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1       ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

 

1. ΕIΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Ακτιβίνη Α  

1.1.1 Yπεροικογένεια του TGF-β 

Όλοι οι πολυκύτταροι οργανισμοί, από τους απλούστερους μέχρι τους ανώτερους, καθώς εξελίσσονται 

σε συνθετότερες μορφές ζωής, αναπτύσσουν ένα σύστημα επικοινωνίας και ελέγχου μεταξύ των 

κυττάρων τους, προκειμένου να εξασφαλίσουν την ομοιόσταση και την ομαλή λειτουργία τους. 

    Οι βασικές λειτουργίες των κυττάρων όλων των μεταζώων, όπως ο πολλαπλασιασμός, η 

διαφοροποίηση, ο μεταβολισμός, ακόμη και ο κυτταρικός θάνατος, ελέγχονται από ένα πολύπλοκο 

δίκτυο σηματοδοτικών μορίων όπως είναι οι κυτταροκίνες, οι αυξητικοί παράγοντες και οι ορμόνες. 

Ανάμεσά τους, η οικογένεια του αυξητικού παράγοντα μετασχηματισμού (TGF-β) κατέχει περίοπτη 

θέση 1,2. Συγκεκριμένα, 42 μέλη της οικογένειας αυτής κωδικοποιούνται από το ανθρώπινο γονιδίωμα, 

7 από αυτό της δροσόφιλα (Drosophila Melanogaster) και 4 από το γονιδίωμα του νηματοειδή σκώληκα 

(C. Elegans). 

     Τα μέλη αυτά παρουσιάζουν τεράστια ποικιλομορφία ως προς τις λειτουργίες που ρυθμίζουν, στα 

διάφορα στάδια της ανάπτυξης και της ενήλικης ζωής, σε φυσιολογικές και παθολογικές καταστάσεις. 

Συμμετέχουν σε διεργασίες όπως η κυτταρική διαίρεση, η διαφοροποίηση, η μετανάστευση, ο 

προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος, η επιθηλιακή-μεσεγχυματική μεταδιαφοροποίηση (ΕΜΤ), η 

αγγειογένεση και η μετάσταση στον καρκίνο 3. Δύο υποοικογένειες πρωτεϊνών έχουν οριστεί με βάση  

τις ομοιότητες στην αλληλουχία τους και τα σηματοδοτικά μονοπάτια που μπορεί να ενεργοποιούν· η 

υποοικογένεια TGF-β/Ακτιβίνη/Nodal και η υποοικογένεια BMP (Bone Morphogenetic Protein)/GDF 

(Growth and Differentiation Factor)/MIS (Mullerian Inhibiting Substance).  

     Η απενεργοποίηση ή η ελαττωματική έκφραση συστατικών της μεταγωγής του σήματος του TGF-β 

παίζουν σημαντικό ρόλο στη γένεση διαφόρων ασθενειών του ανθρώπου 4 (Πίνακας 1). Ακόμη, η 

σημασία των μελών της οικογένειας του TGF-β στην ανάπτυξη των οργανισμών αντικατοπτρίζεται 

εναργέστερα στο πλήθος των κληρονομικών ασθενειών στις οποίες συμμετέχουν τα σηματοδοτικά 

μονοπάτια  της οικογένειας αυτής. 
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Ασθένεια Σηματοδοτικά Μόρια 

 

Καρδιαγγειακά νοσήματα 

 

Κληρονομική Αιμορραγική Τηλεαγγειεκτασία ENG, ACVRL1, SMAD4 

Νοσήματα της αορτής (Loeys-Dietz syndrome, familial 

thoracic aortic aneurysm syndrome, arterial tortuosity 

syndrome) 

TGFBR1, TGFBR2 

Πρωτοπαθής πνευμονική υπέρταση BMPR2, ACVRL1 

Προ-εκλαμψία sEnd 

Αρτηριοσκλήρυνση  TGFβ1 

Επαναστένωση μετα από αγγγειοπλαστική  TGFβ1 

Υπέρταση TGFB1 ( TGFβ1) 

Υπερτροφική καρδιομυοπάθεια/καρδιακή ανεπάρκεια BMP10 ( BMP10) 

  

Νοσήματα του συνδετικού ιστού  

Σύνδρομο Marfan και συναφή σύνδρομα FBN1, TGFBR1, TGFBR2 

Ινωτικά νοσήματα (fibrotic diseases)  

  

Σκελετικές και μυϊκές διαταραχές  

Ασθένεια Camurati-Engelman TGFB1 

Προοδευτική Οστεοποιητική Ινοδυσπλασία ACVR1 

Χονδροδυσπλασίες Hunter-Thompson και Grebe-type GDF5 

Οστεοπόρωση TGFB1 ( TGFβ1) 

Σκληροστέωση και  νόσος Van Buchem SOST 

Βραχυδακτυλία GDF5, BMPR1B 

Συμφαλαγγισμός NOGGIN, GDF5 

Μυϊκή δυστροφία  Duchenne  



3       ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

 

      

 

Πίνακας 1. Κατάλογος ασθενειών με ελαττωματική μεταγωγή του σήματος μελών της 

οικογένειας TGF-β 

  

Διαταραχές του αναπαραγωγικού συστήματος  

Πρώιμη ανεπάρκεια των ωοθηκών 

Σύνδρομο παραμένοντα Μυλλεριανού πόρου 

BMP15, INHA 

MIS, AMHR2 

  

Κληρονομικός καρκίνος  

Σύνδρομο νεανικής πολυποδίασης BMPR1A, ENG, SMAD4 

Κληρονομικός μη πολυποδικός καρκίνος του παχέος εντέρου TGFBR1 

Σύνδρομα Bannayan-Riley-Ruvalcaba και Cowden BMPR1A 

  

Σποραδικός καρκίνος  

Μαστού TGFB1, TGFB2, TGFBR1, ALK6, 

BMP-4, BMP-7 

Παχέος εντέρου BMP, TGFB1, TGFBR2, SMAD2, 

SMAD4 

Πνεύμονα TGFBR2, SMAD2, SMAD3 

Παγκρέατος  TGFβ1,  TGFβ2, TGFBR2, 

SMAD4 

Προστάτη TGFB1, GDF-5, TβRΙΙΙ, SMAD3 

  

Διαταραχές της ανάπτυξης  

Λαγόστομα TGFB2, TGFB3 

Situs Inversus and Situs Ambiguus LEFTY1, NODAL 
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     Προεξάρχουσα θέση στις παραπάνω ασθένειες έχουν ο καρκίνος και τα καρδιαγγειακά νοσήματα. 

Αναφορικά με τον καρκίνο, είναι γνωστό ότι ο TGF-β ρυθμίζει πολλά γονίδια με σημαντικότερα αυτά 

που αναστέλλουν τον κυτταρικό κύκλο 5. Καθώς ο TGF-β μεταφέρει ανασταλτικά του πολλαπλασιασμού 

σήματα και θεωρείται σαν το πρότυπο ανασταλτικό πολυπεπτίδιο, μεταλλάξεις αρκετών από τα 

συστατικά της μεταγωγής σήματος του TGF-β, συμμετέχουν στη δημιουργία καρκίνων, καθιστώντας τα 

κύτταρα μη ανταποκρίσιμα 6, 7. Επίσης, οι μεταλλάξεις που καταργούν την ογκοκατασταλτική δράση του 

(αναστολή του κυτταρικού κύκλου) παίζουν σημαντικό ρόλο στα αρχικά στάδια της κακοήθους 

εξαλλαγής, επιτρέποντας την έναρξη ενός καρκινικού κλώνου. Σε μετέπειτα στάδια όμως, ο TGF-β 

υπερεκφράζεται 8 και συνεισφέρει στον κακοήθη φαινότυπο με άλλους μηχανισμούς. Συγκεκριμένα, 

ενεργοποιεί την επιθηλιακή-μεσεγχυματική μεταδιαφοροποίηση αυξάνοντας το διεισδυτικό δυναμικό 

των όγκων, δημιουργεί ένα ανοσοκατασταλτικό περιβάλλον καταστέλλοντας τη δράση των Τ κυττάρων 

και επάγει την αγγειογένεση. 

 

1.1.2 Η οικογένεια των Ακτιβινών - Βιολογική Δράση 

Οι ακτιβίνες είναι ομοδιμερή ή ετεροδιμερή πεπτίδια και ανήκουν στην οικογένεια του αυξητικού 

παράγοντα μετασχηματισμού (TGF-β). Αρχικά, ταυτοποιήθηκαν με βάση την ικανότητά τους να 

επάγουν την έκκριση της θυλακιοτρόπου ορμόνης (FSH) από τα κύτταρα της υπόφυσης το 1986, όταν 

και απομονώθηκαν από ωοθηλακικό υγρό 9. Σύντομα έγινε αντιληπτό ότι έχουν ένα ευρύτερο φάσμα 

δράσης τόσο στην αιμοποίηση όσο και στην ανάπτυξη των κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος 

9, 10. Μόλις 4 χρόνια από την ανακάλυψή της Ακτιβίνης, έγινε γνωστή μια πολύ σημαντική δράση της. 

Το 1990 ο Thomsen και οι συνεργάτες του απέδειξαν ότι η Ακτιβίνη επάγει την δημιουργία 

μεσοδέρματος σε έμβρυα Xenopus Laevis 11. Την ίδια χρονιά, μια άλλη μελέτη δείχνει ότι η Ακτιβίνη 

δρα ως παράγοντας επιβίωσης των νευρώνων 12 και ενισχύει την επιβίωση ‘τραυματισμένων’ νευρικών 

κυττάρων 13. Στις δημοσιεύσεις που ακολουθούν η Ακτιβίνη ανιχνεύεται σε πολλές κυτταρικές σειρές 

φυσιολογικών ιστών, συμπεριλαμβανομένων των όρχεων, των ωοθηκών, του ενδομητρίου, του 

πλακούντα, της χοληδόχου κύστεως και του παγκρέατος, αλλά και σε καρκινικές κυτταρικές σειρές που 

απομονώθηκαν από όγκους του προστάτη, του στήθους και το ρετινοβλάστωμα. Σταδιακά έγινε σαφές 

ότι η Ακτιβίνη δρα ως αυξητικός παράγοντας, αλλά και κυτταροκίνη με παρακρινική και αυτοκρινική 

δράση 14. 
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Όσον αφορά την καρκινογένεση ο ρόλος της Ακτιβίνης έχει διερευνηθεί ελάχιστα. Σε αντιδιαστολή 

με τον TGF-β, η Ακτιβίνη A φαίνεται να έχει αντιαγγειογενετικές ιδιότητες in vivo. Με προηγούμενες 

μελέτες, στις οποίες συμμετείχε το εργαστήριο μας, αποδείχτηκε η αντιπολλαπλασιαστική της δράση 

στα ενδοθηλιακά κύτταρα in vitro, αλλά και η ανασταλτική της επιρροή στη δημιουργία αγγείων, στη 

δοκιμασία αγγειογένεσης στην χοριοαλλαντοϊκή μεμβράνη νεοσσού όρνιθας in vivo 15, 16. Επίσης, 

μελετήθηκε η ενεργοποίηση της αγγειογένεσης στα νευροβλαστώματα, τα οποία χαρακτηρίζονται από 

την ενίσχυση και υπερέκφραση του ογκογονιδίου MYCN, γεγονός το οποίο συσχετίζεται με κακή 

πρόγνωση και αυξημένη νεοαγγείωση. Δείξαμε ότι κύτταρα νευροβλαστώματος με υψηλή έκφραση του 

ογκογονιδίου MYCN, στα οποία επανεκφράστηκε η Ακτιβίνη A (χρησιμοποιώντας διαφορετικό 

υποκινητή), δημιουργούν αργά αυξανόμενους ξενομοσχευματικούς όγκους με μειωμένη αγγείωση σε 

ποντίκια, καταδεικνύοντας την αποφασιστικής σημασίας συμμετοχή του μορίου στην διαδικασία του 

καοήθους μετασχηματισμού στα νευροβλαστώματα 17.   

Όλα τα παραπάνω δεδομένα, διαφοροποιούν την Ακτιβίνη Α από τον TGF-β και το γεγονός αυτό 

αποτελεί σημαντικό σημείο ενδιαφέροντος και μελέτης. Συν τοις άλλοις, τα δεδομένα στη 

βιβλιογραφία, αναφορικά με τον τρόπο δράσης της Ακτιβίνης A, κρίνονται ελλιπή, γι’ αυτό και η 

διαλεύκανση της δράσης αυτής αποτελεί και ένα από τους βασικούς σκοπούς της παρούσας διατριβής. 

 

1.1.3 Δομή της Ακτιβίνης 

Οι ακτιβίνες και οι ινχιμπίνες είναι ομο- ή ετεροδιμερείς πρωτεΐνες, των οποίων οι υπομονάδες 

σταθεροποιούνται με 3 δισουλφιδικούς δεσμούς ανάμεσα σε κατάλοιπα κυστεϊνών (cysteine knot 

proteins) 18, 19, 20. Από το ανθρώπινο γονιδίωμα κωδικοποιούνται 4 β-υπομονάδες, οι βΑ, βΒ, βC, και βΕ˙ 

παρόλα αυτά, μόνο τα διμερή βΑ/βΑ (Ακτιβίνη Α),  βΒ/βΒ (Ακτιβίνη Β) και βΑ/βΒ (Ακτιβίνη ΑΒ) έχουν 

μελετηθεί σε βάθος. Ο ετεροδιμερισμός μιας β-υπομονάδας με μια α-υπομονάδα έχει ως αποτέλεσμα 

τον σχηματισμό της ινχιμπίνης Α (α/βΑ) και της ινχιμπίνης Β (α/βΒ). Όπως και άλλα μέλη της 

οικογένειας, οι ακτιβίνες συντίθενται αρχικά στην πρόδρομη, ανενεργή μορφή τους. Η αμινοτελική 

περιοχή των α και β υπομονάδων, προάγει την αναδίπλωση στο χώρο (folding) και τον διμερισμό των 

καρβοξυτελικών δομικών περιοχών 21, 22. Στην Ακτιβίνη Α αφαιρούνται 290 αμινοξέα και τελικά η ώριμη 

μορφή αποτελείται από 116 αμινοξέα σε κάθε υπομονάδα, με συνολικό μοριακό βάρος 25 kDa. Στις 

«ώριμες» καρβοξυ-τελικές περιοχές, 9 κατάλοιπα κυστεΐνης είναι υπεύθυνα για τον σχηματισμό 
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δισουλφιδικών δεσμών, μέσα στην ίδια πολυπεπτιδική αλυσίδα ή μεταξύ αυτών. Η τελική μορφή της 

Ακτιβίνης παράγεται ενδοκυττάρια, μετά από ενζυμική πέψη ή υδρόλυση 23, 24. 

    Μέχρι και σήμερα η κρυσταλλική δομή της Ακτιβίνης Α δεν είναι διαθέσιμη στη βιβλιογραφία. Αρκετά 

στοιχεία για τη δομή της προκύπτουν από το σύμπλοκο Ακτιβίνης Α-υποδοχέα τύπου ΙΙ (ActA-ActRIIB), 

από το οποίο φαίνεται (εικόνα 1) ότι η Ακτιβίνη υιοθετεί μια δομή σχήματος V 25. Παρόλα αυτά 

μεταγενέστερες μελέτες υποστηρίζουν ότι η δομή της μοιάζει περισσότερο με πεταλούδα ή ανοιχτή 

παλάμη. Οι ακτιβίνες Α και Β είναι υψηλά συντηρημένες ανάμεσα στα είδη. Η ομολογία ξεπερνά το 

97%, συγκρίνοντας τις αλληλουχίες του ανθρώπινου γονιδιώματος με εκείνες θηλαστικών, 

μαρσιποφόρων, πτηνών και μονοτρημάτων 26. 

 

Εικόνα 1. Η δομή του συμπλόκου της Ακτιβίνης Α και του υποδοχέα ActRIIB (εξωκυττάριο τμήμα) 25 
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1.1.4 Ακτιβίνη Α - Ρύθμιση της παραγωγής της 

Οι ακτιβίνες Α και Β ανιχνεύονται στον ορό του αίματος 27, 28, αλλά είναι εξαιρετικά δύσκολο να 

ανιχνευθεί η πηγή προέλευσής τους. Τα γονίδιά τους εκφράζονται στην πλειοψηφία των ιστών, ενώ 

μεγαλύτερη ποσότητα mRNA ανιχνεύεται στο αναπαραγωγικό σύστημα, στο κεντρικό νευρικό 

σύστημα, στο ήπαρ, το μυελό των οστών, την καρδιά και το λιπώδη ιστό 29, 30.  

    Είναι αρκετά ξεκάθαρο ότι η έκφραση των γονιδίων της Ακτιβίνης Α επάγεται μέσω σηματοδοτικών 

μονοπατιών που ενεργοποιούνται σε καταστάσεις φλεγμονής και ανοσοβιολογικής απόκρισης. Η 

μεταγραφή του γονιδίου της βΑ υπομονάδας ενεργοποιείται από το μεταγραφικό παράγοντα AP-1 

(stress/imflammatory JUN/FOS transcription factor), αλλά και τους παράγοντες c-MAF και NFAT, οι 

οποίοι εκφράζονται κυρίως στα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος 31. Η παρουσία στον 

υποκινητή του γονιδίου πολλαπλών στοιχείων απόκρισης σε φορβολικούς εστέρες (phorbol esters), 

υποδηλώνει ότι η πρωτεϊνική κινάση C (PKC) συμμετέχει στη ρύθμιση της έκφρασης 32. Επομένως, η 

έκφραση της Ακτιβίνης Α επάγεται από μόρια-διαμεσολαβητές της φλεγμονώδους αντίδρασης, όπως η 

ιντερλευκίνη-1, και από προσδέτες του υποδοχέα Toll (TLR), όπως ο LPS και ο παράγοντας νέκρωσης 

όγκων (TNF-α), μέσω σηματοδότησης MyD88/TRAF και MAP κινασών 33.   

     Παρότι η ρύθμιση της έκφρασης της Ακτιβίνης σε γονιδιακό επίπεδο είναι αρκετά αποσαφηνισμένη, 

ο έλεγχος της σύνθεσης των πολυπεπτιδικών αλυσίδων, ο ομο- ή ετεροδιμερισμός, η ωρίμανση αλλά 

και η έκκριση της πρωτεΐνης, δεν είναι γνωστά. Μετά τη σύνθεσή της, η Ακτιβίνη Α αποθηκεύεται σε 

συγκεκριμένους κυτταρικούς τύπους, όπως τα κύτταρα του μυελού των οστών ή τα επιθηλιακά κύτταρα 

του αναπαραγωγικού ηθμού TRACT των ανδρών. Βασικός σταθμός ελέγχου της δράσης της θα πρέπει 

να αποτελεί η έκκριση από αυτά τα κύτταρα, κάτι που παραμένει εν πολλοίς άγνωστο. Στην εικόνα 2 

παρουσιάζεται μια γενική επισκόπηση της ρύθμισης παραγωγής και σηματοδότησης της Ακτιβίνης Α.  
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Εικόνα 2. Παραγωγή και ρύθμιση της Ακτιβίνης Α. Η Ακτιβίνη Α είναι ομοδιμερές των βA υπομονάδων της 

ινχιμπίνης που κωδικοποιούνται από το γονίδιο INHBA. Η πρόσδεση της Ακτιβίνης στους υποδοχείς τύπου ΙΙ και Ι 

πυροδοτεί σηματοδοτικά μονοπάτια με κεντρικούς ρυθμιστές τις πρωτεΐνες SMADs, και τις MAP κινάσες 

ρυθμίζοντας πολλές βιολογικές διεργασίες. Η δραστικότητα της Ακτιβίνης μπορεί να ρυθμίζεται από την 

ταυτόχρονη παραγωγή των υπομονάδων που σχηματίζουν μη λειτουργικά ετεροδιμερή (ινχιμπίνη, Ακτιβίνη AC 

και Ακτιβίνη C), που ανταγωνίζονται για την πρόσδεση στους υποδοχείς. Η δραστικότητα της Ακτιβίνης ρυθμίζεται 

εξωκυττάρια και από την παρουσία της πρωτεΐνης φολλιστατίνης. Η ρύθμιση σε επίπεδο υποδοχέων 

περιλαμβάνει τους συν-υποδοχείς TGFBR3 και BAMBI. 
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1.1.5 Μεταγωγή του σήματος 

Οι μηχανισμοί  μεταγωγής του σήματος είναι υψηλά συντηρημένοι σε όλη την υπεροικογένεια του 

αυξητικού παράγοντα μετασχηματισμού TGF-β, με κεντρικούς ρυθμιστές τους υποδοχείς των 

προσδετών και τις πρωτεΐνες SMADs (SMAD Anchor for receptor activation). Σχηματικά, η ροή της 

πληροφορίας από την μεμβράνη στον πυρήνα, που απεικονίζεται στην εικόνα 3,  έχει ως εξής: η 

σύνδεση προσδέτη-υποδοχέα τύπου ΙΙ ενεργοποιεί τον υποδοχέα τύπου Ι, ο οποίος φωσφορυλιώνει 

και ενεργοποιεί το C-τελικό άκρο των SMAD πρωτεϊνών. Ακολουθεί αποσύνδεση των ενεργοποιημένων 

SMAD από τον υποδοχέα που εν συνεχεία σχηματίζουν ενδοκυττάρια σύμπλοκα με την SMAD4 και 

μετατοπίζονται στον πυρήνα, όπου και ασκούν τον μεταγραφικό τους ρόλο. 

Εικόνα 3. Τα σηματοδοτικά μονοπάτια της υπεροικογένειας του αυξητικού παράγοντα μετασχηματισμού 

 TGF-β 
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1.1.5.1 Υποδοχείς 

Παρόμοια με τους προσδέτες TGF-β και BMPs, η Ακτιβίνη χρησιμοποιεί 2 τύπους μεμβρανικών 

υποδοχέων, τύπου Ι και ΙΙ. Και οι δύο τύποι υποδοχέων είναι διαμεμβρανικές πρωτεΐνες, με ικανότητα 

πρόσδεσης της Ακτιβίνης στο εξωκυττάριο τμήμα τους (πλούσιο σε κυστεΐνες), και δραστικότητα 

κινάσης σερίνης/θρεονίνης στο εσωκυττάριο. Οι υποδοχείς τύπου ΙΙ, ActRIIΑ και ActRIIB, προσδένουν 

την Ακτιβίνη απουσία του υποδοχέα τύπου Ι (ActRI ή ALK4), ενώ αντίθετα οι υποδοχείς τύπου Ι δεν 

έχουν αυτή τη δυνατότητα 34, 35.  

     Η Ακτιβίνη συνδέεται στην κυτταρική μεμβράνη με 2 υποδοχείς τύπου ΙΙ, οι οποίοι ΄΄στρατολογούν΄΄ 

2 υποδοχείς τύπου Ι, δημιουργώντας ένα ισχυρό ετεροτετραμερές σύμπλοκο. Η πρόσδεση της Ακτιβίνης 

στον υποδοχέα ActRIIB επάγει την ενεργοποίησή του, ο οποίος ως κινάση σερίνης/θρεονίνης 

φωσφορυλιώνει τον υποδοχέα ALK4. Η φωσφορυλίωση πραγματοποιείται στη ρυθμιστική περιοχή GS 

που είναι πλούσια σε σερίνες και γλυκίνες και βρίσκεται ανοδικά της καταλυτικής περιοχής (κινάση). Η 

περιοχή αυτή (GS) διαφοροποιεί τους υποδοχείς τύπου Ι από τους υποδοχείς τύπου ΙΙ, και είναι υψηλά 

συντηρημένη  σε όλους τους υποδοχείς τύπου Ι της οικογένειας του TGF-β. Η δομή της είναι έλικα-

στροφή-έλικα, με τη στροφή να λειτουργεί ως σφήνα (wedge), που διατηρεί τον υποδοχέα στην 

ανενεργή μορφή του, ενώ η φωσφορυλίωση στη GS περιοχή παρέχει μια θέση σύνδεσης (docking site) 

για την πρόσβαση των πρωτεϊνών SMADs. Επομένως, ο ολιγομερισμός των υποδοχέων και η 

ενεργοποίησή τους οδηγεί στη φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών SMAD 2 και 3, οι οποίες στη συνέχεια 

αλληλεπιδρούν με τη SMAD4, σχηματίζοντας έναν σύνθετο μεταγραφικό παράγοντα που μετατοπίζεται 

στον πυρήνα 36, 37.  

.  

1.1.5.2 Διαμεσολαβητές  

Οι πρωτεΐνες SMAD ανακαλύφθηκαν το 1995 ως διαμεσολαβητές της σηματοδότησης της οικογένειας 

του TGF-β 38, με βάση το αναγνωρισμένο γονίδιο της δροσόφιλα Mad (Mothers against 

decapentaplegic), το οποίο και θεωρήθηκε απαραίτητο για την μεταγωγή του σήματος από την 

πρωτεΐνη Dpp (Decapentaplegic protein) 39. Οι πρωτεΐνες SMAD διακρίνονται σε τρεις ομάδες. Στην 

πρώτη ανήκουν εκείνες  που είναι άμεσα υποστρώματα για τους υποδοχείς της οικογένειας TGF-β 

(Receptor-activated SMADs, ή R-SMADs). Οι R-SMADs (SMAD2/3/1/5/8) είναι κυτταροπλασματικές 

πρωτεΐνες και συσσωρεύονται στον πυρήνα όταν ενεργοποιηθούν για να δράσουν σαν μεταγραφικοί 
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παράγοντες. Η δεύτερη ομάδα αποτελείται από μία πρωτεΐνη, τη SMAD4  (Common mediator-SMAD), 

η οποία αναγνωρίζει και τις πέντε φωσφορυλιωμένες R-SMADs ώστε να συμπλεχθεί μαζί τους και να 

τις οδηγήσει στον πυρήνα. Στην τρίτη ομάδα ανήκουν οι SMAD6 και SMAD7 που αναστέλλουν τη δράση 

των R-SMAD και αναφέρονται ως αντί-SMADs (inhibitory SMADs). Ανάμεσα στις SMADs που 

ενεργοποιούνται από τους υποδοχείς, οι SMAD1, 5 και 8 μετάγουν σήματα από τις BMP πρωτεΐνες 

(Bone Morphogenic Proteins) 40, 41, ενώ οι SMAD2 και 3 μετάγουν σήματα από την Ακτιβίνη και τον TGF-

β 42.  

    Δομικά και λειτουργικά, οι SMAD πρωτεΐνες αποτελούνται από τρεις διακριτές περιοχές: την 

αμινοτελική περιοχή MH1, την καρβοξυτελική περιοχή MH2, οι οποίες είναι καλά συντηρημένες, καθώς 

και μία ενδιάμεση περιοχή (Linker region), η οποία μπορεί να είναι ποικίλου μεγέθους και αλληλουχίας 

(εικόνα 4). Δομική ανάλυση των R-SMADs έδειξε ότι η θηλειά 3 (L3) και η α έλικα 1 (Η1) στην περιοχή 

MH2 παίζουν τον κύριο ρόλο στην σύνδεση των R-SMADs με τους υποδοχείς τύπου Ι  43, 44.   Η σύνδεση 

υποδοχέων και R-SMAD πρωτεϊνών είναι καθοριστικό βήμα για την έναρξη της σηματοδότησης, και για 

τον λόγο αυτό η αναγνώριση των R-SMAD από τους υποδοχείς διευκολύνεται από την παρουσία άλλων 

βοηθητικών πρωτεϊνών.  

H ανακάλυψη της πρωτεΐνης SARA (SMAD Anchor for Receptor Activation), έγινε με βάση την ικανότητά 

της να συνδέεται με τις μη φωσφορυλιωμένες μορφές των SMAD2 και SMAD3 πρωτεϊνών 45. Η SARA 

περιέχει μία περιοχή από οκτώ συντηρημένες κυστεΐνες οι οποίες περιβάλλουν δύο ιόντα 

ψευδαργύρου 46, και ονομάζεται περιοχή δακτύλου FYVE (FYVE finger domain), η οποία συνδέεται 

ειδικά σε PI(3)P 47. H SARA περιέχει επίσης και μια ειδική περιοχή SBD (SMAD Binding Domain), η οποία 

συνδέεται με τις μη φωσφορυλιωμένες SMAD2 και SMAD3 και όχι με άλλα μέλη της οικογενείας των 

SMAD, στο καρβοξυτελικό άκρο (MH2 domain) των πρωτεϊνών  αυτών.  Το σύμπλοκο SARA-SMAD 

συνδέεται με τον υποδοχέα τύπου I μέσω του αμινοτελικού άκρου της SARA 45. Επομένως, ο ρόλος της 

SARA είναι να προσελκύσει τις SMAD πρωτεΐνες και να τις φέρει σε επαφή με τον υποδοχέα, ώστε να 

φωσφορυλιωθούν και να δημιουργήσουν σύμπλοκα με την SMAD4 για την επιτυχή μεταγωγή του 

σήματος.  
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Εικόνα 4. Οι πρωτεΐνες SMADs και οι δομικές περιοχές τους. (A) Οι SMADs αποτελούνται από 2 συντηρημένες 

περιοχές, τις MH1 και MH2 και μια συνδετική περιοχή.  Στις R-SMADs και την Co-SMAD, SMAD4, η περιοχή MH1 

περιέχει μια δομή φουρκέτας (hp) που προσδένεται στο DNA. Οι I-SMADs δεν διαθέτουν την περιοχή MH1. Η 

συνδετική περιοχή των R-SMADs περιλαμβάνει πολλές θέσεις φωσφορυλίωσης για τις MAPKs, CDKs, και άλλες 

κινάσες. Το μοτίβο PY εξυπηρετεί την αναγνώριση από τις λιγάσες ουβικιτίνης Smurfs. Οι υποδοχείς 

αλληλεπιδρούν με τις R-SMADs μέσω της περιοχής MH2 (basic pocket). (B) Αναφέρονται ενδεικτικά κάποιοι 

προσδέτες της οικογένειας του TGF-β και οι συνδυασμοί με τους 5 υποδοχείς τύπου II, τους 7 τύπου I, τις 5 R-

SMADs, και τη μοναδική Co-SMAD. Το σχήμα δεξιά παρουσιάζει ένα ετερο-τριμερές, που αποτελείται από 2 R-

SMADs και τη SMAD4 (μόνο οι MH2 περιοχές)  

 

     Δεν είναι παράξενο ότι, η φωσφορυλίωση των SMAD2 ή SMAD3 επάγει την αποσύνδεσή τους από 

την SARA και ότι τα σύμπλοκα SMAD2/SMAD3-SMAD4 με τα σύμπλοκα SMAD2/SMAD3-SARA δεν 

σχηματίζονται ποτέ ταυτόχρονα. H SARA λοιπόν, είναι απαραίτητος διαμεσολαβητής για τη μεταγωγή 
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του σήματος από τον παράγοντα TGF-β γιατί προσελκύει τις SMAD πρωτεΐνες στις μεμβράνες που 

περιέχουν τον υποδοχέα. 

     Απουσία προσδέματος, οι R-SMADs απαντώνται κυρίως στο κυτταρόπλασμα, ενώ η SMAD4 

κατανέμεται μεταξύ κυτταροπλάσματος και πυρήνα. Μετά την ενεργοποίηση των υποδοχέων από τον 

προσδέτη, οι φωσφορυλιωμένες R-SMAD μετατοπίζονται στον πυρήνα. 

 

1.1.5.3 Είσοδος και έξοδος από τον πυρήνα 

Η μετατόπιση των πρωτεϊνών SMAD από το κυτταρόπλασμα στον πυρήνα και πίσω ξανά στο 

κυτταρόπλασμα (shuttling) είναι μια αυστηρώς ελεγχόμενη διαδικασία. Η διάρκεια του σήματος ίσως 

εξαρτάται από το χρόνο που οι SMADs βρίσκονται στον πυρήνα 48. Η SMAD3 διαθέτει μια αλληλουχία 

που δρα ως σήμα πυρηνικού εντοπισμού (nuclear localization sequence, NLS) στην περιοχή MH1. Η 

φωσφορυλιωμένη SMAD3 αλληλεπιδρά με την ινπορτίνη-β1 του πυρηνικού πόρου και εισέρχεται στον 

πυρήνα, μια διαδικασία εξαρτώμενη από τη GTPάση Ran 49, 50. Αντίθετα, η SMAD2 μέσω της περιοχής 

MH2 αλληλεπιδρά με νουκλεοπορίνες που διαθέτουν τις επαναλήψεις FG (FG-repeat-containing 

nucleoporins), όπως π.χ. η CAN/Nup214. Η απευθείας σύνδεση με τον πυρηνικό πόρο οδηγεί τις R-

SMADs σε μια συνεχή παλινδρόμηση, δημιουργώντας ένα δυναμικό ενεργής μεταφοράς ανάμεσα στο 

κυτταρόπλασμα και τον πυρήνα. Η μεταφορά των R-SMADs φαίνεται να είναι καθοριστικό στάδιο για 

τη μεταγωγή του σήματος από τους TGF-β/Ακτιβίνη, καθώς η συνεχής παλινδρόμησή τους επιτρέπει τη 

διαρκή ανίχνευση της ενεργοποιημένης ή μη κατάστασης του υποδοχέα, εξασφαλίζοντας έτσι την 

αποτελεσματική λήξη της μεταγωγής του σήματος 51. 

     Η επαγωγή από τους προσδέτες TGF-β/Ακτιβίνη προκαλεί τη μετατόπιση και της SMAD4 στον 

πυρήνα. Διάφοροι μηχανισμοί έχουν προταθεί 52, 53, με τις πιο πρόσφατες έρευνες να δείχνουν ότι η 

ινπορτίνη παίζει καθοριστικό ρόλο στη μετατόπιση τόσο των R-SMADs όσο και της SMAD4. Ο 

μηχανισμός εξόδου της SMAD2 από τον πυρήνα παραμένει άγνωστος. Η SMAD3 εξέρχεται του πυρήνα 

με τη βοήθεια της exportin4 και της GTPάσης Ran 54. Η έξοδος της SMAD4 διαμεσολαβείται από ένα 

σήμα εξόδου που εντοπίζεται στη συνδετική περιοχή της πρωτεΐνης, στην οποία προσδένεται η 

exportin1/CRM1 52, 55. 
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1.1.5.4 Γονιδιακή Ρύθμιση  

Αρχικά οι πρωτεΐνες SMADs θεωρήθηκαν ως οι βασικοί ρυθμιστές της μεταγραφής, λόγω της 

ικανότητάς τους να προσδένονται στο DNA. Σήμερα γνωρίζουμε ότι η ρύθμιση της μεταγραφής γίνεται 

κυρίως μέσω της πρόσδεσης των SMADs με άλλους μεταγραφικούς παράγοντες. Η λίστα με αυτούς 

τους παράγοντες μεγαλώνει συνεχώς. Τα σύμπλοκα των SMAD πρωτεϊνών στον πυρήνα προσδένονται 

μη ισχυρά στην ακολουθία πρόσδεσης SBE (SMAD Binding Element) στο DNA 56, 57. Η πιο κοινή ισομορφή 

της SMAD2 δεν προσδένεται σε SBEs, ενώ η SMAD3 αναγνωρίζει την αλληλουχία 5′-GTCTG-3′ (SBE). 

Γενικότερα, φαίνεται ότι η πρόσδεση των SMADs στη χρωματίνη εξαρτάται από την αλληλεπίδρασή 

τους με μεταγραφικούς παράγοντες που προσδένονται στο DNA με μεγαλύτερη συγγένεια. 

     Από τους πιο καλά χαρακτηρισμένους παράγοντες με ικανότητα πρόσδεσης στο DNA είναι η 

οικογένεια FAST 58. Στο Xenopus, ο παράγοντας FAST-1 προσδένεται στο στοιχείο ανταπόκρισης στην 

Ακτιβίνη (ARE, Activin Responsive Element), στον υποκινητή των γονιδίων Mix2 59, 60 και goosecoid 61. 

Το αποτέλεσμα είναι η ενεργοποίηση και η αποσιώπηση της μεταγραφής αντίστοιχα. Ομόλογα του 

παράγοντα FAST έχουν βρεθεί στον άνθρωπο και στον ποντικό 61, 62. Απουσία προσδέματος, ο 

παράγοντας FAST είναι συνεχώς προσδεμένος στις περιοχές ανταπόκρισης, αλλά μόνο παρουσία 

Ακτιβίνης ή TGF-β δημιουργεί σύμπλοκο με τις SMAD2 και SMAD4 και έχει την δυνατότητα 

ενεργοποίησης της μεταγραφής 60, 63, 64. 

     Είναι αξιοσημείωτο ότι οι SMADs μπορούν να συνεργάζονται και με πρωτεΐνες που εμπλέκονται στην 

μεταγωγή σήματος άλλων μονοπατιών, όπως οι αλληλουχίες AP1 που ενεργοποιούνται από τον 

ετεροδιμερισμό των c-Jun και c-Fos. Η υπερέκφραση της SMAD3 ενεργοποιεί  πολλούς υποκινητές που 

περιέχουν σημεία AP1. Η SMAD3 μπορεί να συνδέεται άμεσα με την c-Jun και έμμεσα με την c-Fos μέσω 

της c-Jun 65. Αναστολή της κινάσης Jun αναστέλλει και την TGF-β εξαρτώμενη ενεργοποίηση από τις 

περιοχές AP1 66. Η σύνδεση των SMADs με τις ενεργές c-Jun και c-Fos σηματοδότησε για πρώτη φορά 

την συνεργασία του SMAD μονοπατιού με άλλα σηματοδοτικά μονοπάτια. 

     Επιπλέον, έχει δειχτεί ότι οι SMAD3 και SMAD4 συνδέονται με τον μεταγραφικό παράγοντα ATF2, 

μια πρωτεΐνη έλικας-θηλειάς-έλικας με φερμουάρ λευκίνης (bHLH-Zip), η οποία προσδένεται σε 

περιοχές ανταπόκρισης του cAMP, που αποτελούν στόχο της κινάσης p38 66. Ένας άλλος μεταγραφικός 

παράγοντας της οικογένειας bHLH-Zip, ο TFE3, συνδέεται στο DNA μέσω του στοιχείου Ε (E-box 
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element). Σύνδεση των SMAD πρωτεϊνών έχει αναφερθεί και για την πρωτεΐνη του ιού πολυώματος 

PEBP2/CBF (Polyomavirus Enhancer Binding Protein 2/Core Binding Factor) 67. 

     Μετά τη πρόσδεση στο DNA, οι πρωτεΐνες SMADs στρατολογούν ακετυλοτρανσφεράσες των 

ιστονών, όπως η p300 και η CBP  (CREB binding protein), προκαλώντας την έναρξη της μεταγραφής. Η 

σύνδεση των R-SMAD με την p300/CBP μπορεί να αυξήσει την μεταγραφική ικανότητα, προσελκύοντας 

συν-ενεργοποιητές όπως είναι ο MSG1 που συνδέεται στην SMAD4 68. 

     Η αρνητική ρύθμιση των πρωτεϊνών SMADs μέσω ουβικιτίνωσης αναφέρθηκε προηγουμένως. 

Πρόσφατα, έχει δειχθεί και η θετική ρύθμιση με ουβικιτίνωση σε έμβρυα ποντικού και κύτταρα 

θηλαστικών 69. Τα πυρηνικά σύμπλοκα των πρωτεϊνών SMAD αλληλεπιδρούν με τη λιγάση ουβικιτίνης 

Αrkadia, προκαλώντας την αποδόμηση των SMAD αποσιωποιητών SKI και SNON 70. Η  πρωτεΐνη Arkadia 

επάγει την ουβικιτίνωση της ανασταλτικής SMAD7 71, όμως παραμένει άγνωστο εάν αυτό συμβαίνει 

στο πυρήνα ή στο κυτταρόπλασμα. 

