυκδ (αθέπε πνμδβμφιεκδ πανάβναθμ), 

πνμζηέεδηακ 30 ιl SDS ζηα ζθαζνίδζα ηαζ ημ 1/3 ημο ζοκμθζημφ υβημο ηςκ 
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εηθμοζιέκςκ δεζβιάηςκ θμνηχεδηε ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE 12% 

ηαζ αημθμφεδζε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε ακηίζςια έκακηζ ηδξ ACAT2 

(Δζη. 3.9). Παναηδνήεδηε υηζ εθάπζζηδ πμζυηδηα ACAT2 εηθμφζεδηε ιε SDS, πςνίξ 

δμζμελάνηδζδ. οκεπχξ, έκα πμθφ ιζηνυ ιένμξ ηδξ ACAT2 ζοκδέεηαζ ιδ εζδζηά ζηα 

ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ. οβηνίκμκηαξ ηα απμηεθέζιαηα ηςκ ακαθφζεςκ ηςκ 

πνμδβμφιεκςκ δεζβιάηςκ (εηθμοζιέκα δείβιαηα ιε EDTA ηαζ εηθμοζιέκα δείβιαηα 

ιε βθμοηαεεζυκδ), παναηδνήεδηε πςξ ιυθζξ 15 ng ACAT2 (< 1% ηδξ ζοκμθζηήξ 

ACAT2 πμο πνμζηέεδηε ανπζηά ζηδ ζηήθδ GST-Rab5a:GDP) πνμζδέεδηακ ιδ 

εζδζηά ζηα ζθαζνίδζα. Ζ πμζυηδηα αοηή είκαζ πμθφ ιζηνή ζοβηνζηζηά ιε ηδκ 

δμζμελανηχιεκδ ζπέζδ αθθδθεπίδναζδξ ηδξ GST-Rab5a:GDP ηαζ ηδξ ACAT2 

(υπςξ πνμζδζμνίζεδηε ιε ηδκ έηθμοζδ ιε EDTA), βεβμκυξ πμο εκζζπφεζ ημ 

ζοιπέναζια υηζ δ ζφκδεζδ ηδξ ACAT2 ζηα ζθαζνίδζα πμο πενζέπμοκ GST-Rab5GDP 

είκαζ εζδζηή.  

 

 

Δηθ. 3.9: Πνιύ κηθξέο πνζόηεηεο ACAT2 εθινύζζεθαλ κεηά από επώαζε ησλ 

ζθαηξηδίσλ κε SDS.  Σα παξαπάλσ ζθαηξίδηα (βι. ελόηεηα 3.2.2) επσάζηεθαλ κε 30 κl SDS, 

πνπ απνηειεί έλαλ ηζρπξό απνδηαηαθηηθό παξάγνληα ησλ πξσηετλώλ. Η επίδξαζε κε SDS 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζε όια ηα παξαπάλσ δείγκαηα θαη, ζηε ζπλέρεηα, ην 1/3 ηνπ ζπλνιηθνύ 

όγθνπ ησλ εθινπζκέλσλ δεηγκάησλ (10 κl) θνξηώζεθε ζε πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ SDS–

PAGE 12% θαη αλαιύζεθε κε αλνζναπνηύπσζε θαηά Western. Οη πνζόηεηεο ηεο ACAT2 

αληρλεύζεθαλ κε ηε ρξήζε αληηζώκαηνο έλαληη ηεο ACAT2. Πνιύ κηθξέο πνζόηεηεο ACAT2 πνπ 

αιιειεπηδξνύζε κε εηδηθά κε ηα ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο παξαηεξήζεθαλ ζε όια ηα δείγκαηα 

(θέζεις 1–4). Η GST–Rab27a:GDP ρξεζηκνπνηήζεθε σο αξλεηηθόο κάξηπξαο (θέζη 5). 

Παξόκνηα ζπκπεξάζκαηα πξνθύπηνπλ θαη από ην δείγκα ηνπ δεύηεξνπ αξλεηηθνύ κάξηπξα 

(πνζόηεηα ηεο ACAT2 ζε «θελά» ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο, θέζη 6). Σέινο, γλσζηέο πνζόηεηεο 

απνκνλσκέλεο ACAT2 (5, 10, 20 ng, θέζεις 7–9 αληίζηνηρα) θνξηώζεθαλ κε ζθνπό ηελ 

εθηίκεζε ηεο ζπλνιηθήο πνζόηεηαο ησλ πξνεγνύκελσλ δεηγκάησλ.  
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3.2.4 Ζ ACAT2 αιιειεπηδξά εμεηδηθεπκέλα κόλν κε ην πξσηετληθό ηκήκα ηεο 

GST–Rab5a:GDP θαη όρη κε ην GDP λνπθιενηίδην. 

Απυ ηα παναπάκς δεδμιέκα πνμηφπηεζ υηζ δ ACAT2 ζοκδέεηαζ ιε ηδκ Rab5 ιε έκα 

ιδπακζζιυ πμο ελανηάηαζ απυ ημ κμοηθεμηίδζμ GDP (αθμφ ημ EDTA, ημ μπμίμ 

αθαζνεί ημ ζφιπθμημ GDP/Mg
2+

, πνμηαθεί έηθμοζδ ηδξ ACAT2 απυ ηδ ζηήθδ). Σα 

δεδμιέκα αοηά ιαξ μδήβδζακ ζημ κα δζενεοκήζμοιε ακ δ ACAT2 ζοκδέεηαζ ιε ηδκ 

Rab5 αοηή ηαεεαοηή (ηδξ μπμίαξ δ δζαιυνθςζδ ελανηάηαζ απυ ημ κμοηθεμηίδζμ), ή 

ακ ζοκδέεηαζ απθά ηαζ ιυκμ ιε ημ κμοηθεμηίδζμ (πμο είκαζ ζοκδεδειέκμ ζηδ Rab5) 

πςνίξ δ αθθδθεπίδναζδ κα πενζθαιαάκεζ ηδκ Rab5 ηδκ ίδζα. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, 

πναβιαημπμζήεδηε πνμεπχαζδ ηδξ ACAT2 ιε αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ GDP 

(χζηε κα δμεεί δ δοκαηυηδηα ζηδκ ACAT2 κα ζοκδεεεί πνχηα ιε ημ κμοηθεμηίδζμ, ακ 

οπάνπεζ δ αθθδθεπίδναζδ αοηή) ηαζ ζηδκ ζοκέπεζα έβζκε δ επχαζή ηδξ ιε ζθαζνίδζα 

ζηα μπμία ήηακ πνμζδειέκδ δ GST–Rab5a:GDP, ηαζ πναβιαημπμζήεδηε ημ 

πνςηυημθθμ ζοβηαηαηνήικζζδξ (αθ. εκυηδηα 2.7). Καηυπζκ, ηα δείβιαηα πμο 

εηθμφζηδηακ θμνηχεδηακ ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE 12% ηαζ 

ακαθφεδηακ ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε ηδ πνήζδ ελεζδζηεοιέκμο 

ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ ACAT2 (Δζη. 3.10Α). Δπζπνυζεεηα, δ πμζυηδηα ηδξ ACAT2 

ζε ηάεε δείβια έηθμοζδξ οπμθμβίζηδηε ιε ηδκ πνςιαημιεηνζηή ιέεμδμ Bradford ηαζ 

εηηζιήεδηε ημ πμζμζηυ (%) ηδξ ACAT2 πμο πνμζδέεδηε ζηδκ GST-Rab5a:GDP. 