 

1.1.5.5 Τερματισμός της σηματοδότησης - Αρνητική ρύθμιση 

Ως εκκρινόμενη πρωτεΐνη η Ακτιβίνη παρουσιάζει ενδοκρινή, αυτοκρινή και παρακρινή δράση 72. Η 

μετάδοση του σήματος από την Ακτιβίνη υποβάλλεται σε αυστηρά ελεγχόμενη ρύθμιση τόσο 

εξωκυττάρια όσο και ενδοκυττάρια (εικόνα 5). Εξωκυττάρια, η πρόσδεση στους υποδοχείς περιορίζεται 

από ανταγωνιστικές προσδένουσες πρωτεΐνες όπως η φολλιστατίνη. Η φολλιστατίνη είναι μια 

εκκρινόμενη γλυκοπρωτεΐνη, η οποία όταν προσδεθεί με την Ακτιβίνη την καθιστά σε μεγάλο βαθμό 

ανενεργή 73. Επίσης η ινχιμπίνη, η οποία ανήκει στην ίδια οικογένεια, θεωρείται ισχυρός ανταγωνιστής 

της Ακτιβίνης 74, καθώς προσδένεται στους υποδοχείς τύπου ΙΙ εκτοπίζοντάς την από τη θέση 

πρόσδεσης. Η συγγένεια της ινχιμπίνης για τους υποδοχείς τύπου ΙΙ  είναι 10 φορές μικρότερη από 

εκείνη της Ακτιβίνης 75. 

     Σε επίπεδο υποδοχέων υπάρχουν μεμβρανικές και κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες που 

αλληλεπιδρούν με τους υποδοχείς της Ακτιβίνης, ρυθμίζοντας αρνητικά τη σηματοδότηση. Η 

διαμεμβρανική γλυκοπρωτεΐνη BAMBI (BMP and Activin membrane-bound inhibitor) λειτουργεί ως 

ψευδο-υποδοχέας, σχηματίζοντας σύμπλοκα με τους υποδοχείς τύπου Ι και ΙΙ, ανεξάρτητα από τη 

παρουσία προσδέτη, αναστέλλοντας τη σηματοδότηση από τις BMPs, την Ακτιβίνη και τον TGF-β 76. Οι 

πρωτεΐνες ARIP (Activin Receptor Interacting Proteins) αλληλεπιδρούν με τον υποδοχέα ActRIIA και τη 
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SMAD3, μέσω της PDZ περιοχής τους. Έχει δειχθεί ότι υπερέκφραση της ARIP1 σε νευρικά κύτταρα 

αναστέλλει τη σηματοδότηση της Ακτιβίνης και την έναρξη της μεταγραφής από τη SMAD3 (Shoji 2000). 

Υπερέκφραση της ARIP2 μειώνει την έκκριση της θυλακιοτρόπου ορμόνης (FSH) από τα κύτταρα της 

υπόφυσης και ενισχύει τον πολλαπλασιασμό καρκινικών κυττάρων που απομονώθηκαν από 

καρκινικούς όγκους του στήθους 77, 78. 

     Εντός του κυττάρου η τρίτη κατηγορία των SMADs, οι Ι-SMADs (Inhibitory-SMADs) δρουν 

ανταγωνιστικά για την κατάργηση των σημάτων από την οικογένεια TGF-β. Δύο ανασταλτικές SMAD 

πρωτεΐνες, η SMAD6 και η SMAD7, έχουν ταυτοποιηθεί μέχρι σήμερα στα σπονδυλωτά 79, 80, 81, 82. Η 

SMAD7 δρα ως γενικός αναστολέας της οικογένειας TGF-β, ενώ η SMAD6 αναστέλλει ειδικά τους 

παράγοντες BMPs 83. Η ανασταλτική δράση της SMAD7 έγκειται στον ανταγωνισμό της με τις R-SMADs 

για την σύνδεση με τον υποδοχέα τύπου Ι 81, 84. Επίσης, μελέτες έδειξαν ότι η SMAD7 μέσω της περιοχής 

PY (PY motif) συνδέεται με τις λιγάσες της ουβικιτίνης, Smurf1 και Smurf2. Το σύμπλοκο SMAD7/Smurf 

μεταφέρεται στον ενεργοποιημένο υποδοχέα τύπου Ι και αναστέλλει την φωσφορυλίωση των R-SMADs 

85. Η Smurf1 επάγει την αποδόμηση των υποδοχέων μέσω του πρωτεοσωμικού και λυσοσωμικού 

μονοπατιού 86. 

      Η ίδια η SMAD7 υφίσταται ουβικιτίνωση και αποδόμηση κατά την διάρκεια αυτής της διαδικασίας. 

Ο κύκλος αυτός της αρνητικής ανάδρασης παρατείνεται, αφού ο παράγοντας TGF-β και οι BMPs 

μπορούν να ενεργοποιούν την SMAD7 σε μεταγραφικό επίπεδο εξασφαλίζοντας έτσι την συνεχή 

παραγωγή της πρωτεΐνης καθώς αυτή αποδομείται. Τέλος, αξίζει να σημειωθεί ότι δομικά μοτίβα στις 

πρωτεΐνες Smurf (WW μοτίβα) αναγνωρίζουν συγκεκριμένες περιοχές στην ενδιάμεση περιοχή (linker 

region) των R-SMADs, πλούσιες σε προλίνες (PY μοτίβα) (86). Η αποδόμηση των R-SMADs από τις Smurfs 

ελαττώνει την ικανότητα της υπεροικογένειας TGF να μετάγει συγκεκριμένες κυτταρικές ανταποκρίσεις 

87. Διάφοροι μηχανισμοί, κυρίως μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων, εμπλέκονται στον τερματισμό 

της σηματοδότησης από τις πρωτεΐνες SMAD. Σε μια πρόσφατη μελέτη, η πολυμεράση-1 PARP-1 

(poly(ADP-ribose)polymerase-1) φαίνεται να αλληλεπιδρά και να προσθέτει σάκχαρα ADP-ριβόζης στις 

SMAD3 και SMAD4 88. Αυτή η προσθήκη προκαλεί την αποδέσμευση των SMADs από το DNA, 

ελέγχοντας την ένταση και τη διάρκεια του σήματος. Ένας άλλος μηχανισμός είναι η 

αποφωσφορυλίωση των σερινών στο καρβοξυτελικό άκρο των SMAD πρωτεϊνών, από φωσφατάσες 

που έχουν ταυτοποιηθεί προσφάτως, όπως η PPM1A/PP2Ca 89. Αντιστρόφως, οι ενδοκυττάριοι δίαυλοι 
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χλωρίου (chloride intracellular channel 4, CLIC4) και ο μεταγραφικός παράγοντας Schnurri-2 

αλληλεπιδρούν με τις φωσφορυλιωμένες SMAD2 και 3, αποτρέποντας την αποφωσφορυλίωσή τους 90.  

      Η αποδόμηση των SMADs μετά από ουβικιτίνωση είναι πιθανό να οδηγεί στο τερματισμό της 

σηματοδότησης. Ο TGF-β επάγει τη φωσφορυλίωση των SMAD2 και 3 στη συνδετική περιοχή τους, από 

τις κινάσες CDK8 και CDK9 στο κυτταρόπλασμα, αλλά και από τη GSK3 στον πυρήνα 91, 92. Αυτή η 

φωσφορυλίωση αρχικά επάγει την μεταγραφική ενεργοποίηση των SMADs και εν συνεχεία την 

ουβικιτίνωσή τους από τις Nedd4-2/Nedd4L και την αποδόμησή τους στο πρωτεόσωμα 93. 

     Όλες οι παραπάνω διαδικασίες τονίζουν την σημασία ύπαρξης μοριακών μηχανισμών για την  

αυστηρή ρύθμιση της μεταγωγής σήματος από την οικογένεια TGF-β σε όλα τα επίπεδα. Είναι σαφές 

ότι υπάρχουν και άλλοι ρυθμιστικοί παράγοντες που εμπλέκονται στη σηματοδότηση των προσδετών 

της οικογένειας. Σε κάθε περίπτωση δεν πρέπει να παραβλέπουμε και την αλληλεπίδραση κάθε 

σηματοδοτικού μονοπατιού με άλλα ανταγωνιστικά μονοπάτια.    
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Εικόνα 5. Εξωκυττάρια και ενδοκυττάρια ρύθμιση της σηματοδότησης της Ακτιβίνης Α. (A) Εξωκυττάρια, η 

δραστικότητα της Ακτιβίνης ελέγχεται από πρωτεΐνες της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας, φολλιστατίνη-288 και-

315,  τη follistatin-related protein, την α2-macroglobin, τον παράγοντα Lefty1 και την ινχιμπίνη, αλλά και 

πρωτεΐνες που προσδένονται στη μεμβράνη όπως οι Betaglycan, Cripto, BAMBI, INHBP/inhibin B και 

φολλιστατίνη-288. (B) Στο κυτταρόπλασμα το μονοπάτι που διαμεσολαβείται απο τις SMADs, υφίστατaι έλεγχο 

σε κάθε βήμα 
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1.1.5.6 Μεταγωγή σήματος από την Ακτιβίνη Α, ανεξάρτητη από τους διαμεσολαβητές SMADs 

Το μονοπάτι σηματοδότησης των TGF-β/Ακτιβίνης με διαμεσολαβητές τις πρωτεΐνες SMAD είναι 

μελετημένο εκτενώς, και θεωρείται δικαίως το κεντρικό μονοπάτι μεταγωγής σήματος της οικογένειας 

του TGF-β. Τα τελευταία χρόνια, πειραματικά δεδομένα βιοχημείας και αναπτυξιακής βιολογίας 

υποστηρίζουν την ύπαρξη εναλλακτικών μονοπατιών σηματοδότησης. τα μη εξαρτώμενα από τις 

SMADs μονοπάτια. Οι υποδοχείς TGF-β έχουν την ικανότητα να φωσφορυλιώνουν πρωτεΐνες, εκτός των 

SMADs, και να μετάγουν παράλληλα σήματα, τα οποία δρουν συνεργιστικά. Δεδομένα από πειράματα 

in vitro δείχνουν ότι πρωτεΐνες όπως η GTPάση Ras, οι κινάσες MAPKs, ERKs, p38, και οι JNKs 

εμπλέκονται στη σηματοδότηση του TGF-β. Η Ακτιβίνη διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στο 

σχηματισμό της επιδερμίδας, μια διαδικασία που απαιτεί την εναρμονισμένη κίνηση των επιθηλιακών 

κυττάρων. Έχει δειχθεί ότι το μονοπάτι MEKK1-JNK είναι απαραίτητο για το σχηματισμό και το 

«κλείσιμο» του βλεφάρου στα θηλαστικά. Ο TGF-β και η Ακτιβίνη το ενεργοποιούν, ανεξάρτητα από τη 

SMAD4, με σκοπό τη σωστή κίνηση των επιθηλιακών κυττάρων κατά τη δημιουργία του βλεφάρου. 

    Επιπρόσθετα η Ακτιβίνη επάγει τη φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης p38 και αναστέλλει τις ERK1/2 σε 

κύτταρα K562. Στα κερατινοκύτταρα, η επαγωγή με Ακτιβίνη οδηγεί σε φωσφορυλίωση των JNK και c-

Jun, η οποία εξαρτάται από τις MEKK1 και RhoA αντίστοιχα. Επίσης, έχει προταθεί ότι η Dok-1, μια  Ras 

GAP-προσδεδεμένη πρωτεΐνη-στόχος των κινασών Src and Abl, είναι διαμεσολαβητής της 

σηματοδότησης της Ακτιβίνης, καθώς προσδένεται στους υποδοχείς ActRIIA and ALK4. Αν και δεν έχει 

αποδειχθεί πλήρως, φαίνεται ότι η φωσφορυλίωση της Dok-1 και η μεταγωγή του σήματος καθοδικά 

στις GTPάσες, γίνονται ανεξάρτητα από τις SMADs 94, 95, 96. 
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Εικόνα 6. Μεταγωγή σήματος από τον TGF-β ανεξάρτητη από τις πρωτεΐνες SMADs.  

Στο μη κανονικό μονοπάτι, όπως ονομάζεται εναλλακτικά (non-SMAD/non-canonical), οι ενεργοποιημένοι 

υποδοχείς του TGF-β μετάγουν τα σήματα μέσω άλλων παραγόντων όπως ο TRAF4 (TNF receptor associated 

factor 4) ή ο TRAF6,  η κινάση TAK1 (TGF-β-activated kinase 1), η κινάση p38MAPK, η πρωτεΐνη RHO, οι κινάσες 

AKT και ERK, η κινάση JNK (JUN N-terminal kinase) και ο παράγοντας  NF-κΒ (nuclear factor-κB). Η σηματοδότηση 

του TGF-β επηρεάζεται από την αλληλεπίδραση με άλλα σηματοδοτικά μονοπάτια, όπως αυτά των  WNT, 

Hedgehog, Notch, ιντερφερόνης (IFN), RAS, και του παράγοντα νέκρωσης όγκων (TNF)  
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1.2 Η πολυδιάστατη υπεροικογένεια TGF-β. Ο ρόλος της Ακτιβίνης Α σε θεμελιώδεις 

βιολογικές διαδικασίες 

1.2.1 Ρύθμιση του πολλαπλασιασμού 

Έχει δειχθεί ότι η Ακτιβίνη έχει την ικανότητα να αναστέλλει τον πολλαπλασιασμό φυσιολογικών και 

καρκινικών κυττάρων, όπως τα ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων, τα λεία μυϊκά κύτταρα, τα 

επιθηλιακά, τα λεμφοκύτταρα, τα επινεφριδιακά του εμβρύου, και τα καρκινικά με προέλευση 

καρκινικούς όγκους του προστάτη, του στήθους, της υπόφυσης, της ουροδόχου κύστης. Οι μηχανισμοί 

με τους οποίους η Ακτιβίνη προάγει την αντιπολλαπλασιαστική της δράση δεν έχουν πλήρως 

διαλευκανθεί. Η αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού από την οικογένεια TGF-β/Ακτιβίνης έχει 

συνδεθεί με την ρύθμιση των αναστολέων των κυκλινο-εξαρτώμενων κινασών (CKIs, Cyclin-dependent 

Kinase Inhibitors) p15(Ink4B), p21(Cip1) και p27(Kip1) 97. Η περιορισμένη γνώση προέρχεται κυρίως από 

μελέτες στα καρκινικά κύτταρα προστάτη LNCaP, στα ηπατικά κύτταρα HepG2 και στα Β-λεμφοκύτταρα 

ποντικού HS-72. Για παράδειγμα, στα τελευταία, η Ακτιβίνη επάγει την έκφραση του αναστολέα της 

κυκλινο-εξαρτώμενης κινάσης p21Cip1/WAF1, αναστέλλοντας την έκφραση της κυκλίνης D2, γεγονός 

το οποίο οδηγεί στη μειωμένη δράση της κυκλινο-εξαρτώμενης κινάσης Cdk4 και κατά συνέπεια στη 

συσσώρευση υποφωσφορυλιωμένης πρωτεΐνης Rb (Retinoblastoma). Έτσι προκαλείται παύση του 

κυτταρικού κύκλου στη φάση G1 98.   

     Είναι γνωστό ότι ο TGF-β έχει αντιπολλαπλασιαστική δράση στα πρώτα στάδια της καρκινογένεσης 

(5). Πολλοί καρκινικοί τύποι «ξεφεύγουν» από αυτή τη δράση, λόγω μεταλλάξεων που συσσωρεύονται, 

και καθιστούν τα κύτταρα μη ανταποκρίσιμα στον TGF-b (6) 99. Μεταλλάξεις στους υποδοχείς τύπου ΙΙ 

και στη SMAD4 είναι συνήθεις σε επιθηλιακούς όγκους του εντέρου και του παγκρέατος 99. Είναι 

πιθανό, ορισμένοι καρκινικοί τύποι να μην ανταποκρίνονται στους αντιπολλαπλασιαστικούς 

μηχανισμούς που επάγονται από την Ακτιβίνη. Μεταλλάξεις απώλειας λειτουργίας του ActR-IB έχουν 

ταυτοποιηθεί σε όγκους του παγκρέατος 100, 101.  

 

1.2.2 Απόπτωση 

Η Ακτιβίνη επάγει τον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο σε αρκετές κυτταρικές σειρές, μέσω της 

ενεργοποίησης των κασπασών. Σε ηπατικά κύτταρα HepG2 η επαγόμενη από την Ακτιβίνη απόπτωση, 

αποτρέπεται με υπερέκφραση της συνεχώς ανενεργού μορφής του ActR-IIB ή της SMAD2, ενώ αντίθετα 
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υπερέκφραση μιας πρωτεΐνης εκ των ActR-IB, ActR-IIB, SMAD2 ή SMAD4 αρκεί για να ενεργοποιήσει 

την απόπτωση, απουσία Ακτιβίνης. Και σε αυτή τη διαδικασία είναι φανερό ότι τόσο οι υποδοχείς όσο 

και οι πρωτεΐνες SMAD διαδραματίζουν κεντρικό ρόλο. Σε μία μελέτη του Zauberman και των 

συνεργατών του σε κύτταρα HepG2, παρουσία Ακτιβίνης, υποφωσφορυλιώνεται η Rb, υπερεκφράζεται 

η p21 από την ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p53. Με αυτόν τον τρόπο αναστέλλεται ο κυτταρικός 

πολλαπλασιασμός και προκαλείται προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος 102. 

     Μελέτες που έγιναν σε Β λεμφοκύτταρα ποντικού δείχνουν ότι η Ακτιβίνη επάγει την απόπτωση 

μέσω περιορισμού της δραστικότητας της πρωτεΐνης bcl-2 103. Η υπερέκφραση της πρωτεΐνης αυτής 

στα Β λεμφοκύτταρα περιορίζει δραματικά την επαγόμενη από Ακτιβίνη απόπτωση. Επιπρόσθετες 

έρευνες αποδεικνύουν ότι η απόπτωση που επάγεται από την Ακτιβίνη, διαμεσολαβείται από τη κινάση 

PKC, καθώς η χρήση του αναστολέα της PKC, H7, παρεμποδίζει την απόπτωση. Στα κύτταρα χρόνιας 

μυελογενούς λευχαιμίας KU812 η Ακτιβίνη αυξάνει την έκφραση της πρωτεΐνης Bax, που προκαλεί 

καταστολή της Bcl-2, ενεργοποίηση των κασπασών 3 και 9, με συνέπεια τον κατακερματισμό του DNA  

104. 

 

1.2.3. Ακτιβίνη Α και ανοσοποιητικό σύστημα  

Με βάση τις πρώτες μελέτες γίνεται σαφές ότι η Ακτιβίνη Α συμμετέχει στη ρύθμιση του 

πολλαπλασιασμού των κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος, τόσο στον μυελό των οστών όσο 

και στο θύμο αδένα (εικόνα 6). Επίσης, είναι ένας παράγοντας διαφοροποίησης των ολιγοδύναμων 

πρόδρομων κυττάρων του αιμοποιητικού συστήματος, και ειδικότερα των ερυθρών σειρών του αίματος 

10, 105.  Όσον αφορά το ανοσοποιητικό σύστημα η Ακτιβίνη φαίνεται να έχει διττό ρόλο. Κατά τη 

φυσιολογική ανοσοβιολογική απόκριση μεταδίδει ανοσοδιεγερτικά μηνύματα για την αντιμετώπιση 

του ξένου παράγοντα και κυρίως των ιογενών λοιμώξεων. Αντίθετα, κατά την εξέλιξη της 

καρκινογένεσης μετάγει ανοσοκατασταλτικά μηνύματα, συμβάλλοντας στη δημιουργία κατάλληλου 

ογκογόνου μικροπεριβάλλοντος. Για παράδειγμα, η Ακτιβίνη προάγει τη μετατροπή των CD4+CD25-

Foxp3- (Foxp3: forkhead box P3) Τ λεμφοκυττάρων  σε CD4+CD25+Foxp3+ T-ρυθμιστικά λεμφοκύτταρα, 

τα οποία προκαλούν ανοσοκαταστολή σε ασθενείς με οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία 106, 107, 108. Τα Τ 

ρυθμιστικά λεμφοκύτταρα μειώνουν την δράση των βοηθητικών  Th1, Th2 and T-17, περιορίζοντας την 
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ικανότητά τους να αναγνωρίζουν και να καταστρέφουν τα καρκινικά κύτταρα 109. Επιπλέον, η Ακτιβίνη 

έχει σύνθετες επιδράσεις στη λειτουργία των μακροφάγων. 

Εικόνα 6. Οι δράσεις της Ακτιβίνης Α στο ανοσοποιητικό σύστημα. Παρουσιάζονται οι κυτταρικοί τύποι που 

παράγουν και δέχονται μηνύματα από την Ακτιβίνη 

 

     Τα δενδριτικά κύτταρα παράγουν Ακτιβίνη Α, η οποία διατηρεί τον αντιγονοειδικό πολλαπλασιασμό 

των CD8+ T λεμφοκυττάρων in vitro 33. Η Ακτιβίνη παράγεται και από τα βοηθητικά Τ λεμφοκύτταρα 

ποντικού (Th2), κι επάγει τη δημιουργία φαινοτύπου M2 στα μακροφάγα (υψηλή παραγωγή IL-10 και 

TGF-β, χαμηλή IL-12), που σχετίζεται με την επούλωση τραυμάτων αλλά και την καρκινογένεση 109. 

Τέλος, η Ακτιβίνη Α αναστέλλει ενώ η φολλιστατίνη προάγει τη μετατροπή των μακροφάγων σε 

«αφρώδη» κύτταρα (macrophage foam cell), που συσσωρεύουν χοληστερόλη και επικάθονται στα 

τοιχώματα των αγγείων, με αποτέλεσμα τη δημιουργία αθηρωματικών πλακών 110. Συμπερασματικά 

λοιπόν, θα λέγαμε ότι η Ακτιβίνη είναι μια σημαντική κυτταροκίνη για τη λειτουργία του αιμοποιητικού 

και ανοσοποιητικού συστήματος. 
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1.2.4. Επούλωση τραύματος και Αναγέννηση Ιστών 

Η επούλωση ενός τραύματος είναι μια πολύπλοκη  και αυστηρά ρυθμιζόμενη διαδικασία. Αρχικά, στην 

τραυματισμένη περιοχή εκκρίνονται αυξητικοί παράγοντες και κυτταροκίνες. Τα τραυματισμένα αγγεία 

δημιουργούν μικρούς θρόμβους με την εναπόθεση πρωτεϊνών, όπως η φιμπρονεκτίνη και το 

κολλαγόνο. Κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος και ινοβλάστες προσελκύονται στην 

τραυματισμένη περιοχή, καθαρίζοντάς την από νεκρά στοιχεία και στη συνέχεια αναδομούν  την 

εξωκυττάρια θεμέλια ουσία. Όλα τα κύτταρα που συμμετέχουν πρέπει να έχουν την ικανότητα να 

επάγουν την κυτταρική μετακίνηση, την αντικατάσταση και την ανάπλαση του ιστού. Η Ακτιβίνη Α 

θεωρείται καθοριστικός παράγοντας σε αυτή τη διαδικασία. Στο zebrafish, η αναστολή της μεταγωγής 

του σήματος της Ακτιβίνης παρεμποδίζει την αναγέννηση του ιστού μετά από τραυματισμό 111, 112. 

Ομοίως στον ποντικό, η διαθεσιμότητα της Ακτιβίνης Α, φαίνεται να καθορίζει την αντίδραση μετά τον 

τραυματισμό 111. Τα επίπεδα της Ακτιβίνης ανεβαίνουν άμεσα με την πρόκληση του τραύματος, κάτι 

που θεωρείται αποτέλεσμα της φλεγμονώδους αντίδρασης 113. Όσον αφορά την επούλωση του 

τραύματος και ο TGF-β εμφανίζει παρόμοιες λειτουργίες, καθώς μπορεί να προσελκύει μακροφάγα και 

ινοβλάστες και φυσικά να επάγει την αγγειογένεση.  

 

1.2.5. Ακτιβίνη Α και καρκινογένεση 

Ο επιστήμονας Harold Dvorak περιέγραψε τον καρκίνο ως ‘’μια πληγή που ποτέ δεν κλείνει’’. Η Ακτιβίνη 

Α και ο TGF-β είναι εξαιρετικά παραδείγματα αυτού του φαινομένου, καθώς εμφανίζουν παρόμοιες 

ιδιότητες κατά την ανάπτυξη και την επούλωση τραυμάτων, αντίστοιχες με εκείνες που εμφανίζουν 

στην καρκινογένεση. Και οι δύο αυξητικοί παράγοντες διαδραματίζουν εξειδικευμένους ρόλους στο 

μικροπεριβάλλον των όγκων, ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο και τον ιστό. 

 

1.2.5.1. Επιθηλιακοί όγκοι 

Ο ρόλος της Ακτιβίνης έχει διερευνηθεί σε αρκετούς επιθηλιακούς όγκους, με αντικρουόμενα 

αποτελέσματα. Έχει δειχθεί ότι η Ακτιβίνη Α μπορεί να εμφανίζει μια προστατευτική δράση στα αρχικά 

στάδια της καρκινογένεσης. Πειράματα με τη χρήση κυττάρων καρκίνου του προστάτη και μη 

μεταστατικών κυττάρων LNCaP, δείχνουν ότι η Ακτιβίνη Α σταματά τον κυτταρικό κύκλο και επομένως 

τον πολλαπλασιασμό 114, 115, 116. Τα κύτταρα LNCaP δεν ανταποκρίνονται όταν τους χορηγείται TGF-β. 
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Μια in vitro μελέτη σε 15 κυτταρικές σειρές από νεοπλάσματα του μαστού, δείχνει ότι μόνο οι 4 

εκφράζουν ακτιβίνη Α. Η in vitro επώαση με Ακτιβίνη Α, είχε ως αποτέλεσμα στα κύτταρα T47D τη 

διακοπή του κυτταρικού κύκλου και την αύξηση της απόπτωσης 117. Τέλος, στο μικροπεριβάλλον του 

όγκου κύτταρα όπως τα βοηθητικά Τ λεμφοκύτταρα και οι ινοβλάστες αυξάνουν την έκφραση της 

Ακτιβίνης σε μια προσπάθεια να περιορίσουν την ανάπτυξη του όγκου. Πάραυτα, τα καρκινικά κύτταρα 

σταδιακά προσαρμόζονται και δεν ανταποκρίνονται σε τέτοια μηνύματα 118, 119.  

     Αντίθετα, η Ακτιβίνη επάγει τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων PC3, μιας πιο επιθετικής σειράς 

καρκίνου του προστάτη 120. Πρόσφατα δεδομένα εμπλέκουν την ενδογλίνη, έναν υποδοχέα TGF-β 

τύπου ΙΙΙ, στη διεισδυτικότητα των καρκινικών κυττάρων του προστάτη μέσω της επαγόμενης από την 

Ακτιβίνη Α σηματοδότησης 121. Επιπρόσθετα, ο TGF-β εμφανίζει ογκοδιεγερτική δράση στα κύτταρα 

PC3, όπως και στα κύτταρα καρκίνου του μαστού MDA-MB-231. Η σηματοδότηση μέσω του μονοπατιού  

MAPK/TRAF6, προκαλεί τον προ-μεταστατικό φαινότυπο των κυττάρων αυτών 122. Σε αδενοκαρκίνωμα 

του πνεύμονα και σε στοματικές νεοπλασίες πλακωδών κυττάρων, η έκφραση της Ακτιβίνης σχετίζεται 

με την επαγωγή επιθετικού, μεταστατικού φαινοτύπου, που οδηγεί στη δημιουργία μεταστάσεων 

στους λεμφαδένες και κακή πρόγνωση των ασθενών 123, 124. Η έκφραση της μεταλλοπρωτεϊνάσης MMP-

7, που αποδομεί πολλά συστατικά της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας και ενεργοποιεί άλλες MMPs, 

προωθώντας με τον τρόπο αυτό την ικανότητα μετανάστευσης των καρκινικών κυττάρων, αυξάνεται 

σημαντικά παρουσία Ακτιβίνης A 125. Αυτό συμβαίνει μέσω της δραστικότητας των c-Jun/SMAD και του 

υποκινητή AP-1 126.  

 

1.2.5.2. Ινοβλάστες 

Οι ινοβλάστες στο μικροπεριβάλλον του νεοπλάσματος συμβάλουν στη μετατροπή του φυσιολογικού 

στρώματος σε «αντιδραστικό» στρώμα. Το στρώμα αυτό χαρακτηρίζεται από διαφορετική σύσταση 

εξωκυττάριας ουσίας με αυξημένη πρωτεολυτική δραστηριότητα και την παρουσία φλεγμονωδών 

κυττάρων και ινοβλαστών, οι οποίοι έχουν αποκτήσει φαινοτυπικά χαρακτηριστικά λείων μυϊκών 

κυττάρων και αποκαλούνται μυοϊνοβλάστες 119. Σε φυσιολογικές συνθήκες οι ινοβλάστες εκφράζουν 

Ακτιβίνη Α σε αμελητέες ποσότητες. Η Ακτιβίνη επάγει τον πολλαπλασιασμό των ινοβλαστών του 

πνεύμονα και των λείων μυϊκών κυττάρων της αναπνευστικής οδού. Ενδιαφέρον έχει το γεγονός ότι οι 

φυσιολογικοί ινοβλάστες του οισοφάγου σε ένα προ-νεοπλασματικό περιβάλλον υπερεκφράζουν 



26       ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

 

Ακτιβίνη Α, παρεμποδίζοντας τον πολλαπλασιασμό με αυτοκρινικό και παρακρινικό τρόπο. Όταν όμως 

συνυπάρχουν καρκινικά κύτταρα η Ακτιβίνη Α προάγει την ανάπτυξη της κακοήθειας 127, 128, 129.  

     Οι μυοϊνοβλάστες του στρώματος από πλακώδες καρκίνωμα του στόματος αυξάνουν την έκκριση 

της Ακτιβίνης Α, κάτι που σχετίζεται με αυξημένη παραγωγή και έκκριση κολλαγόνου τύπου Ι, 

μεταλλοπρωτεϊνασών MMP-1, MMP-2, MMP-9 και MMP-13, καθώς επίσης με αυξημένο 

πολλαπλασιασμό και μεγαλύτερο όγκο του νεοπλάσματος 130, 131. Επιπρόσθετα, οι μυοϊνοβλάστες 

εκκρίνουν προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες και πρωτεάσες προκειμένου να επάγουν τον 

πολλαπλασιασμό, τη μετανάστευση και την ενδοθηλιακή- και επιθηλιακή-μεσεγχυματική 

μεταδιαφοροποίηση (EMT) των ενδοθηλιακών και επιθηλιακών κυττάρων αντίστοιχα 132. Τέλος, οι 

μυοϊνοβλάστες προσελκύουν ανοσοκατασταλτικά κύτταρα στα όρια καρκίνου-στρώματος 121. Όλα τα 

δεδομένα συγκλίνουν ότι τα κύτταρα αυτά συντελούν στη διαμόρφωση ενός μικροπεριβάλλοντος που 

ευνοεί την ανάπτυξη επιθηλιακών καρκινωμάτων, μεταβάλλοντας τα χαρακτηριστικά της εξωκυττάριας 

θεμέλιας ουσίας. Η παρουσία τους στο στρώμα των νεοπλασμάτων σχετίζεται με επιθετικό, 

μεταστατικό φαινότυπο και κακή πρόγνωση για τους ασθενείς 133, 134, 135.  

 

1.2.5.3. Ενδοθηλιακά κύτταρα-Αγγειογένεση 

Με βάση αρκετά βιβλιογραφικά δεδομένα, η Ακτιβίνη Α θεωρείται ένας αντιαγγειογενετικός 

παράγοντας. Επώαση ενδοθηλιακών κυττάρων με Ακτιβίνη αναστέλλει τον πολλαπλασιασμό τους και 

περιορίζει το σχηματισμό αγγείων, μέσω ενεργοποίησης της p21 και μειωμένης έκφρασης της κυκλίνης 

D1 και της Rb 136, 137. Τα περισσότερα ενδοθηλιακά κύτταρα εκφράζουν τους υποδοχείς ActRII/IIB κι έτσι 

ανταποκρίνονται στα επαγόμενα από την Ακτιβίνη μηνύματα. Στην in vivo δοκιμασία αγγειογένεσης, 

στη χοριοαλλαντοϊκή μεμβράνη νεοσσού όρνιθας, η Ακτιβίνη αναστέλλει την δημιουργία αγγείων 16, 17. 

     Επιπλέον, η υπερέκφραση της Ακτιβίνης από τους ινοβλάστες μειώνει την έκφραση του αγγειακού 

αυξητικού παράγοντα VEGF (Vascular Endothelial Growth factor), που είναι ίσως ο πιο σημαντικός 

ρυθμιστής της αγγειογενετικής διαδικασίας 137. Λόγω αυτής της αντιαγγειονετικής δράσης της 

Ακτιβίνης, τα καρκινικά κύτταρα αναπτύσσουν μηχανισμούς ώστε να την «εξουδετερώσουν». Στο 

νευροβλάστωμα, που η Ακτιβίνη μειώνει την έκφραση του υποδοχέα VEGFR2, το ογκογονίδιο N-myc, 

αντιστρέφει αυτό το αποτέλεσμα, παρεμποδίζοντας τη μεταγραφή του γονιδίου της βΑ υπομονάδας 

της Ακτιβίνης και κατ’ επέκταση το σχηματισμό των ομοδιμερών της  17. Ακόμη, η ιντερλευκίνη 32 (IL-



27       ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

 

32) ρυθμίζει αρνητικά την παραγωγή Ακτιβίνης και προάγει τον πολλαπλασιασμό των ενδοθηλιακών 

κυττάρων κατά τη διάρκεια της καρκινογένεσης 138. 

     Όσον αφορά τον TGF-β, φαίνεται πως έχει αντιαγγειογενετική δράση in vitro και αγγειογενετική in 

vivo.  Πληθώρα δημοσιευμένων μελετών αναδεικνύουν το ρόλο του TGF-β στην αγγειογενετική 

διαδικασία. Πειράματα σε ποντικούς δείχνουν ότι η στοχευμένη απαλοιφή είτε του TGF-β1, είτε των 

υποδοχέων TβRI και TβRII, οδηγεί σε ανωμαλίες κατά τη δημιουργία νέων αγγείων 139, 140, 141. Επίσης, 

δύο ειδικοί για τα ενδοθηλιακά κύτταρα υποδοχείς του TGF-β, η ενδογλίνη (υποδοχέας τύπου III) και ο 

ALK-1, θεωρούνται καθοριστικοί για την αγγειογένεση, καθώς μεταλλάξεις σε αυτούς τους υποδοχείς 

ευθύνονται για την κληρονομική αιμορραγική τηλεαγγειεκτασία (σύνδρομο Osler-Weber) 142. Επιπλέον, 

μεταλλάξεις απώλειας λειτουργίας της ενδογλίνης και του ALK-1 σε έμβρυα ποντικού είναι θανάσιμες 

λόγω προβλημάτων στην αγγειογένεση 143. Τέλος, η έκφραση της ενδογλίνης στα ενδοθηλιακά κύτταρα 

αυξάνεται δραματικά όταν η αγγεογενετική διαδικασία επάγεται από τα καρκινικά κύτταρα 122. 

Επιπρόσθετα, αξίζει να σημειωθεί ότι η  μεταγωγή του σήματος από τον TGF-β μέσω της SMAD3 επάγει 

την έκφραση του αγγειογενετικού παράγοντα VEGF-Α (Vascular Endothelial Growth Factor-A), που είναι 

κύριος ρυθμιστής της αγγειογένεσης και ο βασικός στόχος των περισσότερων σύγχρονων anti-VEGF 

θεραπειών 144. Η επαγόμενη από τον TGF-β αγγειογένεση μπορεί να παρεμποδιστεί με τη χρήση 

αναστολέων ή αντισωμάτων έναντι του TGF-β1 αλλά και των πρωτεϊνών LAP, BMPs και BAMBI 145, 146.  

 

1.2.6 TGF-β/ Ακτιβίνη Α: Μεταστροφή από αναστολείς σε επαγωγείς της καρκινογένεσης 

Γενετική απενεργοποίηση της μεταγωγής σήματος μέσω των SMAD πρωτεϊνών, παρατηρείται πολύ 

συχνά στον καρκίνο. Για παράδειγμα η SMAD4 απενεργοποιείται στο 50% των νεοπλασιών του 

παγκρέατος. Σαν γενικότερο φαινόμενο, φαίνεται ότι τα καρκινικά κύτταρα αποστέλλουν ογκογόνα 

μηνύματα σε μια προσπάθεια να περιορίσουν την ανασταλτική δράση των TGF-β/Ακτιβίνης Α. Πολλές 

ογκοπρωτεΐνες αλληλεπιδρούν άμεσα ή τροποποιούν μετα-μεταφραστικά τις SMAD πρωτεΐνες. Αυτή η 

απενεργοποίηση ή η εξασθένηση της σηματοδότησης μέσω SMADs, επιτρέπει στα καρκινικά κύτταρα 

να υπερκεράσουν την αντιπολλαπλασιαστική δράση των TGF-β/Ακτιβίνης στα πρώτα στάδια της 

καρκινογένεσης, και να πολλαπλασιάζονται απεριόριστα. Ενδέχεται με παρόμοιους μηχανισμούς, στα 

πιο προχωρημένα στάδια του καρκίνου, να ενισχύεται η «εισβολή» των καρκινικών κυττάρων σε άλλους 

ιστούς για τη δημιουργία μεταστάσεων 147, 148.  
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Εικόνα 7. Ο αυξητικός παράγοντας μετασχηματισμού, TGF-β έχει διττό ρόλο κατά την ογκογένεση. Στα πρώτα 

στάδια διαδραματίζει ογκοκατασταλτικό ρόλο, ενώ στα πιο προχωρημένα, εμφανίζει ογκογόνο δράση, 

περιορίζοντας τη δυνατότητα ανάπτυξης θεραπειών που στοχεύουν στην επαγόμενη από τον TGF-β 

σηματοδότηση. Τα βέλη με ανοιχτό γκρι χρώμα υποδηλώνουν την ύπαρξη ρυθμιστικού μηχανισμού θετικής 

ανάδρασης, χαρακτηριστικό της νεοπλασματικής νόσου 149  

 

     Δύο πρόσφατες μελέτες αναδεικνύουν την πολυπλοκότητα στη ρύθμιση της σηματοδότησης των 

SMADs σε σχέση με τον ιστό εμφάνισης και τη σταδιοποίηση του καρκίνου. Ενεργοποίηση του 

μονοπατιού  calcineurin/NFAT (calcineurin/nuclear factor of the activated T-cells (NFAT) προκαλεί την 

εκτόπιση της SMAD3 από τον υποκινητή του γονιδίου c-Myc. Εφόσον η SMAD3 εμποδίζει τη μεταγραφή 

του γονιδίου, ο μεταγραφικός παράγοντας NFAT ενεργοποιεί τη μεταγραφή του c-Myc, προάγοντας τον 

υπέρμετρο πολλαπλασιασμό των καρκινικών κυττάρων, ενώ ταυτόχρονα αυξάνεται η διαθεσιμότητα 
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της SMAD3, που μπορεί να μετάγει επιπρόσθετα ογκογόνα μηνύματα 150. Στις νεοπλασίες των 

πλακωδών κυττάρων (squamous cell carcinomas) το γονίδιο που κωδικοποιεί την κυτταροπλασματική 

πρωτεΐνη Dab2, συχνά μεθυλιώνεται και απενεργοποιείται. Η πρωτεΐνη αυτή ρυθμίζει την 

ενδοκυττάρωση των υποδοχέων του TGF-β στα πρώιμα ενδοσώματα. Χαμηλή έκφρασή της οδηγεί σε 

αδυναμία δημιουργίας συμπλόκων υποδοχέων-SMADs στα ενδοσώματα με αποτέλεσμα να «χάνονται» 

αποκρίσεις επαγόμενες από τον TGF-β 151. 

     Ένας ακόμη πολύ σημαντικός μηχανισμός είναι η διαφορετική ρύθμιση των SMAD2 και SMAD3. Για 

παράδειγμα, σε συνθήκες υποξίας, που επικρατούν στο περιβάλλον των όγκων, η φωσφατάση PP2A 

αποφωσφορυλιώνει κι απενεργοποιεί τη SMAD3, αφήνοντας τη SMAD2 ανεπηρέαστη 152. Με αυτόν τον 

τρόπο, μηνύματα με αντιπολλαπλασιαστική δράση, όπως η ρύθμιση του γονιδίου p15 από τη SMAD3, 

χάνονται, ενώ άλλα μένουν ανέπαφα ή μπορεί και να ενισχύονται. Επιπλέον, διαφορετική ρύθμιση στα 

διάφορα στάδια της καρκινογένεσης, φαίνεται να υφίσταται και η SMAD7. Σε συνθήκες υποξίας, ο 

μεταγραφικός παράγοντας HIF1α επάγει την έκφραση της SMAD7, κάτι που ενισχύει την ικανότητα 

μετάστασης των καρκινικών κυττάρων. Ακόμη και φυσιολογικά κερατινοκύτταρα μπορούν να γίνουν 

διεισδυτικά (invasive) σε συνθήκες υποξίας και επαγωγής με TGF-β, ενώ η αναστολή της SMAD7 

αντιστρέφει αυτόν τον φαινότυπο 152, 153. Η εικόνα 7 απεικονίζει συνοπτικά τη μεταστροφή του TGF-β 

κατά την ογκογένεση και προέρχεται από μια αξιόπιστη ανασκόπηση του 2012, στο περιοδικό Nature 

149. 