Όπςξ θαίκεηαζ ζηδκ  Δζη. 3.10Β, πνμεπχαζδ ηδξ ACAT2 αηυιδ ηαζ ιε ηδκ ιέβζζηδ 

πμζυηδηα GDP (1 mM) δεκ ιείςζε ηδκ πμζυηδηα ηδξ πνμζδειέκδξ ACAT2 ζηδκ 

Rab5, ζε ζφβηνζζδ ιε ημ δείβια πμο πνμεπςάζηδηε απμοζία GDP. Μάθζζηα, 

θαίκεηαζ κα ζοκδέεηαζ ιεβαθφηενδ πμζυηδηα ηδξ ACAT2 ζηδκ Rab5 υηακ έπεζ 

πνμδβδεεί επχαζδ ηδξ ACAT2 ιε 1 mM GDP ζε ζπέζδ ιε ηδκ πνμεπχζδ ιε 0 mM 

κμοηθεμηζδίμο. Ακ ηαζ δεκ είκαζ δοκαηυ κα εηηζιδεεί ζηδ θάζδ αοηή ακ μζ δζαθμνέξ 

πμο παναηδνμφκηαζ ιεηαλφ ηςκ δεζβιάηςκ είκαζ ζηαηζζηζηά ζδιακηζηέξ (ημ πείναια 

έβζκε ιυκμ ιία θμνά), ιπμνεί ηακείξ κα ελάβεζ ημ ζοιπέναζια υηζ δ πνμεπχαζδ ιε 

GDP δεκ επδνεάγεζ ηδκ ζφκδεζδ ηδξ ACAT2 ιε ηδκ Rab5. Σα δεδμιέκα αοηά 

οπμδεζηκφμοκ υηζ δ ACAT2 δεκ ζοκδέεηαζ απθά ηαζ ιυκμ ιε ημ GDP ηδξ Rab5, αθθά 

ιε ηδ Rab5 αοηή ηαεεαοηή, ζηδ δζαιυνθςζή ηδξ πμο ελανηάηαζ απυ ημ GDP (αθμφ, 

υπςξ εζπχεδηε πζμ πάκς, ημ ζφιπθμημ Rab5-ACAT2 δζαζπάηαζ ιε ημ EDTA).  
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Δηθ. 3.10: Ζ ACAT2 αιιειεπηδξά εμεηδηθεπκέλα κε ην πξσηετληθό κέξνο ηεο GST–

Rab5a:GDP θαη όρη κε ην GDP λνπθιενηίδην. Η ζπλνιηθή πνζόηεηα ηεο ACAT2 πνπ 

πξνζηέζεθε ζε απηή ηελ ηερληθή ζπγθαηαθξήκληζεο ζπκππθλώζεθε θαη, ζηε ζπλέρεηα, έλα κέξνο 

ηεο (~48 κg) επσάζηεθε κε απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο GDP λνπθιενηηδίνπ (0, 100 θαη 1000 

κΜ, θέζεις 1–3). Καηόπηλ, ηα 48 κg ηεο ACAT2 πξνζηέζεθαλ ζε 20 κl ζθαηξηδίσλ 

γινπηαζεηόλεο πνπ πεξηείραλ 290 κg GST–Rab5a:GDP. Αθνινύζεζε παξόκνηα δηαδηθαζία κε 

ηηο πξνεγνύκελεο ηερληθέο ζπγθαηαθξήκληζεο, σο πξνο ηα ζηάδηα ησλ πιύζεσλ θαη ηεο εηδηθήο 

έθινπζεο ηεο ACAT2. Να ζεκεησζεί όηη ζηα δείγκαηα ζεηηθνύ (GST–Rab5a:GDP, θέζη 4) θαη 

αξλεηηθνύ κάξηπξα (GST–Rab27a:GDP, θέζη 5) δελ πξνεγήζεθε επώαζε ηεο ACAT2 κε 

πνζόηεηα GDP λνπθιενηηδίνπ, αιιά ε πξσηεΐλε πξνζηέζεθε ηαπηόρξνλα ζηα ζθαηξίδηα 

γινπηαζεηόλεο καδί κε 1 mM GDP λνπθιενηηδίνπ. (Α): Αλνζναπνηύπσζε θαηά Western ησλ 

εθινπόκελσλ πνζνηήησλ ηεο ACAT2 κε εμεηδηθεπκέλν αληίζσκα έλαληη ηεο ACAT2. 

Παξαηεξήζεθε αιιειεπίδξαζε ηεο ACAT2 κε ηελ GST–Rab5a:GDP ζε όιεο ηηο πεξηπηώζεηο, 

εθηόο ηνπ δείγκαηνο αξλεηηθνύ κάξηπξα. (Β): Οη ζπγθεληξώζεηο ησλ εθινπόκελσλ πνζνηήησλ 

ηεο ACAT2 θάζε δείγκαηνο ππνινγίζηεθαλ κε ηελ κέζνδν Bradford θαη πξνζδηνξίζζεθε ην 

πνζνζηό (%) ηεο πξνζδεκέλεο ACAT2 ζηελ GST–Rab5a:GDP. Αλ θαη νη δηαθνξέο κεηαμύ ησλ 

πεηξακαηηθώλ δεηγκάησλ θαη ηνπ αξλεηηθνύ κάξηπξα είλαη πξόδειεο, δελ είλαη δπλαηό λα 

εθηηκεζεί αλ νη κηθξέο δηαθνξέο κεηαμύ ησλ πεηξακαηηθώλ δεηγκάησλ είλαη ζηαηηζηηθά 

ζεκαληηθέο, αθνύ ην πείξακα έγηλε κόλν κία θνξά. 

3.2.5 Ζ 6xHis–GDI δελ αιιειεπηδξά κε ηελ GST–Rab5a:GDP όηαλ εθθξάδνληαη 

ζε βαθηεξηαθό ζύζηεκα. 

ημ ηοηηανυπθαζια, δ Rab5 ζηδκ GDP ιμνθή ηδξ αθθδθεπζδνά ιε ηδκ πνςηεΐκδ 

RabGDI (ή απθά GDI), δ μπμία είκαζ οπεφεοκδ βζα ηδ ιεηαθμνά ηδξ Rab5 ζηδκ 

   1                   2                   3                    4                 5            
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ιειανάκδ ημο εκδμζχιαημξ. Δπίζδξ, δ GDI πνμηαθεί απυζπαζδ ηδξ Rab5:GDP απυ 

ηδκ ιειανάκδ, δδιζμονβχκηαξ ζφιπθμημ ιε ηδκ Rab5 ζημ ηοηηανυπθαζια έςξ υημο 

λεηζκήζεζ έκαξ κέμξ ηφηθμξ ιεηαθμνάξ ηδξ Rab5 ζε επυιεκδ ιειανάκδ–ζηυπμ. 

οκεπχξ, δεδμιέκμο υηζ, πανυιμζα ιε ηδκ GDI, δ ACAT2 είκαζ ηοηηανμπθαζιαηζηή 

πνςηεΐκδ πμο ζοκδέεηαζ ιε ηδ Rab5 ζηδ GDP ιμνθή, ηίεεηαζ ημ ενχηδια ακ δ Rab5 

αθθδθεπζδνά ηαοηυπνμκα ιε ηδ GDI ηαζ ηδκ ACAT2 (δδιζμονβχκηαξ έκα ηνζιενέξ 

ζφιπθμημ), ή ακ οθίζηαηαζ ακηαβςκζζιυξ ιεηαλφ ηδξ ACAT2 ηαζ ηδξ GDI βζα 

ζφκδεζδ ιε ηδκ Rab5:GDP. Γζα κα δζενεοκδεμφκ ηα δφμ παναπάκς εκδεπυιεκα 

έπνεπε πνμδβμοιέκςξ κα παναπεεί δ πνςηεΐκδ 6xHis-GDI (αθ. εκυηδηα 2.1.5) ηαζ κα 

εθεβπεεί δ αθθδθεπίδναζή ηδξ ιε ηδκ Rab5:GDP, υηακ ηαζ μζ δφμ πνςηεΐκεξ 

πανάβμκηαζ ζε ααηηδνζαηυ ζφζηδια έηθναζδξ. 

Γζα ηδκ ιεθέηδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ ηδξ 6xHis-GDI ηαζ ηδξ GST–

Rab5a:GDP, πμζυηδηα ηδξ 6xHis–GDI πνμζηέεδηε ζε ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ ηα 

μπμία πενζείπακ GST–Rab5a:GDP (αθ. εκυηδηα 2.7). Έπεζηα, οθμπμζήεδηε δ 

πεζναιαηζηή δζαδζηαζία ηδξ ηεπκζηήξ ζοβηαηαηνήικζζδξ. Σμ ζφκμθμ ημο 

εηθμοζιέκμο δείβιαημξ θμνηχεδηε ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο SDS–PAGE 12% 

ηαζ αημθμφεδζε πνχζδ πνχηα ιε Coomassie Brilliant Blue R–250 ηαζ, ζηδ ζοκέπεζα, 

ιε δζάθοια κζηνζημφ ανβφνμο (Silver stain), βζα αφλδζδ ηδξ εοαζζεδζίαξ ακίπκεοζδξ. 