 

1.2.7. Εμβρυϊκή Ανάπτυξη και Βιολογία των Βλαστοκυττάρων 

Ως γνωστόν κατά την εμβρυική ανάπτυξη πραγματοποιούνται σύνθετες διαδικασίες που απαιτούν 

συγκεκριμένοι πληθυσμοί κυττάρων, ώστε να υποστούν επιθηλιακή-μεσεγχυματική 

μεταδιαφοροποίηση, να μεταναστεύσουν και να ολοκληρώσουν συντονισμένα αναπτυξιακά στάδια, 

όπως η αυλάκωση και η γαστριδίωση 154, 155. Η Ακτιβίνη Α διαδραματίζει σπουδαίο ρόλο σε αυτές τις 

διεργασίες. Αρχικά, ταυτοποιήθηκε ως ένα μορφογόνο που καθορίζει το σχηματισμό-σχεδιασμό του 

μεσοδέρματος (mesodermal patterning) 113, 156. Σε χαμηλές συγκεντρώσεις η Ακτιβίνη επάγει τη 

διαφοροποίηση των κυττάρων του μεσοδέρματος και των κυττάρων της επιδερμίδας, ενώ σε υψηλές 

συγκεντρώσεις καθορίζει το σχεδιασμό (patterning) στον οργανωτή Spemann 157, 158, 159. Ο σχεδιασμός 
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στο χώρο γίνεται μέσω βαθμίδωσης της συγκέντρωσης της διάχυτης Ακτιβίνης Α στον εξωκυττάριο 

χώρο 160, 161. 

     Στην βιολογία του ανθρώπου, η Ακτιβίνη Α είναι απαραίτητη για τη διατήρηση της πολυδυναμίας 

αλλά και τη μετέπειτα διαφοροποίηση των πολυδύναμων βλαστικών κυττάρων (hPSCs). Παρατεταμένη 

επώαση με Ακτιβίνη Α των hPSC επάγει την οριστική διαφοροποίησή τους σε ενδόδερμα 162-166. Κατά 

την πρώιμη διαφοροποίησή τους η σηματοδότηση των Ακτιβίνη Α/Nodal είναι πολύ σημαντική για την 

επαγωγή της επιθηλιακής-μεσοδερμικής μεταδιαφοροποίησης, όπως προκύπτει από την απώλεια της 

πρωτεΐνης-μάρτυρα των επιθηλιακών κυττάρων, CD326 (epithelial cell adhesion molecule, EPCAM) και 

την αύξηση της έκφρασης της πρωτεΐνης-μάρτυρα των μεσοδερμικών κυττάρων CD56 (neural cell 

adhesion molecule 1, NCAM1) 167. Η Ακτιβίνη A, σε συνεργασία με τη Nodal, μετάγει σήματα μέσω των 

SMAD2/3 με σκοπό τη μεταγραφή του γονιδίου της πρωτεΐνης Nanog, η οποία αποτελεί έναν 

καθοριστικό μεταγραφικό παράγοντα για την αυτοανανέωση των βλαστοκυττάρων και τη διατήρηση 

της πολυδυναμίας 168, 169. Η διατήρηση της πολυδυναμίας είναι απαραίτητη για την σωστή εκπλήρωση 

της αναπτυξιακής διαδικασίας, και η Ακτιβίνη Α το εξασφαλίζει μέσω της έκφρασης πρωτεϊνών όπως η 

Nanog, η Oct4, η nodal και η Wnt3 και κυρίως του βασικού ινοβλαστικού αυξητικού παράγοντα (bFGF-

2), με ταυτόχρονη καταστολή της BMP7 166.  
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1.3. Ενδοκυττάρωση και διακίνηση των μεμβρανικών κυστιδίων 

1.3.1. Γενικά 

Μια από τις βασικές διαδικασίες, υπεύθυνες για το σωστό εντοπισμό των μορίων μέσα στο κύτταρο, 

ονομάζεται μεμβρανική μεταφορά ή διακίνηση κυστιδίων (membrane trafficking/vesicular transport). 

Κατά τη διαδικασία αυτή μεμβρανικές δομές-φορείς, μικρά κυστίδια ή και μεγαλύτερες κυλινδρικές 

δομές, αποκόβονται από ένα κυτταρικό διαμέρισμα-δότη (budding) και ενοποιούνται/συντήκονται 

(fusion) με ένα άλλο κυτταρικό διαμέρισμα-δέκτη, μεταφέροντας είτε το μεμβρανικό είτε το διαλυτό 

περιεχόμενο τους στο οργανίδιο-στόχο. Η κυστιδιακή μεταφορά περιλαμβάνει δύο κύρια στάδια: (1) το 

βιοσυνθετικό μονοπάτι, υπεύθυνο για την μεταφορά των πρωτεϊνών που συντίθενται στο 

ενδοπλασματικό δίκτυο και εξέρχονται στον εξωκυττάριο χώρο (εξωκυττάρωση), ή σε άλλα κυτταρικά 

διαμερίσματα και (2) το ενδοκυτταρικό μονοπάτι, υπεύθυνο για την πρόσληψη συστατικών από τον 

εξωκυττάριο χώρο που θα χρησιμοποιηθούν στον κυτταρικό μεταβολισμό (170). Στην παρούσα 

διδακτορική διατριβή το ενδιαφέρον εστιάζεται στην ενδοκυττάρωση, και τις διαφορετικές οδούς που 

αυτή πραγματοποιείται. 

     Η ισορροπία μεταξύ των δύο μονοπατιών είναι απαραίτητη για τη διατήρηση της ομοιόστασης των 

οργανιδίων και την επαναχρησιμοποίηση των συστατικών της μηχανής μεταφοράς 171. Τα μονοπάτια 

εξωκυττάρωσης και ενδοκυττάρωσης επικοινωνούν διαμέσου αμφίδρομης μεταφοράς μεταξύ 

συμπλόκου Golgi και ενδοσωμάτων 172. Σε γενικές γραμμές, τα βήματα στην ανταλλαγή υλικού μέσω 

κυστιδίων συνίστανται από τα ίδια στάδια, τα οποία περιλαμβάνουν διαλογή πρωτεϊνών και λιπιδίων, 

σχηματισμό φορέων μεταφοράς (transport carriers), μετακίνηση κυστιδίων στον κυτταροσκελετό, 

αναγνώριση από το οργανίδιο-στόχο και σύντηξη των κυστιδίων με το κυτταρικό διαμέρισμα-στόχο 173.  

 

1.3.2 Μονοπάτια ενδοκυττάρωσης 

Η ενδοκυττάρωση ρυθμίζει πολλές βιολογικές διεργασίες που πραγματοποιούνται στην πλασματική 

μεμβράνη, όπως είναι η είσοδος θρεπτικών συστατικών αλλά και παθογόνων μικροοργανισμών, η 

μεταγωγή σήματος από μεμβρανικούς υποδοχείς, αλλά και η διατήρηση της ομοιόστασης λιπιδίων και 

πρωτεϊνών. Για αυτόν τον λόγο η ενδοκυττάρωση δεν πραγματοποιείται με έναν και μοναδικό 

γενικευμένο τρόπο, αλλά υπάρχουν διαφορετικά μονοπάτια με εξειδικευμένη δράση, που λειτουργούν 

ταυτόχρονα (εικόνα 8). Οι φυσικές και χημικές ιδιότητες του ‘φορτίου’ (cargo) καθορίζουν σε μεγάλο 
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βαθμό ποιο μονοπάτι θα ενεργοποιηθεί για την εσωτερικοποίησή του. Για παράδειγμα η ΄κατάποση’ 

φορτίων μεγαλύτερων από 500nm, όπως ένα βακτήριο, τυπικά πραγματοποιείται από τις διεργασίες 

που ονομάζονται φαγοκυττάρωση (στερεά στοιχεία) και μακροπινοκυττάρωση (εξωκυττάριο υγρό) 174. 

     Μικρότερα φορτία ακολουθούν άλλα μονοπάτια ενδοκυττάρωσης που παίρνουν το όνομά τους από 

τη παρουσία ή μη της πρωτεΐνης κλαθρίνης. Η πιο καλά μελετημένη οδός εσωτερίκευσης υποδοχέων 

αυξητικών παραγόντων είναι αυτή που εξαρτάται από την πρωτεΐνη κλαθρίνη, η κλαθρινο-εξαρτώμενη 

ενδοκυττάρωση (clathrin-dependent endocytosis). Τα υπόλοιπα μονοπάτια ανήκουν σε μια κατηγορία 

μη εξαρτώμενη από κλαθρίνη (CIE, clathrin independent endocytosis) και χαρακτηρίζονται από την 

παρουσία άλλων πρωτεϊνών όπως η καβεολίνη (caveolae pathway), η Arf1, Arf6 και Cdc42. Ο ρόλος 

τους δεν είναι ιδιαίτερα αποσαφηνισμένος. Οι οδοί ενδοκυττάρωσης που συμμετέχουν στη 

διαμετακίνηση αυξητικών παραγόντων και των υποδοχέων τους και σχετίζονται με τις στοχεύσεις της 

παρούσας διδακτορικής διατριβής, θα αναλυθούν περαιτέρω στις επόμενες ενότητες 175, 176, 177.  

     Στις περισσότερες περιπτώσεις τα φορτία εγκολπώνονται σε κυστίδια, CCVs  (Clathrin coated 

vesicles), Caveosomes, CLIC (Clathrin and dynamin independent carrier) ή GEECs (Glycosyl 

phosphatidylinositol-anchored protein enriched early endosomal compartment) και μέσω κυστιδιακής 

διακίνησης μεταφέρονται στο πρώιμο ενδόσωμα (early endosome), τον πρώτο και καθοριστικό σταθμό 

‘διαλογής’ τους. Από εκεί μπορούν να ακολουθήσουν διαφορετικούς δρόμους, όπως να μεταφερθούν 

στο λυσόσωμα για αποδόμηση ή να επιστρέψουν στην κυτταρική μεμβράνη, μέσω των μονοπατιών της 

ανακύκλησης.  
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Εικόνα 8. Τα μονοπάτια ενδοκυττάρωσης. Τα στερεά μόρια μεγάλου μεγέθους εισέρχονται στο κύτταρο με 

φαγοκυττάρωση (στους κυτταρικούς τύπους που τη διαθέτουν), ενώ το εξωκυττάριο υγρό εισέρχεται με 

μακροπινοκυττάρωση. Οι δύο διαδικασίες εξαρτώνται από την αναδιοργάνωση των ινιδίων της ακτίνης. Τα 

υπόλοιπα μονοπάτια ενδοκυτταρώνουν το ‘φορτίο’ με τη βοήθεια μηχανισμών που εξαρτώνται ή όχι από την 

πρωτεΐνη κλαθρίνη και την GTPάση Dynamin. Τα περισσότερα φορτία καταλήγουν στο πρώιμο ενδόσωμα μέσω 

καλυμμένων κυστιδίων (coated vesicles) ή μέσω σωληνοειδών ενδιάμεσων διαμερισμάτων, γνωστά ως CLIC 

(Clathrin and Dynamin independent carrier) ή GEEC (Glycosyl phosphatidylinositol-anchored protein enriched early 

endosomal compartment). Στο κάτω μέρος παρουσιάζεται μια προτεινόμενη ταξινόμηση των μηχανισμών 

ενδοκυττάρωσης 178 
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1.3.3 Ενδοκυτταρική Διακίνηση - Το πρώιμο ενδόσωμα  

Αμέσως μετά την ενδοκυττάρωση τους, τα κυστίδια αποβάλλουν το περίβλημα τους και συντήκονται 

με  τα πρώιμα ενδοσώματα (early endosomes), τα οποία είναι κυστίδια με σωληνοειδείς προεκβολές 

που βρίσκονται στο κυτταρόπλασμα και δέχονται το φορτίο από την πλασματική μεμβράνη. Η σύντηξη 

των ενδοκυτταρικών κυστιδίων με τα ενδοσώματα επιτυγχάνεται μέσω των πρωτεϊνών Rab, των 

τελεστών των πρωτεϊνών Rab και συμπληρωματικών ζευγών διαμεμβρανικών πρωτεϊνών SNARE του 

κυστιδίου και των μεμβρανών-στόχων. Τα πρώιμα ενδοσώματα είναι ο πρώτος σταθμός στο μονοπάτι 

της ενδοκυττάρωσης και χρησιμεύουν ως διαμέρισμα διαλογής (ονομάζονται και ενδοσώματα 

διαλογής, sorting endosomes). Από το πρώιμο ενδόσωμα τα μόρια που έχουν ενδοκυτταρωθεί μπορούν 

είτε να ανακυκλωθούν επιστρέφοντας στην κυτταροπλασματική μεμβράνη, είτε να μεταφερθούν στα 

όψιμα ενδοσώματα (late endosomes) και λυσοσώματα για αποδόμηση. Τα όψιμα ενδοσώματα 

προκύπτουν από την ωρίμανση των πρώιμων ενδοσωμάτων, μετά από στρατολόγηση πρωτεϊνών και 

αλλαγή στη λιπιδική σύσταση της μεμβράνης τους, προκειμένου να συντηχθούν με κυστίδια μεταφοράς 

που φέρουν λυσοσωμικές υδρολάσες από τη συσκευή Golgi. Έτσι δημιουργούνται τα λυσοσώματα, 

όπου γίνεται η αποδόμηση του φορτίου.  

    Το πρώιμο ενδόσωμα είναι πλειομορφικό διαμέρισμα, με σωληνοειδείς προεκβολές και μεγαλύτερες 

κυστιδιακές περιοχές στις οποίες σχηματίζονται μεμβρανικές εγκολπώσεις. Έτσι σχηματίζονται 

μορφολογικά διακριτές περιοχές που πιθανότατα έχουν διαφορετική λειτουργία. Για παράδειγμα, οι 

υποδοχείς που μεταφέρονται στα ενδοσώματα ανακύκλυσης, συσσωρεύονται στις σωληνοειδείς 

προεκτάσεις των πρώιμων ενδοσωμάτων, ενώ οι πρωτεΐνες που προορίζονται για αποδόμηση, 

συσσωρεύονται στις μεμβρανικές εγκολπώσεις και τα πολυκυστιδιακά σωμάτια (MVB, multivesicular 

bodies) των πρώιμων ενδοσωμάτων. 

     Ένα σημαντικό γνώρισμα των πρώιμων ενδοσωμάτων είναι ότι διατηρούν όξινο εσωτερικό pΗ 

(περίπου 6,2) ως αποτέλεσμα της δράσης μιας μεμβρανικής αντλίας Η+. Το pH μειώνεται από 6,2 σε 5,5 

στον αυλό των πολυκυστιδιακών σωματίων, ενώ αντίθετα αυξάνεται σε 6,5 στα σωληνοειδή 

ενδοσώματα ανακύκλυσης. Το όξινο pΗ οδηγεί στην αποσύνδεση πολλών προσδετών που βρίσκονται 

στο διαμέρισμα του πρώιμου ενδοσώματος από τους υποδοχείς τους. Μετά την αποσύνδεση αυτή, οι 

υποδοχείς και οι προσδέτες τους μπορούν να μεταφερθούν σε διαφορετικούς ενδοκυτταρικούς 

προορισμούς. Κλασικό παράδειγμα αποτελεί η λιποπρωτεΐνη χαμηλής πυκνότητας (LDL), η οποία 



35       ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

 

αποσυνδέεται από τον υποδοχέα της στα πρώιμα ενδοσώματα. Ο υποδοχέας επιστρέφει στην 

κυτταροπλασματική μεμβράνη. Αντίθετα, η LDL μεταφέρεται στα λυσοσώματα, όπου αποδομείται 

απελευθερώνοντας χοληστερόλη.  

Επομένως, το πρώιμο ενδόσωμα είναι ο βασικός και πρωταρχικός σταθμός που καθορίζει την τύχη των 

μορίων που εσωτερικεύονται μέσω των διαφορετικών οδών ενδοκυττάρωσης. Η διαλογή αυτή 

διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στη ρύθμιση των επιπέδων των υποδοχέων αυξητικών παραγόντων 

στην πλασματική μεμβράνη, την ενδοκυτταρική διακίνησή τους και τον τερματισμό της 

σηματοδότησης. Στη συνέχεια θα δούμε ότι τα πρώιμα ενδοσώματα δρουν και ως πλατφόρμες 

σηματοδότησης, παρέχοντας στο κύτταρο τη δυνατότητα μεγαλύτερης και πιο εξειδικευμένης 

ρύθμισης της μεταγωγής μηνυμάτων στο χώρο και στο χρόνο 179, 180.  

 

1.3.4 Οι πρωτεΐνες-ρυθμιστές της ενδοκυτταρικής διακίνησης 

Η πρωτεϊνική και λιπιδική σύσταση των πρώιμων ενδοσωμάτων αλλά και άλλων κυστιδίων έχει 

μελετηθεί εκτενώς με βιοχημικές μεθόδους και τεχνικές μικροσκοπίου. Στην ενότητα αυτή θα 

παρατεθεί ο ρόλος των λιπιδίων και πολλών πρωτεϊνών στην κυστιδιακή διακίνηση, εστιάζοντας στα 

πιο σημαντικά, αλλά και σε εκείνες τις πρωτεΐνες που χρησιμοποιούνται στα πειράματα της παρούσας 

εργασίας.  

 

1.3.4.1 Φωσφοϊνοσίδια   

Τα φωσφολιπίδια της ινοσιτόλης (Phosphoinositides) παράγονται από τη φωσφορυλίωση του λιπιδίου 

της φωσφατιδυλοΐνοσιτόλης (PtdIns), και εντοπίζονται σε μεγάλο βαθμό σε περιοχές της πλασματικής 

μεμβράνης και των μεμβρανών των κυστιδίων διακίνησης 181. Η βιολογική τους σημασία είναι πολύ 

μεγάλη, καθώς εμπλέκονται σε διαδικασίες όπως ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός, ο μεταβολισμός, ο 

κυτταρικός θάνατος, η κινητικότητα των κυττάρων, η αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού και η 

ενδοκυτταρική κυστιδιακή διακίνηση. 

     Η παραγωγή και η αποικοδόμηση των φωσφοϊνοσιδίων στην πλασματική μεμβράνη ρυθμίζει 

χωροχρονικά τη συσσώρευση ή την απελευθέρωση των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν 182. Η 

παραγωγή τους και η μετατροπή τους, από το ένα λιπίδιο στο άλλο, καθορίζεται από τη δράση κινασών 

και φωσφατασών (lipid-kinases/phosphatases). Στην εικόνα 9, φαίνεται η κατανομή τους στα διάφορα 
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μεμβρανικά διαμερίσματα. Το PtdIns(4,5)P2 εντοπίζεται στην πλασματική μεμβράνη και παίζει ρόλο σε 

διαδικασίες ενδοκυττάρωσης, φαγοκυττάρωσης και μακροπινοκυττάρωσης. Στο μονοπάτι της 

κλαθρινο-εξαρτώμενης ενδοκυττάρωσης, το PtdIns(4,5)P2 αλληλεπιδρά με τις πρωτεΐνες AP2, Dynamin, 

Epsin και Dab2, ρυθμίζοντας τόσο τα πρώιμα, όσο και τα μετέπειτα στάδια σχηματισμού των 

καλυμμένων με κλαθρίνη κυστιδίων 183, 184. Tο PtdIns(3)P λιπίδιο αφθονεί στις μεμβράνες του πρώιμου 

ενδοσώματος, των ενδοαυλικών κυστιδίων (ILV, Intraluminal vesicles) και των πολυκυστιδιακών 

ενδοσωμάτων (MVEs). Διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στην ωρίμανση των ενδοσωμάτων και στην 

εκβλάστηση των ILV στα MVE 185, 186.  

Εικόνα 9.  Τα λιπίδια της φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης και η κατανομή τους στα μεμβρανικά διαμερίσματα. (α) Το 

λιπίδιο της φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (PtdIns, αριστερά) μπορεί να φωσφορυλιωθεί στην 3, 4 και 5 θέση, 

δημιουργώντας διαφορετικά παράγωγα. (b,c) Η διαμερισματοποίηση των φωσφοϊνοσιδίων και των Rab 

πρωτεϊνών σε διάφορες μεμβρανικές δομές του κυττάρου 

(http://www.nature.com/nrm/journal/v13/n7/full/nrm3379.html) 

     

      Συγκεκριμένες δομικές περιοχές και μοτίβα που δεσμεύουν το PtdIns(3)P λιπίδιο είναι οι FYVE (Fab1, 

YOTB, Vac1, EEA1), PX (Phox-homology), PH (Plecktrin-homology), ENTH (Epsin N-terminal-homology) 

και άλλες. Μέσω των περιοχών αυτών πληθώρα πρωτεϊνών δεσμεύονται στο PtdIns(3)P λιπίδιο, μεταξύ 

των οποίων κινάσες, φωσφολιπάσες, πρωτεΐνες ικριώματα (scaffold proteins), πρωτεΐνες του 

κυτταροσκελετού και πολλές άλλες 187. Περισσότερες από 30 πρωτεΐνες στον άνθρωπο περιέχουν την 

FYVE περιοχή και η πλειοψηφία τους είναι ρυθμιστές της ενδοκυτταρικής διακίνησης. Τέλος, το 

PtdIns(3,5)P2 λιπίδιο εντοπίζεται στην εξωτερική μεμβράνη των πολυκυστιδιακών σωματιδίων και στο 
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όψιμο ενδόσωμα, ενώ το PtdIns(4)P λιπίδιο είναι κυρίαρχο στο δίκτυο trans-Golgi (TGN), με τις 

πρωτεΐνες που προσελκύει να παίζουν ρόλο στην κυστιδιακή διακίνηση από το TGN προς την κυτταρική 

μεμβράνη. 

 

1.3.4.2 Οι Rab πρωτεΐνες 

Μια από τις σπουδαιότερες κατηγορίες πρωτεϊνών που εντοπίζονται στα κυστίδια διακίνησης είναι οι 

πρωτεΐνες Rab (Ras-associated binding), οι οποίες εναλλάσσονται μεταξύ, μιας GTP-προσδεδεμένης, 

ενεργού και μιας GDP-προσδεδεμένης, ανενεργού μορφής. Οι διάφορες πρωτεΐνες Rab έχουν 

διαφορετική κυστιδιακή κατανομή και συνήθως χρησιμοποιούνται ως πρωτεΐνες μάρτυρες των 

διαμερισμάτων που τις φέρουν 188, 189. Η ανταλλαγή του GDP με το GTP καταλύεται από τις πρωτεΐνες 

GEFs (Guanine nucleotide exchange factors). Η υδρόλυση του GTP σε GDP διευκολύνεται από την εγγενή 

δραστικότητα GTPάσης των πρωτεϊνών Rab και καταλύεται από τις πρωτεΐνες GAPs (GTPase-activating 

proteins). 

     Στην ενεργή μορφή τους οι Rabs εντοπίζονται σε ενδοκυτταρικές μεμβράνες, όπου αλληλεπιδρούν 

με πληθώρα πρωτεϊνών, μεταξύ των οποίων οι Rab τελεστές (effectors) 190. Με τη βοήθεια των τελεστών 

τους, οι πρωτεΐνες Rab επιτελούν πολλαπλές λειτουργίες (εικόνα 10), καθορίζοντας τις διάφορες πτυχές 

της ενδοκυτταρικής μεμβρανικής διακίνησης (trafficking), όπως η κυστιδιακή εκβλάστηση (budding), η 

κινητικότητα (motility), η πρόσδεση (tethering) και η σύντηξη (fusion). 

     Πιο αναλυτικά, η διακίνηση από ένα μεμβρανικό διαμέρισμα σε ένα άλλο, πραγματοποιείται σε 

τέσσερα στάδια. Αρχικά, δημιουργείται το κυστίδιο από την μεμβράνη του οργανιδίου-δότη, στη 

συνέχεια μεταφέρεται το κυστίδιο προς το επιθυμητό διαμέρισμα, μέσω των διαδρομών που 

σχηματίζονται στους μικροσωληνίσκους, έπειτα προσδένεται το κυστίδιο στη μεμβράνη του 

οργανιδίου-δέκτη και τέλος γίνεται η σύντηξη των δύο μεμβρανών 191. 

     Αυτά τα στάδια υπόκεινται σε αυστηρή ρύθμιση, ώστε τα κυστίδια και το φορτίο τους να 

παραδίδονται στο σωστό τελικό προορισμό. Με βάση τα βιβλιογραφικά δεδομένα, οι πρωτεΐνες Rab 

μαζί με τους τελεστές τους παρέχουν εξειδίκευση στις παραπάνω λειτουργίες. Η ύπαρξη πολλών 

πρωτεϊνών Rab στα κύτταρα των θηλαστικών αντανακλά και την πολυπλοκότητα των διαδικασιών της 

κυστιδιακής μεταφοράς.  
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 Εικόνα 10. Οι Rab GTPάσες ρυθμίζουν γεγονότα σηματοδότησης και διακίνησης κυστιδίων. Οι Rab GTPάσες 

συμμετέχουν στη διαλογή του ‘φορτίου’, την ωρίμανση και σύντηξη των κυστιδίων, καθώς και τη μετακίνησή 

τους κατά μήκος του κυτταροσκελετού. Επίσης, οι Rab GTPάσες αποκωδικοποιούν εξωκυττάρια μηνύματα 

προκειμένου να παράσχουν συντονισμένες αποκρίσεις σε φυσιολογικές και μεταβολικές ανάγκες 191 

 

     Αυτά τα στάδια υπόκεινται σε αυστηρή ρύθμιση, ώστε τα κυστίδια και το φορτίο τους να 

παραδίδονται στο σωστό τελικό προορισμό. Με βάση τα βιβλιογραφικά δεδομένα, οι πρωτεΐνες Rab 

μαζί με τους τελεστές τους παρέχουν εξειδίκευση στις παραπάνω λειτουργίες. Η ύπαρξη πολλών 

πρωτεϊνών Rab στα κύτταρα των θηλαστικών αντανακλά και την πολυπλοκότητα των διαδικασιών της 

κυστιδιακής μεταφοράς.  
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     Για πολλά χρόνια, υπήρχε η άποψη ότι η κάθε Rab είναι ειδική για έναν τύπο κυστιδίου. Με τα πιο 

πρόσφατα δεδομένα, φαίνεται ότι οι περισσότερες Rabs εντοπίζονται σε περισσότερους από ένα τύπο 

κυστιδίων, αλλά ίσως η καθεμία να έχει μία εξειδικευμένη λειτουργία. Η Rab5 διαδραματίζει σημαντικό 

ρόλο στα CCPs (Clathrin coated pits) και το πρώιμο ενδόσωμα 180, όμως στρατολογείται και στα 

νεοσυντιθέμενα μακροπινοσώματα. Ρυθμίζει τη μεταφορά του φορτίου από την πλασματική μεμβράνη 

στο πρώιμο ενδόσωμα, την παραγωγή του λιπιδίου PtdIns(3)P (192), την ομότυπη σύντηξη των 

ενδοσωμάτων 193, καθώς και τη  μεταφορά τους πάνω στις ‘ράγες’ των μικροσωληνίσκων 194. 

Ταυτόχρονα, έχει την ικανότητα να ενεργοποιεί μονοπάτια μεταγωγής σήματος από το πρώιμο 

ενδόσωμα στον πυρήνα 195-197. Η Rab7 εντοπίζεται στο όψιμο ενδόσωμα και είναι σημαντική για την 

κυστιδιακή διακίνηση, μετά το σχηματισμό των πολυκυστιδιακών σωματίων (MVBs) (198, 199). Από την 

άλλη μεριά, οι Rab4 και Rab11 ρυθμίζουν τη μεταφορά των κυστιδίων από το πρώιμο ενδόσωμα προς 

την κυτταρική μεμβράνη, δηλαδή τα μονοπάτια ανακύκλησης (υποενότητα 1.3.2) 200. 

     Τέλος, θα πρέπει να αναφερθεί ότι οι Rab GTPάσες δεσμεύονται αντιστρεπτά στις μεμβράνες, με την 

προσθήκη ομάδων γερανυλίου-γερανυλίου (geranyl-geranyl) σε ένα ή δύο κατάλοιπα κυστεΐνης του 

αμινοτελικού τους άκρου και αυτή η τροποποίηση είναι σημαντική για το ρόλο τους στη μεμβρανική 

διακίνηση (201). Επιπλέον, έχει προταθεί ότι οι πρωτεΐνες Rab μπορεί να κατανέμονται σε διαφορετικές 

περιοχές του ίδιου κυστιδίου, δημιουργώντας ‘Rab περιοχές’ με διαφορετική λειτουργία η κάθε μια 202, 

203.  

 

1.3.4.3 Άλλες πρωτεΐνες ρυθμιστές της ενδοκυτταρικής διακίνησης 

Όπως είδαμε στην προηγούμενη ενότητα η πιο καλά χαρακτηρισμένη Rab είναι η Rab5. Η Rab5 

ενεργοποιείται με τη δράση της Rabex-5, που δρα ως παράγοντας ανταλλαγής νουκλεοτιδίων (GEF), και 

διατηρείται ενεργή με τη βοήθεια μιας άλλη πρωτεΐνης τελεστή, της Rabaptin-5 (204, 205). Η Rab5-GTP 

προσελκύει στα πρώιμα ενδοσώματα κινάση της 3-φωσφορικής φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (PtdIns(3)P-

kinase/VPS34/p150) 192. Όπως υποδεικνύει και το όνομά της, ο βασικός ρόλος της είναι η παραγωγή 

του λιπιδίου PtdIns(3)P. Το λιπίδιο αυτό αλληλεπιδρά με πρωτεΐνες που διαθέτουν το μοτίβο FYVE, 

όπως αναφέρθηκε στην ενότητα 1.3.4.1. Πρωτεΐνες με μοτίβο FYVE είναι οι πρωτεΐνες ΕΕΑ1 (early 

endosome antigen 1) 46, η Rabenosyn-5 206 και οι SNXs (Sorting nexins) 207, πρωτεΐνες που 

αλληλεπιδρούν ταυτόχρονα με το PtdIns(3)P λιπίδιο και με την ενεργή μορφή της Rab5.  
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     H EEA1 είναι τελεστής της Rab5 και η πιο διαδεδομένη πρωτεΐνη-μάρτυρας των πρώιμων 

ενδοσωμάτων 208. Η EEA1, σε συνεργασία με πρωτεΐνες της οικογένειας SNARE (Soluble N-ethylmaleide-

sensitive factor Attachment Protein Receptor), όπως οι  syntaxin 6 και syntaxin 13 209, είναι απαραίτητες 

για την ομότυπη σύντηξη των πρώιμων ενδοσωμάτων in vivo 210, 211. Η Rabenosyn-5 είναι τελεστής της 

Rab5 και της Rab4, και φαίνεται να ενισχύει τη σύζευξη των πρώιμων ενδοσωμάτων με τα κυστίδια της 

γρήγορης οδού ανακύκλησης 212, βοηθώντας και στη διαλογή του φορτίου. 

     Τέλος, οι πρωτεΐνες APPL1 και APPL2 (Adaptor protein containing PH domain, PTB domain and 

Leucine zipper motif) είναι δυο ακόμη τελεστές της πρωτεΐνης Rab5, οι οποίες εντοπίζονται σε έναν 

υποπληθυσμό Rab5-θετικών ενδοσωμάτων. Οι πρωτεΐνες αυτές, φαίνεται να διαδραματίζουν 

σημαντικό ρόλο στη μεταγωγή του σήματος και όχι στην ενδοκυτταρική μεμβρανική διακίνηση. Μετά 

από επαγωγή με τον επιδερμικό αυξητικό παράγοντα (EGF) οι APPL μετατοπίζονται στον πυρήνα, όπου 

συμμετέχουν σε πρωτεϊνικά συμπλέγματα που σχετίζονται με την αναδιοργάνωση της χρωματίνης και 

την έκφραση γονιδίων. Οι APPLs θεωρούνται σημαντικές για τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και η 

σύνδεση τους με την Rab5 φαίνεται πως είναι σημαντική για τη μιτογένεση 197. Έχει επίσης προταθεί 

ότι οι πρωτεΐνες APPL ενδεχομένως να ρυθμίζουν ένα ανεξάρτητο μονοπάτι ενδοκυττάρωσης, χωρίς 

αυτό να στηρίζεται ακόμη σε ακλόνητες αποδείξεις.  

     Κλείνοντας, θα πρέπει να αναφέρουμε ότι πολλές ακόμα πρωτεΐνες εντοπίζονται στα ενδοσώματα 

και τα υπόλοιπα κυστίδια μεταφοράς, όπως για παράδειγμα οι κινητήριες πρωτεΐνες. Δε θεωρείται 

σκόπιμο να αναλυθούν περαιτέρω στα πλαίσια της παρούσας εργασίας. Αναφέρονται αναλυτικά σε μια 

πολύ ενδιαφέρουσα και αξιόπιστη ανασκόπηση του Marco Jovic και των συνεργατών του 180.   

 

1.3.5 Ενδοσώματα ανακύκλησης  

Πολλοί από τους προσδέτες και οι υποδοχείς τους, αφού εισέλθουν στο κύτταρο, από κάποια οδό 

ενδοκυττάρωσης, μπορούν να επιστρέψουν στην πλασματική μεμβράνη μέσω των μονοπατιών 

ανακύκλησης. Τα ενδοσώματα ανακύκλυσης σχηματίζουν ένα δυναμικό δίκτυο κυστιδίων, το οποίο 

πιθανότατα ρυθμίζεται  από τις Rab4 και Rab11, οι οποίες έχουν διακριτή, αλλά αλληλο-

επικαλυπτόμενη κατανομή.  

     Είναι γνωστό ότι η ανακύκληση ορισμένων υποδοχέων στη μεμβράνη, όπως ο υποδοχέας της 

τρανσφερίνης, παρουσιάζει διπλή κινητική και διακρίνεται στην αργή και τη γρήγορη. Η διαφορετική 
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κινητική αντανακλά και την ύπαρξη δυο μονοπατιών προς την κυτταρική μεμβράνη. Θεωρείται πως η 

Rab4, που εντοπίζεται στο πρώιμο ενδόσωμα, είναι υπεύθυνη για τη μεταφορά του φορτίου από το 

πρώιμο ενδόσωμα σε κυστίδια που επιστρέφουν γρήγορα στη μεμβράνη (fast recycling). Ο χρόνος της 

γρήγορης ανακύκλησης για τον υποδοχέα της τρανσφερίνης (TfR) υπολογίζεται στα 5 λεπτά. 

     Από την άλλη μεριά, η πρωτεΐνες EHD4 και Rab11 διαμεσολαβούν τη μεταφορά του φορτίου προς 

την κυτταρική μεμβράνη, διαμέσου του αργού μονοπατιού ανακύκλησης, που περιλαμβάνει την 

επικοινωνία με τη συσκευή Golgi. Το φορτίο μεταφέρεται από το πρώιμο ενδόσωμα στο ενδοκυτταρικό 

διαμέρισμα ανακύκλησης (ERC, Endocytic recycling compartment) 213, το οποίο έχει σωληνοειδή 

μορφολογία και εντοπίζεται κοντά στον πυρήνα. Η προέλευσή του ίσως να είναι οι σωληνοειδείς 

προεκτάσεις του πρώιμου ενδοσώματος 214. Το αργό μονοπάτι ανακύκλησης διαρκεί 15-30 λεπτά. 

  

1.3.6 Πολυκυστιδιακά σωματίδια - Όψιμα ενδοσώματα – Λυσοσώματα 

Η εγκόλπωση της μεμβράνης των πρώιμων ενδοσωμάτων, η αποκοπή και η συσσώρευση κυστιδίων στο 

εσωτερικό του αυλού τους (ILV, Intraluminal vesicles), οδηγεί στη δημιουργία ενός ενδιάμεσου αλλά 

διακριτού τύπου ενδοσωμάτων που ονομάζονται πολυκυστιδιακά σωματίδια/ενδοσώματα (MVB/E, 

Multivesicular bodies/endosomes). Τα ενδοσώματα αυτά διαφέρουν σε πρωτεϊνική και λιπιδιακή 

σύσταση από τα πρώιμα και τα όψιμα ενδοσώματα 186. Στη μεμβράνη των πολυκυστιδιακών 

ενδοσωμάτων συσσωρεύονται οι υποδοχείς που προορίζονται για αποικοδόμηση. Αυτό 

πραγματοποιείται από σύμπλοκα πρωτεϊνών με πρωταγωνιστές  τα συμπλέγματα ESCRT (Endosomal 

Sorting Complex Required for Transport). Στη συνέχεια, γίνεται σύντηξη της μεμβράνης των MVB με 

εκείνη των όψιμων ενδοσωμάτων και το φορτίο παραδίδεται στα λυσοσώματα για αποικοδόμηση.  

     Τα όψιμα ενδοσώματα (late endosomes) αποτελούν ένα δυναμικό δίκτυο κυστιδίων με πολύπλοκη 

οργάνωση. Το όψιμο ενδόσωμα περιέχει ενδοαυλικά κυστίδια, σωληνοειδείς προεκτάσεις και πολλές 

μεμβρανικές εγκολπώσεις. Την εξωτερική του μεμβράνη διακοσμούν οι πρωτεΐνες Lamp1, Rab7 και 

Rab9, ενώ στο εσωτερικό υπάρχει αυξημένη ποσότητα LBPA (Lisobiphosphatidic acid). Οι υποδοχείς οι 

οποίοι βρίσκονται στα ενδοαυλικά κυστίδια των πολυκυστιδιακών ενδοσωμάτων, παραδίδονται στα 

όψιμα ενδοσώματα και κατόπιν στα λυσοσώματα για αποικοδόμηση. Θα πρέπει να  σημειώσουμε ότι 

τα όψιμα ενδοσώματα δεν περιέχουν μόνο πρωτεΐνες που προορίζονται για αποδόμηση. Για 
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παράδειγμα, στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα, οι πρωτεΐνες των όψιμων ενδοσωμάτων παίρνουν 

μέρος στην παρουσίαση των αντιγόνων στην επιφάνειά τους.  

     Τα λυσοσώματα και τα όψιμα ενδοσώματα ανταλλάζουν λιπιδιακό και πρωτεϊνικό υλικό συνεχώς 

και ο διαχωρισμός τους είναι πολύ δύσκολος 179. Τα δύο αυτά διαμερίσματα περιέχουν υδρολυτικά 

ένζυμα, έχουν παρόμοιο pH (~5,5) και στην εξωτερική τους μεμβράνη βρίσκονται παρόμοιες 

γλυκοπρωτεΐνες. Ωστόσο, στα λυσοσώματα δεν απαντώνται οι πρωτεΐνες των όψιμων ενδοσωμάτων 

Rab7 και Rab9. Αντίθετα, στα λυσοσώματα υπάρχει αφθονία σε λιπάσες και πρωτεάσες, κι έτσι 

πραγματοποιείται η αποικοδόμηση του φορτίου που καταλήγει σε αυτά 215, 216. 

 

1.3.7 Η κλαθρινο-εξαρτώμενη ενδοκυττάρωση 

Η πρωτεΐνη κλαθρίνη ήταν μία από τις πρώτες πρωτεΐνες που ταυτοποιήθηκαν ως βασικό συστατικό 

κυστιδιακών δομών, αρχικά στο κουνούπι Aedes aegypti 217, 218. Πλέον είναι ο πιο μελετημένος 

μηχανισμός εσωτερίκευσης μορίων στο κύτταρο, που χρησιμοποιείται για την είσοδο θρεπτικών 

ουσιών, παθογόνων μικροοργανισμών, πρωτεϊνών της κυτταρικής μεμβράνης, αυξητικών παραγόντων 

και υποδοχέων. Περισσότεροι από 50 υποδοχείς αυξητικών παραγόντων χρησιμοποιούν την CDE για 

την είσοδο τους μέσα στο κύτταρο, μια διαδικασία που μπορεί να είναι συνεχής (constitutive) ή 

επαγόμενη (induced) από κάποιο ερέθισμα. 