Να ζδιεζςεεί υηζ ζηα ζοβηεηνζιέκα πεζνάιαηα δεκ πνδζζιμπμζήεδηε πμζυηδηα BSA 

βζα ηδκ ιείςζδ ηςκ ιδ εζδζηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ, δζυηζ έπεζ πανυιμζμ ιμνζαηυ αάνμξ 

ιε ηδκ GDI (~62 kDa) ηαζ δεκ εα ήηακ εθζηηυξ μ δζαπςνζζιυξ ηςκ δφμ γςκχκ ιεηά 

ηδκ επελενβαζία ιε ημκ κζηνζηυ άνβονμ. Χξ δείβια ανκδηζημφ ιάνηονα 

πνδζζιμπμζήεδηακ «ηεκά» ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ, ηα μπμία επςάζηδηακ ιε ηδκ 

ίδζα πμζυηδηα 6xHis–GDI ηάης απυ ηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ ζοβηνζηζηά ιε ημ οπυ ιεθέηδ 

δείβια. Όπςξ θαίκεηαζ ζηδκ Δζη. 3.11, ζημ δείβια ιε ηδκ GST–Rab5a:GDP δεκ 

ειθακίγεηαζ ηάπμζα γχκδ πμο κα ακηζζημζπεί ζημ ιμνζαηυ αάνμξ ηδξ 6xHis-GDI (δ 

έκημκδ γχκδ πμο θαίκεηαζ ζηα 50 kDa ακηζζημζπεί ζηδκ GST-Rab5 πμο δζέννεοζε 

απυ ηα ζθαζνίδζα (παναηδνείηαζ πάκηα ζηα πεζνάιαηα ζοβηαηαηνήικζζδξ, ζδζαίηενα 

υηακ πνδζζιμπμζμφκηαζ εοαίζεδηεξ ηεπκζηέξ ακίπκεοζδξ, υπςξ δ πνχζδ ιε κζηνζηυ 

άνβονμ). Ζ έθθεζρδ αθθδθεπίδναζδξ ηδξ 6xHis-GDI ιε ηδκ Rab5 ζημ ζφζηδια αοηυ 

πζεακυηαηα μθείθεηαζ ζημ βεβμκυξ υηζ ηαζ μζ δφμ πνςηεΐκεξ εηθνάζηδηακ ζε 

ααηηδνζαηυ ζφζηδια έηθναζδξ (E. coli BL21DE3). ηα εοηανοςηζηά ηφηηανα δ 

GDI ακαβκςνίγεζ ηζξ πνεκοθζςιέκεξ ιμνθέξ ηςκ Rab πνςηεσκχκ (αθ. εκυηδηα 1.3.1) 
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(Seabra M. C. & Wasmeier C., 2004; Seixas E. et.al, 2013). οκεπχξ, δεδμιέκμο υηζ 

ηα ααηηήνζα δεκ δζαεέημοκ ημοξ απαναίηδημοξ ιδπακζζιμφξ ιεηα-ιεηαθναζηζηήξ 

πνεκοθίςζδξ, θαίκεηαζ πςξ δεκ είκαζ εθζηηυ κα ιεθεηδεεί δ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ 

Rab5 ηαζ GDI πνδζζιμπμζχκηαξ πνςηεΐκεξ πμο πανάβμκηαζ ζε ααηηδνζαηά 

ζοζηήιαηα έηθναζδξ.  

 

 

Δηθ. 3.11: Ζ 6xHis-GDI δελ αιιειεπηδξά κε ηελ GST–Rab5a:GDP όηαλ νη δπν 

πξσηεΐλεο εθθξάδνληαη ζε βαθηήξηα. πλνιηθή πνζόηεηα 1554 κg 6xHis-GDI πξνζηέζεθε 

ζε 30 κl ζθαηξηδίσλ γινπηαζεηόλεο πνπ είραλ πξνζδεκέλα 300 κg GST–Rab5a:GDP. Σα 

ζθαηξίδηα δελ επσάζηεθαλ κε BSA γηα ηελ θάιπςε ησλ κε εηδηθώλ ζέζεσλ εμαηηίαο ηνπ 

παξόκνηνπ κνξηαθνύ βάξνπο ηεο κε ηελ 6xHis-GDI (62 kDa). Μεηά ηελ επώαζε, αθνινύζεζαλ 

πιύζεηο θαη έθινπζε κε EDTA. Οιόθιεξε ε πνζόηεηα ηεο εθινπόκελεο 6xHis-GDI (~24 κl, 

θέζη 1) θνξηώζεθε ζε πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ SDS–PAGE 12%, αθνινύζεζε ρξώζε κε 

Coomassie θαη, θαηόπηλ, κε δηάιπκα ληηξηθνύ αξγύξνπ (Silver stain). Γελ αληρλεύζεθε 

πνζόηεηα ηεο 6xHis-GDI ζην δείγκα πνπ επσάζηεθε κε ηελ GST–Rab5a:GDP, παξά κόλν 

κηθξή πνζόηεηα GST–Rab5a:GDP (~3 κg), ε νπνία δηέξξεπζε από ηα ζθαηξίδηα 

γινπηαζεηόλεο. Δπηπιένλ, σο δείγκα αξλεηηθνύ κάξηπξα ρξεζηκνπνηήζεθαλ «θελά» ζθαηξίδηα 

γινπηαζεηόλεο, ηα νπνία επσάζηεθαλ κε 1554 κg 6xHis-GDI θαη θνξηώζεθε νιόθιεξε ε 

πνζόηεηα ηνπ εθινπζκέλνπ δείγκαηνο (~24 κl, θέζη 2). Σέινο θνξηώζεθαλ απμαλόκελεο 

πνζόηεηεο θαζαξήο 6xHis-GDI (θέζεις 3–6) θαζώο θαη θαζαξήο GST–Rab5a (θέζεις 7–10) 

γηα πνηνηηθή ζύγθξηζε. 

  1               2                                                   3     4       5         6         7          8           9        10 
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3.3 Ζ αιιειεπίδξαζε κεηαμύ ηεο Rab5a:GDP θαη ηεο ACAT2 είλαη αζζελήο θαη 

εμώζεξκε 

Πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ Rab5:GDP ηαζ ACAT2 ιε ιζα 

αζμθοζζηή πνμζέββζζδ ηαζ κα οπμθμβζζημφκ μζ εενιμδοκαιζηέξ ζδζυηδηεξ ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ, μζ δφμ πνςηεΐκεξ οπενεηθνάζηδηακ ζε ιεβάθεξ πμζυηδηεξ, 

απμιμκχεδηακ, ζοιποηκχεδηακ ηαζ πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ ηεπκζηή ηδξ 

εενιζδμιεηνίαξ ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ (αθ. εκυηδηα 2.8). Όπςξ θαίκεηαζ ζηδκ 

εζηυκα 3.12, πμζυηδηα ηδξ ACAT2 (26,4 ιΜ) πνμζηέεδηε ζημκ εάθαιμ ηςκ 

δεζβιάηςκ, εκχ ακηίζημζπδ πμζυηδηα ηδξ Rab5a:GDP (264 ιΜ) πνμζηέεδηε ζηδ 

ζφνζββα ηζηθμδυηδζδξ. Ζ πνμζεήηδ ηδξ Rab5a:GDP ζηδκ ACAT2, ζημ πείναια αοηυ, 

μδδβεί ζηδκ ειθάκζζδ ζήιαημξ ημ μπμίμ είκαζ εκδεζηηζηυ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ηςκ 

δφμ πνςηεσκχκ ζε πναβιαηζηυ πνυκμ (Δζη. 3.12). Πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ 

ελεζδίηεοζδ ημο ζήιαημξ πμο παναηδνήεδηε ζηδκ πεζναιαηζηή δζάηαλδ αοηή, 

πναβιαημπμζήεδηε εενιζδμιεηνζηή ακάθοζδ ηδξ πνμζεήηδξ GST-Rab5:GDP ζε 

δζάθοια απυ ημ μπμίμ απμοζζάγεζ δ ACAT2 (ημ δζάθοια ήηακ ίδζμ ιε αοηυ ζημ μπμίμ 

ήηακ δζαθοιέκεξ μζ GST-Rab5 ηαζ ACAT2).  Όπςξ θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 3.13, υηακ δ 

GST-Rab5a:GDP (960 ιM, ζηδ ζφνζββα ηζηθμδυηδζδξ) πνμζηέεδηε ζε δζάθοια 

ακαθμνάξ πνμηθήεδηε έκα εκδυεενιμ θαζκυιεκμ δζάποζδξ (Δζη. 3.13), εκηεθχξ 

ακηίεεημ απυ αοηυ πμο πνμηθήεδηε απυ ηδκ πνμζεήηδ ηδξ Rab5a:GDP ζηδκ ACAT2 

(Δζη. 3.12). Ζ ζηαδζαηή ιείςζδ ημο ιεηνήζζιμο ζήιαημξ ζημ παναπάκς πείναια 

εενιζδμιεηνίαξ (Δζη. 3.13) μθείθεηαζ ζημ βεβμκυξ υηζ ιε ηδκ πάνμδμ ημο πνυκμο ηα 

δφμ δζαθφιαηα (ημ έκα ζηδ ζφνζββα ηζηθμδυηδζδξ ηαζ ημ άθθμ ζημκ εάθαιμ 

ακαθμνάξ) απμηημφκ ηδκ ίδζα ζφζηαζδ. Σα πεζνάιαηα αοηά απέδεζλακ, ιε ιζα 

ακελάνηδηδ αζμθοζζηή ιεεμδμθμβία, υηζ δ Rab5a:GDP αθθδθεπζδνά ιε ηδκ ACAT2 

ζε ζοκεήηεξ in vitro. Χζηυζμ, δεκ ήηακ εθζηηυξ μ οπμθμβζζιυξ ηδξ ζημζπεζμιεηνίαξ 

ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ηαζ ηδξ εκηνμπίαξ ηδξ, ελαζηίαξ ημο βεβμκυημξ υηζ ζηζξ 

πεζναιαηζηέξ ζοκεήηεξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ δεκ επζηεφπεδηε ημνεζιυξ 

ζπδιαηζζιμφ ημο ζοιπθυημο (δ ηεπκζηή ανίζηεηαζ ζε ζηάδζμ αεθηζζημπμίδζδξ). 

Πανά ηαφηα, είκαζ ζαθέξ υηζ δ αθθδθεπίδναζδ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ είκαζ ελχεενιδ, 

δδθαδή απεθεοεενχκεηαζ εκένβεζα οπυ ιμνθή εενιυηδηαξ ζημ πενζαάθθμκ ηαηά ηδκ 

πνυζδεζδ ηδξ ACAT2 επάκς ζηδκ Rab5a:GDP, ηαζ υηζ πνυηεζηαζ βζα ιία αζεεκή 

αθθδθεπίδναζδ, ηαεχξ μζ ιεηααμθέξ ημο ιεηνήζζιμο ζήιαημξ ιεηαλφ ηςκ 

ηζηθμδμηήζεςκ είκαζ ζπεηζηά ιζηνέξ (Δζη. 3.12).  
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Δηθ. 3.12: Ζ αζζελήο αιιειεπίδξαζε ηεο Rab5a:GDP κε ηελ ACAT2 είλαη εμώζεξκν 

θαηλόκελν. ηα πεηξάκαηα ηεο ζεξκηδνκεηξίαο ηζνζεξκηθήο ηηηινδόηεζεο ε πνζόηεηα ηεο 

Rab5a:GDP (264 κΜ) ηνπνζεηήζεθε ζηε ζύξηγγα θαη πξαγκαηνπνηήζεθαλ πνιιαπιέο 

ηηηινδνηήζεηο (2 κl/ηηηινδόηεζε) ζηνλ ζάιακν ησλ δεηγκάησλ, πνπ πεξηείρε ηελ ACAT2 (26,4 

κΜ) ζε ζεξκνθξαζία 25°C, ππό ζπλερή αλάδεπζε (1000 rpm). (επάνω): Μεηξήζηκν ζήκα 

(κcal/sec) ηεο πξσηετληθήο αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ Rab5a:GDP θαη ACAT2. (κάηω): 

Μεηαηξνπή ηνπ κεηξήζηκνπ ζήκαηνο ζε kcal/mol ηηηινδόηε κε ζθνπό ηνλ ππνινγηζκό ησλ 

ζεξκνδπλακηθώλ ηδηνηήησλ ηεο αιιειεπίδξαζεο.      
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Δηθ. 3.13: Ζ ηηηινδόηεζε ηεο GST–Rab5a:GDP ζην δηαιύηε ησλ δύν πξσηετλώλ 

δεκηνπξγεί έλα ελδόζεξκν θαηλόκελν. ε επόκελν πείξακα ζεξκηδνκεηξίαο ηζνζεξκηθήο 

ηηηινδόηεζεο κία πνζόηεηα ηνπ δηαιύηε ησλ δύν πξσηετλώλ ηνπνζεηήζεθε ζηνλ ζάιακν ησλ 

δεηγκάησλ θαη, ζηε ζπλέρεηα, ηηηινδνηήζεθε κε 960 κΜ GST–Rab5a:GDP πνπ βξηζθόηαλ ζηελ 

ζύξηγγα. Η πεηξακαηηθή δηαδηθαζία δηεμήρζε ζε ζεξκνθξαζία 25°C, ππό ζπλερή αλάδεπζε 

(1000 rpm). Σν ζήκα κεηξήζεθε ζε κcal/sec. Παξαηεξήζεθε πσο ην κνηίβν ηνπ ζήκαηνο 

αληηζηνηρνύζε ζε ελδόζεξκε αληίδξαζε.      
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4. ΤΕΖΣΖΖ 

Ζ ιζηνή GTPάζδ Rab5, ζηδκ GTP ιμνθή ηδξ, αθθδθεπζδνά ιε πάκς απυ 30 

δζαθμνεηζηέξ πνςηεΐκεξ, ιέζς ηςκ μπμίςκ εθέβπεζ ζδιακηζηά ζηάδζα ημο ιμκμπαηζμφ 

ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ. Χζηυζμ, είκαζ πενζμνζζιέκμξ μ ανζειυξ πνςηεσκχκ πμο έπμοκ 

ανεεεί κα αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ GDP ιμνθή ηδξ Rab5. ηζξ πνςηεΐκεξ αοηέξ 

ζοβηαηαθέβμκηαζ μζ πνςηεΐκεξ RabGDI (δ μπμία αθθδθεπζδνά ιε υθεξ ηζξ Rabs, ζηδκ 

GDP ιμνθή ημοξ), ηαζ μζ Rabex5 ηαζ Rin1, μζ μπμίεξ είκαζ GEFs ηδξ Rab5. 

Πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ ημο ενβαζηδνίμο ακέδεζλακ ιζα κέα πνςηεσκζηή 

αθθδθεπίδναζδ ηδξ Rab5GDP, ηδκ ζφκδεζή ηδξ ιε ημ ηοηηανμπθαζιαηζηυ έκγοιμ 

αηεημαηεηοθμ-CoA εεζμθάζδ (βζα ζοκημιία, ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ μκμιάγεηαζ 

ACAT2). Χζηυζμ, επεζδή ηα πεζνάιαηα αοηά είπακ πναβιαημπμζδεεί ιε πνήζδ 

εηποθίζιαημξ απυ ζζηυ, δεκ ήηακ ζαθέξ ακ δ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηςκ δφμ 

πνςηεσκχκ είκαζ απεοεείαξ ή ακ πανειαάθθεηαζ άθθδ πνςηεΐκδ ζημ ζφιπθμημ ιεηαλφ 

Rab5 ηαζ ACAT2. ηδκ πανμφζα ιεθέηδ απμδείλαιε υηζ δ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ 

Rab5 ηαζ ACAT2 πναβιαημπμζείηαζ αηυιδ ηαζ υηακ μζ δφμ πνςηεΐκεξ 

παναζηεοάγμκηαζ ηαζ απμιμκχκμκηαζ απυ ααηηδνζαηά ηφηηανα. οκεπχξ, δ 

αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ Rab5 ηαζ ACAT2 είκαζ ιζα άιεζδ αθθδθεπίδναζδ, δδθαδή 

δεκ απαζηεί ηδ ζοιιεημπή άθθδξ εκδζάιεζδξ πνςηεΐκδξ. Δπίζδξ, είκαζ εκδζαθένμκ υηζ 

ημ ζφιπθμημ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ δζαζπάηαζ απυ ημ EDTA, έκακ πδθζηυ πανάβμκηα 

πμο αθαζνεί ηα ζυκηα Mg2+ απυ ηδκ Rab5 ηαζ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ απμιάηνοκζδ 

ημο GDP κμοηθεμηζδίμο. Σα δεδμιέκα αοηά απμδεζηκφμοκ υηζ δ ACAT2 ζοκδέεηαζ 

ελεζδζηεοιέκα ιε ηδκ GDP δζαιυνθςζδ ηδξ Rab5. 