     Μορφολογικές μελέτες δείχνουν ότι τα κυστίδια της κλαθρίνης έχουν διάμετρο 100-200 nm. Η 

κλαθρίνη σχηματίζεται ως ένα τριμερές από ετεροδιμερή, που αποτελούνται από μια βαριά και μια 

ελαφριά αλυσίδα, σχηματίζοντας μια τρισκελή δομή. Τα τρισκελή μόρια της κλαθρίνης πολυμερίζονται 

και περικυκλώνουν τα κυστίδια 219. Πρωτεΐνες-προσαρμοστές συνδέουν το φορτίο με την κλαθρίνη 220. 

Συνοπτικά, η διαδικασία της ενδοκυττάρωσης πραγματοποιείται με την αναγνώριση του φορτίου, την 

εγκόλπωση της πλασματικής μεμβράνης και τελικά την απόσχιση ενός κυστιδίου, επικαλυμμένου με 

κλαθρίνη (CCV, clathrin coated vesicle). Στη συνέχεια, αποβάλλεται το περίβλημα της κλαθρίνης και το 

κυστίδιο συντήκεται με τα πρώιμα ενδοσώματα. Η διαδικασία απεικονίζεται στην εικόνα 11. Για χρόνια 

υπήρχε η αντίληψη ότι το φορτίο επάγει το σχηματισμό των κυστιδίων. Σήμερα είναι γνωστό ότι οι 

επικαλυμμένες με κλαθρίνη μεμβράνες δημιουργούνται «αυθόρμητα» στη πλασματική  μεμβράνη και 

σταθεροποιούνται μετά την πρόσδεση του φορτίου 221, με τη βοήθεια των μοτίβων YXXF, DEXXXLLI και 

FXNPXY, καθώς και την πολυουβικιτίνωση των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών, που ενισχύει την πρόσδεση 
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μεταξύ φορτίου και πρωτεΐνών-προσαρμοστών (adaptor) 222. Η δημιουργία των κυστιδίων και η 

ρύθμιση της κλαθρινο-εξαρτώμενης ενδοκυττάρωσης σχετίζονται με περίπου 150 πρωτεΐνες που έχουν 

ταυτοποιηθεί, χωρίς όμως η δράση τους να είναι γνωστή, με εξαίρεση πολύ λίγες από αυτές.     Σε μία 

μελέτη του  Merrifield και των συνεργατών του σε ζώντα κύτταρα, με τη χρήση της clathrin-GFP και 

μικροσκοπίας TIR-FM 223, αποκαλύφθηκε η ακολουθία δράσης ορισμένων πρωτεϊνών στο σχηματισμό 

ενός ώριμου κυστιδίου κλαθρίνης. Η εγκόλπωση της πλασματικής μεμβράνης (CCP, clathrin-coated pit, 

κλαθρινο-επικαλυμμένες κοιλότητες) διαμεσολαβείται από την πρόσδεση της πρωτεΐνης-φορτίου, τις 

πρωτεΐνες AP καθώς και άλλες βοηθητικές 221. Στους νευρώνες οι APs καθοδηγούν τη δημιουργία του 

πολυγωνικού πλέγματος μέσω αλληλεπιδράσεων με το φωσφολιπίδιο  PtdI4,5P2 and και τις πρωτεΐνες 

synaptotagmin I και κλαθρίνη. Αυτή η ‘συναρμολόγηση’ ενισχύεται περαιτέρω με τη δράση των epsin 

και AP180/CALM 224. Επιπλέον, η σταθεροποίηση του CCP απαιτεί την σύνδεση φορτίου-AP2-κλαθρίνης 

225. Σε αυτό το στάδιο πρωτεΐνες που προσδένονται στην AP2, όπως οι endophilin και amphiphysin,  

στρατολογούνται και συνδράμουν στην πρόσδεση του φορτίου, στον πολυμερισμό της κλαθρίνης και 

την αναδίπλωση της μεμβράνης 226, 227. Το ώριμο κυστίδιο της κλαθρίνης, ακόμη προσδεδεμένο στη 

πλασματική μεμβράνη, που περιέχει την πρωτεΐνη amphiphysin, προσελκύει την πρωτεΐνη Dynamin. 

Καθώς το κυστίδιο βαθαίνει προς το κυτταρόπλασμα η δυναμίνη πολυμερίζεται, σχηματίζοντας ένα 

δακτύλιο γύρω από το ανώτατο τμήμα του κυστιδίου. Η Dynamin με τη δράση της ως GTPάση, υδρολύει 

το GTP προκαλώντας εκτομή και απελευθέρωση του κυστιδίου στο κυτταρόπλασμα. Η τελική όψη του 

κυστιδίου είναι ένα ομοιόμορφο, συμμετρικό, πολυγωνικό πλέγμα, διαμέτρου 100-200nm 228. 

     Στο σημείο αυτό θα πρέπει να σημειωθεί ότι ο ρόλος των παραπάνω πρωτεϊνών δεν είναι πλήρως 

αποσαφηνισμένος και δεν θα πρέπει να θεωρείται καθολικός για όλους τους RTKs (Receptor Tyrosine 

Kinases). Για παράδειγμα, η AP2 είναι απαραίτητη για τη συνεχόμενη ενδοκυττάρωση του υποδοχέα 

της τρανσφερίνης, όμως η συμμετοχή της στην ενδοκυττάρωση του EGFR είναι αμφισβητήσιμη. 

Δεδομένη είναι η ενδοκυττάρωση των υποδοχέων της οικογένειας TGF-β μέσω της κλαθρινο-

εξαρτώμενης οδού, χωρίς να είναι γνωστός ο ακριβής μηχανισμός. Σε κάθε περίπτωση ένα σύνθετο 

δίκτυο πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων (interactome) διαμεσολαβεί την εσωτερικοποίηση των φορτίων 

(εικόνα 11). Κομβικό ρόλο διαδραματίζουν οι πρωτεΐνες κλαθρίνη, AP2 και Dynamin. 

     Τέλος, θα πρέπει να σημειωθεί ότι η κλαθρινο-εξαρτώμενη ενδοκυττάρωση είναι η πιο καλά 

μελετημένη οδός που χρησιμοποιούν οι υποδοχείς των αυξητικών παραγόντων. Εν τούτοις, τα φορτία 
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που ενδοκυτταρώνονται μέσω αυτής της οδού ποικίλουν. Αρκετά ιικά παθογόνα όπως οι  ιοί Ebola, 

SARS, κορονοϊός και μερικοί ρετροϊοί εισέρχονται στο κύτταρο, μετά την πρόσδεση τους σε υποδοχείς 

που επάγουν και χρησιμοποιούν την οδό της κλαθρίνης (229). Η ενδοκυττάρωση του βακτηρίου L. 

monocytogenes σε κύτταρα HeLa αναστέλλεται με την αποσιώπηση των πρωτεϊνών CHC (clathrin heavy 

chain), dynamin, Eps15, αλλά όχι της AP2. Αυτό δείχνει ότι φορτία, ακόμη και 20 φορές μεγαλύτερα από 

το αναμενόμενο, μπορούν να αξιοποιήσουν το μηχανισμό ενδοκυττάρωσης μέσω κλαθρίνης για να 

εισέλθουν σε κύτταρα που δεν πραγματοποιούν φαγοκυττάρωση, αναδεικνύοντας την ελαστικότητα 

(flexibility) που έχουν τα μονοπάτια της ενδοκυττάρωσης σε επίπεδο μεγέθους του φορτίου και όχι 

μόνο. 

 

 

 

Εικόνα 11. Τα 5 βήματα της δημιουργίας και ενδοκυττάρωσης των επικαλυμμένων με κλαθρίνη κυστιδίων. (a) 

Η ‘πυρηνοποίηση’ (nucleation), η διαλογή του φορτίου, η επικάλυψη του κυστιδίου, η απόσχιση και η αποβολή 

της επικάλυψης είναι η πορεία για την εσωτερικοποίηση του φορτίου. Κεντρικό ρόλο διαδραματίζουν οι 

πρωτεΐνες κλαθρίνη, AP2 και Dynamin. (b). Το σύνθετο δίκτυο πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων που συμμετέχουν 

και ρυθμίζουν τη κλαθρινο-εξαρτώμενη ενδοκυττάρωση 230  
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1.3.8 Η ενδοκυττάρωση εξαρτώμενη από την πρωτεΐνη καβεολίνη 

Ένα ακόμη σημαντικό μονοπάτι ενδοκυττάρωσης είναι αυτό της καβεολίνης. Τα καβεοσώματα 

(caveolae, 50-80nm) περιγράφηκαν αρχικά ως κυλινδρικές δομές (flask-shaped) από τον Palade το 1953 

και λίγο αργότερα ταυτοποιήθηκε το βασικό συστατικό τους, η πρωτεΐνη καβεολίνη 231. Η καβεολίνη-1, 

μαζί με την καβεολίνη-2, συνθέτει τα καβεοσώματα στους περισσότερους κυτταρικούς τύπους, ενώ η 

καβεολίνη-3 στα μυϊκά κύτταρα 232. Η δράση των τριών πρωτεϊνών ενδεχομένως να διαφέρει, παρότι η 

μορφολογία των κυστιδίων που δημιουργούν είναι αρκετά συντηρημένη 233.   

     Ο μηχανισμός δημιουργίας των καβεοσωμάτων έχει μελετηθεί αρκετά. Οι καβεολίνες 1 και 2 

ολιγομερίζονται με τέτοιο τρόπο ώστε να δημιουργούν κυστίδια (οι υδρόφοβες περιοχές στο εσωτερικό 

και οι υδρόφιλες στο εξωτερικό) και ταυτόχρονα να επάγουν τη μετακίνηση και εγκόλπωση της 

μεμβράνης 234. Η δημιουργία των καβεοσωμάτων εξαρτάται αποκλειστικά από την έκφραση της 

καβεολίνης, ανά κυτταρικό τύπο 235. Η καβεολίνη προσδένεται άμεσα στη χοληστερόλη της μεμβράνης. 

Απώλεια χοληστερόλης οδηγεί στην εξαφάνιση των καβεοσωμάτων 231.  

     Το μονοπάτι της καβεολίνης χρησιμοποιείται από προσδέτες όπως η αλβουμίνη 236, τοξίνες των 

βακτηρίων του τετάνου 237 και της χολέρας 238, αλλά και ιούς όπως ο polyoma και ο SV40 239, 240. Για 

πολλές περιπτώσεις έχουν ταυτοποιηθεί υποδοχείς για συγκεκριμένα μόρια-φορτία, όμως το πώς τα 

φορτία μπορούν να συγκεντρώνονται στα καβεοσώματα δεν είναι γνωστό. Επίσης, δεν είναι  κατανοητό 

εάν το μονοπάτι της καβεολίνης είναι συνεχώς ενεργό η όχι, και εάν μπορεί να ενεργοποιηθεί υπό 

συγκεκριμένη επαγωγή.  

     Η καβεολίνη-1 ρυθμίζει θετικά ή αρνητικά τη δράση των RTKs. Για παράδειγμα, οι υποδοχείς των 

EGF και NGF ρυθμίζονται αρνητικά, ενώ οι υποδοχείς των οιστρογόνων και της ινσουλίνης θετικά. Η 

καβεολίνη αναστέλλει τη σηματοδότηση του EGF και την επαγόμενη από τον EGF μετανάστευση των 

κυττάρων.  Αντίθετα, διαγονιδιακά ποντίκια που δεν εκφράζουν την καβεολίνη-1, εμφανίζουν 

αντίσταση στην ινσουλίνη λόγω αυξημένης αποικοδόμησης του υποδοχέα IR (insulin receptor). Η 

καβεολίνη-1 σταθεροποιεί τον IR στη μεμβράνη και περιορίζει τη συνεχή ενδοκυττάρωση, ανακύκληση 

και αποικοδόμησή του. Επομένως, ο ρόλος και η σημασία της ενδοκυττάρωσης προσδέτη-υποδοχέα, 

μέσω της οδού που εξαρτάται από τη καβεολίνη δεν έχει αποσαφηνιστεί.  
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1.3.9 Τα υπόλοιπα μονοπάτια ενδοκυττάρωσης 

Υπάρχουν ακόμη αρκετά μονοπάτια ενδοκυττάρωσης που παίρνουν το όνομά τους συνήθως από την 

απουσία σημαντικών πρωτεϊνών όπως η δυναμίνη, η κλαθρίνη και η καβεολίνη. Είναι εξαρτώμενα από 

τη χοληστερόλη και άλλα λιπίδια της μεμβράνης που σχηματίζουν λιπιδιακές σχεδίες (lipid rafts, raft-

dependent endocytosis). Ένα τέτοιο μονοπάτι που ταυτοποιήθηκε πρόσφατα είναι το CLIC-GEEC 

(Clathrin Independent Carrier - GPI-AP-enriched early endosomal compartment). Επειδή τα στοιχεία για 

αυτές τις οδούς ενδοκυττάρωσης είναι αρκετά ελλιπή, δεν θα αναλυθούν περαιτέρω. Αρκετές 

πληροφορίες περιέχονται στις ανασκοπήσεις του Mayor 178, 241. 

 

1.4 Μακροπινοκυττάρωση  

Η μακροπινοκυττάρωση ορίζεται ως μια διαδικασία ενδοκυττάρωσης η οποία είναι παροδική˙ επάγεται 

από αυξητικούς παράγοντες και εξαρτάται από την αναδιοργάνωση των ινιδίων της ακτίνης, που ως 

αποτέλεσμα έχει την είσοδο εξωκυττάριου υγρού σε μεγάλα κυστίδια (χυμοτόπια, vacuoles). 

Πραγματοποιείται με αρκετά εκτεταμένη πτύχωση της μεμβράνης (membrane ruffling) προς την 

εξωκυττάρια πλευρά, μετά από ενεργοποίηση των ινιδίων της ακτίνης που συνδέονται με αυτή. Οι 

πτυχώσεις της μεμβράνης μπορούν να έχουν τη δομή μιας καμπυλωτής προέκτασης όπως τα 

lamellipodia, ατελούς κύκλου σε σχήμα τσέπης ή ακόμα και μιας μεμβρανικής προεξοχής σαν εξόγκωμα 

(bleb, εικόνα 12). 

     Αυτές οι δυναμικές προεξοχές προσφέρουν στη μεμβράνη την ενέργεια για το σχηματισμό των 

κυστιδίων, λίγα εκ των οποίων αποσχίζονται και εσωτερικοποιούνται στο κυτταρόπλασμα. Τα κυστίδια 

αυτά, που ονομάζονται μακροπινοσώματα, έχουν ετερογενές και ακαθόριστο σχήμα. Η διάμετρος τους 

κυμαίνεται από 0.5–10 μm, σαφώς μεγαλύτερα από τα κυστίδια της κλαθρίνης και της καβεολίνης 242. 

Εκτός από τους αυξητικούς παράγοντες, βακτήρια, κυτταρικά υπολείμματα νέκρωσης ή απόπτωσης και 

ιοί μπορούν να επάγουν τη μακροπινοκυττάρωση και να εισέλθουν στο κύτταρο μαζί με εξωκυττάριο 

υγρό. Αυτή η διαδικασία επιτρέπει την ενδοκυττάρωση στερεών σωμάτων στα κύτταρα που δεν 

διαθέτουν το μηχανισμό της φαγοκυττάρωσης 243-248, 249, 250.   
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1.4.1 Επαγωγή της μακροπινοκυττάρωσης  

Οι κύριοι επαγωγείς της μακροπινοκυττάρωσης είναι αυξητικοί παράγοντες που προσδένονται σε 

υποδοχείς κινάσης τυροσίνης (RTKs). Αυτοί με τη σειρά τους ενεργοποιούν σηματοδοτικά μονοπάτια 

με αποτέλεσμα την αναδιοργάνωση των ινιδίων της ακτίνης και την αναδίπλωση της μεμβράνης. Η 

μεταγωγή του σήματος και τα μόρια που συμμετέχουν σε αυτή τη διαδικασία παρουσιάζονται στην 

εικόνα 13 και θα αναλυθούν στη παρούσα ενότητα της εργασίας. 

 

 

Εικόνα 12.  Η δημιουργία των μακροπινοσωμάτων είναι εξαρτώμενη από την ακτίνη. (a) Οι πτυχώσεις της 

μεμβράνης προς τον εξωκυττάριο χώρο μπορούν να έχουν διαφορετική μορφολογία. (b) Τα μακροπινοσώματα 

σχηματίζονται όταν τα άκρα των πτυχώσεων ενώνονται με την πλασματική μεμβράνη και αποσχίζονται από αυτή 

ως αυτόνομα κυστίδια. Οι μπλε γραμμές αντιπροσωπεύουν την ακτίνη και οι κόκκινες τα τμήματα των πτυχώσεων 

που θα αποτελέσουν τη μεμβράνη του μακροπινοσώματος 

 

Μικρές GTPάσες. Οι GTPάσες της υπεροικογένειας των πρωτεϊνών Ras διαδραματίζουν καθοριστικό 

ρόλο στη μακροπινοκυττάρωση. Η ενεργοποίηση των Ras, από τους υποδοχείς RTKs, επάγει 3 

παράλληλα σηματοδοτικά μονοπάτια, με κομβικά μόρια τις Rac1, Rab5, Arf6 και τη κινάση PI3K 
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(phosphatidylinositol‑3-kinase). Αυτές οι πρωτεΐνες δρουν συνεργιστικά με σκοπό την πτύχωση της 

μεμβράνης, το κλείσιμο των μακροπινοσωμάτων και τη ενδοκυτταρική διακίνησή τους 251, 252. Όταν 

ενεργοποιείται η Rac1, μια Rho GTPάση, δημιουργούνται οι 3 τύποι των πτυχώσεων της πλασματικής 

μεμβράνης (Εικ. 12) (253, 254), μέσω πρωτεϊνών-τελεστών του πολυμερισμού της ακτίνης, και της 

συστολής η οποία εξαρτάται από τη μυοσίνη. 

 

Εικόνα 13. Η μεταγωγή του σήματος από τους υποδοχείς κινάσης τυροσίνης (RTKs) ενεργοποιεί τη 

μακροπινοκυττάρωση. Το σύνθετο δίκτυο μορίων περιλαμβάνει GTPάσες, κινάσες, φωσφατάσες, 

φωσφολιπάσες, μυοσίνες και παράγοντες σύντηξης/απόσχισης μεμβρανών. Αυτά τα σηματοδοτικά μονοπάτια 

ρυθμίζουν τη ενδοκυτταρική οδό της μακροπινοκυττάρωσης. Τα συνεχή βέλη συμβολίζουν την άμεση 

αλλοστερική αλληλεπίδραση, ή κατάλυση και τα διακεκομμένα βέλη τις αλληλεπιδράσεις που δρουν  ως 

ενισχυτές στη μεταγωγή του σήματος 
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     Επίσης, μια σημαντική GTPάση, η Rab5, γνωστή για το ρόλο της στα πρώιμα ενδοσώματα, 

ενεργοποιείται και στρατολογείται στις κυκλικές πτυχώσεις της μεμβράνης. Εκεί, μαζί με τον τελεστή 

RN‑tre (Rab5 GAP/effector), αλληλεπιδρά με την F-ακτίνη προάγοντας την παράλληλη σύνδεση των 

ινιδίων της ακτίνης στις μεμβρανικές προεξοχές 251.  

     Η πρωτεΐνη Rabankyrin‑5, ένας ακόμη τελεστής της Rab5, σχετίζεται με τα νεοσχηματισμένα 

μακροπινοσώματα, και πιθανότατα στρατολογεί τη Rab5 σε αυτά 255. Η Rabankyrin-5 χρησιμοποιείται 

ως πρωτεΐνη μάρτυρας των μακροπινοσωμάτων, παρότι εντοπίζεται και στα πρώιμα ενδοσώματα κατά 

τη σύντηξη των δύο κυστιδιακών διαμερισμάτων. Όπως θα αναλυθεί στην ενότητα των 

αποτελεσμάτων, η πρωτεΐνη αυτή συμμετέχει ενεργά στην ενδοκυττάρωση και σηματοδότηση της 

Ακτιβίνης Α.  

     Η πρωτεΐνη Arf6, μία ARF GTPάση με πολλές λειτουργίες, εμπλέκεται στη μακροπινοκυττάρωση, 

καθώς επάγει την ανακύκληση της Rac1 στην πλασματική μεμβράνη 256-260. Η ενεργοποίηση της Arf6 

από τις GEFs (Guanine Exchange Factors), EFA6 ή ARNO, ενδέχεται να πυροδοτεί τη 

μακροπινοκυττάρωση ανεξάρτητα από τις Ras 261, 262. Οι λειτουργίες των τελεστών που ενεργοποιούνται 

από τις Ras και Arfs, αλληλεπικαλύπτονται σε μεγάλο βαθμό, υποδηλώνοντας συνεργιστική δράση κατά 

τη διάρκεια της επαγόμενης από τη Ras μακροπινοκυττάρωσης. Τέλος, η Arf6 επηρεάζει την 

ενδοκυτταρική διακίνηση των μακροπινοσωμάτων 243, 263. 

 

Κινάσες. Η μακροπινοκυττάρωση βασίζεται στη δράση πολλών διαφορετικών κινασών 264. Μία από τις 

σημαντικότερες είναι η Pak1 (p21-activated kinase 1), κινάση σερίνης/θρεονίνης που ενεργοποιείται 

από τις Rac1 ή Cdc42. Η Pak1 ρυθμίζει την κινητικότητα και δυναμική του κυτταροσκελετού και 

απαιτείται σε όλα τα στάδια της μακροπινοκυττάρωσης 265-267, καθώς ενεργοποιεί τελεστές που 

χρειάζονται για τη δημιουργία των πτυχώσεων, των εξογκωμάτων και τελικά των μακροπινοσωμάτων 

268-270. Επιπρόσθετα, η Pak1 φωσφορυλιώνει τον παράγοντα CtBP1/Bars (Carboxy‑terminal-Binding 

Protein‑1/Brefeldin A‑ADP ribosylated substrate), ο οποίος είναι καθοριστικός για την ολοκλήρωση της 

εγκόλπωσης της μεμβράνης, το ‘κλείσιμο’ των μακροπινοσωμάτων 265. Η πρωτεϊνική κινάση C (PKC) 

ενεργοποιείται από τους υποδοχείς RTKs ή την κινάση PI(3) και επάγει την αναδίπλωση της μεμβράνης 

271, 272, χωρίς να είναι ξεκάθαρος ο ρόλος της 254. Πολλές ακόμη κινάσες εμπλέκονται είτε στην ενίσχυση 
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της σηματοδότησης από τους αυξητικούς παράγοντες και τους υποδοχείς τους, είτε στην ίδια τη 

διαδικασία της μακροπινοκυττάρωσης.  

Άλλοι παράγοντες. Ο δίαυλος ανταλλαγής ιόντων Na+/H+ φαίνεται να συμμετέχει ενεργά στη 

μακροπινοκυττάρωση. Τόσο ενεργά που αναστολείς του διαύλου, όπως  το amiloride και το EIPA (5-(N-

Ethyl-N-isopropyl) amiloride), παρεμποδίζουν αποτελεσματικά τη μακροπινοκυττάρωση και 

χρησιμοποιούνται εκτενώς σε πειραματικά πρωτόκολλα. Οι αναστολείς αυτοί παρεμποδίζουν την 

άνοδο του pH στην ενδοκυττάρια πλευρά της μεμβράνης και αναστέλλουν τη μεταγωγή του σήματος 

από τις πρωτεΐνες Rac1 και Cdc42 273, 274.  

     Επιπρόσθετα, πολύ σημαντικά σε αυτό το μονοπάτι ενδοκυττάρωσης, όπως και στα υπόλοιπα, είναι 

τα φωσφολιπίδια της ινοσιτόλης. Τα φωσφοινοσίδια είναι βασικοί ρυθμιστές της ενδοκυττάρωσης και 

της ενδοκυτταρικής διακίνησης, γι’ αυτό και παρουσιάστηκαν αναλυτικά στην ενότητα 1.3.4.1. Στη 

μακροπινοκυττάρωση τα επίπεδα του PI(4,5)P2 είναι πολύ αυξημένα στις πτυχώσεις της μεμβράνης. Η 

κινάση PI4P5K καταλύει τη δημιουργία του PI(4,5)P2 από το PI(4)P. Τόσο η Rac1 όσο και η ARF6 

φωσφορυλιώνουν την κινάση PI(4)P(5)K. Το φωσφολιπίδιο PI(4,5)P2 προσδένεται σε πρωτεΐνες που 

επάγουν τον πολυμερισμό της ακτίνης και την αναδιοργάνωση των ινιδίων, διαδικασίες αναγκαίες για 

την αναδίπλωση της μεμβράνης και το σχηματισμό των μακροπινοσωμάτων. Ένα προτεινόμενο μοντέλο 

για τη συμμετοχή και τη σειρά δράσης που αφορά τις GTPάσες, τις κινάσες και τα φωσφοινοσίδια 

παρουσιάζεται στην εικόνα 14. 
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Εικόνα 14. Οι GTPάσες της υπεροικογένειας Ras, οι Rabs οι Rho και οι  Arfs, κινάσες, φωσφατάσες και 

φωσφολιπίδια της ινοσιτόλης είναι οι βασικοί ρυθμιστές της μακροπινοκυττάρωσης. Προτεινόμενη ακολουθία 

συμμετοχής τους στη διαδικασία 275 

 

1.4.2 Ωρίμανση και ενδοκυτταρική διακίνηση των μακροπινοσωμάτων 

Η κινάση PI(3)K και οι τελεστές της είναι υπεύθυνοι για τη δημιουργία λιπιδιακών μικροπεριοχών εντός 

των μεμβρανικών πτυχώσεων που δρουν ως πλατφόρμες σηματοδότησης 276-278. Η PI(3)K  

ενεργοποιείται από τις c-Src and Rac1 και θεωρείται απαραίτητη για το κλείσιμο των πτυχώσεων, ίσως 

και για τη δημιουργία τους, αλλά και τη σύντηξη των μακροπινοσωμάτων 272, 279-281. Η σημασία της 

κινάσης αυτής στη μακροπινοκυττάρωση καταδεικνύεται και από το γεγονός ότι αναστολείς της, όπως 

ο LY294002, χρησιμοποιούνται εκτενώς στη βιβλιογραφία για την αναστολή της διαδικασίας.  
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      Με έρευνες που ξεκίνησαν στον C.Elegans ταυτοποιήθηκαν φωσφατάσες που κρίνονται 

απαραίτητες για την επιτυχή ολοκλήρωση της μακροπινοκυττάρωσης, μεταξύ των οποίων η 

φωσφατάση INPP4 (inositol polyphosphate 4-phosphatase) και οι πρωτεΐνες MTMRs (myotubularin-

related proteins). Οι MTMR6 και MTMR9 282, 283 είναι αναγκαίες για την επαγόμενη από τον EGF 

μακροπινοκυττάρωση στα κύτταρα A431, καθώς η αποικοδόμηση του λιπιδίου PI3P σε PI, είναι 

καθοριστική για τη δημιουργία των μακροπινοσωμάτων 284. Εφόσον η MTMR6 είναι μία 3-φωσφατάση 

285, το λιπίδιο PI(3,4)P2 πρέπει αρχικά να αποφωσφορυλιωθεί από μία 4-φωσφατάση, ώστε να 

προκύψει το υπόστρωμα της MTMR6, το PI(3)P. Αυτή η 4-φωσφατάση είναι η INPP4, και είναι το ίδιο 

απαραίτητη για τη μακροπινοκυττάρωση στα A431 284. Επομένως, γίνεται αντιληπτό ότι μετά την 

επαγωγή της διαδικασίας και την αναδίπλωση της μεμβράνης (ruffling), το ΄κλείσιμο’ των πτυχώσεων 

για το σχηματισμό των μακροπινοσωμάτων, απαιτεί την σταδιακή αποικοδόμηση του PI3,4,5P3 σε PI από 

ειδικές φωσφατάσες.  

     Μετά την απόσχιση από την πλασματική μεμβράνη τα μακροπινοσώματα κινούνται ́ βαθύτερα΄ προς 

το κυτταρόπλασμα. Είναι ευαίσθητα σε αλλαγές του κυτταροπλασματικού pΗ και υφίστανται οξείδωση 

προκειμένου να υποστούν ομο- ή ετεροτυπική σύζευξη 273, 286. Στα μακροφάγα η τύχη τους είναι 

παρόμοια με εκείνη των πρώιμων ενδοσωμάτων. Η ωρίμανση τους περιλαμβάνει τη στρατολόγηση ή 

απομάκρυνση κλασικών πρωτεϊνών των πρώιμων και όψιμων ενδοσωμάτων πριν τη σύζευξη με τα 

λυσοσώματα 287.  

     Στα καρκινικά κύτταρα A431, τα περισσότερα μακροπινοσώματα ανακυκλώνονται πίσω στην 

πλασματική μεμβράνη 273. Παρόλα αυτά, τα μακροπινοσώματα προσελκύουν πρωτεΐνες των πρώιμων 

ενδοσωμάτων και συζεύγνυνται μαζί τους, απελευθερώνοντας το φορτίο τους στα πρώιμα ενδοσώματα 

288, 289. Οι πρωτεΐνες SNX1 και SNX5 εντοπίζονται στα μακροπινοσώματα και θεωρούνται υπεύθυνες για 

την ωρίμανση και την ανακύκληση των μακροπινοσωμάτων 290-292. Τέλος, θα πρέπει να αναφέρουμε ότι 

δεν υπάρχει μια γενική παραδοχή, με βάση τα βιβλιογραφικά δεδομένα, για την τελική κατάληξη των 

μακροπινοσωμάτων. Η ενδοκυτταρική διακίνησή τους θεωρείται ότι καθορίζεται από τον κυτταρικό 

τύπο και τον τρόπο που αρχικά επάγεται η μακροπινοκυττάρωση. 
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1.4.3 Η σύνδεση μεταξύ σηματοδότησης  TGF-β/Ακτιβίνης A και κυστιδιακής διακίνησης των 

υποδοχέων 

Για πολλά χρόνια η ενδοκυττάρωση θεωρούνταν μια διαδικασία που μόνο σκοπό είχε την αποδόμηση 

των υποδοχέων των αυξητικών παραγόντων. Αυτό αμφισβητήθηκε ολοένα και περισσότερο, 

ξεκινώντας από μία αρχική μελέτη του Di Guglielmo, στην οποία για πρώτη φορά εντοπίστηκαν 

υποδοχείς του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (EGFRs), μαζί με τους τελεστές τους, στο 

ενδοκυτταρικό διαμέρισμα των πρώιμων ενδοσωμάτων 293, 294. Πλέον είναι τεκμηριωμένο ότι 

μεμβρανικές δομές, όπως τα πρώιμα ενδοσώματα, δρουν ως πλατφόρμες σηματοδότησης  295 και 

ενδεχομένως να υπάρχει πληθυσμός ενδοσωμάτων σηματοδότησης τα οποία είναι εξειδικευμένα για 

αυτή τη λειτουργία 197. Επίσης, στο ίδιο πρώιμο ενδόσωμα υπάρχουν υποπεριοχές (sub domains) με 

διαφορετική σύσταση που επιτελούν εξειδικευμένες λειτουργίες 179, 189, καθορίζοντας την ένταση και 

τη διάρκεια του σήματος, αλλά και τη σύντηξη με διαμερίσματα όπως τα ενδοσώματα ανακύκλησης ή 

τα λυσοσώματα. Επιπρόσθετα, η μεταφορά από τα πρώιμα στα όψιμα ενδοσώματα ελέγχεται από την 

πρωτεΐνη-φορτίο (cargo) και έτσι, ενεργοποιημένοι υποδοχείς μπορούν να μεταβάλλουν την κινητική 

αυτή ρυθμίζοντας τη διάρκεια του σήματος 296.  

     Είναι πλέον αποδεκτό ότι τα μονοπάτια ενδοκυττάρωσης επηρεάζουν τη σηματοδότηση που 

επάγεται από διαφορετικούς προσδέτες, αλλά και αντίστροφα, σηματοδοτικά μονοπάτια επάγουν και 

ρυθμίζουν την ενδοκυττάρωση, καταδεικνύοντας ότι σηματοδότηση και ενδοκυττάρωση είναι 

διαδικασίες αλληλένδετες και αλληλορυθμιζόμενες 297, 298. Μέχρι στιγμής έχουν ταυτοποιηθεί αρκετές 

οδοί ενδοκυττάρωσης, οι οποίες έχουν αναλυθεί προηγουμένως 299, 197, 300, 177. Γίνεται πλέον αντιληπτό, 

ότι η κατανόηση των μονοπατιών ενδοκυττάρωσης της Ακτιβίνης Α και των υποδοχέων της θα μας 

επιτρέψει να κατανοήσουμε πώς ρυθμίζεται η σηματοδότηση αυτής της σημαντικής κυτοκίνης. 

 

1.4.4 Είναι η ενδοκυττάρωση απαραίτητη για την επαγόμενη από τον TGF-β σηματοδότηση; -

Προηγούμενη Γνώση 

Η παρουσία των πρωτεϊνών SARA, Hgs, και Endofin στα πρώιμα ενδοσώματα (εικόνα 15) εγείρει το 

ερώτημα εάν η ενδοκυττάρωση των ενεργοποιημένων υποδοχέων απαιτείται για τη σηματοδότηση 

από τον TGF-β, ή η σηματοδότηση προάγεται από τη μεμβράνη και μόνο. Το ερώτημα παραμένει 

αναπάντητο καθώς οι μελέτες παρουσιάζουν διφορούμενα αποτελέσματα, αντανακλώντας ίσως τις 
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διαφορές στις πειραματικές προσεγγίσεις. Οι υποδοχείς τύπου Ι, TβRI (ALK5) και τύπου  ΙΙ, TβRII 

υφίστανται συνεχή εσωτερικοποίηση, απουσία προσδέματος, μέσω της κλαθρινο-εξαρτώμενης οδού. 

301, 302. Παρουσία προσδέματος δεν φαίνεται να επηρεάζεται ο ρυθμός της ενδοκυττάρωσης και της 

ανακύκλησης των υποδοχέων 301. Πολλές ερευνητικές ομάδες, με διαφορετικούς τρόπους, δείχνουν ότι 

η ενδοκυττάρωση των υποδοχέων του TGF-β είναι απαραίτητη για τη μεταγωγή του σήματος 303, 304, 305. 

Πιο πρόσφατα μια μελέτη από τον Chen και τους συνεργάτες του, έδειξε ότι αναστολείς της κλαθρινο-

εξαρτώμενης ενδοκυττάρωσης προκαλούν συσσώρευση του υποδοχέα TβR-I και της πρωτεΐνης SARA 

στην πλασματική μεμβράνη και ενίσχυση της σηματοδότησης από το TGF-β. Ο χημικός αναστολέας 

Dynasore, που παρεμποδίζει τη δράση της GTPάσης δυναμίνης, ήταν ο πιο ισχυρός ανάμεσα σε αυτούς 

που δοκιμάστηκαν 306. 

     Πρόσθετες μελέτες έδειξαν ότι η ενδοκυττάρωση των υποδοχέων TGF-β, μέσω της κλαθρινο-

εξαρτώμενης ενδοκυττάρωσης στα θετικά για EEA1 και SARA ενδοσώματα, προάγει την σηματοδότηση. 

Μελέτες του εργαστηρίου μας δείχνουν ότι η υπερέκφραση της SARA στην οποία έχει αφαιρεθεί η FYVE 

περιοχή (που είναι υπεύθυνη για τη σύνδεση με τις μεμβράνες των πρώιμων ενδοσωμάτων), έχει ως 

αποτέλεσμα την αναστολή της σηματοδότησης από τον TGF-β 307. Τα δεδομένα αυτά συνηγορούν υπέρ 

ενός θετικού ρόλου της κλαθρινο-εξαρτώμενης ενδοκυττάρωσης. Αντίθετα, η ενδοκυττάρωση στα 

κυστίδια της καβεολίνης, όπου εντοπίζονται η SMAD7 και η Smurf2, ευνοεί την ουβικουϊτίνωση των 

υποδοχέων και την αποδόμησή τους. Επομένως, η μεταφορά των υποδοχέων στα πρώιμα ενδοσώματα, 

θετικά για τη SARA,  προστατεύει τους υποδοχείς από την αποδόμηση 308. 

     Φυσικά, υπάρχουν κι έρευνες με αντίθετα αποτελέσματα. Στη μελέτη του Mitchel και των 

συνεργατών του χρησιμοποιήθηκε η ένωση Nystatin, η οποία αναστέλλει το μονοπάτι της καβεολίνης, 

και δεν παρατηρήθηκε κάποια αξιοσημείωτη επίδραση στην ενδοκυττάρωση και την αποδόμηση των 

υποδοχέων. Επίσης, δεν υπήρξε συνεντοπισμός των υποδοχέων του TGF-β με τη καβεολίνη-1 302. 

Παρόμοια αποτελέσματα παρουσιάζονται στη μελέτη των Lu και των συνεργατών του 301. 
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Εικόνα 15. Διάφορα σύμπλοκα σηματοδότησης που σχηματίζονται στα πρώιμα ενδοσώματα.  

Στο a διακρίνεται η στρατολόγηση των SMAD2 και SMAD4 στο πρώιμο ενδόσωμα από τις πρωτεΐνες SARA (SMAD 

anchor for receptor activation) και endofin, που ευνοεί τη φωσφορυλίωση της  SMAD2 από τους  υποδοχείς TGF-

β που έχουν ενδοκυτταρωθεί 309  

 

   Όσον αφορά την Ακτιβίνη Α υπάρχουν λίγες και αντικρουόμενες αναφορές. Σε μία μελέτη 

χρησιμοποιήθηκε η μεταλλαγμένη μορφή του υποδοχέα ALK4, ο Alk4W477A, ο οποίος δεν υφίσταται 

ενδοκυττάρωση, όμως διατηρεί την ικανότητά του να μετάγει τη σηματοδότηση. Παρουσία του 

προσδέτη η σηματοδότηση επάγεται κανονικά, χωρίς να απαιτείται ενδοκυττάρωση του ALK4 310. Σε 

μία πρόσφατη μελέτη του Hageman και των συνεργατών του, χρησιμοποιήθηκε κυρίως η συνεχώς 

ανενεργή μορφή της Rab5, με συμπέρασμα ότι η ενδοκυττάρωση της Ακτιβίνης και των υποδοχέων της 

δεν είναι απαραίτητη για τη μεταγωγή του σήματος 311. Αντίθετα, σε μια λεπτομερή μελέτη, η αναστολή 

της ενδοκυττάρωσης, με κυρίαρχα αρνητικές μορφές της δυναμίνης, μειώνει τη σηματοδότηση της 

Ακτιβίνης Α σε κύτταρα  Xenopus. Επίσης, η διάρκεια της σηματοδότησης της Ακτιβίνης Α φαίνεται να 

εξαρτάται από το χρόνο που το σύμπλοκο Ακτιβίνης/υποδοχέων βρίσκεται στο μονοπάτι των πρώιμων 

ενδοσωμάτων/λυσοσωμάτων. Τέλος, στην ίδια έρευνα η ενδοκυττάρωση της Ακτιβίνης Α στα πρώιμα 

ενδοσώματα κρίνεται απαραίτητη και συμβαίνει ανοδικά της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης SMAD2 

312. 
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ΣΚΟΠΟΣ 

Η Ακτιβίνη Α είναι μέλος της υπεροικογένειας του αυξητικού παράγοντα μετασχηματισμού (TGF-β) και 

παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον λόγω των ποικίλων βιολογικών δράσεών της. Οι δραστικότητές της 

εκτείνονται από την ενεργοποίηση της σύνθεσης και απέκκρισης της θυλακιοτρόπου ορμόνης, έως και 

τη ρύθμιση της απόπτωσης, της ίνωσης και της φλεγμονής. Επίσης, σημαντικό ρόλο διαδραματίζει και 

κατά την ανάπτυξη, ως μορφογόνο, επηρεάζοντας τόσο τη διαφοροποίηση όσο και την κατάσταση 

πολυδυναμίας των εμβρυικών βλαστικών κυττάρων. Επιπλέον, η ερευνητική μας ομάδα έχει αναδείξει 

το ρόλο της Ακτιβίνης Α ως αναστολέα της αγγειογένεσης, δείχνοντας ότι η ενίσχυση του MYCN 

ογκογονιδίου μειώνει την έκφραση της Ακτιβίνης A σε νευροβλαστώματα. Η επανέκφρασή της, υπό 

διαφορετικό υποκινητή, στα ίδια κύτταρα με υψηλή έκφραση του MYCN ογκογονιδίου, δημιουργεί 

ξενομοσχευματικούς όγκους σε ποντίκια, οι οποίοι αυξάνονται με βραδύτητα λόγω έλλειψης αγγείων. 