ε πεζνάιαηα ζοβηαηαηνήικζζδξ υπμο ιεηνήεδηε ιε αηνίαεζα δ πμζυηδηα 

ηδξ ACAT2 πμο ζοκδέεδηε ζηδ ζηήθδ ηδξ GST-Rab5, πνμζδζμνίζεδηε πςξ δ 

πμζυηδηα ηδξ ACAT2 πμο ζοκδέεηαζ ιε ηδκ Rab5 ηοιαίκεηαζ ιεηαλφ 40 ηαζ 50% ηδξ 

ζοκμθζηήξ δζαεέζζιδξ πμζυηδηαξ ηδξ ACAT2 (ζδιεζχκεηαζ υηζ δ GST-Rab5 

ανίζημκηακ ζε πενίζζεζα ζε ζπέζδ ιε ηδκ ACAT2). Δπζπθέμκ, δ ζοβηνζηζηή ακάθοζδ 

ηςκ δζαδμπζηχκ εηθμοζιάηςκ (EDTA, βθμοηαεεζυκδ ηαζ SDS) ιε ακμζμαπμηφπςζδ 

ηαηά Western απέδεζλε πςξ ημ ιεβαθφηενμ πμζμζηυ ηδξ πνμζδειέκδξ ACAT2 

(~99%) εηθμφζηδηε ιε EDTA, εκχ πμζμζηυ ιζηνυηενμ απυ 1% ηδξ ζοκμθζηήξ 

πμζυηδηαξ ACAT2 δδιζμφνβδζε ιδ–εζδζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ είηε ιε ηδκ GST-Rab5 

(έηθμοζδ ιε βθμοηαεεζυκδ) είηε ιε ηα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ (έηθμοζδ ιε SDS). 
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Σα δεδμιέκα αοηά ακαδεζηκφμοκ ηδκ απμηεθεζιαηζηυηδηα ηαζ ηδκ ελεζδίηεοζδ ηδξ 

ζφκδεζδξ ιεηαλφ Rab5 ηαζ ACAT2. 

ηδ ζοκέπεζα, εεθήζαιε κα ιεθεηήζμοιε πζεακυ ακηαβςκζζιυ ηδξ ACAT2 

ηαζ ηδξ 6xHis-GDI βζα ηζξ εέζεζξ πνυζδεζδξ ζηδκ GST-Rab5a:GDP, ηαεχξ ηαζ μζ 

δφμ πνςηεΐκεξ αθθδθεπζδνμφκ ιυκμ ιε ηδκ ακεκενβή δζαιυνθςζδ ηδξ Rab5. Χζηυζμ, 

ηα ζοβηεηνζιέκα πεζνάιαηα ζοβηαηαηνήικζζδξ δεκ ηαηέζηδζακ εθζηηά, δζυηζ δ Rab5 

απαζηείηαζ κα ανίζηεηαζ ζηδκ πνεκοθζςιέκδ ιμνθή ηδξ, βζα κα αθθδθεπζδνάζεζ ιε ηδκ 

GDI (ηα ααηηήνζα δεκ δζαεέημοκ ζφζηδια ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ ιεηα-ιεηαθναζηζηήξ 

ηνμπμπμίδζδξ). Μεθθμκηζηά πεζνάιαηα ιε πνήζδ πνεκοθζςιέκδξ Rab5 ακαιέκεηαζ κα 

δχζμοκ απάκηδζδ ζηα παναπάκς ενςηήιαηα. 

Σα πνςηανπζηά πεζνάιαηα εενιζδμιεηνίαξ ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ πμο 

πναβιαημπμζήεδηακ ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ οπμδεζηκφμοκ πςξ δ αθθδθεπίδναζδ 

ιεηαλφ ηδξ Rab5:GDP ηαζ ηδξ ACAT2 είκαζ αζεεκήξ ηαζ ελχεενιδ. Ζ Rab5 

αθθδθεπζδνά ιε πθεζάδα άθθςκ πνςηεσκχκ, αημθμοεχκηαξ έκα δζανηή ηφηθμ ιεηαλφ 

ηδξ GDP ηαζ ηδξ GTP ιμνθήξ ηδξ. οκεπχξ, δ Rab5 πναβιαημπμζεί πμθφπθμηα 

δίηηοα πνςηεσκζηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ ιζηνήξ πνμκζηήξ δζάνηεζαξ, χζηε κα είκαζ 

εθζηηυξ μ ζοκεπήξ ηφηθμξ εκαθθαβχκ ιεηαλφ ηδξ GTP ηαζ GTP δζαιυνθςζδξ. Οζ 

πνςηεσκζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ δζαπςνίγμκηαζ ζε ελχεενιεξ ηαζ εκδυεενιεξ, βεβμκυξ 

πμο έπεζ ακηίηηοπμ ζηδ θεζημονβία ημοξ. Ζ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ Rab5:GDP ηαζ 

ACAT2, πμο πναβιαηεφεηαζ δ πανμφζα δζπθςιαηζηή ενβαζία, θαίκεηαζ κα ακήηεζ 

ζηζξ ελχεενιεξ αθθδθεπζδνάζεζξ, μζ μπμίεξ ηαηέπμοκ ηδκ πθεζμρδθία ηςκ ζοκμθζηχκ 

πνςηεσκζηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ ζφιθςκα ιε ηδ αζαθζμβναθία. Δπζπθέμκ, μζ αζεεκείξ 

δεζιμί πμο δζέπμοκ ηδκ αθθδθεπίδναζδ έπμοκ μοζζχδδ ζδιαζία ακαθμνζηά ιε ημκ 

αζμθμβζηυ νυθμ ηδξ ACAT2 ζηα πνχζια βεβμκυηα ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ (αθ. 

παναηάης). Ζ αζεεκήξ ζφκδεζδ ιεηαλφ Rab5:GDP ηαζ ACAT2 είκαζ πζεακυ κα έπεζ 

νοειμηαεμνζζηζηυ νυθμ ζηα πνχζια βεβμκυηα ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ, υπμο δ ACAT2 

πζεακά νοειίγεζ ηδκ θεζημονβία ηδξ ηφνζαξ πνςηεΐκδξ-νοειζζηή ηςκ παναπάκς 

βεβμκυηςκ (Rab5), εθέβπμκηαξ έηζζ έιιεζα ηδ δζάνηεζα ηςκ πνχζιςκ βεβμκυηςκ ηδξ 

εκδμηοηηάνςζδξ. Χζηυζμ, δ ιεεμδμθμβία ηδξ εενιζδμιεηνίαξ ζζμεενιζηήξ 

ηζηθμδυηδζδξ βζα ηδκ ιεθέηδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ Rab5:GDP ηαζ ACAT2 

ανίζηεηαζ αηυιδ ζε ζηάδζμ αεθηζζημπμίδζδξ, μπυηε, απαζημφκηαζ πεναζηένς 

πεζνάιαηα πνμηεζιέκμο κα πνμζδζμνζζεμφκ μζ εενιμδοκαιζηέξ ζδζυηδηεξ ηαζ δ 
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ζημζπεζμιεηνία ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ηαεχξ ηαζ μζ ζηαεενέξ ζπδιαηζζιμφ (Ka) ηαζ 

απμδέζιεοζδξ (Kd) ημο ζοιπθυημο.   

4.1 Πηζαλόο ξόινο ηεο αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ Rab5:GDP θαη ACAT2 ζηα 

πξώηκα γεγνλόηα ηεο ελδνθπηηάξσζεο  

Ζ ακεκενβή ιμνθή ηδξ Rab5 (Rab5:GDP) αθθδθεπζδνά ιε ηδκ πνςηεΐκδ GDI, δ 

μπμία έπεζ δζηηυ νυθμ. Ανπζηά, δ GDI αθθδθεπζδνά ιε ηδκ πνεκοθζςιέκδ Rab5:GDP 

ηαζ ηδκ ελάβεζ απυ ηδκ ιειανάκδ ζφκηδλδξ, αθμφ εηείκδ έπεζ μθμηθδνχζεζ ημκ ηφηθμ 

θεζημονβίαξ ηδξ. ηδ ζοκέπεζα, αμδεάεζ ζηδκ ιεηαθμνά ηδξ Rab5:GDP ζηδκ επυιεκδ 

ιειανάκδ–ζηυπμ, δζαιέζμο ημο ηοηηανμπθάζιαημξ. Ο ηφηθμξ ηδξ GDI 

μθμηθδνχκεηαζ ιε ηδκ εκζςιάηςζδ ηδξ πνεκοθζςιέκδξ Rab5:GDP ζηδκ ηαζκμφνβζα 

ιειανάκδ–ζηυπμ (Pfeffer S. R., et.al., 1995; Dransart E., et.al., 2005; Dovas A. and 

Couchman J. R., 2005). ημκ παναπάκς ηφηθμ, δ ACAT2 εα ιπμνμφζε κα 

ακηαβςκίγεηαζ ηδ ζφκδεζδ ιεηαλφ Rab5:GDP ηαζ GDI. Δκαθθαηηζηά, εα ιπμνμφζε δ 

ACAT2 κα ζοκδέεηαζ ζηδκ Rab5GDP πανάθθδθα ιε ηδκ GDI, δδιζμονβχκηαξ έκα 

ηνζιενέξ ζφιπθμημ ACAT2–Rab5:GDP–GDI ιε κέμ θεζημονβζηυ νυθμ. 