     Είναι λοιπόν σαφές ότι η Ακτιβίνη Α έχει ιδιαίτερο ενδιαφέρον από πλευράς βασικής έρευνας, ενώ 

παράλληλα μπορεί να αποτελέσει στόχο ιατρικών εφαρμογών. Στα πλαίσια αυτά, η λεπτομερής 

διερεύνηση του μηχανισμού μεταγωγής του σήματός της είναι επιβεβλημένη. Η βασική κυτταρική 

σηματοδότηση της Ακτιβίνης Α μετάγεται μέσω των υποδοχέων της, ActRIIA, ActRIIB και ALK4 και των 

δεύτερων μεταβιβαστών, SMAD2 και 3. Η ενδοκυττάρωση και η ενδοκυτταρική διακίνηση του 

συμπλέγματος Ακτιβίνης Α/υποδοχέων, ενδέχεται να έχουν σημαντικό ρόλο στο τελικό αποτέλεσμα της 

σηματοδότησης. Εν τούτοις, η κατανόηση του ρυθμιστικού τους ρόλου στην τελική έκβαση της 

μεταγωγής του σήματος έχει πολλά κενά. Σκοπός της παρούσας διατριβής είναι να καλύψει μερικά από 

αυτά τα κενά. Συγκεκριμένα, η διατριβή εστιάστηκε: 

 Στην διαλεύκανση των οδών ενδοκυττάρωσης  της Ακτιβίνης Α και των υποδοχέων της, παρουσία ή 

απουσία προσδέματος. 

 Στη διερεύνηση των επιπτώσεων συγκεκριμένων παρεμβάσεων στις οδούς ενδοκυττάρωσης της 

Ακτιβίνης Α σε σχέση με τη βιολογική της δράση στα ενδοθηλιακά κύτταρα. 

 Στη μελέτη των οδών ενδοκυττάρωσης της Ακτιβίνης Α και των υποδοχέων της στα ανθρώπινα 

βλαστικά κύτταρα και η σύγκριση των ρυθμιστικών μηχανισμών μεταξύ πολυδύναμων και 

διαφοροποιημένων κυττάρων. 
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2.ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1 ΥΛΙΚΑ 

2.1.1 Αντισώματα και αυξητικοί παράγοντες 

Η Ακτιβίνη Α (Activin A) που χρησιμοποιήθηκε ήταν μια ευγενική προσφορά των Yuzuru Etoh (Ajinomoto 

Co., Japan) και Marko Hyvonen (Department of Biochemistry, University of Cambridge, UK). O 

ανθρώπινος αγγειακός αυξητικός παράγοντας VEGF165 καθώς και ο βασικός ινοβλαστικός αυξητικός 

παράγοντας FGF2 ή Bfgf (Basic fibroblast growth factor) αγοράστηκαν από την εταιρεία ImmunoTools 

GmbH (Friesoythe, Germany). Ο ανασυνδυασμένος αυξητικός παράγοντας μετασχηματισμού-β1 

(Transforming growth factor-β1, TGFβ1) είναι της εταιρείας Peprotech (New Jersey, USA). Οι 

μορφογενετικοί παράγοντες των οστών BMP-2 και BMP-4 αποκτήθηκαν από την εταιρεία Immunotools 

και Gibco αντίστοιχα.  

    Το πολυκλωνικό αντίσωμα κονίκλου α-EEA1 προσφέρθηκε από τον Marino Zerial (MPICBG,Dresden, 

Germany). Τα αντισώματα, α-Rab5a (Aviva systems biology), α-APPL2 (Abnova), α-caveolin-1 (Santa 

Cruz),  α-EEA1 (Transduction Laboratories), α-FLAG M2 (Sigma-Aldrich), α-HA (Roche), α-SMAD2/3 (Cell 

Signaling), α-p-SMAD2 (Cell Signaling), α-p-SMAD3 (Rockland), α-p-p-38, α-GFP (Roche) και α-actin 

(Chemicon), χρησιμοποιήθηκαν σε δοκιμασίες ανοσοφθορισμού, ανοσοκατακρήμνισης ή 

ανοσοαποτύπωσης. Το 9E10 (α-myc) μονοκλωνικό αντίσωμα καθαρίστηκε από το αντίστοιχο υβρίδωμα 

(hybridoma) χρησιμοποιώντας κλασικές τεχνικές. 

   Τα δευτερογενή αντισώματα συζευγμένα με τη ραφανιδική υπεροξειδάση (Horse Raddish Peroxidase, 

HRP) που χρησιμοποιήθηκαν στις δοκιμασίες ανοσοαποτύπωσης καθώς και τα δευτερογενή 

αντισώματα συζευγμένα με ισοθειανική φλουορεσκεΐνη (FITC), ισοθειανική ροδαμίνη (TRITC) ή με τις 

κυανίνες Cy3 και Cy5, που χρησιμοποιήθηκαν στις δοκιμασίες του ανοσοφθορισμού αγοράστηκαν από 

την εταιρεία Jackson-Dianova (GmbH, Hamburg, Germany). Τέλος ο σημασμένος πολυσακχαρίτης 

Dextran-TexasRed αγοράστηκε από την εταιρεία Molecular Probes.  
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2.1.2 Πλασμιδιακοί φορείς έκφρασης πρωτεϊνών και μικρά παρεμβαλλόμενα RNAs 

Για την υπερέκφραση των πρωτεϊνών σε κύτταρα θηλαστικών χρησιμοποιήθηκαν αρκετοί πλασμιδιακοί 

φορείς. Για τον υποδοχέα της Ακτιβίνης τύπου Ι (ALK4) τα πλασμίδια pcDNA3-HA-ALK4wt, PCDNA3-

ALK4-Myc (extracellularly tagged), Pcmv-ALK4-HA, Myc-ALK4, Flag-ALK4, Pcr2.1-ALK4 (dominant 

negative), Pcr2.1-ALK4 (constitutively active). Για τον υποδοχέα τύπου ΙΙ (ActRIIB) τα πλασμίδια Prk5-

ActRIIΒ-Myc, Prk5-ActRIIB-Flag. Για τα πειράματα μικροσκοπίας FRET έγινε διαμόλυνση με τους 

πλασμιδιακούς φορείς PeYFP-N1, PeYFP-N1-ALK4 wt, YFP-Ν1-p38, PeYFP-N1-EGFR, PeCFP-N1 και 

PeCFP-N1-BMPRII.  

   Επίσης, χρησιμοποιήθηκαν οι κατασκευές Peyfp-N1-APPL1, Pegfp-N3-AP2β1, Pcmv-Rab5a, pcDNA3-

HA-Rab4a, pcDNA3-HA-Rab7, Prk5-BMPRII-Flag. Οι κατασκευές των Pegfp-C3-rab4a, Pegfp-C3-Rab11, 

Pegfp-C3-hRab5a, Pegfp-C1-Rab7, Peyfp-C1-Rabankyrin-5 προσφέρθηκαν από τον Marino Zerial (MPI-

CBG, Dresden, Germany), ενώ η κατασκευή pcDNA3-myc-Rabenosyn-5 προσφέρθηκε από τον Σάββα 

Χριστοφορίδη (Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων, Ιατρική σχολή, Ελλάδα). 

    Τα μικρά παρεμβαλλόμενα ολιγινουκλεοτίδια (siRNAs) που χρησιμοποιήθηκαν για την εκπόνηση των 

πειραμάτων προέρχονται από την εταιρείες Ambion, Applied Biosystems, Bionspring (caveolin-1), και 

απεικονίζονται στον πίνακα 2.1.2. Ως ολιγονουκλεοτίδιο ελέγχου (Scrambled, Scr) χρησιμοποιήθηκε, σε 

κάθε πείραμα, ολιγονουκλεοτίδιο με τυχαία αλληλουχία που δεν είναι συμπληρωματικό με κανένα 

mRNA του κυττάρου. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 2.1.2. Μικρά παρεμβαλλόμενα RNAs (siRNAs) 

 

Γονίδιο Πρωτεΐνη siRNA ID 

siRNA1 

CLTC Clathrin Heavy Chain (CHC) 107566 

CAV1 Caveolin-1 111339_A 

ANKFY1 Rabankyrin-5 HSS122255 

ACVR1b ALK4 1331 

ACVR2b ActRIIB 5270555 

CTBP1 CtBP1 HSS102437 
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2.1.3 Χημικές ουσίες-αναστολείς 

H χημική ουσία EIPA (5-(N-Ethyl-N-isopropyl) amiloride) αγοράστηκε από την εταιρία Sigma, και 

χρησιμοποιήθηκε για την αναστολή της μακροπινοκυττάρωσης. Η EIPA είναι ειδικός αναστολέας της 

αντλίας ανταλλαγής Na+/Η+, γεγονός που οδηγεί στη μείωση του Ph στην ενδοκυττάρια πλευρά της 

μεμβράνης, με συνέπεια να αναστέλλεται η σηματοδότηση από τις πρωτεΐνες Rac1 και CdC42. Για τον 

ίδιο σκοπό χρησιμοποιήθηκε η κυτοχαλασίνη D (Cytochalasin D, Sigma), ένας διαπερατός αναστολέας 

του πολυμερισμού της ακτίνης. Η κυτοχαλασίνη D είναι μέλος της οικογένειας των μυκοτοξινών που 

παράγονται από μύκητες, κυρίως του γένους helminthosporium. Θεωρείται ότι προσδένεται στην F-

ακτίνη αποτρέποντας τη δημιουργία των ινιδίων της. Έτσι παρεμποδίζονται οι κινήσεις της μεμβράνης 

που συμβαίνουν κατά τη μακροπινοκυττάρωση. Η χημική ένωση LY294002 (Sigma) είναι ένας 

φαρμακευτικός αναστολέας που παρεμποδίζει αντιστρεπτά τη δράση των κινασών PI3 (PI3Ks). Με βάση 

τη βιβλιογραφία, η αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού που παρατηρείται κατά τη 

μακροπινοκυττάρωση, απαιτεί τη φωσφορυλίωση καθοδικών πρωτεϊνών από τις κινάσες PI3 277, 280, 313.  

 

2.2 ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ 

2.2.1 Καλλιέργεια ανθρώπινων κυτταρικών σειρών 

Για την εκπόνηση της παρούσας εργασίας χρησιμοποιήθηκαν οι εξής κυτταρικές σειρές: 

Α. Κύτταρα HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells). Τα HUVEC είναι ανθρώπινα ενδοθηλιακά 

κύτταρα που απομονώνονται από τη φλέβα του ομφάλιου λώρου νεογνού. Το πρωτόκολλο 

απομόνωσής τους περιγράφεται παρακάτω, στην ενότητα 2.2.2. Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε τρυβλία 

διαμέτρου 10 cm, τα οποία προηγουμένως επωάζονται, για 30 λεπτά  στους 37 oC, με 5ml κολλαγόνο 

αρουραίου τύπου Ι, συγκέντρωσης 50μg/ml (Sigma). Ακολουθεί πλύση του τρυβλίου με 10ml 

διαλύματος φωσφορικών (Phosphate Buffer Saline, PBS), και επίστρωση των κυττάρων. Η ανάπτυξη των 

κυττάρων HUVEC γίνεται σε θρεπτικό υλικό Μ199 (Life Technologies) με περιεκτικότητα D-γλυκόζης 

1g/L, εμπλουτισμένο με 20% ορό εμβρύου βοός θερμικά απενεργοποιημένο (Fetal Bovine Serum, FBS), 

0,08mg/ml εκχύλισμα ενδοθηλιακής ανάπτυξης (Endothelial Cell Growth Supplement, ECGS), 0,05U/ml 

ηπαρίνη, 100U/ml πενικιλίνη και 100μg/ml στρεπτομυκίνη. Όλο το θρεπτικό υλικό φιλτράρεται για 

κατακράτηση τυχών αδιάλυτων σωματιδίων. Για τις ανάγκες των πειραμάτων της εργασίας αυτής 

χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα γενιάς 2-5 από την στιγμή της απομόνωσης. 
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Β. Κύτταρα ΗΕΚ 293Τ (Human Embryonic Kidney). Είναι μετασχηματισμένα επιθηλιακά εμβρυικά 

κύτταρα που προέρχονται από ανθρώπινο νεφρό. Καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό RPMI 1640 (Life 

Technologies), εμπλουτισμένο με 10% ορό εμβρύου βοός θερμικά απενεργοποιημένο (Fetal Bovine 

Serum, FBS), 100U/ml πενικιλίνη και 100μg/ml στρεπτομυκίνη. 

 

Γ. Κύτταρα ΗΕΚ293Α.  Αυτή η κυτταρική σειρά χρησιμοποιήθηκε για την παραγωγή των αδενοϊών.  

Καλλιεργήθηκε σε θρεπτικό υλικό DMEM, εμπλουτισμένο με 10% FCS, 1% NEA (Non Essential 

Aminoacids) και 4,8gr/L D-γλυκόζης. 

 

Δ. Κύτταρα HeLa. Αθανατοποιημένα καρκινικά κύτταρα από καρκίνο του τραχήλου της μήτρας. 

Απομονώθηκαν για πρώτη φορά το 1951 από την ασθενή Henrietta Lacks, από την οποία προέρχεται 

και το όνομά τους. Καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό DMEM (Life technologies), με περιεκτικότητα D-

γλυκόζης 1g/L, εμπλουτισμένο με 10% ορό εμβρύου βοός θερμικά απενεργοποιημένο (Fetal Bovine 

Serum, FBS), 100U/ml πενικιλίνη, 100μg/ml στρεπτομυκίνη και 2mM γλουταμίνη. 

 

Ε. Κύτταρα Α431. Καρκινικά επιθηλιακά κύτταρα που απομονώθηκαν από το δέρμα 85άχρονης 

καρκινοπαθούς. Καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό DMEM (Life technologies) με περιεκτικότητα D-

γλυκόζης 1g/L, 10% ορό εμβρύου βοός θερμικά απενεργοποιημένο (Fetal Bovine Serum, FBS), 100U/ml 

πενικιλίνη και 100μg/ml στρεπτομυκίνη. 

 

E. Βλαστικές σειρές. Η καλλιέργεια των ανθρώπινων εμβρυϊκών βλαστικών κυττάρων (hESCs) και των 

ανθρώπινων επαναπρογραμματισμένων βλαστικών κυττάρων (hiPSCs) γίνεται στο θρεπτικό μέσο 

mTeSRTM1 (Stem Cell Technologies). Πρόκειται για ένα πλήρως χημικώς καθορισμένο μέσο, 

απαλλαγμένο από ξενοβιοτικούς παράγοντες και ορό ζώων. Τα μεσεγχυματικά κύτταρα που 

προέρχονται από διαφοροποίηση των hESCs και hiPSCs καλλιεργούνται σε θρεπτικό υλικό Pericytic 

Medium (PM, SclenCell). Τα μεσεγχυματικά κύτταρα που απομονώθηκαν από λιπώδη ιστό (MSCs) 

καλλιεργούνται στο μέσο ADSC (Lonza). Τέλος, τα ενδοθηλιακά κύτταρα, προερχόμενα από 

διαφοροποίηση των hESCs και hiPSCs, καλλιεργούνται στο πλήρες θρεπτικό υλικό των HUVEC (2.2.1 A). 
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    Όλα τα μέσα καλλιέργειας των κυττάρων, εκτός των βλαστικών, αγοράστηκαν από την εταιρεία Life 

Technologies. Το εκχύλισμα ενδοθηλιακής ανάπτυξης (Endothelial Cell Growth Supplement, ECGS) 

απομονώθηκε από εγκέφαλο βοός και ήταν ελεύθερο από ενδοτοξίνες. Ο χειρισμός τους 

πραγματοποιήθηκε σε εστία κάθετης νηματικής ροής. Τα κύτταρα αναπτύσσονται σε επωαστικό 

κλίβανο με σταθερή θερμοκρασία 37 oC, ατμόσφαιρα εμπλουτισμένη με 5% CO2 και  συνθήκες 

υγρασίας. 

 

2.2.2 Απομόνωση ανθρώπινων ενδοθηλιακών κυττάρων από τη φλέβα ομφάλιων λώρων νεογνών  

Τα ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα τύπου HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) 

απομονώνονται από τη φλέβα ομφάλιων λώρων νεογνών σύμφωνα με το πρωτόκολλο που 

περιγράφεται από τον Jaffe και τους συνεργάτες του 314. Μέχρι την επεξεργασία τους, οι ομφάλιοι 

λώροι διατηρούνται σε διάλυμα φωσφορικών (Phosphate Buffer Saline, PBS),  και στο πάγο. Αρχικά, οι 

λώροι πλένονται εξωτερικά με PBS.  Στη συνέχεια εντοπίζεται η φλέβα του λώρου με ψηλάφηση και 

διανοίγεται, και από τις δύο πλευρές. Τοποθετούνται βαλβίδες τριών σημείων (three way stop cocks, 

πεταλούδες), οι οποίες δένονται με χειρουργικό νήμα. Ακολουθούν πλύσεις του λώρου εντός της 

φλέβας με PBS, μέχρις ότου απομακρυνθεί το αίμα  και το διάλυμα να εξέρχεται καθαρό. Με τη βοήθεια 

μια σύριγγας η φλέβα διαποτίζεται από τη μία πλευρά με τον μέγιστο όγκο διαλύματος κολλαγενάσης 

σε PBS (0,1%, Collagenase type IA, Sigma), ενώ στη συνέχεια οι λώροι επωάζονται στους 37 oC  για 12 

λεπτά (εντός βάζου με προθερμασμένο PBS). Μετά από 12 λεπτά, το διάλυμα αυτό συλλέγεται μαζί με 

τα κύτταρα που έχουν αποκολληθεί, εφαρμόζοντας 2 σύριγγες στα δύο άκρα του λώρου. Η μία περιέχει 

θρεπτικό υλικό M199 5% FBS, που απενεργοποιεί το ένζυμο κολλαγενάση, ενώ η άλλη είναι κενή. 

Ασκώντας πίεση το θρεπτικό μεταφέρεται κατά μήκος του λώρου, από τη μία πλευρά στην άλλη, 

συμπαρασύροντας τα αποκολλημένα κύτταρα. Η διαδικασία επαναλαμβάνεται 2 φορές και το 

εναιώρημα των κυττάρων συλλέγεται σε σωλήνα φυγοκέντρησης. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 5 

λεπτά στα 1700rpm και σε θερμοκρασία 24 oC. Το υπερκείμενο αφαιρείται, το κυτταρικό ίζημα 

επαναιωρείται σε πλήρες θρεπτικό υλικό, κατάλληλο για τα κύτταρα HUVEC, και επιστρώνονται σε 

τρυβλία των 10 cm. Τα τρυβλία υφίσταται προηγουμένως επεξεργασία με 4ml κολλαγόνο αρουραίου 

τύπου Ι (συγκέντρωσης 50μg/ml),  επωάζονται για 30 λεπτά σε κλίβανο (37 oC, 5% CO2), και πλένονται 

δύο φορές με 10ml PBS.  
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2.2.3 Διαμόλυνση κυττάρων θηλαστικών με DNA και siRNA 

Για την εκπόνηση της παρούσας εργασίας χρησιμοποιήθηκαν διάφορες κυτταρικές σειρές και για τη 

διαμόλυνση τους με πλασμιδιακά DNA αρκετά αντιδραστήρια του εμπορίου, με βάση τις προτεινόμενες 

οδηγίες του εκάστοτε κατασκευαστή. Τα ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα (HUVEC) διαμολύνθηκαν με 

το λιπίδιο METAFECTENE Pro (Biontex). Τα καρκινικά κύτταρα HeLa διαμολύνθηκαν με τα λιπίδια 

Effectene (Qiagen) και Lipofectamine (Invitrogen). Για τα κύτταρα HEK 293 χρησιμοποιήθηκαν τα 

αντιδραστήρια Fugene 6 και X-tremeGene 9 της εταιρείας Roche. Σε κάθε περίπτωση, εκτός κι αν 

αναφέρεται διαφορετικά, 4 ώρες μετά τη διαμόλυση το θρεπτικό μέσο των κυττάρων αντικαθίσταται 

με νέο πλήρες θρεπτικό μέσο και ακολουθεί επώαση σε κλίβανο 37οC και  5% CO2, για 24-48 ώρες.  

     Για τη διαμόλυνση των κυττάρων HUVEC με μικρά παρεμβαλόμενα RNAs (siRNAs) χρησιμοποιήθηκε 

το λιπίδιο RNAiMax (Invitrogen), σύμφωνα με τις οδηγίες της εταιρείας. Η αραίωση των 

αντιδραστηρίων έγινε στο χαμηλής περιεκτικότητας σε ορό θρεπτικό υλικό OptiMEM I (Invitrogen). Η 

τελική συγκέντρωση του κάθε siRNA ήταν 5, 20 ή 50nM (για κάθε siRNA χρησιμοποιήθηκε η βέλτιστη 

συγκέντρωση για την καλύτερη δυνατή αποσιώπηση). Εν συντομία, για ένα τρυβλίο των 12 φρεατίων, 

το siRNA και το λιπίδιο αραιώνονται σε 125μl OptiMEM έκαστο, αναμιγνύονται, επωάζονται για 30 

λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, και προστίθενται στο πηγάδι. Τα κύτταρα στο τρυβλίο 

καλλιεργούνται στο θρεπτικό μέσο OptiMEM. Μετά από 5 ώρες, το μίγμα διαμόλυνσης αντικαθίσταται  

με το πλήρες μέσο καλλιέργειας των κυττάρων. Τα κύτταρα επωάζονται για 72 ώρες σε κλίβανο (37οC 

και 5% CO2) και κατόπιν χρησιμοποιούνται στις διάφορες πειραματικές διαδικασίες.  

 

2.2.4 Κατασκευή Ανασυνδυασμένων Αδενοϊών  

Οι ανασυνδυασμένοι αδενοϊοί που εκφράζουν τους υποδοχείς HA-ALK4 και FLAG-ActRIIB αγρίου  τύπου 

κατασκευάστηκαν σύμφωνα με το πρωτόκολλο των He και των συνεργατών του, που περιγράφεται 

αναλυτικά στην διαδικτυακή ιστοσελίδα www.coloncancer.org/adeasy.htm. Οι πλασμιδιακοί φορείς 

και τα στελέχη βακτηρίων για την δημιουργία των αδενοϊών, ήταν ευγενική προσφορά του Bert 

Vogelstein (John Hopkins Medical Institutions, Bartimore, MD). Για την αναπαραγωγή των 

ανασυνδυασμένων αδενοϊών, χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά πακεταρίσματος HEK293Α 

(packaging line), η οποία επιτρέπει τον πολλαπλασιασμό των παραγόμενων αδενοϊών προμηθεύοντας 

τους με τα προϊόντα των γονιδίων που τους λείπουν, Ε1 και Ε3. Η τιτλοποίηση των ανασυνδυασμένων 
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αδενοϊών έγινε με την δοκιμασία των ιϊκών πλακών (plaque assay). Κύτταρα HEK293Α καλλιεργήθηκαν 

σε τρυβλίο 6 φρεατίων (5x105 κύτταρα ανά φρεάτιο) μέχρι να φτάσουν σε πληρότητα 80-90%. Την 

επόμενη μέρα, μολύνθηκαν με 5μl από διαφορετικές αραιώσεις του ιού. Μετά από 4 ώρες, τα κύτταρα 

επικαλύφθηκαν με 4ml άγαρ επικάλυψης, που περιέχει 20mM Hepes, 12.5mΜ MgCl2, 1% αγαρόζη 

(Gibco), σε πλήρες θρεπτικό υλικό RPMI 1640. Η καταμέτρηση των πλακών (μεμονωμένες εστίες λύσης 

των κυττάρων) πραγματοποιήθηκε μετά από 9 μέρες. Από τον αριθμό των ιϊκών πλακών που 

αναπτύχθηκαν στα διαφορετικά φρεάτια συνδυαστικά με τις διαφορετικές αραιώσεις του ιού, 

υπολογίστηκε ο ιϊκός τίτλος (ιοσωμάτια/μl). 

 

2.3 ΒΙΟΧΗΜΙΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.3.1 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου και ανοσοαποτύπωση κατά Western 

Τα  ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα συλλέγονται με διάλυμα φωσφορικών (PBS), που περιέχει SDS 1% και 

100μM αναστολείς των φωσφατασών PMSF (phenylmethanesulphonylfluoride). Στη συνέχεια τα 

κύτταρα υφίστανται λύση με την εφαρμογή υπερήχων (Branson Digital Sonifier), βρασμό στους 100 oC 

για 10 λεπτά και φυγοκέντρηση για 20 λεπτά στα 13200rpm. Το υπερκείμενο μεταφέρεται σε καθαρό 

φιαλίδιο, ενώ ακολουθεί μέτρηση της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών με τα εμπορικό αντιδραστήριο 

BCA protein assay kit (περιγράφεται σε ξεχωριστή ενότητα  2.3.2).   

     Ίσες ποσότητες πρωτεΐνης από κάθε κυτταρικό εκχύλισμα ηλεκτροφορούνται σε πηκτή 

πολυακρυλαμιδίου (8%, 10%, 12% ή 15%) και μεταφέρονται σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης (Scheicher 

and Schell).  Το διάλυμα ηλεκτροφόρησης (Running Buffer) περιέχει 3mg/ml Tris-Base, 14,5mg/ml 

Glycine και 0,1% SDS, ενώ το διάλυμα μεταφοράς (Transfer Buffer) περιέχει 3mg/ml Tris-Base, 

14,5mg/ml Glycine, 20% μεθανόλη και 0,1% SDS. Προκειμένου να διαπιστωθεί αν οι πρωτεΐνες 

μεταφέρονται επιτυχώς, η μεμβράνη υφίσταται χρώση με διάλυμα 0,1% Ponceau S για 1 λεπτό 

(προσδένεται αντιστρεπτά στις αμινομάδες των πρωτεϊνών) και αποχρωματίζεται μετά από πλύσεις με 

διπλά απεσταγμένο νερό. 

     Εν συνεχεία, οι μεμβράνες επωάζονται με 5% άπαχο γάλα σε διάλυμα πλύσεων (Western buffer: 

10mΜ Tris-HCl pH 7,2, 0,1% Tween-20, και 150 mM NaCl) για τη δέσμευση των μη ειδικών θέσεων, για 

30 λεπτά υπό ανάδευση. Ακολουθεί επώαση της μεμβράνης με το πρώτο αντίσωμα για 1 ώρα  σε 
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θερμοκρασία δωματίου ή για 12 ώρες στους 4 oC, αραιωμένο σε 5% άπαχο γάλα ή σε 2% ζελατίνης σε 

διάλυμα πλύσεων, με βάση πάντα τις προτεινόμενες οδηγίες της εταιρείας. 

Έπειτα γίνονται 3 πλύσεις των 10 λεπτών με το διάλυμα πλύσεων (Western buffer), και επώαση με τα 

δευτερογεγή αντισώματα, τα οποία είναι συζευγμένα με τη ραφανιδική υπεροξειδάση (Horse Raddish 

Peroxidase, HRP), διαλυμένα σε 5% άπαχο γάλα, για μια ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά από 

ακόμη 3 δεκάλεπτες πλύσεις πραγματοποιείται η εμφάνιση του σήματος σε φωτογραφικό φίλμ 

(Fujifilm), με τη βοήθεια του αντιδραστηρίου ενισχυμένης χημειοφωταύγειας (Enhanced 

Chemiluminescence, ECL) της εταιρείας Amersham (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) ή της 

εταιρείας Pierce, σε σκοτεινό θάλαμο. H διαδικασία αυτή επαναλαμβάνεται για τον έλεγχο της 

ισοφόρτωσης των δειγμάτων με την χρήση αντισωμάτων έναντι της α-ακτίνης. Η ποσοτικοποίηση των 

αποτελεσμάτων έγινε με το λογισμικό Quantity One.  

 

2.3.2 Μέτρηση συγκέντρωσης πρωτεϊνών 

Για την μέτρηση της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών που περιέχονται στα κυτταρικά εκχυλίσματα, 

χρησιμοποιήθηκε το εμπορικό αντιδραστήριο BCA Protein Assay kit της εταιρείας Pierce, το οποίο 

βασίζεται στο βικινχρωμικό οξύ (ΒCA, Bicinchromic acid). Ο χημικός μηχανισμός της μεθόδου στηρίζεται 

στην αντίδραση Biuret, σύμφωνα με την οποία ενώσεις που περιέχουν δύο ή περισσότερους 

πεπτιδικούς δεσμούς (όπως οι πρωτεΐνες) σε αλκαλικές συνθήκες δημιουργούν σύμπλοκα με ιόντα 

Cu+2. Σε αυτό περιβάλλον τα ιόντα Cu+2 ανάγονται σε Cu+1. Τα ανηγμένα κατιόντα χαλκού αντιδρούν με 

το βικινχρωμικό οξύ, με συνέπεια να παράγουν ένα έντονο μπλε-πράσινο χρώμα. 

     Το αντιδραστήριο αυτό είναι εφαρμόσιμο στις περιπτώσεις που τα εκχυλίσματα συλλέγονται 

παρουσία των απορρυπαντικών SDS ή TRITON-X 100. Αρχικά, κατασκευάζεται πρότυπη καμπύλη με τη 

βοήθεια πρωτεΐνης γνωστής συγκέντρωσης (στη περίπτωσή μας αλβουμίνη βοός), σε αυξανόμενες 

συγκεντρώσεις, από 1μg έως 32μg. Τα δείγματα τοποθετούνται σε κυψελίδες, ενώ προστίθεται ίση 

ποσότητα από το διάλυμα λύσης. Σε όλες τις κυψελίδες (τυφλό δείγμα, πρότυπη καμπύλη, υπό εξέταση 

δείγματα), προστίθεται 1 ml από το μίγμα αντιδραστήριο Α + αντιδραστήριο Β (50:1), του εμπορικού 

BCA kit. Ακολουθεί επώαση στους 37 οC και μέτρηση της απορρόφησης στα 562nm. Με βάση την 

πρότυπη καμπύλη υπολογίζεται η συγκέντρωση των πρωτεϊνών ενδιαφέροντος.   
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2.3.3 Έμμεσος ανοσοφθορισμός και στατιστική ανάλυση του συνεντοπισμού 

Κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε γυάλινες καλυπτρίδες και μετά το πέρας της όποιας πειραματικής 

διαδικασίας, έγινε πλύση των κυττάρων με διάλυμα φωσφορικών (PBS) και μονιμοποίηση με διάλυμα 

παραφορμαλδεΰδης (pfa) 3,7% για 15 λεπτά. Μετά από μία πλύση με PBS, ακολούθησε επώαση με 

50mM NH4Cl (σε PBS) για άλλα 15 λεπτά, προκειμένου να μειωθεί ο αυτοφθορισμός και να 

απενεργοποιηθεί η pfa. Έγινε μία πλύση με PBS και επώαση με Triton-X 0.1% (σε PBS) για 4 λεπτά, για 

να αυξηθεί η διαπερατότητα της μεμβράνης και ξανά πλύση με PBS. Ακολούθως, πραγματοποιήθηκε 

επώαση με ορό 10% (FCS) για 20 λεπτά προκειμένου να καλυφθούν οι μη ειδικές αντιγονικές θέσεις. 

Στη συνέχεια, έγινε επώαση των κυττάρων με το πρωτογενές αντίσωμα σε 10% FΒS για 1 ώρα. Με το 

πέρας της επώασης, ακολούθησε πλύση δύο φορές με PBS (5 λεπτά, υπό ανάδευση) και επώαση με το 

δευτερογενές αντίσωμα σε 10% FΒS για 1 ώρα. Οι καλυπτρίδες τοποθετήθηκαν σε αντικειμενοφόρους 

πλάκες με το αντιδραστήριο ProLong Gold antifade reagent (Invitrogen) και οι παρατηρήσεις των 

δειγμάτων έγιναν σε συνεστιακό μικροσκόπιο Leica SP5 (Ινστιτούτο Βιοϊατρικών Ερευνών/ΙΒΕ-

ΙΤΕ,Ιωάννινα), εξοπλισμένο με λέιζερ Argon/SS-561/HeNe και το λογισμικό Las AF Lite. Τα ποσοστά του 

συνεντοπισμού (% αλληλοεπικάλυψη των κυστιδίων) υπολογίστηκαν με βάση το πρόγραμμα 

MotionTracking (http://www.kalaimoscope.com/) (Kalaidzidis Y, MPI-CBG, Dresden, Germany), ενώ η 

μέτρηση της έντασης του φθορισμού, υπολογίστηκε με το πρόγραμμα ImageJ 

(http://rsbweb.nih.gov/ij/).   

 

2.3.4 Δοκιμασία συν-ανοσοκατακρήμνισης in vivo (co-immunoprecipitation assay) 

Ανάλογα με την εκάστοτε πειραματική διαδικασία ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα νεφρού, HEK 293 

διαμολύνθηκαν με τις κατάλληλες κατασκευές DNA, με τα αντιδραστήρια FuGENE 6 ή X-tremeGene 9 

(Roche). Με την πάροδο 24 ωρών, τα κύτταρα εκπλύθηκαν με κρύο (4oC) ρυθμιστικό διάλυμα 

φωσφορικών (PBS) και λύθηκαν με τον κατάλληλο όγκο διαλύματος λύσης που περιείχε: ddH2O, 50mM 

Tris, pH 7.4, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 0,5%Triton X-100 (Fluka), 10% γλυκερόλη και αναστολείς των 

πρωτεασών (Roche). Στη συνέχεια, τα κυτταρικά εκχυλίσματα φυγοκεντρήθηκαν στα 13,200rpm και για 

20 λεπτά στους 4οC. Τα υπερκείμενα μεταφέρθηκαν σε καθαρά φιαλίδια, από τα οποία 5μl 

χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών, ενώ ο υπόλοιπος όγκος 

επωάστηκε με σφαιρίδια σεφαρόζης-πρωτεΐνης Α (Sigma-Aldrich)  ή G (GE Healthcare), ανάλογα με τη 
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συγγένεια του ισότυπου του αντισώματος, στους 4οC για 1 ώρα. Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε 

φυγοκέντρηση των δειγμάτων στα 1000rpm για 2 λεπτά, από όπου συλλέχθηκε το υπερκείμενο (το 

ίζημα περιείχε τα σφαιρίδια της πρωτεΐνης Α/G, και μόρια ή σύμπλοκα μορίων των κυττάρων που 

προσδέθηκαν μη ειδικά μαζί τους). Από το υπερκείμενο των δειγμάτων κρατήθηκαν 40μg ώστε να 

ελεγχθεί η έκφραση των πρωτεϊνών των οποίων μελετάται η ενδεχόμενη αλληλεπίδραση. Ο υπόλοιπος 

όγκος διαχωρίστηκε σε δύο δείγματα που περιείχαν ίσα ποσά πρωτεΐνης και επωάστηκαν (1 μg 

αντισώματος/IgG ανά 300 μg πρωτεΐνης) τo ένα με το αντίσωμα, και το δεύτερο με ανοσοσφαιρίνη (IgG 

του παράχθηκε από το ίδιο είδος με το αντίσωμα), ως αρνητικός μάρτυρας, προκειμένου να 

αποκλείσουμε μη ειδική ανοσοκατακρήμνιση του αντιγόνου. Η επώαση έγινε στους 4οC ολονυχτίως και 

υπό ανάδευση, ανάλογα με την ισχύ της συγγένειας αντιγόνου-αντισώματος, ώστε να σχηματιστεί το 

σύμπλεγμα αντιγόνου-ειδικού αντισώματος. Ακολούθως, στο παραπάνω μίγμα αντιγόνου-

αντισώματος προστέθηκαν τα σφαιρίδια της πρωτεΐνης Α/G και ακολούθησε επώαση για 4 ώρες, στους 

4οC. Κατόπιν, έγινε έκπλυση των σφαιριδίων με το διάλυμα λύσης, για 5 φορές με όγκο 1ml. Οι 

προσδεμένες στα σφαιρίδια πρωτεΐνες εκλούστηκαν με τη χρήση διαλύματος 2x SDS laemmli. Οι συν-

ανοσο-κατακρημνιζόμενες πρωτεΐνες διαχωριστήκαν με SDS-PAGE και ανιχνεύθηκαν με 

ανοσοαποτύπωση κατά Western, χρησιμοποιώντας σε κάθε πείραμα τα κατάλληλα αντισώματα. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1 Η ΕΝΔΟΚΥΤΤΑΡΩΣΗ ΤΗΣ ΑΚΤΙΒΙΝΗΣ Α ΚΑΙ ΤΩΝ ΥΠΟΔΟΧΕΩΝ ΤΗΣ 

3.1.1 Εντόπιση των υποδοχέων ALK4 και ActRIIB, απουσία Ακτιβίνης Α, στα πρώιμα ενδοσώματα και 

ανακύκληση στην κυτταρική μεμβράνη – αποικοδόμηση του ActRIIB στα λυσοσώματα 

Αρχικός στόχος της παρούσας εργασίας ήταν να ταυτοποιηθούν οι οδοί ενδοκυττάρωσης του υποδοχέα 

τύπου ΙΙ (ActRIIB) και του υποδοχέα τύπου Ι (ALK4) της Ακτιβίνης Α χωρίς την παρουσία προσδέματος. 

Για το σκοπό αυτό οι υποδοχείς της Ακτιβίνης συντήχθηκαν με διάφορους επιτόπους και 

κλωνοποιήθηκαν σε πλασμίδια-φορείς για την χρησιμοποίησή τους σε πειράματα ανοσοαποτύπωσης 

κατά Western και ανοσοφθορισμού. Έτσι δημιουργήθηκαν οι πλασμιδιακές κατασκευές ALK4 - Myc, 

HA, Flag και ActRIIB - Myc, HA, Flag. 

    Χρησιμοποιώντας τις παραπάνω κατασκευές προχωρήσαμε αρχικά στη μελέτη του εντοπισμού και 

της ενδοκυτταρικής μεταφοράς των υποδοχέων, απουσία προσδέματος, στα διάφορα ενδοκυτταρικά 

διαμερίσματα με τη βοήθεια των εξής πρωτεϊνών-δεικτών για τις οποίες, είτε είχαμε διαθέσιμα τα 

κατάλληλα αντισώματα, είτε τα είχαμε σημάνει με διάφορους επιτόπους: 

 AP2 και κλαθρίνη για την κλαθρινο-εξαρτώμενη ενδοκυττάρωση 

 Καβεολίνη-1 για τα καβεοσώματα 

 Rab5 για το μονοπάτι των πρώιμων ενδοσωμάτων 

 EEA1, Rabenosyn-5 για τα πρώιμα ενδοσώματα 

 Rab7 για τα όψιμα ενδοσώματα 

 Rabankyrin-5 για τα μακροπινοσώματα 

 APPL1&2 για τα προσφάτως χαρακτηρισμένα APPL ενδοσώματα 

 Rab4 and Rab11 για το μονοπάτι ανακύκλησης. 

     Η μελέτη της εντόπισης των υποδοχέων έγινε ύστερα από διπλή διαμόλυνση ενδοθηλιακών 

κυττάρων HUVEC με τις κατασκευές υποδοχέων και πρωτεϊνών-δεικτών, διπλό ανοσοφθορισμό, και 

παρατήρηση τους σε συνεστιακό μικροσκόπιο (confocal microscope) Leica TCS-SP, εξοπλισμένο με 

λέιζερ Argon/Krypton και λογισμικό Leica TCS (Τμήμα Βιολογικής χημείας, Ιατρική Σχολή). Στις 

περιπτώσεις που είχαμε αντισώματα για τις ενδογενείς πρωτεΐνες-δείκτες, πραγματοποιήθηκε 

διαμόλυνση των κυττάρων μόνο με την κατασκευή του υποδοχέα και το κυτταρικό διαμέρισμα 
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εντόπισης χαρακτηρίστηκε με το αντίστοιχο αντίσωμα. Η ανάλυση και ποσοτικοποίηση των εικόνων 

έγινε με το πρόγραμμα Motion Tracking, σε συνεργασία με τον Γιάννη Καλαϊτζίδη (Ινστιτούτο Max 

Planck, Δρέσδη). 

     Τα αποτελέσματα που προκύπτουν από τα πειράματα ανοσοφθορισμού και συνεστιακής 

μικροσκοπίας παρουσιάζονται στην εικόνα 3.1. Διαπιστώσαμε ότι οι υποδοχείς ALK4 και ActRIIB 

συνεντοπίζονται με τις πρωτεΐνες-δείκτες των πρώιμων ενδοσωμάτων σε υψηλά ποσοστά. 

Συγκεκριμένα με την EEA1 τα ποσοστά είναι 49,2 ±4,2% και 17,5±9,6%  αντίστοιχα. Αυξημένο είναι επίσης 

το ποσοστό συνεντοπισμού με την πρωτεΐνη Rab5a, 40,4±11,4% και 26,4 ±8,4%, με τη Rabenosyn-5, 

60,7±9,9% και 16,8±3,8%, καθώς επίσης με τη SARA, 53,8±9,4% και 32,2±6,4% αντίστοιχα, που όλες 

εντοπίζονται στα πρώιμα ενδοσώματα. Εδώ πρέπει να αναφέρουμε ότι η Rabenosyn-5 εντοπίζεται και 

στο γρήγορο μονοπάτι της ανακύκλησης. 

      Αξιοσημείωτο είναι το ποσοστό συνεντοπισμού των υποδοχέων με τη Rabankyrin-5, 61,2±17,7% και 

34,8±7,7% αντίστοιχα, μια βασική πρωτεΐνη του μηχανισμού της μακροπινοκυττάρωσης, όπως είδαμε 

και στην εισαγωγή, που εντοπίζεται και στα πρώιμα ενδοσώματα. Και οι δύο υποδοχείς, ALK4 και 

ActRIIB φαίνεται να ακολουθούν το μονοπάτι της γρήγορης ανακύκλησης προς τη μεμβράνη, καθώς 

συνεντοπίζονται σε ποσοστό 40,1±4,9% και 26,1±10,9% αντιστοίχως, με την πρωτεΐνη Rab4a, η οποία 

βρίσκεται και στα πρώιμα ενδοσώματα. Επίσης, οι υποδοχείς ALK4 και ActRIIB φαίνεται πως 

χρησιμοποιούν και το αργό μονοπάτι της ανακύκλησης στη μεμβράνη, όπως προκύπτει από τα ποσοστά 

συνεντοπισμού με την πρωτεΐνη Rab11, 32,5±2,3% και 30,2±9,4% αντίστοιχα.  

     Οι υποδοχείς της Ακτιβίνης, ALK4 και ActRIIB παρουσιάζουν χαμηλά ποσοστά συνεντοπισμού με τις 

πρωτεΐνες κλαθρίνη (8,9±1,1% και 5,1±2,1%) και AP2 (5,9±1,1% και 3,4±0,9%), δύο πρωτεΐνες που 

χαρακτηρίζουν το κλαθρινο-εξαρτώμενο μονοπάτι ενδοκυττάρωσης, καθώς αποτελούν βασικές 

μονάδες των καλυμμένων με κλαθρίνη κυστιδίων. Μικρός, αλλά στατιστικά σημαντικός είναι ο 

συνεντοπισμός των υποδοχέων, σε ποσοστά 17,1±1,9% και 11,2±4,9% αντίστοιχα, με κυστιδιακές δομές 

μικρής διαμέτρου, θετικές για την πρωτεΐνη Caveolin-1. 

     Τέλος, αξίζει να σημειωθεί μία βασική διαφορά που παρατηρείται ανάμεσα στους υποδοχείς της 

Ακτιβίνης Α. Ο υποδοχέας τύπου ΙΙ, ActRIIB συνεντοπίζεται με τη πρωτεΐνη Rab7 σε ποσοστό 24,8±6,4%, 

που είναι δείκτης των όψιμων ενδοσωμάτων. Αντίθετα ο υποδοχέας τύπου Ι ALK4 δεν εμφανίζει 

στατιστικώς σημαντικό συνεντοπισμό με τη Rab7 (1,7±0,4%). Αυτό πρακτικά σημαίνει ότι ο ActRIIB 



70                          ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

 

οδηγείται στα όψιμα ενδοσώματα και κατόπιν στα λυσοσώματα για αποικοδόμηση, ενώ ο ALK4, 

φαίνεται πως χρησιμοποιεί άλλο μονοπάτι για την αποικοδόμησή του. Επίσης, μετά την 

ενδοκυττάρωσή τους, ίσως ο ALK4 να οδηγείται ξανά πίσω στη μεμβράνη μέσω των μονοπατιών 

ανακύκλησης, σε μεγαλύτερο ποσοστό σε σχέση με τον ActRIIB. 

Εικόνα 3.1: Χαρακτηρισμός των οδών ενοκυττάρωσης των υποδοχέων της Ακτιβίνης Α, απουσία προσδέματος. 

Κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν σε καλυπτρίδες μέχρι να φτάσουν σε πληρότητα 70% και διαμολύνθηκαν με τις 

πλασμιδιακές κατασκευές που εκφράζουν τον υποδοχέα ALK4-HA ή τον ActRIIB-Flag. Ταυτόχρονα έγινε 

διαμόλυνση με πλασμίδια που εκφράζουν πρωτεΐνες-δείκτες ενδοκυτταρικών διαμερισμάτων, όπως οι GFP-AP2, 

GFP-Rab5a, Myc-Rabenosyn-5, YFP-Rabankyrin-5, GFP-Rab4a, GFP-Rab11 και GFP-Rab7. Μετά από 24 ώρες, τα 

κύτταρα μονιμοποιήθηκαν κι ακολούθησε έμμεσος ανασοφθορισμός για τους υπερεκφρασμένους υποδοχείς 

ALK4-HA ή ActRIIB-Flag και είτε για τις ενδογενείς πρωτεΐνες-δείκτες (Clathrin, EEA1, SARA, APPL1, Caveolin-1) 

είτε για τις υπερεκφρασμένες πρωτεΐνες-δείκτες (YFP-Rabankyrin-5, GFP-Rab5a, GFP-Rab7, GFP-Rab4a και GFP-

Rab11). Οι εικόνες συνεστιακής μικροσκοπίας αναλύθηκαν με το λογισμικό MotionTracking και τα συγκεντρωτικά 

αποτελέσματα της κατανομής των υποδοχέων στα διάφορα ενδοκυτταρικά διαμερίσματα παρουσιάζονται στον 

πίνακα. Οι γραμμές σφάλματος αντιπροσωπεύουν την τυπική απόκλιση.  
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     Συμπερασματικά λοιπόν, παρατηρούμε ότι οι δύο υποδοχείς εμφανίζουν έναν ευρύ εντοπισμό σε 

διάφορα ενδοκυτταρικά διαμερίσματα, όπως προκύπτει από το συνεντοπισμό τους με τις αντίστοιχες 

πρωτεΐνες-δείκτες. Με βάση τα πρώτα αποτελέσματα της εργασίας, θα μπορούσε κάποιος να καταλήξει 

στο συμπέρασμα ότι οι υποδοχείς, απουσία προσδέματος, ενδοκυτταρώνονται στα πρώιμα 

ενδοσώματα, κυρίως μέσω της μακροπινοκυττάρωσης. Από αυτό το κυτταρικό διαμέρισμα, που είναι 

ο πρώτος και σημαντικότερος σταθμός για τη μετέπειτα πορεία τους, οι υποδοχείς οδηγούνται ξανά 

στην κυτταρική μεμβράνη μέσω των δύο μονοπατιών ανακύκλησης, ενώ ο υποδοχέας τύπου ΙΙ, ο 

ActRIIB, μεταφέρεται και στα όψιμα ενδοσώματα-λυσοσώματα για αποδόμηση.  
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3.1.2 Η Ακτιβίνη Α οδηγεί τους ΑctRIIB και ALK4 υποδοχείς στα πρώιμα ενδοσώματα και κατόπιν στην 

κυτταρική μεμβράνη – Υψηλό ποσοστό συνεντόπισης με Rabankyrin-5, μία πρωτεΐνη-δείκτη της 

μακροπινοκυττάρωσης 

Όπως ήδη αναφέρθηκε στην εισαγωγή, παρουσία προσδέματος οι ενεργοποιημένοι υποδοχείς 

μπορούν να χρησιμοποιήσουν διαφορετικά μονοπάτια ενδοκυττάρωσης με αποτέλεσμα αυτό να έχει 

επίπτωση και στη μεταγωγή του σήματος. Παραδείγματος χάριν, όπως είναι γνωστό από τη 

βιβλιογραφία, όταν οι υποδοχείς του TGF-β ακολουθούν την εξαρτώμενη από κλαθρίνη 

ενδοκυττάρωση, οδηγούνται στα πρώιμα ενδοσώματα, από όπου μετάγουν καθοδικά σήματα. 

Αντίθετα, η ενδοκυττάρωση προς καβεοσώματα οδηγεί τους υποδοχείς στο πρωτεάσωμα προς 

αποικοδόμηση και αναστολή της μεταγωγής καθοδικών σημάτων. Τι ακριβώς συμβαίνει με τους 

υποδοχείς της Ακτιβίνης Α όταν ενεργοποιούνται από το πρόσδεμα; Το ερώτημα αυτό είναι σε γενικές 

γραμμές αναπάντητο.  

     Στόχος μας, λοιπόν, ήταν η μελέτη της κινητικής της ενδοκυττάρωσης των υποδοχέων ύστερα από 

επαγωγή με Ακτιβίνη Α. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν οι κατασκευές που αναφέρθηκαν 

προηγουμένως (αποτελέσματα 3.1.1) και ακολουθήθηκε παρόμοια πειραματική διαδικασία. Έγινε είτε 

διαμόλυνση κυττάρων HUVEC, με τις κατασκευές του υποδοχέα ActRIIB (ActRIIB-flag) και της κάθε 

πρωτεΐνης-δείκτη, είτε επιμόλυνση με τον αδενοϊό ALK4-HA και διαμόλυνση με τις κατασκευές των 

πρωτεϊνών- δεικτών. Για όσες πρωτεΐνες είχαμε αντισώματα, που αναγνωρίζουν τις ενδογενείς, έγινε 

μονή διαμόλυνση ή επιμόλυνση. Μετά από 24 ώρες, ακολούθησε επαγωγή με Ακτιβίνη Α για 

αυξανόμενα χρονικά διαστήματα, 0, 2, 5, 10, 30 και 60 λεπτών. Έτσι λοιπόν, για κάθε συνδυασμό 

υποδοχέα-πρωτεΐνης είχαμε 7 καλυπτρίδες με κύτταρα HUVEC τα οποία, μετά την επαγωγή για 

διαφορετικούς χρόνους, μονιμοποιήθηκαν και ακολούθησε έμμεσος ανοσοφθορισμός  και συνεστιακή 

μικροσκοπία. Για κάθε μία συνθήκη αναλύθηκαν περίπου 15 φωτογραφίες για την ανίχνευση του 

συνεντοπισμού των υποδοχέων με τις πρωτεΐνες-δείκτες, χρησιμοποιώντας το λογισμικό Motion 

Tracking. Συνολικά, για τους 2 υποδοχείς χρησιμοποιήθηκαν 8 πρωτεΐνες-δείκτες, συλέχθηκαν και 

αναλύθηκαν περίπου 1000 φωτογραφίες για να καταλήξουμε στα αποτελέσματα που παρουσιάζονται 

στις εικόνες 3.2 και 3.3. 
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Εικόνα 3.2: Η κινητική του υποδοχέα της Ακτιβίνης, ActRIIB, παρουσία προσδέματος, με βάση τον 

συνεντοπισμό με πρωτεΐνες-δείκτες ενδοκυτταρικών διαμερισμάτων. Κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν σε 

καλυπτρίδες μέχρι  να φτάσουν σε πληρότητα 70% και διαμολύνθηκαν είτε μόνο με τον υποδοχέα ActRIIB-Flag, 

είτε ταυτόχρονα με τον υποδοχέα ActRIIB-Flag και τις πρωτεΐνες-δείκτες YFP-Rabankyrin-5 ή GFP-Rab5a ή GFP-

Rab7 ή GFP-Rab4a ή  GFP-Rab11. Μετά από 24 ώρες έγινε στέρηση ορού για 2 ώρες και επαγωγή με Ακτιβίνη Α 

(50ng/ml) για αυξανόμενα χρονικά διαστήματα. Τα κύτταρα μονιμοποιήθηκαν κι ακολούθησε έμμεσος 

ανοσοφθορισμός για τον υπερεκφρασμένο υποδοχέα ActRIIB-Flag και είτε για τις ενδογενείς πρωτεΐνες-δείκτες, 

(EEA1, Caveolin-1, APPL1), είτε για τις υπερεκφρασμένες πρωτεΐνες-δείκτες (YFP-Rabankyrin-5, GFP-Rab5a, GFP-

Rab7, GFP-Rab4a and GFP-Rab11). Εικόνες συνεστιακής μικροσκοπίας αναλύθηκαν με το λογισμικό Motion 

Tracking και παρουσιάζονται στα γραφήματα. Οι γραμμές σφάλματος αντιπροσωπεύουν την τυπική απόκλιση. 
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Εικόνα 3.3: Η κινητική του υποδοχέα της Ακτιβίνης, ALK4, παρουσία προσδέματος, με βάση τον συνεντοπισμό 

με πρωτεΐνες-δείκτες ενδοκυτταρικών διαμερισμάτων. Κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν σε καλυπτρίδες μέχρι 

να φτάσουν σε πληρότητα 70% και είτε επιμολύνθηκαν μόνο με αδενοϊό που εκφράζει τον υποδοχέα ALK4-HA, 

είτε ταυτόχρονα διαμολύνθηκαν με τις πρωτεΐνες-δείκτες YFP-Rabankyrin-5 ή GFP-Rab5a ή GFP-Rab7 ή GFP-

Rab4a ή GFP-Rab11. Μετά από 24 ώρες έγινε στέρηση ορού για 2 ώρες και επαγωγή με Ακτιβίνη Α (50ng/ml) για 

αυξανόμενα χρονικά διαστήματα. Τα κύτταρα μονιμοποιήθηκαν κι ακολούθησε έμμεσος ανοσοφθορισμός για 

τον υπερεκφρασμένο υποδοχέα ALK4-HA και είτε για τις ενδογενείς πρωτεΐνες-δείκτες, (EEA1, Caveolin-1, APPL1), 

είτε για τις υπερεκφρασμένες πρωτεΐνες-δείκτες (YFP-Rabankyrin5, GFP-Rab5a, GFP-Rab7, GFP-Rab4a and GFP-

Rab11). Εικόνες συνεστιακής μικροσκοπίας αναλύθηκαν με το λογισμικό MotionTracking και παρουσιάζονται στα 

γραφήματα. Οι γραμμές σφάλματος αντιπροσωπεύουν την τυπική απόκλιση. 
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       Παρατηρώντας τις εικόνες 3.2. και 3.3, όπου απεικονίζεται η κινητική των υποδοχέων ActRIIB και 

ALK4 αντίστοιχα, εξάγουμε ορισμένα αρχικά συμπεράσματα. Παρουσία Ακτιβίνης Α, τα ποσοστά 

συνεντοπισμού των υποδοχέων με κάθε πρωτεΐνη-δείκτη μεταβάλλονται στο χρόνο, που σημαίνει ότι 

όντως υπάρχει κινητική, και η σύνδεση προσδέματος-υποδοχέα επηρεάζει την κυστιδιακή μεταφορά 

και την εντόπιση των υποδοχέων στα διάφορα κυτταρικά διαμερίσματα. Επίσης, θα πρέπει να 

σημειωθεί ότι οι απόλυτες τιμές των ποσοστών δεν θα πρέπει να συγκρίνονται ανάμεσα σε 

διαφορετικές πρωτεΐνες-δείκτες, αλλά μόνο ανάμεσα στα διαφορετικά χρονικά σημεία για την ίδια 

πρωτεΐνη-δείκτη. Κι αυτό γιατί κάποιες πρωτεΐνες υπερεκφράζονται με πλασμίδια, ενώ άλλες 

σημαίνονται με αντισώματα που αναγνωρίζουν τις ενδογενείς.  

     Για τον υποδοχέα ActRIIB παρατηρούμε ότι ο συνεντοπισμός με πρωτεΐνες δείκτες των πρώιμων 

ενδοσωμάτων όπως η EEA1, η Rab5a αλλά και η Rab4a, αυξάνεται 20 λεπτά μετά την επαγωγή με 

Ακτιβίνη Α. Αυτό σημαίνει ότι 20 λεπτά μετά την πρόσδεση προσδέματος-υποδοχέων, ο ActRIIB έχει 

μετακινηθεί προς τα πρώιμα ενδοσώματα. Μεταξύ 20 και 30 λεπτών έχει ξεκινήσει και η ανακύκληση 

του υποδοχέα στη μεμβράνη όπως προκύπτει από τον αυξημένο συνεντοπισμό με τη Rab4a (βρίσκεται 

στα πρώιμα ενδοσώματα και στα κυστίδια της γρήγορης ανακύκλησης) και τη Rab11, με την οποία 

συνεντοπίζεται σε υψηλό ποσοστό, ακόμη και 60 λεπτά μετά την επαγωγή. 20-30% συνεντοπισμός 

παρατηρείται καθ’ όλη τη διάρκεια της επαγωγής με την πρωτεΐνη-δείκτη των όψιμων ενδοσωμάτων 

Rab7, που συνεπάγεται την αποικοδόμηση του υποδοχέα στα λυσοσώματα. Πολύ υψηλά ποσοστά 

συνεντοπισμού, που ξεπερνούν το 60% παρατηρούμε με την πρωτεΐνη Rabankyrin-5 που διατηρούνται 

υψηλά και αυξάνονται ακόμα και 60 λεπτά μετά την επαγωγή με την Ακτιβίνη Α. Μικρά, αλλά όχι 

αμελητέα είναι τα ποσοστά συνεντοπισμού με την καβεολίνη-1, με μέγιστο στα 20 λεπτά, ενώ πολύ 

μικρά είναι τα ποσοστά για την πρωτεΐνη APPL1, με τις διαφορές ανάμεσα στα χρονικά διαστήματα να 

μην είναι στατιστικώς σημαντικές. 

     Παρόμοιες είναι οι παρατηρήσεις για τον υποδοχέα ALK4, επομένως θα σταθούμε στις διαφορές. 

Μια μικρή διαφορά είναι η κινητική με την πρωτεΐνη Rab-5, με την οποία ο συνεντοπισμός αυξάνεται 

στα πρώτα 5 και 10 λεπτά μετά την επαγωγή, στη συνέχεια μειώνεται και αυξάνεται ξανά στο τέλος, 

δηλαδή στα 60 λεπτά. Σε αυτό το τελευταίο χρονικό σημείο της επαγωγής, τα 60 λεπτά, αυξημένος είναι 

ο συνεντοπισμός με τη Rab5a, την EEA1, τη Rabankyrin-5 και την καβεολίνη-1. Τέλος, πολύ μικρά είναι 

τα ποσοστά συνεντοπισμού με τη Rab7 που σημαίνει ότι ο ALK4 δεν οδηγείται στα λυσοσώματα για 
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αποικοδόμηση. Ενδεχομένως ο ALK4 να μεταφέρεται σε μεγαλύτερο βαθμό προς ανακύκλυση, και ίσως 

ακολουθεί ένα δεύτερο γύρο ενδοκυττάρωσης σε δεύτερο χρόνο (60 λεπτά). 

 

3.1.3 Η σημασμένη Ακτιβίνη Α εντοπίζεται στα πρώιμα ενδοσώματα, υφίσταται ανακύκληση και 

εμφανίζει υψηλή συνεντόπιση με δείκτες της μακροπινοκυττάρωσης  

Με σκοπό τον χαρακτηρισμό της κινητικής του προσδέματος, χρησιμοποιήθηκε σημασμένη Ακτιβίνη Α 

συζευγμένη με τη φθορίζουσα χρωστική Alexa488, η οποία στις εικόνες αναγράφεται ως ActivinA-

alexa488. Η σημασμένη Ακτιβίνη ήταν μια ευγενική προσφορά του Marko Hyvonen και μας δόθηκε σε 

4 διαφορετικές «μορφές» με βάση τα μόρια φθορίζουσας χρωστικής AlexaFluor488 που προστέθηκαν 

στα διμερή της Ακτιβίνης (πίνακας 3.1.3). Προκειμένου να προχωρήσουμε στα πειράματα 

ενδοκυττάρωσης της σημασμένης Ακτιβίνης, έπρεπε προηγουμένως να πραγματοποιήσουμε μια σειρά 

πειραμάτων ελέγχου, ώστε να συγκρίνουμε τη σημασμένη με τη μη σημασμένη Ακτιβίνη ως προς τη 

σηματοδότηση και την ενδοκυττάρωσή της. 

     Αρχικά, ελέγχθηκε η μεταγραφική ικανότητα της σημασμένης Ακτιβίνης Α. Για το σκοπό αυτό 

χρησιμοποιήσαμε τη σταθερή κυτταρική σειρά Α431/(CAGA)12-Luc/Ren. Έγινε επαγωγή των κυττάρων 

για 16 ώρες με 50 και 100ng σημασμένης Ακτιβίνης Α, και ακολούθησε μέτρηση της λουσιφεράσης με 

το εμπορικό kit Dual-Luciferase Reporter Assay System, με βάση τις οδηγίες του κατασκευαστή 

(promega). Όπως παρατηρούμε στο διάγραμμα της εικόνας 3.4Α οι τέσσερις τύποι σημασμένης 

Ακτιβίνης μπορούν να επάγουν τη μεταγραφή, ενώ η Ακτιβίνη μεσαίας/υψηλής σήμανσης 

(medium/high) παρουσιάζει παρόμοια μεταγραφική ικανότητα με τη μη σημασμένη Ακτιβίνη. Η 

Ακτιβίνη υψηλής και μεσαίας/υψηλής σήμανσης χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα ενδοκυττάρωσης. 

Η σημασμένη Ακτιβίνη ελέγχθηκε και για τη δυνατότητα επαγωγής της φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών 

SMAD2/3 σε κύτταρα HUVEC, σε σύγκριση με τη σημασμένη (3.4B).   

     Παράλληλα θελήσαμε να αποδείξουμε ότι η ενδοκυττάρωση της σημασμένης Ακτιβίνης Α (ActivinA-

alexa488) πραγματοποιείται μέσω των υποδοχέων της και δεν γίνεται μη ειδικά μέσω μιας μαζικής και 

γενικευμένης ενδοκυττάρωσης, λόγω της παρουσίας της στον εξωκυττάριο χώρο (fluid phase 

endocytosis) (315). Στο πείραμα της εικόνας 3.4C μελετήθηκε η ενδοκυττάρωση της σημασμένης 

Ακτιβίνης Α υπό την αποσιώπηση των υποδοχέων της, ActRIIB και ALK4, με μικροσκοπία πραγματικού 

χρόνου. Απουσία του υποδοχέα τύπου Ι, ALK4 (Εικ. 3.4C c) η ποσότητα της σημασμένης Ακτιβίνης Α που 



77                          ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

 

ενδοκυτταρώνεται μειώνεται σημαντικά σε σχέση με τα κύτταρα μάρτυρες (Εικ. 3.4C a), ενώ η μείωση 

είναι σαφώς πιο έντονη όταν γίνεται αποσιώπηση του υποδοχέα τύπου ΙΙ (ActRIIB) (Εικ. 3.4C b). 

 

High labeled ActivinA-Alexa488 40% with 1 AlexaFluor488 per dimer 

50% with 2 AlexaFluor488 per dimer 

10% with 3 AlexaFluor488 per dimer 

Medium/High labeled ActivinA-Alexa488 25% without label 

45% with 1 AlexaFluor488 per dimer 

25% with 2 AlexaFluor488 per dimer 

5% with 3 AlexaFluor488 per dimer 

Medium labeled ActivinA-Alexa488 45% without label 

50% with 1 AlexaFluor488 per dimer 

5% with 2 AlexaFluor488 per dimer 

Low labeled ActivinA-Alexa488 85% without label 

15% with 1 AlexaFluor488 per dimer 

 

Πίνακας 3.1.3. Οι 4 τρόποι σήμανσης των διμερών της Ακτιβίνης Α με τη φθορίζουσα χρωστική AlexaFluor488  

 

     Αυτό είναι εν μέρει αναμενόμενο, καθώς η Ακτιβίνη Α προσδένεται στον υποδοχέα τύπου ΙΙ, ο οποίος 

στη συνέχεια προσελκύει τον υποδοχέα τύπου Ι. Διπλή αποσιώπηση των υποδοχέων (ALK4 και ActRIIB 

ταυτόχρονα) αναστέλλει πλήρως την ενδοκυττάρωση της σημασμένης Ακτιβίνης Α (Εικ. 3.4C d). Στην 

εικόνα 3.4D παρατηρούμε ότι η ενδοκυττάρωση της ActivinA-alexa488 αναστέλλεται στους 4oC (a), 

αντίθετα με τους 37oC (b). Τέλος με πειράματα ανταγωνισμού, αποδεικνύεται ότι η ενδοκυττάρωση της 

σημασμένης Ακτιβίνης Α (Εικ. 3.4E a) παρεμποδίζεται με την προσθήκη μη σημασμένης Ακτιβίνης Α σε 

περίσσεια (b, competition assay). Συμπερασματικά, με τη σειρά αυτών των πειραμάτων αποδείξαμε ότι 

η σημασμένη Ακτιβίνη Α είναι πλήρως λειτουργική και η ενδοκυττάρωσή της διαμεσολαβείται από τους 

υποδοχείς της, ALK4 και ActRIIB.  

     Επιστρέφοντας στον αρχικό μας στόχο, τη μελέτη της κινητικής της Ακτιβίνης Α, εκτός από τη χρήση 

αντισωμάτων για τις ενδογενείς πρωτεΐνες-δείκτες Rab5a, EEA1, Rabankyrin-5, caveolin-1, APPL2, και 

CD63, δημιουργήθηκαν οι κατασκευές Rab4-HA, Rab7-HA, Rab11-HΑ καθώς δεν υπήρχαν εμπορικά 

διαθέσιμα λειτουργικά αντισώματα. Επομένως, σε αυτά τα πειράματα έγινε διαμόλυνση των 
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ενδοθηλιακών κυττάρων HUVEC μόνο για την έκφραση των πρωτεϊνών Rab4-HA, Rab7-HA και Rab11-

HA. Ακολούθησε προσθήκη της σημασμένης Ακτιβίνης Α (ActivinA-alexa488) και ενδοκυττάρωσή της 

για αυξανόμενα χρονικά διαστήματα, 0, 5, 10, 30, 45 και 60 λεπτών. Στη συνέχεια, έγινε μονιμοποίηση 

των κυττάρων, κλασικός έμμεσος ανοσοφθορισμός και συνεστιακή μικροσκοπία. Χρησιμοποιήθηκαν 9 

πρωτεΐνες-δείκτες, ελήφθησαν περίπου 500 φωτογραφίες με το συνεστιακό μικροσκόπιο LEICA SP5 

(Ινστιτούτο Μοριακής βιολογίας & Βιοτεχνολογίας, IMBB-ITE), οι οποίες και αναλύθηκαν με το 

πρόγραμμα MotionTracking για τα ποσοστά του συνεντοπισμού της Ακτιβίνης Α με τις πρωτεΐνες-

δείκτες των διάφορων ενδοκυτταρικών διαμερισμάτων. 

 

 
 



79                          ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

 

 
Εικόνα 3.4:  Έλεγχος της μεταγωγής του σήματος και της ενδοκυττάρωσης της σημασμένης Ακτιβίνης Α. Α. 

Έλεγχος της μεταγραφικής ενεργότητας της σημασμένης Ακτιβίνης σε κύτταρα Α431/(CAGA)12-Luc/Ren. Η 

επαγωγή με Ακτιβίνη έγινε με 50 και 100ng για 16 ώρες, η μέτρηση της λουσιφεράσης με το εμπορικό 

αντιδραστήριο Dual-Luciferase Reporter Assay System και η ομαλοποίηση με τη λουσιφεράση Renilla. Β. Κύτταρα 

HUVEC καλλιεργήθηκαν μέχρι πληρότητας 70% και υπέστησαν στέρηση ορού για 2 ώρες. Ακολούθησε επαγωγή 

με 50ng/ml και 2μg/ml Ακτιβίνης Α και σημασμένης Ακτιβίνης Α (ActivinA-alexa488) για 30 λεπτά. 

Ανοσοαποτύπωση κατά Western με τη χρήση αντισωμάτων έναντι των ενδογενών p-SMAD2, p-SMAD3, SMAD2/3 

και ακτίνης. C. Κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία IBIDI και διαμολύνθηκαν με siRNA-μάρτυρα (siScr) 

(a) ή με siActRIIB (b) ή με siALK4 (c), ή siALK4 και siActRIIB ταυτόχρονα (d) για 72 ώρες. Μετά από στέρηση ορού 

για 2 ώρες, προστέθηκε η σημασμένη Ακτιβίνη Α (ActA-Alexa488) για 45 λεπτά και ακολούθησε μικροσκοπία 

πραγματικού χρόνου. D. Η ενδοκυττάρωση της ActivinA-alexa488 αναστέλλεται στους 4oC (a), αντίθετα με τους 

37oC (b). E. Ταυτόχρονη προσθήκη μη σημασμένης Ακτιβίνης Α σε περίσσεια (10μg/ml, b) παρεμποδίζει την 

ενδοκυττάρωση της σημασμένης Ακτιβίνης Α (competition assay). 
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     Με τα πειράματα αυτά, σκοπός μας ήταν να κατανοήσουμε για πόσο χρόνο η Ακτιβίνη Α παραμένει 

στην κυτταρική μεμβράνη, εάν και πότε ενδοκυτταρώνεται, σε ποια διαμερίσματα και κυστίδια 

μεταφοράς καταλήγει και αν ανακυκλείται στη μεμβράνη ή όχι. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στην 

εικόνα 3.5. Παρατηρούμε ότι η σημασμένη Ακτιβίνη Α (ActivinA-alexa488) εμφανίζει υψηλά ποσοστά 

συνεντοπισμού με όλες τις πρωτεΐνες δείκτες των πρώιμων ενδοσωμάτων. Συγκεκριμένα, με την EEA1 

το μέγιστο ποσοστό είναι 28,5 ±3,1% στα 20 λεπτά, και τη με Rab-5a έχουμε μέγιστα ποσοστά στα 30 και 

60 λεπτά, 38,1±8,2% και 44,5±9,8%  αντίστοιχα. Ο συνεντοπισμός με τη Rab-4 κυμαίνεται μεταξύ 14,3±4,2% 

και 37,5±5,8%, που σημαίνει ότι η Ακτιβίνη Α ανακυκλείται στη μεμβράνη μέσω του γρήγορου 

μονοπατιού ανακύκλησης, ενώ τα χαμηλά ποσοστά συνεντοπισμού με τη Rab-11 δείχνουν ότι δεν 

χρησιμοποιεί το αργό μονοπάτι ανακύκλησης. Μετά τα 20 λεπτά, όταν και ξεκινά η ενδοκυττάρωση, 

πολύ μεγάλα ποσοστά συνεντοπισμού σημειώνονται για τη Rabankyrin-5, που φτάνουν το 46,8±8,7%, 

και διατηρούνται υψηλά μέχρι και τα 60 λεπτά. Επίσης, η Ακτιβίνη Α οδηγείται στα λυσοσώματα και 

άρα στο πρωτεόσωμα για αποδόμηση, όπως προκύπτει από το συνεντοπισμό της με τη Rab-7, με 

μέγιστο ποσοστό 42,1±8% στα 30 λεπτά. Εδώ θα πρέπει να σημειωθεί ότι μετά από αυτό το χρονικό 

σημείο, δηλαδή στα 45 και 60 λεπτά, κύτταρα που υπερεκφράζουν σημαντικά τη Rab-7 έχουν ελάχιστη 

Ακτιβίνη Α, κάτι που υποδηλώνει ότι πιθανότατα έχει αποδομηθεί πλήρως. Αρκετά μικρός είναι ο 

συνεντοπισμός με την καβεολίνη-1, ενώ ελάχιστος και μη στατιστικά σημαντικός είναι ο συνεντοπισμός 

με τις πρωτεΐνες- δείκτες APPL2 και CD63. 
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Εικόνα 3.5: Η κινητική της Ακτιβίνης Α με βάση τον συνεντοπισμό με πρωτεΐνες-δείκτες ενδοκυτταρικών 

διαμερισμάτων. Α και Β. Κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν σε καλυπτρίδες μέχρι να φτάσουν σε πληρότητα 70% 

πριν τη διαμόλυνση στις περιπτώσεις των Rab5α, Rab4a-HA, Rab11-ΗΑ και Rab7-HA. Μετά από 24 ώρες, τα 

κύτταρα υποβλήθηκαν σε στέρηση ορού για 2 ώρες και στη συνέχεια προστέθηκε η σημασμένη Ακτιβίνη Α 

(ActιvinA-Alexa488) για αυξανόμενα χρονικά διαστήματα (5-60 λεπτά). Οι εικόνες συνεστιακής μικροσκοπίας, 

μετά από έμμεσο ανοσοφθορισμό για τις ενδογενείς πρωτεΐνες δείκτες EEA1 (a-c), Rabankyrin-5 (j-l), caveolin-1 

(p-r), APPL2 (B d-f) και Cd63 (B g-i) ή τις υπερεκφρασμένες Rab5a (d-f), Rab4a-HA (g-i) Rab11 (B a-c) και Rab7-HA 

(m-o), αναλύθηκαν με το λογισμικό MotionTracking Software. Τα ποσοστά συνεντοπισμού της ActivinA-Alexa488 

με την κάθε πρωτεΐνη-δείκτη ξεχωριστά, παρουσιάζονται στα γραφήματα δεξιά. Ράβδος κλίμακας, 10μΜ. Οι 

γραμμές σφάλματος αντιπροσωπεύουν την τυπική απόκλιση.  
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3.2 ΠΑΡΕΜΒΟΛΕΣ ΣΤΑ ΜΟΝΟΠΑΤΙΑ ΕΝΔΟΚΥΤΤΑΡΩΣΗΣ 

3.2.1 Η αποσιώπηση της κλαθρίνης συνοδεύεται από μειωμένη φωσφορυλίωση των SMAD2/3 και 

περιορισμένη μετακίνησή τους στον πυρήνα, μετά από χορήγηση Ακτιβίνης Α 

Έχοντας μελετήσει τις οδούς ενδοκυττάρωσης τόσο της Ακτιβίνης Α όσο και των υποδοχέων της, ο 

επόμενος στόχος μας ήταν να μελετήσουμε τη σημασία κάθε κεντρικού μονοπατιού ενδοκυττάρωσης 

στη σηματοδότηση και την εσωτερικοποίηση της Ακτιβίνης Α. Για το σκοπό αυτό κάναμε παρεμβάσεις 

σε κάθε μονοπάτι ξεχωριστά, είτε με αποσιώπηση γονιδίων κεντρικών πρωτεϊνών, είτε με τη χρήση 

χημικών αναστολέων, προκειμένου να γίνει αντιληπτός ο ρόλος τους στην επαγόμενη από Ακτιβίνη Α 

σηματοδότηση και να επιβεβαιώσει τη σημασία/συμμετοχή της κάθε οδού στο τελικό αποτέλεσμα της 

σηματοδότησης της Ακτιβίνης Α.   

     Όπως είδαμε και στην εισαγωγή, οι υποδοχείς του TGF-β που ενδοκυτταρώνονται από την κλαθρινο-

εξαρτώμενη οδό, μεταφέρονται στα πρώιμα ενδοσώματα 308, από όπου προάγουν τη σηματοδότηση. 

Η μελέτη του Runyan και των συνεργατών του, δείχνει ότι η εσωτερικοποίηση των υποδοχέων του TGF-

β είναι απαραίτητη για τη μέγιστη δυνατή σηματοδότηση. Η αναστολή της κλαθρινο-εξαρτώμενης 

ενδοκυττάρωσης, μειώνει τη φωσφορυλίωση της SMAD2 και κυρίως τη μετατόπισή της στον πυρήνα, 

αποτρέποντας την επαγόμενη από τον TGF-β μεταγραφή  316.  

    Βασικός μας στόχος ήταν να μελετήσουμε εάν η Ακτιβίνη Α και οι υποδοχείς της χρησιμοποιούν αυτό 

το βασικό μονοπάτι ενδοκυττάρωσης, κι αν μέσω της κλαθρινο-εξαρτώμενης μεταφοράς επηρεάζεται 

η σηματοδότηση της Ακτιβίνης Α. Για το σκοπό αυτό, κύτταρα HUVEC διαμολύνθηκαν με siRNA έναντι 

της κλαθρίνης, και τα επίπεδα της επαγόμενης από Ακτιβίνη φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών SMAD2/3 

μελετήθηκαν με τη χρήση ειδικών αντισωμάτων, με τη μέθοδο της ανοσοαποτύπωσης κατά western. 

Στην εικόνα 3.6Α παρατηρούμε ότι η αποσιώπηση της κλαθρίνης έχει ως αποτέλεσμα τη σημαντική 

μείωση της φωσφορυλίωσης των SMAD πρωτεϊνών, γεγονός που αποτελεί ένδειξη ότι οι υποδοχείς της 

Ακτιβίνης μετάγουν σήματα από το εσωτερικό των ενδοθηλιακών κυττάρων και συγκεκριμένα από τα 

πρώιμα ενδοσώματα.  

     Το επόμενο βήμα ήταν να μελετήσουμε την εσωτερικοποίηση της  σημασμένης Ακτιβίνης Α, υπό τη 

συνθήκη της αποσιώπησης της κλαθρίνης. Κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία ibidi, τα οποία 

χρησιμοποιούνται για μικροσκοπία πραγματικού χρόνου. Διαμολύνθηκαν είτε με siRNA-μάρτυρα (siScr) 

είτε με siRNA έναντι του mRNA της κλαθρίνης (siCHC). Μετά από καλλιέργεια 72 ωρών, υπέστησαν 
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στέρηση ορού για 2 ώρες και στη συνέχεια προστέθηκαν η σημασμένη Ακτιβίνη Α (ActivinA-Alexa488) 

ή η τρανσφερίνη (transferrin-tritc) για μικροσκοπία πραγματικού χρόνου. Η τρανσφερίνη, όπως είναι 

γνωστό από τη βιβλιογραφία, ενδοκυτταρώνεται με τον υποδοχέα της (TrfR) μέσω της κλαθρινο-

εξαρτώμενης οδού. Έτσι, χρησιμοποιείται σαν μάρτυρας για να εξακριβώσουμε την 

αποτελεσματικότητα της αποσιώπησης, καθώς κύτταρα που δεν ενδοκυτταρώνουν την τρανσφερίνη, 

δεν εκφράζουν την πρωτεΐνη κλαθρίνη. Σε αυτά τα κύτταρα παρατηρούμε τι συμβαίνει με τη 

σημασμένη Ακτιβίνη Α. Οι φωτογραφίες που ελήφθησαν ποσοτικοποιήθηκαν με το πρόγραμμα image 

j (B e,f) από 3 ανεξάρτητα πειράματα. Όπως παρατηρούμε στην εικόνα 3.6B, μετά από 45 λεπτά 

ενδοκυττάρωσης η ποσότητα της Ακτιβίνης Α, εντός των κυττάρων που δεν εκφράζουν την κλαθρίνη, 

είναι μειωμένη σε σχέση με τα κύτταρα-μάρτυρες. 