οιπεναζιαηζηά, δ ACAT2 αθθδθεπζδνά ιε ηδκ ακεκενβή Rab5:GDP, δ μπμία 

ζοιιεηέπεζ ζηδ ζφκηδλδ ηςκ πνχζιςκ εκδμζςιάηςκ ηαηά ηα πνχζια βεβμκυηα ηδξ 

εκδμηοηηάνςζδξ. Με αοηυκ ημκ ηνυπμ δ ACAT2, έκα έκγοιμ ηςκ πνχηςκ ζηαδίςκ 

αζμζφκεεζδξ ημο ιεααθμκζημφ μλέμξ ιε άιεζμ νυθμ ζηα βεβμκυηα ημο ιεηααμθζζιμφ, 

είκαζ πζεακυ κα ζοιιεηέπεζ ηαοηυπνμκα, έιιεζα, ζηδ νφειζζδ βεβμκυηςκ 

εκδμηοηηάνςζδξ ηαζ ηοζηζδζαηήξ ιεηαθμνάξ. ηδκ πενίπηςζδ αοηή, δ ACAT2 

πζεακά ζοκδέεζ ηα ιμκμπάηζα ημο ιεηααμθζζιμφ ηδξ πμθδζηενυθδξ ιε ηδκ 

εκδμηοηηάνςζδ. 

Πνυζθαηα in vitro πεζνάιαηα ημο ενβαζηδνίμο απέδεζλακ υηζ δ ACAT2 

πνμηαθεί ακαζημθή ηδξ ζφκηδλδξ ηςκ εκδμζςιάηςκ. Δίκαζ πζεακυ δ δνάζδ αοηή ηδξ 

ACAT2 κα μθείθεηαζ ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ηδξ ιε ηδκ Rab5, ειπμδίγμκηαξ έηζζ ηδκ 

ζοιιεημπή ηδξ Rab5 ζηδκ δζαδζηαζία ηδξ ιειανακζηήξ ζφκηδλδξ. Δπζπθέμκ, 

ζφιθςκα ιε αδδιμζίεοηα απμηεθέζιαηα ημο ενβαζηδνίμο, δ ACAT2 ηαεοζηενεί ηδκ 

απμζημδυιδζδ ηυζμ ημο EGFR υζμ ηαζ ημο VEGFR2. Οζ παναπάκς ιεθέηεξ ηαεχξ 

ηαζ ηα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ δζπθςιαηζηήξ ενβαζίαξ οπμδεζηκφμοκ ιία κέα 

θεζημονβία ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ACAT2 εηηυξ ημο πνςηεφμκηα νυθμο πμο 

ηαηέπεζ ζημκ ιεηααμθζζιυ. Ζ ηφνζα οπυεεζδ ακαθμνζηά ιε ημκ αζμθμβζηυ νυθμ ηδξ 

ACAT2 δζαιέζμο ηδξ αθθδθεπίδναζήξ ηδξ ιε ηδκ Rab5:GDP είκαζ δ ελήξ ηαζ 
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πανμοζζάγεηαζ ζπδιαηζηά ζηδκ εζηυκα 4.1: Ζ ηοηηανμπθαζιαηζηή ACAT2 

απμδείπεδηε υηζ αθθδθεπζδνά ιε ηδκ ακεκενβή ιμνθή ηδξ Rab5:GDP, 

ζηαεενμπμζχκηαξ ηδκ ζηδκ ακεκενβή ζηενεμδζαιυνθςζδ απμηνέπμκηάξ ηδκ κα 

επζηεθέζεζ ηζξ θεζημονβίεξ ηδξ ιε απμηέθεζια, πζεακά, κα ιεζχκεηαζ μ νοειυξ ηδξ 

εκδμηοηηάνςζδξ ηαζ απμζημδυιδζδξ ηςκ οπμδμπέςκ EGFR ηαζ VEGFR2, 

επδνεάγμκηαξ έηζζ ηδκ ζδιαημδυηδζή ημοξ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθ. 4.1: Τπνζεηηθό κνληέιν γηα ηελ βηνινγηθή ζεκαζία ηεο αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ 

ACAT2 θαη Rab5.  

Η ζύλδεζε ηεο Rab5 κε ηελ GDI νδεγεί ηελ Rab5 ζηελ κεκβξάλε ηνπ ελδνζώκαηνο, όπνπ 

ζπκβαίλεη ελεξγνπνίεζε ηεο Rab5 (κεηαηξνπή ζηελ GTP κνξθή). Η ελεξγόο κνξθή ηεο Rab5 

αιιειεπηδξά κε κόξηα ηειεζηέο, νδεγώληαο ζε ζύληεμε ησλ ελδνζσκάησλ. Η δηαδηθαζία απηή 

είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ κεηαθνξά πξσηετληθνύ θνξηίνπ (όπσο EGFR) ζηα ελδνζώκαηα θαη 

ιπζνζώκαηα. Η ζύλδεζε ηεο ACAT2 ζηελ Rab5 πηζαλά αληαγσλίδεηαη ηε ζύλδεζε ηεο Rab5 κε 

ηελ GDI, αλαζηέιινληαο έηζη ηελ κεηαθνξά ηεο Rab5 ζηελ κεκβξάλε ηνπ ελδνζώκαηνο. Καηά 

ζπλέπεηα, κέζσ ζύλδεζήο ηεο κε ηελ Rab5, είλαη πηζαλό ε ACAT2 λα ειέγρεη ηελ κεηαθνξά 

πξσηετληθνύ θνξηίνπ ζην ελδόζσκα.  

 

Πνυζθαηα αδδιμζίεοηα απμηεθέζιαηα θαζιαημιεηνίαξ ιάγαξ ημο ενβαζηδνίμο 

απέδεζλακ υηζ δ ACAT2 αηεηοθζχκεζ ηδκ Rab5:GDP ζε ζοβηεηνζιέκα ηαηάθμζπα 

θοζίκδξ in vitro (δζδαηημνζηή ενβαζία Γαθακμπμφθμο Αζηαηενίκδξ). Όπςξ είκαζ 
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εονέςξ βκςζηυ, δ αηεηοθίςζδ απμηεθεί ιία ακαζηνέρζιδ ιεηα–ιεηαθναζηζηή 

ηνμπμπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ, δ μπμία, ζοκήεςξ, θαιαάκεζ πχνα ζηα αιζκμλζηά 

ηαηάθμζπα θοζίκδξ ηςκ πνςηεσκχκ. Υαναηηδνζζηζηυ πανάδεζβια αηεηοθζςιέκδξ 

πνςηεΐκδξ ιε θεζημονβζηυ νυθμ απμηεθεί δ ημοιπμοθίκδ ημο δζηηφμο ηςκ 

ιζηνμζςθδκίζηςκ ημο ηοηηανμζηεθεημφ. Γζαθμνεηζηέξ ιεθέηεξ απέδεζλακ υηζ μζ 

αηεηοθζςιέκμζ ιζηνμζςθδκίζημζ παίγμοκ ηνίζζιμ νυθμ ζηδκ αλμκζηή ιεηαθμνά ηςκ 

κεονχκςκ (Hammond W. J., et.al., 2010) ηαεχξ ηαζ ζε δοκαιζηά θαζκυιεκα 

δζμθίζεδζδξ μθυηθδνμο ημο εκδμπθαζιαηζημφ δζηηφμο ιε ζημπυ ηδκ δζεπζημζκςκία 

ημο ιε άθθα μνβακίδζα, υπςξ ηα ιζημπυκδνζα ηαζ ηα εκδμζχιαηα (Friedman R. J., 

et.al., 2010). Δπζπθέμκ, ανηεηέξ ιεθέηεξ οπμζηδνίγμοκ πςξ δ αηεηοθίςζδ ζημ N–

ηεθζηυ άηνμ ηςκ ιζηνχκ GTPαζχκ ηζξ ζημπεφεζ βζα πνυζδεζδ ζηζξ ιειανάκεξ 

(Jackson Catherine L., 2004). Ακ ηαζ δ ζδιαζία ηδξ αηεηοθίςζδξ ηδξ Rab5:GDP απυ 

ηδκ ACAT2 δεκ έπεζ ελαηνζαςεεί αηυιδ, ιζα πζεακυηδηα είκαζ δ αηεηοθζςιέκδ 

Rab5:GDP κα ζηαεενμπμζείηαζ πεναζηένς ζηδκ ακεκενβή ηδξ ιμνθή, ή/ηαζ ηα 

αηεηοθζςιέκα πνςηεσκζηά ιυνζα Rab5:GDP κα ειθακίγμοκ δζαθμνεηζηυ ιμηίαμ 

πνςηεσκζηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ ιε ημοξ ηεθεζηέξ ημοξ ζοβηνζηζηά ιε ηα 

απαηεηοθζςιέκα ιυνζα. 