     Στο πείραμα που αποτυπώνεται στην εικόνα 3.6C, τα ενδοθηλιακά κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε 

καλυπτρίδες και διαμολύνθηκαν είτε με siRNA-μάρτυρα (siScr) είτε με siRNA έναντι του mRNA της 

κλαθρίνης (siCHC). Μετά από 72 ώρες έγινε στέρηση ορού για 2 ώρες, και επαγωγή με Ακτιβίνη Α (5 ή 

50ng/ml) για 30 λεπτά. Στα 10 τελευταία λεπτά της επαγωγής προστέθηκε η τρανσφερίνη, προκειμένου 

να τεκμηριωθεί η αποτελεσματικότητα της αποσιώπησης.  Τα κύτταρα στη συνέχεια μονιμοποιήθηκαν 

κι ακολούθησε έμμεσος ανοσοφθορισμός με αντίσωμα έναντι των ολικών ενδογενών πρωτεϊνών 

SMAD2/3. Απουσία Ακτιβίνης Α, οι πρωτεΐνες SMAD2/3 εμφανίζουν διάχυτο κυτταροπλασματικό 

εντοπισμό (3.6C a, d). Στα κύτταρα HUVEC που διαμολύνθηκαν με siRNA-μάρτυρα (siScr), παρουσία 

Ακτιβίνης Α, οι πρωτεΐνες SMAD2/3 φωσφορυλιώνονται και μετακινούνται στον πυρήνα (3.6C b, c). 

Φαίνεται ξεκάθαρα ότι αυτή η μετακίνηση είναι εξαρτώμενη από τη συγκέντρωση της Ακτιβίνης. Στη 

μεγαλύτερη συγκέντρωση (50ng/ml) το σήμα είναι, ως επί το πλείστον, πυρηνικό (3.6C c). Αντίθετα, 

παρατηρούμε ότι στα κύτταρα HUVEC που έγινε αποσιώπηση της κλαθρίνης, η μετακίνηση των 

SMAD2/3 στον πυρήνα, είναι σαφώς μειωμένη, καθώς το πυρηνικό σήμα είναι λιγότερο. Ταυτόχρονα 

γίνεται έντονα διακριτός ο εντοπισμός των πρωτεϊνών SMAD2/3 στην πλασματική μεμβράνη των 

κυττάρων (3.6C e,f, επισημαίνονται με τα λευκά βέλη). Είναι αρκετά πιθανό, απουσία κλαθρίνης, είτε 

οι υποδοχείς της Ακτιβίνης είτε οι SMAD2/3 να εγκλωβίζονται στη μεμβράνη, να μην μεταφέρονται στα 

πρώιμα ενδοσώματα από όπου μπορούν να μετάγουν σήματα, με αποτέλεσμα τόσο τη μειωμένη 

φωσφορυλίωση των καθοδικών πρωτεϊνών SMAD2/3, όσο και την περιορισμένη μετατόπιση στον 

πυρήνα, όπου οι SMAD2/3 δρουν ως μεταγραφικοί παράγοντες.  
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Εικόνα 3.6: Η επίδραση της αποσιώπησης της κλαθρίνης στην επαγόμενη από Ακτιβίνη Α σηματοδότηση.  

A. Κύτταρα HUVEC διαμολύνθηκαν είτε με siRNA-μάρτυρα (siScr) είτε με siRNA για τη βαριά αλυσίδα της 

κλαθρίνης (Clathrin Heavy Chain, siCHC) για 72 ώρες. Μετά από 2 ώρες στέρησης ορού έγινε επαγωγή των 

κυττάρων με Ακτιβίνη Α για 30 λεπτά  (ActA 5 ή 50ng/ml). Τα κυτταρικά εκχυλίσματα χρησιμοποιήθηκαν για 

ανοσοαποτύπωση κατά western, με χρήση αντισωμάτων έναντι των ενδογενών p-SMAD2, p-SMAD3, SMAD2/3 

και ακτίνης. Στην εικόνα παρουσιάζεται ένα αντιπροσωπευτικό πείραμα από τα τέσσερα. B. Κύτταρα HUVEC 

καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία τύπου IBIDI και διαμολύνθηκαν είτε με siRNA-μάρτυρα (siScr) είτε με siCHC. Μετά 

από 72 ώρες υπέστησαν στέρηση ορού για 2 ώρες και προστέθηκαν η σημασμένη Ακτιβίνη Α (ActivinA-Alexa488) 

ή η τρανσφερίνη (transferrin) για μικροσκοπία πραγματικού χρόνου (live imaging). Στις εικόνες διακρίνεται η 

ενδοκυττάρωσης της σημασμένης Ακτιβίνης Α (a,b) και της τρανσφερίνης (c,d). Στα γραφήματα δεξιά (e,f) 

φαίνεται η ποσοτικοποίηση της έντασης της Ακτιβίνης Α μετά από ενδοκυττάρωση χρονικής διάρκειας 45 λεπτών. 

C. Κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν σε καλυπτρίδες και διαμολύνθηκαν με siRNA-μάρτυρα (a-c, g) και siCHC (d-f, 

h). Μετά από 72 ώρες, έγινε στέρηση ορού για 2 ώρες και επαγωγή με Ακτιβίνη Α (5 ή 50ng/ml) για 30 λεπτά. 
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Μετά τη μονιμοποίηση των κυττάρων έγινε έμμεσος ανοσοφθορισμός με αντίσωμα έναντι των ενδογενών 

SMAD2/3. Η αποτελεσματικότητα της αποσιώπησης της κλαθρίνης πιστοποιείται με την ενδοκυττάρωση της 

τρανσφερίνης (g, h). Ράβδος κλίμακας, 10μΜ. Οι γραμμές σφάλματος αντιπροσωπεύουν την τυπική απόκλιση. 
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3.2.2 Ο Ρόλος της καβεολίνης -1 στη μεταγωγή του σήματος της Aκτιβίνης Α και την ενδοκυττάρωσή 

της 

Αρκετές έρευνες έχουν δείξει ότι η καβεολίνη-1 δρα ως αρνητικός ρυθμιστής της σηματοδότησης μέσω 

των SMAD πρωτεϊνών. Η καβεολίνη-1 αλληλεπιδρά άμεσα με τον υποδοχέα TβRI, στην περιοχή CSD 317. 

Στην ίδια έρευνα φαίνεται πως η φωσφορυλίωση της SMAD2, καθώς και η μετακίνησή της στον πυρήνα, 

δεν συμβαίνει όταν υπερεκφράζεται η καβεολίνη-1. Πράγματι, συγκριτική μελέτη στα ίδια κύτταρα 

απέδειξε ότι η κλαθρινο-εξαρτώμενη ενδοκυττάρωση προάγει τη σηματοδότηση, ενώ αντίθετα η 

ενδοκυττάρωση των υποδοχέων TβR μέσω των καβεοσωμάτων οδηγεί στην αναστολή της 

σηματοδότησης 308. 

    Παρότι υπάρχουν αρκετά και πειστικά δεδομένα ότι η καβεολίνη είναι αρνητικός ρυθμιστής της 

επαγόμενης από τον TGF-β σηματοδότησης, τα στοιχεία για την επίδρασή της στη μεταγωγή του 

σήματος από την Ακτιβίνη Α είναι ελλιπή. Για το λόγο αυτό προσπαθήσαμε να διαλευκάνουμε το ρόλο 

της καβεολίνης-1 στη μεταγωγή του σήματος και την εσωτερικοποίηση της Ακτιβίνης. Τα αποτελέσματα 

των πειραμάτων παρουσιάζονται στην εικόνα 3.7. Αρχικά, μελετήσαμε αν υπάρχει φυσική 

αλληλεπίδραση της καβεολίνης-1 με τον υποδοχέα τύπου Ι της Ακτιβίνης, ALK4, όπως αντίστοιχα 

συμβαίνει με τον υποδοχέα TβRI. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της 

ανοσοκατακρήμνισης, μεταξύ των πρωτεϊνών ALK4-HA και GFP-caveolin-1. Κύτταρα ΗΕΚ 293 

διαμολύνθηκαν με την πλασμιδιακή κατασκευή GFP-caveolin-1 και επιμολύνθηκαν με τον αδενοϊό 

ALK4-HA. Καλλιεργήθηκαν για 24 ώρες στους 37oC και ακολούθησε η διαδικασία της 

ανοσοκατακρήμνισης με το αντίσωμα α-HA ή με το μη ειδικό  rat-ΙgG αντίσωμα (αρνητικός μάρτυρας), 

όπως περιγράφεται στην ενότητα Υλικά και Μέθοδοι. Όπως παρατηρούμε στην εικόνα 3.7C, η πρωτεΐνη 

ALK4-HA συν-κατακρημνίζει την πρωτεΐνη caveolin-1, κάτι που σημαίνει ότι οι δυο πρωτεΐνες 

αλληλεπιδρούν άμεσα.  

    Στη συνέχεια ακολούθησαν πειράματα αποσιώπησης του γονιδίου της καβεολίνης-1 σε ενδοθηλιακά 

κύτταρα HUVEC, και μελέτη της επίδρασής της τόσο σε επίπεδο φωσφορυλίωσης των SMADs, όσο και 

στην ενδοκυττάρωση της σημασμένης Ακτιβίνης Α. Η αποτελεσματικότητα της αποσιώπησης ελέγχθηκε 

με ανοσοαποτύπωση κατά western, με τη χρήση αντισώματος έναντι της ενδογενούς πρωτεΐνης (Εικ. 

3.7B c). Όπως γίνεται αντιληπτό από την εικόνα 3.7Α η φωσφορυλίωση των SMAD2/3 μειώνεται 
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αισθητά όταν δεν εκφράζεται η πρωτεΐνη καβεολίνη-1, ενώ αντίστοιχα παρατηρείται ελαττωμένη 

ενδοκυττάρωση της σημασμένης Ακτιβίνης Α, της τάξεως του 30% (Εικ. 3.7Β).   

       

Εικόνα 3.7: Ο ρόλος της καβεολίνης-1 στην σηματοδότηση και την ενδοκυττάρωση της Aκτιβίνης Α. 

Α. Κύτταρα HUVEC διαμολύνθηκαν είτε με siRNA-μάρτυρα (siScr) είτε με siRNA για την καβεολίνη-1 (siCaveolin-

1) για 72 ώρες. Στη συνέχεια, ακολούθησε στέρηση ορού για 2 ώρες και επαγωγή με Ακτιβίνη Α για 30 λεπτά 

(ActA 5 ή 50ng/ml). Τα κυτταρικά εκχυλίσματα χρησιμοποιήθηκαν για ανοσοαποτύπωση κατά western, με χρήση 

αντισωμάτων έναντι των ενδογενών p-SMAD2, p-SMAD3 και ακτίνης. Παρουσιάζεται ένα αντιπροσωπευτικό 

πείραμα από τα τέσσερα (a). Στο κάτω μέρος του σχήματος τα γραφήματα αντιπροσωπεύουν την ποσοτικοποίηση 

με βάση την ακτίνη (b). B. Κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία τύπου IBIDI και διαμολύνθηκαν είτε με 

siRNA-μάρτυρα (siScr) είτε με siRNA για την καβεολίνη-1 (siCaveolin-1). Έγινε στέρηση ορού για 2 ώρες και 
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προσθήκη σημασμένης Ακτιβίνης Α (a, b) ή σημασμένης τρανσφερίνης (c, d) για μικροσκοπία πραγματικού 

χρόνου (live imaging). Κάτω και δεξιά του σχήματος το γράφημα (b) δείχνει την ποσοτικοποίηση της έντασης της 

Ακτιβίνης Α μετά από ενδοκυττάρωση χρονικής διάρκειας 45 λεπτών. Η αποτελεσματικότητα της αποσιώπησης 

ελέγχθηκε με ανοσοαποτύπωση κατά western με τη χρήση αντισώματος έναντι της ενδογενούς καβεολίνης-1 (c). 

C. Κύτταρα HEK 293F επιμολύνθηκαν με τον αδενοϊό που εκφράζει τον ALK4-HA αγρίου τύπου και 

καλλιεργήθηκαν για 24 ώρες. Ακολούθησε το πρωτόκολλο της συν-ανοσοκατακρήμνισης με το αντίσωμα a-HA 

rat, όπως περιγράφεται στα υλικά και μέθοδοι. Έγινε ανοσοαποτύπωση κατά western με αντισώματα έναντι της 

ενδογενούς καβεολίνης-1 και του επιτόπου HA.  Ράβδος κλίμακας 10μΜ. Οι γραμμές σφάλματος 

αντιπροσωπεύουν την τυπική απόκλιση.  
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3.2.3 Μακροπινοκυττάρωση: Η απρόσμενη οδός ενδοκυττάρωσης του συμπλέγματος της Ακτιβίνης 

Α και των υποδοχέων της  

Η μακροπινοκυττάρωση είναι μια διαδικασία ενδοκυττάρωσης υγρών, διαλυμένων ουσιών, προσδετών 

και υποδοχέων που βρίσκονται στην πλασματική μεμβράνη. Στους περισσότερους κυτταρικούς τύπους, 

η μακροπινοκυττάρωση δεν πραγματοποιείται συνεχώς και αδιαλείπτως, αλλά επάγεται και είναι 

ενεργή για περιορισμένο χρόνο. Αυξητικοί παράγοντες, προσδέτες των ιντεγκρινών, αλλά και η 

φωσφατυδιλοσερίνη των μεμβρανών μπορούν να δράσουν ως επαγωγείς της μακροπινοκυττάρωσης 

318. 

    Ακόμη και πρόσφατα, η μακροπινοκυττάρωση δεν είχε συνδεθεί με σηματοδοτικά μονοπάτια και 

θεωρούνταν μια γενικευμένη διαδικασία ενδοκυττάρωσης απαραίτητων συστατικών. Πρόσφατες 

έρευνες δείχνουν ότι η μακροπινοκυττάρωση επάγεται μέσα από ένα σύνθετο δίκτυο σηματοδότησης, 

όπως είδαμε και στην εισαγωγή, ενώ παράλληλα τα μακροπινοσώματα είναι πιθανό να λειτουργούν 

ως πλατφόρμες σηματοδότησης. Έχει αποδειχθεί ότι αυξητικοί παράγοντες όπως ο PDGF (platelet-

derived growth factor) 319 και ο EGF (epidermal growth factor) 273 μπορούν να επάγουν τη 

μακροπινοκυττάρωση. Επίσης, έχει δειχθεί ότι οι μετασχηματισμένοι H-RasG12V ινοβλάστες 

παρουσιάζουν ενισχυμένη φωσφορυλίωση του υποδοχέα PDGFRβ, λόγω αυξημένης 

μακροπινοκυττάρωσης. Αυτή η αυξημένη ενεργοποίηση του PDGFRβ ενισχύεται περαιτέρω, όταν 

ενεργοποιείται και ο υποδοχέας EGFR, κάτι που υποδηλώνει ότι η αλληλεπίδραση μεταξύ 

διαφορετικών κυταροκινών μπορεί να ρυθμίζεται μέσω της μακροπινοκυττάρωσης των 

ενεργοποιημένων υποδοχέων (320). Τέλος, σε καρκινικά κύτταρα προστάτη, η αναστολή της 

μακροπινοκυττάρωσης εμποδίζει τη μετατόπιση της ErbB3 στον πυρήνα μεταβάλλοντας τη 

σηματοδότηση 321. Συμπερασματικά, θα λέγαμε ότι οι τελευταίες έρευνες αναδεικνύουν έναν 

καινούριο ρόλο για τη μακροπινοκυττάρωση και τη συνδέουν με τη ρύθμιση της σηματοδότησης, χωρίς 

όμως να έχουν αποσαφηνιστεί οι περισσότερες πτυχές της διαδικασίας.  

    Σκοπός μας στην παρούσα εργασία ήταν να μελετήσουμε τη μακροπινοκυττάρωση και την πιθανή 

συμβολή της στη σηματοδότηση της Ακτιβίνης Α και των υποδοχέων της. Απουσία βιβλιογραφικών 

δεδομένων, αρχικά μελετήσαμε αν η Ακτιβίνη Α χρησιμοποιεί αυτή την οδό εσωτερικοποίησης.  Με 

βάση τη κινητική της Ακτιβίνης Α και των υποδοχέων ActRIIB και ALK4 (αποτελέσματα 3.1), 

παρατηρήσαμε ότι ο συνεντοπισμός με την πρωτεΐνη Rabankyrin-5 ήταν απρόσμενα υψηλός, μια πρώτη 
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αλλά σημαντική ένδειξη ότι η οδός αυτή χρησιμοποιείται από τη Ακτιβίνη Α. Αυτό επιβεβαιώθηκε με 

τα επόμενα πειράματα. Στην εικόνα 3.8Α, με ένα πείραμα συνεστιακής μικροσκοπίας, παρατηρήσαμε 

ότι η σημασμένη Ακτιβίνη Α (ActivinA-Alexa488) συνεντοπίζεται στα μακροπινοσώματα με τη 

σημασμένη δεξτράνη υψηλού μοριακού βάρους (Dextran-TexasRed, 70KDa). Η εσωτερικοποίηση της 

Dextran-TexasRed γίνεται κυρίως μέσω μακροπινοκυττάρωσης, γι’ αυτό αποτελεί την πιο κλασική 

μάρτυρα αυτών των κυστιδίων, και χρησιμοποιείται ευρέως. 

    Όπως αναφέραμε και στην εισαγωγή, δεν υπάρχουν πρωτεΐνες-δείκτες που να χαρακτηρίζουν 

αποκλειστικά ένα είδος κυστιδίων. Κι αυτό γιατί τα κυστίδια αποσχίζονται από τη μεμβράνη (scission), 

συντήκονται με άλλα κυστίδια εντός του κυττάρου (fusion) και διαχωρίζονται ξανά (fission), κατά τη 

διάρκεια της κυστιδιακής μεταφοράς. Έτσι η Rabankyrin-5 για παράδειγμα, είναι μάρτυρας των 

μακροπινοσωμάτων, αλλά μπορεί να βρίσκεται και στα πρώιμα ενδοσώματα, κατά τη σύντηξη των δύο 

τύπων κυστιδίων. Γι’ αυτό το λόγο σε πολλές βιβλιογραφικές αναφορές, τα μακροπινοσώματα 

ταυτοποιούνται κυρίως με βάση το μέγεθός τους σε σχέση με άλλα κυστίδια. Τα μακροπινοσώματα 

έχουν διάμετρο που κυμαίνεται μεταξύ 0.2 έως 5.0 μm, είναι δηλαδή σαφώς μεγαλύτερα από τα 

επικαλυμμένα με κλαθρίνη κυστίδια (50-200nm) και τα επικαλυμμένα με καβεολίνη κυστίδια (50nm). 

Κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία ibidi μέχρι να φτάσουν σε πληρότητα 70% περίπου και στη 

συνέχεια προστέθηκε η σημασμένη Ακτιβίνη Α για 30 λεπτά. Ακολούθησε έμμεσος ανοσοφθορισμός με 

αντίσωμα έναντι της ενδογενούς Rabankyrin-5, και συνεστιακή μικροσκοπία. Με τη βοήθεια του 

προγράμματος MotionTracking μετρήθηκε η διάμετρος των κυστιδίων που είναι θετικά για τη 

σημασμένη Ακτιβίνη Α (Εικόνα 3.8Β). Παρατηρούμε ότι η διάμετρος τους κυμαίνεται μεταξύ 0,130 μm 

μέχρι και 1,5 μm, με τη πλειοψηφία τους να έχουν διάμετρο  από 0,25μm έως 0,4 μm. Συγκριτικά 

μετρήθηκε η διάμετρος των κυστιδίων θετικών για την τρανσφερίνη, η οποία εντοπίζεται στα 

επικαλυμμένα με κλαθρίνη κυστίδια. Τα κυστίδια αυτά έχουν στην πλειοψηφία τους διάμετρο 

μικρότερη από 200nm. Συμπερασματικά, ο πληθυσμός των κυστιδίων της Ακτιβίνης Α, αν παρουσιάζει 

ετερογένεια στο μέγεθος, χαρακτηρίζεται από μεμβρανικά κυστίδια μεγάλης διαμέτρου, αυτά που 

ονομάζουμε μακροπινοσώματα.  

     Επιπρόσθετα, εξετάσαμε εάν η μακροπινοκυττάρωση συμμετέχει στην ενδοκυττάρωση της 

σημασμένης Ακτιβίνης Α, μέσω αποσιώπησης της Rabankyrin-5. Κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν σε 

τρυβλία Ibidi και διαμολύνθηκαν είτε με siRNA-μάρτυρα (siScr) είτε με siRabankyrin-5 για 72 ώρες. Έγινε 
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στέρηση ορού για 2 ώρες και προσθήκη της σημασμένης Ακτιβίνης Α (3.8C a, b) ή της σημασμένης 

Dextran-TexasRed (3.8C c, d), και ακολούθησε μικροσκοπία πραγματικού χρόνου (live cell imaging). Με 

βάση την ποσοτικοποίηση της έντασης της σημασμένης Ακτιβίνης Α (3.8C e), διαπιστώνουμε ότι η 

αποσιώπηση της Rabankyrin-5 παρεμποδίζει σημαντικά την ενδοκυττάρωση της Ακτιβίνης Α. 

Παρατηρήσαμε επίσης ότι σε αρκετά κύτταρα, απουσία της Rabankyrin-5, πολλά κυστίδια θετικά είτε 

για Ακτιβίνη Α είτε για Dextran-TexasRed, εντοπίζονται στην περιφέρεια του κυττάρου, σχηματίζοντας 

δακτυλίους, και δεν μεταφέρονται στο εσωτερικό του. Αυτό το φαινόμενο μπορεί να εξηγηθεί 

ενδεχομένως από το γεγονός ότι η Rabankyrin-5 αλληλεπιδρά με τη Rab-5 και επηρεάζει τη σύντηξη 

μεταξύ των μακροπινοσωμάτων με τα πρώιμα ενδοσώματα, εμποδίζοντας τη σωστή μεταφορά και 

παράδοση της πρωτεΐνης-φορτίου στον επόμενο σταθμό της.  

     Επόμενο βήμα ήταν να μελετήσουμε τη σημασία της μακροπινοκυττάρωσης στη σηματοδότηση της 

Ακτιβίνης Α. Θελήσαμε δηλαδή να εξετάσουμε εάν το μονοπάτι αυτό χρησιμοποιείται προκειμένου να 

γίνει επαγωγή της σηματοδότησης, ή εάν σχετίζεται με την ανακύκληση ή και την αποικοδόμηση των 

υποδοχέων. Για το σκοπό αυτό ενδοθηλιακά κύτταρα HUVEC διαμολύνθηκαν είτε με siRNA-μάρτυρα 

(siScr) είτε με siRNA έναντι του mRNA που εκφράζει τη Rabankyrin-5 (siRabankyrin-5) για 72 ώρες. Έγινε 

στέρηση ορού για 2 ώρες και επαγωγή με Ακτιβίνη Α για 30 λεπτά ActA (5 ή 50ng/ml). Τα κυτταρικά 

εκχυλίσματα χρησιμοποιήθηκαν για ανοσοαποτύπωση κατά western, με χρήση αντισωμάτων έναντι 

των ενδογενών φώσφο-SMAD2, φώσφο-SMAD3 και ακτίνης. Το πείραμα επαναλήφθηκε αρκετές φορές 

και στην εικόνα 3.8D παρουσιάζεται ένα αντιπροσωπευτικό. Η αποσιώπηση της Rabankyrin-5 οδηγεί 

σε στατικά πολύ σημαντική μείωση της φωσφορυλίωσης των SMAD πρωτεϊνών. Για να ελέγξουμε την 

αποτελεσματικότητα της αποσιώπησης κάναμε έμμεσο ανοσοφθορισμό, χρησιμοποιώντας αντίσωμα 

έναντι της ενδογενούς πρωτεΐνης αλλά και ανοσοαποτύπωση κατά western (Εικόνα 3.8D c, d).  

        Τέλος, η προηγούμενη παρατήρηση ότι η αποσιώπηση της Rabankyrin-5 μειώνει τη 

φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών SMAD2/3, οδήγησε στη λογική σκέψη ότι η υπερέκφραση της 

Rabankyrin-5 θα οδηγούσε στο αντίθετο αποτέλεσμα, δηλαδή στην αύξηση της φωσφορυλίωσης. Αυτό 

επιβεβαιώθηκε με το πείραμα που απεικονίζεται στην εικόνα 3.8E. Κύτταρα HUVEC επιμολύνθηκαν με 

τους αδενοϊούς LacZ (αρνητικός μάρτυρας) και Rabankyrin-5 για 24h. Κατόπιν, έγινε στέρηση ορού για 

2 ώρες και επαγωγή για 30 λεπτά με Ακτιβίνη Α (ActA 5 ή 50ng/ml). Τα κυτταρικά εκχυλίσματα 

χρησιμοποιήθηκαν για ανοσοαποτύπωση κατά western με αντισώματα έναντι των ενδογενών φώσφο-
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SMAD2, ολικών-SMAD2/3 και ακτίνης. Όπως αναμενόταν η υπερέκφραση της Rabankyrin-5 (Εικ. 3.8E c) 

έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση της φωσφορυλίωσης των SMAD πρωτεϊνών (Εικ. 3.8E a, b).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.8: Ο ρόλος της πρωτεΐνης Rabankyrin-5 στη σηματοδότηση και ενδοκυττάρωση της Ακτιβίνης Α. A. 

Κύτταρα HUVEC διαμολύνθηκαν είτε με siRNA-μάρτυρα (siScr) είτε με siRabankyrin-5 για 72 ώρες. Έγινε στέρηση 

ορού για 2 ώρες και επαγωγή με Ακτιβίνη Α για 30 λεπτά ActA (5 ή 50ng/ml). Τα κυτταρικά εκχυλίσματα 

χρησιμοποιήθηκαν για ανοσοαποτύπωση κατά western, με χρήση αντισωμάτων έναντι των ενδογενών p-SMAD2, 

p-SMAD3 και ακτίνης. Η ποσοτικοποίηση από 4 ανεξάρτητα πειράματα παρουσιάζεται στα γραφήματα. Η 

αποτελεσματικότητα της αποσιώπησης ελέγχθηκε μετά από έμμεσο ανοσοφθορισμό με αντίσωμα για την 

ενδογενή Rabankyrin-5 (a,b). B. Κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία τύπου IBIDI και διαμολύνθηκαν είτε 

με siRNA-μάρτυρα (siScr) είτε με siRabankyrin-5 για 72 ώρες. Ακολούθησε στέρηση ορού για 2 ώρες και προσθήκη 

σημασμένης Ακτιβίνης Α (a, b) ή  σημασμένης Dextran-TexasRed (c, d). Στο γράφημα παρουσιάζεται η 

ποσοτικοποίηση της έντασης της Ακτιβίνης Α, σε διάφορα χρονικά διαστήματα. C. Κύτταρα HUVEC 

καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία IBIDI μέχρι να φτάσουν σε πληρότητα 70%. Προστέθηκε η σημασμένη Ακτιβίνη Α για 

30 λεπτά και τα κύτταρα μονιμοποιήθηκαν. Ακολούθησε έμμεσος ανοσοφθορισμός με αντίσωμα έναντι της 

ενδογενούς Rabankyrin-5 (a, b, c). Το μήκος των μεμβρανικών κυστιδίων, θετικών για την ActivinA-Alexa488 

μετρήθηκε με το λογισμικό MotionTracking και παρουσιάζεται στο γράφημα δεξιά (d). D. Κύτταρα HUVEC 

επιμολύνθηκαν με τους αδενοϊούς LacZ (αρνητικός μάρτυρας) και Rabankyrin-5 για 24h. Μετά την υπερέκφρασή 

τους, έγινε στέρηση ορού για 2 ώρες και επαγωγή για 30 λεπτά με Aκτιβίνη Α (ActA 5 ή 50ng/ml). Τα κυτταρικά 

εκχυλίσματα χρησιμοποιήθηκαν για ανοσοαποτύπωση κατά western με αντισώματα έναντι των ενδογενών p-

SMAD2, p-SMAD3, ολικών-SMAD2/3 και ακτίνης. Η ποσοτικοποίηση από 3 ανεξάρτητα πειράματα φαίνεται στο 

γράφημα. Ράβδος κλίμακας, 10μΜ. Οι γραμμές σφάλματος αντιπροσωπεύουν την τυπική απόκλιση.  
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     Παράλληλα με τα πειράματα της εικόνας 3.8, πραγματοποιήσαμε πειράματα ελέγχου ώστε να 

διαλευκάνουμε αν η μακροπινοκυττάρωση της Ακτιβίνης Α i) πραγματοποιείται ως σύμπλεγμα με τους 

υποδοχείς της και ii)  εάν  η Ακτιβίνη Α μπορεί να επάγει τη μακροπινοκυττάρωση.  

     Για τον πρώτο στόχο πραγματοποιήσαμε δύο πειράματα που παρουσιάζονται στην εικόνα 3.9. Στο 

πρώτο πείραμα (Εικ. 3.9Α) ενδοθηλιακά κύτταρα HUVEC επιμολύνθηκαν με τον αδενοϊό ALK4-HA, έγινε 

προσθήκη της σημασμένης Aκτιβίνης Α και ακολούθησε έμμεσος διπλός ανοσοφθορισμός με 

αντισώματα έναντι του ALK4 (a-HA rat) και της ενδογενούς Rabankyrin-5. Ο τριπλός συνεντοπισμός της 

Aκτιβίνης Α, του υποδοχέα ALK4 και της Rabankyrin-5 στα μακροπινοσώματα είναι παραπάνω από 

εμφανής και αποδεικνύει ό,τι τόσο η Ακτιβίνη Α όσο και οι υποδοχείς της χρησιμοποιούν την οδό της 

μακροπινοκυττάρωσης προκειμένου να εισέλθουν στο κύτταρο.   

     Επιπρόσθετα, στο πείραμα της εικόνας 3.9Β κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία Iibidi μέχρι 

πληρότητας 50% και επιμολύνθηκαν με τους αδενοϊούς LacZ (μάρτυρας, a, b) και Rabankyrin-5 (c, d). 

24 ώρες μετά, τα κύτταρα υπέστησαν στέρηση ορού για 2 ώρες, μεταφέρθηκαν στον πάγο και 

επωάστηκαν με κρύο θρεπτικό υλικό, χωρίς ορό, για 15 λεπτά. Προστέθηκε η ActivinA-Alexa488 για 1 

ώρα προκειμένου να προσδεθεί στους μεμβρανικούς υποδοχείς. Έπειτα αφαιρέθηκε και έγιναν 2 

πλύσεις με κρύο διάλυμα φωσφορικών (PBS), ώστε να απομακρυνθεί η περίσσεια της σημασμένης 

Aκτιβίνης. Για κάθε συνθήκη (επιμόλυνση με αδενοϊούς LacZ ή Rabankyrin-5) ένα τρυβλίο διατηρήθηκε 

στους 4oC με κρύο θρεπτικό υλικό, και ένα μεταφέρθηκε στους 37oC με προθερμασμένο θρεπτικό υλικό 

για 30 λεπτά, ώστε να πραγματοποιηθεί η ενδοκυττάρωση. Ακολούθησε πλύση των κυττάρων με PBS, 

μονιμοποίηση και έμμεσος ανοσοφθορισμός με αντίσωμα έναντι της ενδογενούς Rabankyrin-5. Και στις 

2 περιπτώσεις η Ακτιβίνη Α ενδοκυτταρώνεται στους 37oC και όχι στους 4oC, αποδεικνύοντας ό,τι η 

εσωτερικοποίηση αυτή διαμεσολαβείται από τους υποδοχείς της, ALK4 και ActRIIB. Επιπρόσθετα, ο 

συνεντοπισμός της ActivinA-Alexa488 με τη Rabankyrin-5, που διακρίνεται στις εικόνες 3.9Β c και d, 

όπως και στη μεγέθυνσή τους (e, f, g), αναδεικνύει ό,τι η παρουσία της σημασμένης Aκτιβίνης Α στα 

μακροπινοσώματα, καθοδηγείται από τους υποδοχείς και δεν γίνεται τυχαία λόγω μαζικής ή τυχαίας 

ενδοκυττάρωσης.  

Για την επίτευξη του δεύτερου στόχου, τη διερεύνηση επαγωγής της μακροπινοκυττάρωσης από την 

Ακτιβίνη, πραγματοποιήθηκαν δύο κλασικά πειράματα με βάση βιβλιογραφικά δεδομένα. Στο πείραμα 

της εικόνας 3. 10Α γίνεται ενδοκυττάρωση της  δεξτράνης (Dextran-TexasRed) απουσία και παρουσία  
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Εικόνα 3.9. Η ενδοκυττάρωση της ActivinA-Alexa488 στα μεμβρανικά κυστίδια, θετικά για Rabankyrin-5, 

συμβαίνει ταυτόχρονα με τους υποδοχείς της ALK4 και ActRIIB. Α. Η σημασμένη Ακτιβίνη Α και ο υποδοχέας 

ALK4 συνεντοπίζονται στα θετικά για Rabankyrin-5 κυστίδια. Κύτταρα HUVEC επιμολύνθηκαν με τον αδενοϊό 

ALK4-HA για 24 ώρες. Μετά από στέρηση ορού για 2 ώρες, προστέθηκε η σημασμένη Ακτιβίνη Α (ActivinA-

Alexa488), τα κύτταρα μονιμοποιήθηκαν και ακολούθησε έμμεσος ανοσοφθορισμός, με αντισώματα έναντι του 

ALK4 (a-HA rat) και της ενδογενούς Rabankyrin-5. Ο τριπλός συνεντοπισμός διακρίνεται στην εικόνα (a-d), όπως 

επίσης και στη μεγέθυνσή της (e-h). Β. Κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία IBIDI μέχρι πληρότητας 50% 

και επιμολύνθηκαν με τους αδενοϊούς LacZ (μάρτυρας, a, b) και Rabankyrin-5 (c, d). 24 ώρες μετά, έγινε στέρηση 

ορού για 2 ώρες, τα κύτταρα μεταφέρθηκαν στον πάγο και επωάστηκαν με κρύο θρεπτικό υλικό, χωρίς ορό, για 

15 λεπτά. Προστέθηκε η ActivinA-Alexa488 για 1 ώρα. Η ActivinA-Alexa488 αφαιρέθηκε και έγιναν 2 πλύσεις με 

κρύο διάλυμα φωσφορικών (PBS). Για κάθε συνθήκη ένα τρυβλίο διατηρήθηκε στους 4oC με κρύο θρεπτικό υλικό, 

και ένα μεταφέρθηκε στους 37oC με προθερμασμένο θρεπτικό υλικό για 30 λεπτά. Έγινε μία πλύση των κυττάρων 

με PBS, μονιμοποίηση και έμμεσος ανοσοφθορισμός με αντίσωμα έναντι της ενδογενούς Rabankyrin-5. Ο 

συνεντοπισμός της ActivinA-Alexa488 με τη Rabankyrin-5 διακρίνεται στις εικόνες c και d, όπως και στη 

μεγέθυνσή τους (e, f, g). Ράβδος κλίμακας, 10μΜ. 
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Εικόνα 3.10 Η Ακτιβίνη Α επάγει τη 

μακροπινοκυττάρωση. Α. Κύτταρα 

HUVEC καλλιεργήθηκαν σε 3 τρυβλία 

Ibidi μέχρι πληρότητας 60%. 

Προστέθηκαν 25μg/ml Dextran-

TexasRed (a, κύτταρα-μάρτυρες), και 

μαζί με Ακτιβίνη Α 50ng/ml (b), ή με PMA 

1μΜ για 15 λεπτά, σε θρεπτικό μέσο 

χωρίς ορό. Έγιναν 2 πλύσεις με διάλυμα 

φωσφορικών (PBS) και μονιμοποίηση 

των κυττάρων με pfa (3,6%). Εικόνες 

μικροσκοπίας αναλύθηκαν ως προς την 

ένταση του σήματος της Dextran-

TexasRed με το λογισμικό ImageJ. Η 

ποσοτικοποίηση παρουσιάζεται στο 

διάγραμμα.  

Β. Κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν σε 

τρυβλία Ibidi 4 φρεατίων μέχρι 

πληρότητας 40-50%. Έγινε στέρηση 

ορού για 2 ώρες, στη διάρκεια της 

οποίας (1 ώρα) προστέθηκε το 

αντιδραστήριο SIR-actin (1μΜ) για 1 

ώρα. Ακολούθησαν 2 πλύσεις με 

διάλυμα φωσφορικών (PBS) και 

μικροσκοπία πραγματικού χρόνου για 

40 λεπτά (37oC, CO2 5%). Από τα βίντεο, παρουσιάζονται αντιπροσωπευτικές φωτογραφίες απουσία (a, b) και 

παρουσία (c, d) Ακτιβίνης Α. Με λευκά βέλη επισημαίνονται οι πτυχώσεις της μεμβράνης που δημιουργούνται 

παρουσία Ακτιβίνης Α. Ράβδος Κλίμακας, 10μM.  

 

Ακτιβίνης Α ή PMA (phorbol myristate acetate). Είναι γνωστό ό,τι, το PMA επάγει τη 

μακροπινοκυττάρωση, έτσι το χρησιμοποιήσαμε ως θετικό μάρτυρα.  Όπως παρατηρούμε στην εικόνα 
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3.10 Α, με βάση την ποσοτικοποίηση της έντασης του σήματος, τόσο το PMA όσο και η Ακτιβίνη Α 

επάγουν την ενδοκυττάρωση του πολυσακχαρίτη Dextran-TexasRed. Στο πείραμα της εικόνας 3.10Β 

έγινε χρώση των κυττάρων με το αντιδραστήριο SIR-actin, το οποίο προσδένεται στα ινίδια της ακτίνης. 

Ακολούθησε μικροσκοπία πραγματικού χρόνου (βίντεο) απουσία και παρουσία Ακτιβίνης Α. Είναι 

παραπάνω από εμφανές ότι η επαγωγή με Ακτιβίνη Α προκαλεί μεγάλη κινητικότητα στα κύτταρα και 

κυρίως στην πλασματική μεμβράνη. Οι φωτογραφίες 3.10Β είναι αντιπροσωπευτικές στατικές εικόνες 

(snapshots), ενώ με λευκά βέλη επισημαίνονται οι πτυχώσεις της μεμβράνης. Συμπερασματικά, με αυτή 

τη σειρά των πειραμάτων αποδείξαμε ότι η Ακτιβίνη Α ανήκει στους αυξητικούς παράγοντες που 

επάγουν τη μακροπινοκυττάρωση (growth factor induced macropinocytosis). 

 

3.2.4 H αναστολή της μακροπινοκυττάρωσης συνδυάζεται με δραματική μείωση της σηματοδότησης 

της Ακτιβίνης Α  

Όπως αναλύσαμε στην εισαγωγή, η μακροπινοκυττάρωση είναι μια διαδικασία που ρυθμίζεται από 

σηματοδοτικά μόρια, όπως η PI3 κινάση, και απαιτεί την αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού, γι’ 

αυτό και εξαρτάται από την ακτίνη. Μετά τις παρεμβάσεις που κάναμε σε μόρια-κλειδιά της 

διαδικασίας, όπως η Rabankyrin-5, προχωρήσαμε με τη χρήση χημικών αναστολέων της 

μακροπινοκυττάρωσης, προκειμένου να αποδείξουμε με αδιαμφισβήτητο τρόπο ότι το μονοπάτι αυτό 

συμμετέχει στην ενδοκυττάρωση και τη σηματοδότηση της Ακτιβίνης Α, δεδομένου ότι πρόκειται για 

νέα γνώση που δεν έχει αναφερθεί ποτέ ξανά στη βιβλιογραφία.  