4.2 Πηζαλόο ξόινο ηεο αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ Rab5:GDP θαη ACAT2 ζηνλ 

κεηαβνιηζκό, ή ζε άιιεο θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο. 

φιθςκα ιε ηα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ ηαεχξ ηαζ παθαζυηενεξ 

ιεθέηεξ ημο ενβαζηδνίμο (αδδιμζίεοηα απμηεθέζιαηα απυ Christoforidis Savvas) 

απμδεζηκφεηαζ πςξ δ ACAT2, έκα ηεκηνζηυ έκγοιμ ημο ιεηααμθζζιμφ, αθθδθεπζδνά 

ιε ηδκ Rab5, ηδκ ηφνζα πνςηεΐκδ νοειμηαεμνζζηή ηςκ πνχζιςκ βεβμκυηςκ ηδξ 

εκδμηοηηάνςζδξ. H ACAT2 αθθδθεπζδνά ιε ηδκ ακεκενβή δζαιυνθςζδ ηδξ 

GTPάζδξ πμο ελανηάηαζ απυ ημ GDP κμοηθεμηίδζμ. Δπμιέκςξ, πένα απυ ημκ νυθμ 

ηδξ ζημκ ιεηααμθζζιυ, δ ACAT2 θαίκεηαζ κα ηαηέπεζ ηαζ έκακ αηυιδ θεζημονβζηυ 

νυθμ, υπςξ είκαζ δ εκδμηοηηάνςζδ. οκεπχξ, ζοβηαηαθέβεηαζ ζηζξ θεβυιεκεξ 

«moonlighting proteins», έκαξ υνμξ πμο απμδίδεηαζ ζε πνςηεΐκεξ πμο επζηεθμφκ 

πενζζζυηενεξ απυ ιία θεζημονβίεξ ιέζα ζημ ηφηηανμ (Ribeiro DM, et al. 2018, 

Nucleic Acids Res. 2018 Oct 29. doi: 10.1093/nar/gky1039, 

http://moonlightingproteins.org). Ο ανζειυξ ηςκ «moonlighting» πνςηεσκχκ ζοκεπχξ 

αολάκεηαζ ηαεχξ ακαηαθφπημκηαζ ηαζκμφνβζεξ θεζημονβίεξ ηςκ πνςηεσκχκ, εκηεθχξ 

δζαθμνεηζηέξ απυ εηείκεξ ιε ηζξ μπμίεξ είκαζ ηαηαπςνδιέκεξ. Γφμ παναηηδνζζηζηά 
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παναδείβιαηα ηέημζςκ πνςηεσκχκ ζημκ ακενχπζκμ μνβακζζιυ είκαζ: δ αημκζηάζδ ηαζ 

ή ηζκάζδ ERK2. Ζ αημκζηάζδ πνυηεζηαζ βζα έκα ιεηααμθζηυ έκγοιμ πμο 

ηςδζημπμζείηαζ ζε δφμ ζζμιμνθέξ: ημ ιζημπμκδνζαηυ έκγοιμ ηαζ ημ 

ηοηηανμπθαζιαηζηυ έκγοιμ. Σμ ηοηηανμπθαζιαηζηυ «moonlighting» έκγοιμ έπεζ δφμ 

δζαηνζηέξ θεζημονβίεξ, ιία ζημκ ιεηααμθζζιυ (ιεηαηνμπή ημο ζζμηζηνζημφ μλέμξ ζε 

ηζηνζηυ μλφ ζημκ ηφηθμ ημο ηζηνζημφ μλέμξ) ηαζ ιία ζηδκ μιμζυζηαζδ ημο ζζδήνμο 

νοειίγμκηαξ ηδκ έηθναζδ βμκζδίςκ ηα μπμία πενζέπμοκ ζημζπεία απυηνζζδξ ζημκ 

ζίδδνμ (IRE) ζηα mRNA ημοξ (Philpott C. C., et al. 1994). Απυ ηδκ άθθδ, δ ERK2 

ακήηεζ ζηδκ ηαηδβμνία ηςκ MAP ηζκαζχκ, μζ μπμίεξ θςζθμνοθζχκμοκ άθθεξ 

πνςηεΐκεξ ζημκ ηαηαννάηηδ ηςκ ζδιαημδμηζηχκ βεβμκυηςκ. Χζηυζμ, πνυζθαηδ 

ιεθέηδ απέδεζλε υηζ δ ERK2, εηηυξ απυ ημκ ήδδ βκςζηυ θεζημονβζηυ ηδξ νυθμ ςξ 

ηζκάζδ, θεζημονβεί ηαζ ςξ ιεηαβναθζηυξ νοειζζηήξ ηαζ πζμ ζοβηεηνζιέκα ςξ 

πανάβμκηαξ απμζζχπδζδξ ηδξ ιεηαβναθήξ (repressor) ηςκ βμκζδίςκ πμο 

ηςδζημπμζμφκ πνςηεΐκεξ πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδ ζδιαημδυηδζδ ηδξ ζκηενθενυκδξ-β 

(Hu S., et al. 2009). Παναηδνεί ηακείξ, θμζπυκ, υηζ πμθθέξ πνςηεΐκεξ ημο ηοηηάνμο 

ζοιιεηέπμοκ ζε παναπάκς απυ ιία δζαδζηαζίεξ ηαζ πμθθέξ θμνέξ αηυιδ ιε κέμοξ 

θεζημονβζημφξ νυθμοξ. 

ηδκ πνμδβμφιεκδ εκυηδηα πανμοζζάζηδηε έκα οπμεεηζηυ ιμκηέθμ βζα ηδκ 

αζμθμβζηή ζδιαζία ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ Rab5:GDP ηαζ ACAT2 ζηδκ 

εκδμηοηηάνςζδ. Χζηυζμ, είκαζ πζεακυ δ αθθδθεπίδναζδ κα έπεζ νυθμ ζημκ 

ιεηααμθζζιυ (απυ ηδκ μπηζηή βςκία ηδξ ACAT2). Ανπζηά, δ αθθδθεπίδναζδ Rab5-

ACAT2 ιπμνεί κα επδνεάζεζ άιεζα ηδκ πμζυηδηα ημο δζαεέζζιμο, εθεφεενμο 

εκγφιμο ACAT2 βζα ηδκ ζοιιεημπή ημο ζηα βεβμκυηα ημο ιεηααμθζζιμφ ηαζ, πζμ 

ζοβηεηνζιέκα, ζηδκ ηαηάθοζδ ηδξ ακηίδναζδξ πμο ακαθένεδηε ζηδκ «Δζζαβςβή» 

(εκυηδηα 1.4) επδνεάγμκηαξ ηα επίπεδα ημο αηεηοθμ-CoA, ιε απμηέθεζια κα 

ιεηααάθθεηαζ δ ζζμννμπία ηδξ ακηίδναζδξ. Δπζπθέμκ, έκα εκδζαθένμκ ενχηδια πμο 

πνμηφπηεζ απυ ηα παναπάκς είκαζ ημ πχξ δ αθθδθεπίδναζδ επδνεάγεζ ηδκ εκγοιζηή 

δναζηζηυηδηα ηδξ ACAT2. Ακαιέκεηαζ ζε ιεθθμκηζηά πεζνάιαηα κα απμζαθδκζζηεί 

ακ δ εκγοιζηή δναζηζηυηδηα ηδξ ACAT2 ιεηά ηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε ηδκ Rab5:GDP 

ιεζχκεηαζ ή παναιέκεζ ζηαεενή ζε θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ. Ύζηενα, θαιαάκμκηαξ 

οπυρδ ημ εκενβεζαηυ πνμθίθ ημο ηοηηάνμο, είκαζ βκςζηυ υηζ δ ορδθή εκδμηοηηάνζα 

ζοβηέκηνςζδ GTP ακηζηαημπηνίγεζ ιία ηαηάζηαζδ ορδθήξ εκένβεζαξ, εκχ ηα 

εκενβεζαηά επίπεδα ημο ηοηηάνμο είκαζ παιδθά υηακ οπάνπεζ ορδθή ζοβηέκηνςζδ 
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GDP. ε ζοκδοαζιυ ιε ηα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ, δδθαδή υηζ δ 

ACAT2 αθθδθεπζδνά ιε ηδκ Rab5 ζηδκ δζαιυνθςζδ πμο ελανηάηαζ εζδζηά απυ ημ 

GDP κμοηθεμηίδζμ, ιπμνμφιε κα οπμεέζμοιε υηζ δ αθθδθεπίδναζδ ιπμνεί κα 

ζοκδέεηαζ, ιε άβκςζημ ιέπνζ ζηζβιήξ ιδπακζζιυ, ιε ηδκ εκενβεζαηή ηαηάζηαζδ ημο 

ηοηηάνμο. Σέθμξ, οπάνπεζ πζεακυηδηα ηαηά ηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε ηδκ Rab5:GDP δ 

ACAT2 κα ιεηααάθθεζ ηδ δμιή ηδξ ζημ πχνμ ηαζ κα ιδκ θεζημονβεί πθέμκ ςξ έκγοιμ 

ημο ιεηααμθζζιμφ, αθθά κα επζηεθεί λεπςνζζηέξ, άβκςζηεξ ιέπνζ ζήιενα θεζημονβίεξ 

(«moonlighting» πνςηεΐκδ).    

4.3 Μειινληηθέο πξννπηηθέο 

Δπυιεκα πεζνάιαηα πνυηεζηαζ κα αεθηζζημπμζήζμοκ ηζξ ζοκεήηεξ ηδξ εενιζδμιεηνίαξ 

ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ βζα ηδ ιεθέηδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ακάιεζα ζε ACAT2 

ηαζ Rab5a:GDP. Σα πεζνάιαηα αοηά εα μδδβήζμοκ ζημκ αηνζαή πνμζδζμνζζιυ ηςκ 

εενιμδοκαιζηχκ ηαζ θοζζημπδιζηχκ ζδζμηήηςκ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ, ηαεχξ ηαζ ηδκ 

ζζπφ ηαζ ζημζπεζμιεηνία ηδξ. Δπίζδξ, ζε ιεθθμκηζηέξ ιεθέηεξ εα απμζαθδκζζηεί μ 

πζεακυξ ακηαβςκζζηζηυξ νυθμξ ηδξ ACAT2 ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ Rab5:GDP 

ηαζ GDI. Σα πεζνάιαηα αοηά εα αμδεήζμοκ ζηδκ ηαηακυδζδ ηδξ ζδιαζίαξ ηδξ 

ζφκδεζδξ ηδξ ACAT2 ιε ηδκ Rab5:GDP ζηα ιμκμπάηζα ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ. 
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ΔΤΥΑΡΙΣΙΔ 

Μεηά ηδκ πενάηςζδ ηςκ ιεηαπηοπζαηχκ ιμο ζπμοδχκ ζηα Ηςάκκζκα, μζ μπμίεξ 

μθμηθδνχεδηακ ιε ηδκ παναπάκς δζπθςιαηζηή δζαηνζαή, εεςνχ ζδιακηζηυ κα 

ακαβκςνίζς ημ ένβμ μνζζιέκςκ ακενχπςκ ηαζ κα ημοξ εοπανζζηήζς πμο ιε 

αμήεδζακ κα απμηηήζς ηα απαναίηδηα εθυδζα βζα ηδκ ζοκέπεζα ηδξ επαββεθιαηζηήξ 

ιμο ηανζέναξ. 

Ανπζηά, εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς εενιά ημκ επζαθέπμκηα ηαεδβδηή ιμο, 

ηφνζμ Υνζζημθμνίδδ άααα πμο ιε επέθελε κα ενβαζηχ δίπθα ζηδκ ενεοκδηζηή ημο 

μιάδα ηαζ αμήεδζε ακεθθζπχξ κα πναβιαημπμζδεμφκ μζ ζηυπμζ πμο ηέεδηακ ελ’ 

ανπήξ. Χζηυζμ, εηηυξ απυ ηδκ πμθφηζιδ αμήεεζά ημο ζηα πθαίζζα ηδξ δζπθςιαηζηήξ 

ενεοκδηζηήξ ενβαζίαξ ιμο, μ ηφνζμξ Υνζζημθμνίδδξ ζηάεδηε δίπθα ιμο δίκμκηαξ  

πνμζςπζηέξ ζοιαμοθέξ ηαζ θφζεζξ ζε πμθθά πνμαθήιαηα ηαζ ακδζοπίεξ πμο ιμο 

πνμέηορακ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ζοκενβαζίαξ ιαξ. 

Καηυπζκ, έκα ιεβάθμ εοπανζζηχ μθείθς ζηδ Γαθακμπμφθμο Αζηαηενίκδ, ιε 

ηδκ μπμία ζοκενβαζηήηαιε ηαηά ημ πθείζημκ ιε ζημπυ ηδκ μθμηθήνςζδ ηςκ 

απαναίηδηςκ πεζναιάηςκ. Οζ ζοιαμοθέξ ηαζ ηαζκμηυιεξ ζδέεξ ηδξ ζοκέααθθακ ζηδκ 

πνμζανιμβή ιμο ζηδκ ενεοκδηζηή μιάδα ηαεχξ ηαζ ζηδκ απυηηδζδ ενβαζηδνζαηήξ 

ειπεζνίαξ εκυξ πνυκμο, βεβμκυξ πμο απμηεθεί ζδιακηζηυ εθυδζμ βζα ηδ ζοκέπεζα ηδξ 

ηανζέναξ ιμο. Δπίζδξ, δεκ λεπκχ ηαζ ηα οπυθμζπα ιέθδ ηδξ ενεοκδηζηήξ μιάδαξ ημο 

η. Υνζζημθμνίδδ, ηδκ Αθελάκδνα Παπαθςηίηα βζα ηδκ πμθφηζιδ αμήεεζά ηδξ ιε υθεξ 

ηζξ ενβαζηδνζαηέξ ηεπκζηέξ ηαεχξ ηαζ ηδκ Βάθζα Καναιάκδ, ηδκ Γέζπμζκα Γηέηα ηαζ 

ηδκ Δοαββεθία Γμφθα βζα ηδκ ελαζνεηζηή ηαζ επμζημδμιδηζηή ιαξ ζοκενβαζία. Σέθμξ, 

εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς ηδκ Μανία Υαηγδαεακαζζάδμο απυ ημ ενβαζηήνζμ ημο η. 

Σγάημο Ακδνέα βζα ηδ δζελαβςβή ηςκ απαναίηδηςκ πεζναιάηςκ εενιζδμιεηνίαξ 

ζζμεενιζηήξ ηζηθμδυηδζδξ. 

Ύζηενα, εα ήεεθα κα επζζδιάκς ημ θζθζηυ ενβαζζαηυ ηθίια ηαζ ηδκ ελαίνεηδ 

ζοκενβαζία ιε ηα οπυθμζπα ιέθδ ημο Σιήιαημξ Βζμσαηνζηήξ ένεοκαξ ημο Ηκζηζημφημο 

Μμνζαηήξ Βζμθμβίαξ ηαζ Βζμηεπκμθμβίαξ. Δπζπθέμκ, εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς υθμοξ 

ημοξ ηαεδβδηέξ πμο ζοιιεηείπακ ζημ Γζαηιδιαηζηυ Πνυβναιια Μεηαπηοπζαηχκ 

πμοδχκ «Βζμηεπκμθμβία» βζα ημ ορδθυ επίπεδμ ζπμοδχκ πμο ιμο πανείπακ. Σέθμξ, 

εα ήεεθα κα ηάκς πνμζςπζηή ακαθμνά ζημοξ ζοιθμζηδηέξ ημο ιεηαπηοπζαημφ ηαζ 
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πζμ ζοβηεηνζιέκα: ζηδκ Μανία Μαονμιιάηδ, ζηδκ Δζνήκδ Λάππα, ζηδκ Βακέζα 

Παπαζηαφνμο, ζηδκ Μανία Κθδιμπμφθμο, ζημκ Γζχνβμ Ονθακάηδ ηαζ ζημκ 

Πακηεθή Παπαεακαζίμο ιε ημοξ μπμίμοξ ιμζναζηήηαιε ακεηηίιδηεξ ζηζβιέξ ηαηά ηδ 

δζάνηεζα ηςκ δφμ αοηχκ πνυκςκ. Ήηακ ιία αλέπαζηδ ειπεζνία πμο ζαξ βκχνζζα.   

 