     Ο χημικός αναστολέας EIPA (5-(N-Ethyl-N-isopropyl)amiloride) παρεμποδίζει τη δράση της αντλίας 

Na+/H+, κάτι που συνεπάγεται μείωση του pH στην εσωτερική πλευρά της πλασματικής μεμβράνης και 

αναστολή της σηματοδότησης από τη Rac1 και τη Cdc42 322.  Ο αναστολέας Cytochalasin D καταστρέφει 

τα μικροϊνίδια της ακτίνης, παρεμποδίζoντας την κίνηση του κυτταροσκελετού και την πτύχωση της 

μεμβράνης (ruffling), που συντελούν στη δημιουργία των μακροπινοσωμάτων. Η χημική ένωση 

LY294002 αναστέλει τις PI3 κινάσες (phosphoinositide 3-kinases). Για τους τρεις αναστολείς 

ακολουθήσαμε την εξής πειραματική διαδικασία: Κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν μέχρι πληρότητας 

70-80%, υπέστησαν στέρηση ορού για 2 ώρες και στη συνέχεια έγινε προσθήκη των χημικών 

αναστολέων EIPA (100Μμ)  ή CytochalasinD (10μg/ml) ή Ly294002 (60Μμ) για 20 λεπτά, και επαγωγή 

με Ακτιβίνη Α  (ActA 5 ή 50ng/ml) για 30 λεπτά. Οι συγκεντρώσεις των αναστολέων προέκυψαν με βάση 
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τα βιβλιογραφικά δεδομένα. Τα κυτταρικά εκχυλίσματα χρησιμοποιήθηκαν για ανοσοαποτύπωση κατά 

western, με αντισώματα έναντι των ενδογενών φώσφο-SMAD2, φώσφο-SMAD3, ολικών-SMAD2/3 και 

ακτίνης. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στην εικόνα 3.11, Aa, Ba και Ca. Στα γραφήματα από κάτω 

παρουσιάζεται η ποσοτικοποίηση για τις φώσφο-SMAD2 (b) και φώσφο-SMAD3 (c), τριών ανεξάρτητων 

πειραμάτων. Όπως παρατηρούμε και οι τρείς αναστολείς προκαλούν μείωση της φωσφορυλίωσης των 

SMAD πρωτεϊνών, κάτι που είναι σε συμφωνία με τα αποτελέσματα της αποσιώπησης της πρωτεΐνης 

Rabankyrin-5.  

     Τέλος, ακολουθήθηκε η ίδια πειραματική διαδικασία για τη μελέτη της ενδοκυττάρωσης της 

σημασμένης Ακτιβίνης Α, μόνο που σε αυτή την περίπτωση έγινε μικροσκοπία πραγματικού χρόνου. Ως 

μάρτυρας της μακροπινοκυττάρωσης χρησιμοποιήθηκε ο σημασμένος πολυσακχαρίτης Dextran-

TexasRed. Παρουσία των αναστολέων παρατηρείται δραματική μείωση της ποσότητας της Ακτιβίνης Α 

που εισέρχεται στο κύτταρο. Οι φωτογραφίες στην εικόνα 3.11D και Ε, είναι ενδεικτικές. Η 

ποσοτικοποίηση της έντασης του σήματος της Ακτιβίνης Α, παρουσιάζεται στα γραφήματα Df και E g,h.  

 

 

 

Εικόνα 3.11. Η επίδραση των αναστολέων της μακροπινοκυττάρωσης στη σηματοδότηση και την 

ενδοκυττάρωση της Ακτιβίνης Α. A, B και C: Σε κύτταρα HUVEC πληρότητας 70% έγινε στέρηση ορού για 2 ώρες. 

Ακολούθησε προσθήκη των χημικών αναστολέων EIPA (100Μμ) (A) ή CytochalasinD (10μg/ml) (B) ή Ly294002 

(60Μμ) (C) για 20 λεπτά και επαγωγή με Ακτιβίνη Α  (ActA 5 ή 50ng/ml) για 30 λεπτά. Τα κυτταρικά εκχυλίσματα 

χρησιμοποιήθηκαν για ανοσοαποτύπωση κατά western, με αντισώματα έναντι των ενδογενών p-SMAD2, p-

SMAD3, ολικών-SMAD2/3 και ακτίνης. Στα γραφήματα από κάτω παρουσιάζεται η ποσοτικοποίηση για τις p-

SMAD2 (b) και p-SMAD3 (c), τριών ανεξάρτητων πειραμάτων. D και E: Κύτταρα HUVEC καλλιεργήθηκαν σε 

τρυβλία Ibidi, και υπέστησαν στέρηση ορού για 2 ώρες. Στη συνέχεια, έγινε προσθήκη των αναστολέων EIPA 

(100Μμ) (D), ή CytochalasinD (10μg/ml) (Ε a,b,c) ή LY294002 (60Μμ) (Ε d, e, f). Προστέθηκαν είτε η σημασμένη 

Ακτιβίνη Α (ActivinA-Alexa488) είτε η σημασμένη δεξτράνη (Dextran-TexasRed), παρουσία και απουσία του 

αναστολέα. Αντιπροσωπευτικές εικόνες παρουσιάζονται, μετά από μικροσκοπία πραγματικού χρόνου (live 

imaging). Τα γραφήματα f, g και h δείχνουν την ποσοτικοποίηση της έντασης  του σήματος της ActivinA-Alexa488, 

που έχει ενδοκυτταρωθεί στη διάρκεια του χρόνου. Ράβδος κλίμακας, 10μΜ. Οι γραμμές σφάλματος 

αντιπροσωπεύουν την τυπική απόκλιση. *p˂0.05, **p˂0.005, ***p˂0.001. 
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3.2.5 Ο περιορισμένος ρόλος της μακροπινοκυττάρωσης στη μεταγωγή του σήματος της Ακτιβίνης Α 

στα βλαστικά κύτταρα 

Η μη αναμενόμενη χρησιμοποίηση της οδού της μακροπινοκυττάρωσης από την Ακτιβίνη Α 

δημιούργησε άμεσα αρκετά ερωτήματα. Ένα από τα βασικά ερωτήματα είχε σχέση με τον αναπτυξιακό 

ρόλο της Ακτιβίνης Α και της δραστικότητάς της στα βλαστικά κύτταρα. Συγκεκριμένα, η χρησιμοποίηση 

της μακροπινοκυττάρωσης από την Ακτιβίνη Α, που περιγράφηκε στην διατριβή αυτή, τεκμηριώθηκε 

σε διαφοροποιημένα κύτταρα. Δημιουργήθηκε, λοιπόν, το ερώτημα αν τα βλαστικά κύτταρα, τα οποία 

αποτελούν τα κύτταρα-στόχους της σηματοδότησης της Ακτιβίνης Α στην αναπτυξιακή της δράση, 

έχουν τη δυνατότητα να ενδοκυτταρώνουν με μακροπινοκυττάρωση ή αυτή η ιδιότητα είναι προϊόν 

διαφοροποίησης.   

     Για το σκοπό αυτό ανθρώπινα εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα (hESCs, κλώνος H1) καλλιεργήθηκαν σε 

τρυβλία ibidi, πριν την προσθήκη σημασμένης Ακτιβίνης Α (ActivinA-Alexa488) ή της σημασμένης 

δεξτράνης (Dextran-TexasRed) για μικροσκοπία πραγματικού χρόνου.  Όπως φαίνεται στην εικόνα 

3.12Α, στην οποία απεικονίζεται μία αποικία βλαστικών κυττάρων, δεν εντοπίζονται κυστίδια με 

Dextran-TexasRed, ενώ και η Ακτιβίνη Α ενδοκυτταρώνεται σε μικρό βαθμό, μόνο στα όρια της 

αποικίας. Το επόμενο βήμα ήταν να χρησιμοποιήσουμε τους χημικούς αναστολείς EIPA και Dynasore 

που αναστέλλουν τη μακροπινοκυττάρωση και την κλαθρινο-εξαρτώμενη ενδοκυττάρωση αντίστοιχα, 

και να εξετάσουμε εάν επηρεάζεται η επαγόμενη από την Ακτιβίνη Α σηματοδότηση. Βλαστικά κύτταρα 

H1 (Εικ. 3.12B), μεσεγχυματικά κύτταρα MSCs (Εικ. 3.12C) και διαφοροποιημένα ενδοθηλιακά κύτταρα 

ECs (Εικ. 3.12D) καλλιεργήθηκαν μέχρι να φτάσουν σε πληρότητα 70% και υποβλήθηκαν σε στέρηση 

ορού. Στη συνέχεια έγινε προσθήκη των αναστολέων EIPA ή Dynasore και επαγωγή με Ακτιβίνη Α για 

30 λεπτά. Τα κυτταρικά εκχυλίσματα χρησιμοποιήθηκαν για ανοσοαποτύπωση κατά western με 

αντισώματα έναντι των ενδογενών φώσφο-SMAD2, φώσφο-SMAD3, ολικών-SMAD2/3 και ακτίνης. 

Παρατηρούμε ότι στα κύτταρα που είναι πολυδύναμα (H1) ή ολιγοδύναμα (MSCs) ο αναστολέας EIPA 

δεν επηρεάζει στατιστικώς σημαντικά τη φωσφορυλίωση των SMAD πρωτεϊνών. Αντίθετα, στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα (ECs) η φωσφορυλίωση μειώνεται σημαντικά, κάτι που είναι σε συμφωνία με τα 

αποτελέσματα στα ώριμα ενδοθηλιακά κύτταρα HUVEC. Η αναστολή της κλαθρινο-εξαρτώμενης οδού 
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από τη χημική ένωση Dynasore προκαλεί στατιστικώς σημαντική μείωση της φωσφορυλίωσης των 

SMAD πρωτεϊνών τόσο στα βλαστικά και μεσεγχυματικά κύτταρα, όσο και στα διαφοροποιημένα.   

 

Εικόνα 3.12: Ο ρόλος της ενδοκυττάρωσης στη σηματοδότηση της Ακτιβίνης Α σε ανθρώπινα βλαστικά κύτταρα 

(H1), μεσεγχυματικά βλαστικά MSCs και ενδοθηλιακά ECs με προέλευση τα βλαστικά H1. A. Βλαστικά κύτταρα 

H1 καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία Ibidi, πριν τη προσθήκη σημασμένης Ακτιβίνης Α ή της σημασμένης δεξτράνης 

(Dextran-TexasRed) για μικροσκοπία πραγματικού χρόνου. B. Βλαστικά κύτταρα H1 καλλιεργήθηκαν μέχρι να 

φτάσουν σε πληρότητα 70% και υποβλήθηκαν σε στέρηση ορού για 8 ώρες. Στη συνέχεια έγινε προσθήκη των 

αναστολέων EIPA ή Dynasore (100μM) και επαγωγή με Ακτιβίνη Α (ActA 5 ή 50ng/ml) για 30 λεπτά. Τα κυτταρικά 

εκχυλίσματα χρησιμοποιήθηκαν για ανοσοαποτύπωση κατά western με αντισώματα έναντι των ενδογενών p-

SMAD2, p-SMAD3, ολικών-SMAD2/3 και ακτίνης. C, D, E. Βλαστικά κύτταρα H1 διαφοροποιήθηκαν σε 

μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα MSCs (C) ή σε ενδοθηλιακά κύτταρα ECs (D). Συγκριτικά στο (Ε) ώριμα 

ενδοθηλιακά κύτταρα HUVEC. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν μέχρι να φτάσουν σε πληρότητα 70% και 

υποβλήθηκαν σε στέρηση ορού για 2 ώρες. Προστέθηκαν οι αναστολείς EIPA ή Dynasore (100μM) και 

ακολούθησε επαγωγή με Ακτιβίνη Α  για 30 λεπτά. Έγινε ανοσοαποτύπωση κατά western με αντισώματα έναντι 

των ενδογενών p-SMAD2, p-SMAD3, ολικών-SMAD2/3 και ακτίνης. Στα γραφήματα από κάτω παρουσιάζεται η 
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ποσοτικοποίηση για τις p-SMAD2 (b) και p-SMAD3 (c). Οι γραμμές σφάλματος αντιπροσωπεύουν την τυπική 

απόκλιση. 

 

      Συμπερασματικά, τα πειράματα της εικόνας 3.12 αποτελούν μία πρώτη ένδειξη ότι η 

μακροπινοκυττάρωση είναι μια διαδικασία που είτε δεν πραγματοποιείται στα βλαστικά κύτταρα είτε 

δεν συμμετέχει στη σηματοδότηση της Ακτιβίνης Α. Ενδεχομένως, η μακροπινοκυττάρωση να 

χρησιμοποιείται για τη χωροχρονική ρύθμιση της μεταγωγής σημάτων μόνο στα τελικώς 

διαφοροποιημένα κύτταρα, που επιτελούν εξειδικευμένες λειτουργίες. Έτσι λοιπόν, προσπαθήσαμε να 

επιβεβαιώσουμε τα αποτελέσματα αυτά χρησιμοποιώντας τις αντίστοιχες κυτταρικές σειρές που 

προέρχονται από τα ανθρώπινα επαναπρογραμματισμένα πολυδύναμα βλαστικά κύτταρα (hiPSCs). Τα 

κύτταρα δημιουργήθηκαν στο εργαστήριο μας, με αρχική προέλευση ανθρώπινους εμβρυϊκούς 

ινοβλάστες (HEFs).  Επομένως, οι ινοβλάστες (HEFs), και τα ενδοθηλιακά κύτταρα (ECs) είναι 

διαφοροποιημένα κύτταρα. Τα ανθρώπινα επαναπρογραμματισμένα βλαστικά κύτταρα (hiPSCs) είναι 

πολυδύναμα και αντίστοιχα με τα ανθρώπινα βλαστικά κύτταρα Η1 (hESCs). Τα μεσεγχυματικά κύτταρα 

προέρχονται από το μεσόδερμα και είναι ολιγοδύναμα βλαστικά κύτταρα που μπορούν να 

διαφοροποιηθούν σε οστεοκύτταρα, χονδροκύτταρα, λιποκύτταρα και μυοκύτταρα. Χρησιμοποιώντας 

τις παραπάνω κυτταρικές σειρές επαναλάβαμε τα πειράματα με τους χημικούς αναστολείς EIPA και 

Dynasore (Εικ. 3.13). 

     Έτσι λοιπόν, ινοβλάστες (HEFs), επαναπρογραμματισμένα βλαστικά (hiPSCs) και μεσεγχυματικά 

(MSCs) με προέλευση τα hiPSCs, καλλιεργήθηκαν μέχρι πληρότητας 70% και υποβλήθηκαν σε στέρηση 

ορού. Ακολούθως, έγινε προσθήκη των αναστολέων EIPA ή Dynasore και επαγωγή με Ακτιβίνη Α. Τα 

κυτταρικά εκχυλίσματα χρησιμοποιήθηκαν για ανοσοαποτύπωση κατά western με αντισώματα έναντι 

των ενδογενών φώσφο-SMAD2, φώσφο-SMAD3, ολικών-SMAD2/3 και ακτίνης. Παρατηρούμε ότι στα 

πολυδύναμα κύτταρα hiPSCs και στα ολιγοδύναμα MSCs η αναστολή της μακροπινοκυττάρωσης με τη 

χημική ένωση EIPA, δεν επηρεάζει σημαντικά την φωσφορυλίωση των SMAD πρωτεϊνών. Αντίθετα, η 

χρήση του αναστολέα EIPA στα διαφοροποιημένα κύτταρα HEFs προκαλεί σημαντική μείωση της 

φωσφορυλίωσης. Η αναστολή των μονοπατιών που εξαρτώνται από την κλαθρίνη και την καβεολίνη με 

το χημικό αναστολέα Dynasore οδηγεί σε στατιστικώς σημαντική μείωση  της φωσφορυλίωσης των 

SMADs. Τα αποτελέσματα αυτά έρχονται σε πλήρη συμφωνία με εκείνα της εικόνας 3.12, και ενισχύουν 
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τη διαπίστωση ότι η ρύθμιση της επαγόμενης από Ακτιβίνη Α σηματοδότησης πραγματοποιείται με 

διαφορετικό τρόπο στα τελικώς διαφοροποιημένα κύτταρα, σε σχέση με τα πολυδύναμα ή 

ολιγοδύναμα κύτταρα.  

 

Εικόνα 3.13: Ο ρόλος της ενδοκυττάρωσης στην επαγόμενη από Ακτιβίνη σηματοδότηση σε κύτταρα HEFs, 

hiPSCs, και MSCs που προέρχονται από τα hiPSCs. HEFs (A), hiPSCs (B) και MSCs με προέλευση τα hiPSCs (C) 

καλλιεργήθηκαν μέχρι πληρότητας 70% και υπέστησαν στέρηση ορού. Έγινε προσθήκη των αναστολέων EIPA και 

Dynasore (100μΜ) για 20 λεπτά και επαγωγή με Ακτιβίνη Α (ActA 5 or 50ng/ml) για 30 λεπτά. Τα κυτταρικά 

εκχυλίσματα χρησιμοποιήθηκαν για ανοσοαποτύπωση κατά western με αντισώματα έναντι των ενδογενών p-

SMAD2, p-SMAD3, ολικών SMAD2/3 και ακτίνης. Στα γραφήματα από κάτω παρουσιάζεται η ποσοτικοποίηση για 

τις p-SMAD2 και p-SMAD3. E. Ολικό RNA απομονώθηκε από τις κυτταρικές σειρές HEFs, HuES, H1, iPSCs, MSCs, 

MSCs διαφοροποιημένα από iPSCs, ECs διαφοροποιημένα από Η1 και HUVECs και ποσοτικοποιήθηκε. Η έκφραση 

των γονιδίων mtmr6 και inpp4b ελέγχθηκε με qRT-PCR. Οι γραμμές σφάλματος αντιπροσωπεύουν την τυπική 

απόκλιση. 
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     Επιπρόσθετα, συγκρίνοντας τις κυτταρικές σειρές HEFs, HuES, iPSCs, MSCs και MSCs 

διαφοροποιημένα από iPSCs, με ανάλυση γονιδιακής έκφρασης με μικροσυστοιχίες (microarray 

analysis), εντοπίσαμε 2 γονίδια με αρκετά διαφορετική έκφραση μεταξύ διαφοροποιημένων και 

βλαστικών σειρών. Τα γονίδια αυτά είναι τα mtmr6 και inpp4b, τα οποία κωδικοποιούν τις ομώνυμες 

πρωτεΐνες, οι οποίες, όπως αναφέραμε και στην εισαγωγή (ενότητα 1.4.2), θεωρούνται απαραίτητες 

για την ολοκλήρωση της μακροπινοκυττάρωσης. Οι MTMR6 και INPP4B είναι φωσφατάσες που 

συμμετέχουν στην ίδια σειρά αντιδράσεων αποφωσφορυλίωσης του PIP3 σε PI, που είναι αναγκαία για 

το ‘κλείσιμο’ των πτυχώσεων της μεμβράνης και τη δημιουργία των μακροπινοσωμάτων. Προσθέτοντας 

όλες τις κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία, μελετήσαμε την έκφραση 

των MTMR6 και INPP4 με τη μέθοδο της ποσοτικής αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης αντίστροφης 

μεταγραφάσης (qRT-PCR). Με βάση τα αποτελέσματα της εικόνας 3.13D τα επίπεδα έκφρασης του 

γονιδίου MTMR6 είναι χαμηλά στις βλαστικές σειρές H1, HuEs, και iPSCs, και αυξάνονται κατά τη 

διαφοροποίηση στα μεσεγχυματικά βλαστικά (MSCs) επίπεδα των διαφοροποιημένων κυττάρων HEFs, 

ECs και HUVEC. Αντίστοιχα αποτελέσματα με μεγαλύτερες αυξομειώσεις παρατηρούνται και για το 

γονίδιο INPP4, με βασική διαφορά ό,τι στα ενδοθηλιακά κύτταρα HUVEC η έκφραση είναι πολύ χαμηλή. 

Τα αποτελέσματα αυτά αποτελούν μία πρώτη ένδειξη για την εύρεση μορίων, που είναι βασικοί 

ρυθμιστές της ενδοκυττάρωσης στα διάφορα στάδια της διαφοροποίησης. Περαιτέρω μελέτες θα 

αναδείξουν εάν οι δύο αυτές πρωτεΐνες, που δεν εκφράζονται στα πολυδύναμα βλαστικά κύτταρα, 

ευθύνονται είτε για την απουσία της μακροπινοκυττάρωσης, ως συνολική διαδικασία, είτε για τη μη 

εμπλοκή της μακροπινοκυττάρωσης στη σηματοδότηση της Ακτιβίνης Α στα μη διαφοροποιημένα 

κύτταρα εν γένει.  
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Η Ακτιβίνη Α, κατά το πρότυπο του TGF-β, μετάγει τα σήματα της μέσω διαμεμβρανικών υποδοχέων με 

δραστικότητα κινάσης σερίνης/θρεονίνης. Προσδένεται στους υποδοχείς τύπου ΙΙ (ActRIIΑ και ActRIIB), 

οι οποίοι αυτοφωσφορυλιώνονται, στρατολογούν και φωσφορυλιώνουν τους υποδοχείς τύπου Ι 

(ALK4). Το σήμα μεταδίδεται περαιτέρω μέσω των πρωτεϊνών SMAD, που μετατοπίζονται στο πυρήνα 

και ελέγχουν τη μεταγραφή των γονιδίων-στόχων. Για τη κατανόηση της μεταγωγής σήματος από την 

Ακτιβίνη Α, βασικός μας στόχος ήταν η διαλεύκανση των οδών ενδοκυττάρωσης  της ακτιβίνης Α και 

των υποδοχέων της που απαρτίζουν τον πυρήνα του πρωτεϊνικού συμπλέγματος σηματοδότησης και η 

διερεύνηση των επιπτώσεων συγκεκριμένων παρεμβάσεων στις οδούς ενδοκυττάρωσης σε σχέση με 

τη βιολογική της δράση. Έτσι, πρωταρχικό μας μέλημα ήταν να απαντήσουμε ποια μονοπάτια 

ενδοκυττάρωσης χρησιμοποιεί το σύμπλοκο Ακτιβίνη Α-υποδοχείς και σε ποια ενδοκυτταρικά 

διαμερίσματα εντοπίζονται. 

4.1 Ενδοκυττάρωση απουσία προσδέματος 

Αρχικά, μελετήσαμε τον ενδοκυτταρικό εντοπισμό των υποδοχέων ALK4 και ActRIIB, απουσία Ακτιβίνης 

Α, για να διαπιστώσουμε εάν οι υποδοχείς ενδοκυτταρώνονται και διακινούνται σε διάφορα 

κυστιδιακά διαμερίσματα. Ελλείψει αντισωμάτων, τα οποία αναγνωρίζουν τους ενδογενείς υποδοχείς, 

έγινε υπερέκφρασή τους με πλασμιδιακές κατασκευές. Παράλληλα χρησιμοποιήθηκαν πρωτεΐνες-

δείκτες που είτε υπερεκφράστηκαν είτε αναγνωρίστηκαν με αντίσωμα έναντι της αντίστοιχης 

ενδογενούς πρωτεΐνης. Πειράματα ανοσοφθορισμού και εκτεταμένη στατιστική ανάλυση των 

παρατηρήσεων έδειξαν ότι οι υποδοχείς ALK4 και ActRIIB μεταφέρονται κυρίως στο πρώιμο ενδόσωμα, 

καθώς συνεντοπίζονται με τις πρωτεΐνες EEA1, Rab5a, Rabenosyn-5 και SARA. Αξιοσημείωτα είναι τα 

ποσοστά συνεντοπισμού με την πρωτεΐνη Rabankyrin-5, που όπως είδαμε εντοπίζεται κυρίως στα 

μακροπινοσώματα αλλά και τα πρώιμα ενδοσώματα. Αυτό το εύρημα έδωσε το έναυσμα για να 

μελετήσουμε αργότερα τη μακροπινοκυττάρωση, ως οδό ενδοκυττάρωσης που ρυθμίζει τη μεταγωγή 

σήματος από την ακτιβίνη. Και οι δύο υποδοχείς φαίνεται πως χρησιμοποιούν τόσο το γρήγορο όσο και 

το αργό μονοπάτι ανακύκλησης στη μεμβράνη, όπως προκύπτει από τα σημαντικά ποσοστά 

συνεντοπισμού με τις πρωτεΐνες Rab4 και Rab11. Τέλος, θα πρέπει να σημειωθεί και μια βασική 

διαφορά ανάμεσα στους δύο υποδοχείς. Ο ActRIIB συνεντοπίζεται με την πρωτεΐνη-δείκτη των όψιμων 

ενδοσωμάτων Rab7, κάτι που δεν ισχύει για τον ALK4. Το γεγονός αυτό ίσως σημαίνει ότι αφενός ο 
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ActRIIB αποικοδομείται σε μεγαλύτερο βαθμό, αφετέρου ο ALK4 ανακυκλώνεται σε μεγαλύτερο βαθμό 

και χρησιμοποιείται εκ νέου στη πλασματική μεμβράνη.  

4.2 Ενδοκυττάρωση παρουσία προσδέματος 

Το επόμενο βήμα ήταν να επαναλάβουμε τα πειράματα συνεντοπισμού, με ανοσοφθορισμό και 

συνεστιακή μικροσκοπία, παρουσία του προσδέματος. Αυτό μάλιστα έγινε σε αυξανόμενα χρονικά 

διαστήματα επαγωγής (0, 2, 5, 10, 30 και 60 λεπτά), προκειμένου να μελετήσουμε όχι μόνο την 

ενδοκυτταρική εντόπιση, αλλά και την κινητική των υποδοχέων, παρουσία του προσδέτη τους. Έτσι 

λοιπόν αναλύσαμε πολύ περισσότερα δεδομένα τα οποία παρουσιάζονται αναλυτικά στην ενότητα 

3.1.2. Καταρχήν, παρατηρούμε ότι υπάρχει συμφωνία με τα προηγούμενα αποτελέσματα στα ποσοστά 

συνεντοπισμού, απουσία προσδέτη˙ επομένως έχουμε μια επαναληψιμότητα σε επίπεδο στατιστικής 

ανάλυσης. Το σπουδαιότερο είναι ότι υπάρχει κινητική, δηλαδή η Ακτιβίνη προσδένεται στους 

υποδοχείς και καθορίζει την κυστιδιακή μεταφορά του συμπλόκου, η οποία μεταβάλλεται με τον χρόνο. 

Έτσι προκύπτουν συμπεράσματα για τη διακίνηση των υποδοχέων τόσο στο χώρο όσο και στο χρόνο. 

Για παράδειγμα, 20 λεπτά μετά την επαγωγή αυξάνεται ο συνεντοπισμός με τους δείκτες των πρώιμων 

ενδοσωμάτων EEA1 και Rab5. Επίσης, έχει ξεκινήσει η γρήγορη ανακύκληση των υποδοχέων στη 

μεμβράνη (Rab4), ενώ μεταξύ 30-60 λεπτών επαγωγής, αυξημένα ποσοστά παρατηρούνται με την 

πρωτεΐνη Rab11, η οποία εντοπίζεται στο γρήγορο μονοπάτι ανακύκλησης. Εντυπωσιακά είναι τα 

ποσοστά συνεντοπισμού με τη Rabankyrin-5, που ξεπερνούν ακόμη και το 60% και διατηρούνται υψηλά 

καθ’ όλη τη διάρκεια της επαγωγής˙ μία ακόμη ένδειξη ότι Ακτιβίνη και υποδοχείς ενδοκυτταρώνονται 

μέσω μακροπινοκυττάρωσης.    

     Τα προηγούμενα πειράματα κινητικής πραγματοποιήθηκαν κατόπιν υπερέκφρασης, γεγονός που 

δεν μας ικανοποιούσε πλήρως. Έτσι θελήσαμε να μελετήσουμε την κινητική της Ακτιβίνης Α, με τις 

λιγότερες δυνατές παρεμβάσεις. Χρησιμοποιήσαμε τη σημασμένη Ακτιβίνη Α με τη φθορίζουσα 

χρωστική AlexaFluor488. Αρχικά, επιβεβαιώσαμε τη μεταγραφική της ενεργότητα και έπειτα, με 

πειράματα ελέγχου, ότι η ενδοκυττάρωσή της γίνεται μέσω των υποδοχέων της και όχι κάποιου άλλου 

γενικευμένου μηχανισμού εσωτερικοποίησης ουσιών. Στη συνέχεια, η σημασμένη Ακτιβίνη 

προστέθηκε στα ενδοθηλιακά κύτταρα για αυξανόμενα χρονικά διαστήματα και έγινε ανοσοφθορισμός 

για τις πρωτεΐνες-δείκτες και συνεστιακή μικροσκοπία. Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων 

έδειξε ότι η Ακτιβίνη ενδοκυτταρώνεται στα πρώιμα ενδοσώματα (ΕΕΑ1, Rab5), κυρίως μέσω 
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μακροπινοκυττάρωσης (Rabankyrin-5). Χρησιμοποιεί το γρήγορο μονοπάτι ανακύκλησης στην 

πλασματική μεμβράνη (Rab4) και όχι το αργό (Rab11), ενώ μεταφέρεται στο λυσόσωμα-πρωτεάσωμα 

προς αποικοδόμηση (Rab7). Ένα πιθανό μοντέλο της ενδοκυττάρωσης του συμπλέγματος των 

πρωτεϊνών προσδέματος-υποδοχέων απεικονίζεται στην εικόνα 4.1 

 

Εικόνα 4.1. Σχηματική απεικόνισης της ενδοκυττάρωσης και ενδοκυτταρικής διακίνησης της Ακτιβίνης και των 

υποδοχέων της. Διακρίνονται οι πιθανές οδοί εσωτερικοποίησης και τα ενδοκυτταρικά διαμερίσματα 

εντοπισμού τους. Με πράσινο χρώμα αναπαρίσταται η Ακτιβίνη, μπλε ο ActRIIB και κόκκινο ο ALK4.  

 

     Εκτός από τους υποδοχείς του TGF-β που αναφέρθηκαν στην εισαγωγή, για τους υπόλοιπους 

υποδοχείς των μελών της οικογένειας και κυρίως για τους υποδοχείς των BMPs, τα δεδομένα είναι 

περιορισμένα. Πρόσφατη έρευνα δείχνει ότι η Ακτιβίνη Α είναι το πρόσδεμα του μεταλλαγμένου 

υποδοχέα τύπου Ι των BMPs, ALK2 323, γεγονός που θεωρείται ως η αιτία της νόσου Προοδευτική 
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Οστεοποιητική Ινωδυσπλασία (FIbrodysplasia Ossificans Prοgressiva, FOP). Τα μέχρι τώρα δεδομένα 

υποδεικνύουν ότι οι υποδοχείς τύπου Ι, ΒΜΡRΙ,  ενδοκυτταρώνονται αποκλειστικά διαμέσου κλαθρινο-

εξαρτώμενου μηχανισμού, σε αντιδιαστολή με τους υποδοχείς τύπου ΙΙ, που χρησιμοποιούν και άλλες 

οδούς ενδοκυττάρωσης 324. Πράγματι, δείχθηκε πολύ πρόσφατα στο σκώληκα C. elegans, ότι ο 

υποδοχέας τύπου Ι SMA-6 (ALK6) απαιτεί ενδοκυττάρωση διαμέσου κλαθρίνης για την 

εσωτερικοποίηση και την μεταγωγή του σήματός του. Στην ίδια μελέτη, ο υποδοχέας τύπου ΙΙ των BMPs, 

DAF-4, εσωτερικοποιείται διαμέσου ενός μηχανισμού, ανεξάρτητου της κλαθρίνης και υφίσταται 

ανακύκληση, ρυθμιζόμενη από την ARF6 325. Είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρον, ότι τα ομόλογα των SMA6 και 

BMP υποδοχέων τύπου Ι, ΒΜPRIA (ALK3) και ACVRIB (ALK4), έχουν βρεθεί να μειoρυθμίζονται σε 

SNX27- και VPS35-απεμπλουτισμένα κύτταρα, υποδεικνύοντας ρύθμιση εξαρτώμενη από το 

παλινδρομερές (Retromer) 326. 

4.3 Παρέμβαση στην κλαθρινο-εξαρτώμενη ενδοκυττάρωση 

Με την ολοκλήρωση των πειραμάτων της κινητικής ακτιβίνης και υποδοχέων, προσπαθήσαμε να 

εστιάσουμε στα βασικότερα μονοπάτια ενδοκυττάρωσης, συνδυάζοντας τα αποτελέσματα αυτά με 

βιβλιογραφικά δεδομένα. Όπως περιγράφηκε στην εισαγωγή, η πιο καλά μελετημένη οδός 

ενδοκυττάρωσης, που σχετίζεται με τη σηματοδότηση των RTKs (Receptor Tyrosine Kinases), είναι αυτή 

που εξαρτάται από την κλαθρίνη. Είναι γνωστό ότι οι υποδοχείς της τρανσφερίνης (TfR), της LDL (LDLR) 

και του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (EGFR) επάγουν το μονοπάτι της κλαθρίνης (receptor 

mediated endocytosis). Αρχικά, μελετήσαμε εάν η κλαθρινο-εξαρτώμενη ενδοκυττάρωση επηρεάζει τη 

σηματοδότηση της Ακτιβίνης Α. Για το λόγο αυτό, έγινε αποσιώπηση της κλαθρίνης στα κύτταρα HUVEC 

και έλεγχος της φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών SMAD2/3, οι οποίες αποτελούν τα κεντρικά μόρια 

μεταγωγής του σήματος καθοδικά των υποδοχέων. Παρατηρήσαμε ότι απουσία κλαθρίνης στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα, και παρουσία Ακτιβίνης Α, η φωσφορυλίωση των SMAD2/3 περιορίζεται 

σημαντικά, σε ποσοστό περίπου 40%. Αντίθετα, η αποσιώπηση της κλαθρίνης δεν επηρέασε αισθητά 

την ενδοκυττάρωση της σημασμένης Ακτιβίνης Α. Καθώς το αποτέλεσμα αυτό δεν ήταν αναμενόμενο, 

μελετήσαμε εάν η αποσιώπηση της κλαθρίνης επηρεάζει την εντόπιση και τη διακίνηση των πρωτεϊνών. 

Πράγματι, όπως βλέπουμε στην εικόνα 3.6.C, η επαγωγή με ακτιβίνη στα κύτταρα-μάρτυρες έχει ως 

αποτέλεσμα τη μετατόπιση των SMAD2/3 στον πυρήνα του κυττάρου, ανάλογα και με τη συγκέντρωση 

της Ακτιβίνης. Η αποσιώπηση της κλαθρίνης οδηγεί σε περιορισμένη μετατόπιση των SMAD2/3 στον 
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πυρήνα. Αυτό πιθανώς σημαίνει ότι απουσία κλαθρίνης είτε οι υποδοχείς της ακτιβίνης είτε οι 

SMAD2/3 ‘παγιδεύονται’ στη μεμβράνη του κυττάρου, δεν ενδοκυτταρώνονται και η σηματοδότηση 

δεν προωθείται με τον ίδιο τρόπο, συμπέρασμα που προκύπτει και από τη μειωμένη φωσφορυλίωση 

των SMADs.  

4.4 Παρέμβαση στην ενδοκυττάρωση μέσω καβεοσωμάτων 

Αναφέρθηκε στην εισαγωγή ότι η κλαθρινο-εξαρτώμενη ενδοκυττάρωση, όπως επίσης και το μονοπάτι 

της καβεολίνης, απαιτούν για την εσωτερικοποίηση του φορτίου τη δράση της πρωτεΐνης δυναμίνης. Η 

δυναμίνη είναι μια GTPάση υπεύθυνη για την απόσχιση των κυστιδίων κλαθρίνης και καβεολίνης από 

τη μεμβράνη και την ολοκλήρωση της ενδοκυττάρωσης. Η δυναμίνη εντοπίζεται, εκτός από τη 

μεμβράνη, στη συσκευή Golgi και συμμετέχει σε πολλές διεργασίες, όπως η διαίρεση οργανιδίων και η 

κυτταροκίνηση. Η αποσιώπηση της δυναμίνης με RNAi, δεν ήταν ένα εργαλείο που μπορούσαμε να 

αξιοποιήσουμε. Αφενός γιατί η δυναμίνη δεν επιτελεί μία λειτουργία στο κύτταρο και αφετέρου, 

διαπιστώθηκε ότι η αποσιώπηση της δυναμίνης μειώνει τα συνολικά πρωτεϊνικά επίπεδα του υποδοχέα 

ALK4. Για το λόγο αυτό ακολουθήσαμε δύο προσεγγίσεις. Χρησιμοποιήσαμε το χημικό αναστολέα 

Dynasore, που παρεμποδίζει τη δράση της δυναμίνης και ταυτόχρονα ελέγξαμε τα 2 μονοπάτια, 

κλαθρίνης και καβεολίνης ξεχωριστά. Η χρήση του αναστολέα Dynasore μειώνει σημαντικά τη 

φωσφορυλίωση των SMAD2/3, γεγονός που βρίσκεται σε συμφωνία με τα αποτελέσματα που 

αναλύθηκαν στην προηγούμενη παράγραφο και αφορούν την κλαθρίνη. Επίσης, η αποσιώπηση της 

καβεολίνης έχει ως αποτέλεσμα σημαντική μείωση της φωσφορυλίωσης των SMAD2/3 αλλά και μια 

μικρή μείωση της ενδοκυττάρωσης της σημασμένης Ακτιβίνης Α. Επίσης, με πειράματα 

ανοσοκατακρήμνισης αποδείξαμε ότι η καβεολίνη-1 αλληλεπιδρά με τον υποδοχέα ALK4, όπως έχει 

δειχθεί στη βιβλιογραφία για τον αντίστοιχο TGF-β υποδοχέα τύπου Ι, τον TβRI 317. 

     Παρατηρώντας ότι η αποσιώπηση κλαθρίνης και καβεολίνης μειώνει, αλλά δεν εξαλείφει, τη 

σηματοδότηση της Ακτιβίνης Α, σε συνδυασμό με τα υψηλά ποσοστά συνεντοπισμού ακτιβίνης-

υποδοχέων με την πρωτεΐνη Rabankyrin-5, στραφήκαμε στη μακροπινοκυττάρωση. Να επισημάνουμε 

ότι κατά τη διάρκεια της εργασίας, αλλά και σήμερα, λίγα δεδομένα συνδέουν τη μακροπινοκυττάρωση 

με τους υποδοχείς RTKs, ειδικά ως προς τη σηματοδότησή τους. Γνωρίζουμε ότι η μακροπινοκυττάρωση 

επάγεται από προσδέτες (growth factor induced), όπως οι EGF  και PDGF 273, 319, όμως δεν είναι σαφές 

εάν οι προσδέτες αυτοί χρησιμοποιούν τη μακροπινοκυττάρωση, για την ενίσχυση της δικής τους 
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σηματοδότησης. Οι ενεργοποιημένοι υποδοχείς τους φαίνεται να ενδοκυτταρώνονται μέσω κλαθρίνης 

ή και καβεολίνης. Δεν υπάρχουν στοιχεία για τα μέλη της οικογένειας του TGF-β και των υποδοχέων 

τους.   

4.5 Παρέμβαση στη μακροπινοκυττάρωση 

Προκειμένου να αποδείξουμε τη σύνδεση της Ακτιβίνης Α με τη μακροπινοκυττάρωση ακολουθήσαμε 

ποικίλες πειραματικές προσεγγίσεις. Αρχικά, δείξαμε ότι η σημασμένη Ακτιβίνη Α συνεντοπίζεται με τη 

Dextran-TexasRed στα μακροπινοσώματα. Με σκοπό να αποδείξουμε με αδιαμφισβήτητο τρόπο, ότι η 

Ακτιβίνη Α εντοπίζεται στα μακροπινοσώματα, μετρήσαμε τη διάμετρο των κυστιδίων που είναι θετικά 

για την Ακτιβίνη και τη συγκρίναμε με εκείνη των κυστιδίων που είναι θετικά για την τρανσφερίνη, με 

τη βοήθεια του λογισμικού MotionTracking. Είναι γνωστό ότι η τρανσφερίνη ενδοκυτταρώνεται μέσω 

της κλαθρινο-εξαρτώμενης οδού. Τα επικαλυμμένα με κλαθρίνη κυστίδια έχουν διάμετρο 0,1-0,2 μm, 

ενώ τα μακροπινοσώματα είναι σαφώς μεγαλύτερα και μπορούν να φτάσουν σε διάμετρο τα 5 μm. 

Όπως παρατηρούμε στην εικόνα 3.8 (γράφημα Bc), η πλειονότητα των θετικών, για την Ακτιβίνη, 

κυστιδίων έχει διάμετρο μεγαλύτερη των 0,25 μm, ενώ η διάμετρος αυτή φτάνει μέχρι τα 1,5 μm. 

Αντίθετα, η πλειοψηφία των θετικών, για τη τρανσφερίνη, κυστιδίων έχουν διάμετρο περίπου 0,18 μm.  

     Για την περαιτέρω μελέτη της ενδοκυττάρωσης της Ακτιβίνης μέσω μακροπινοκυττάρωσης, 

προσπαθήσαμε να διαλευκάνουμε το ρόλο της πρωτεΐνης Rabankyrin-5, λαμβάνοντας υπόψιν τα 

υψηλά ποσοστά συνεντοπισμού που προέκυψαν στα πειράματα της κινητικής ακτιβίνης Α-υποδοχέων, 

ALK4 και ActRIIB. Συμπληρωματικά, πραγματοποιήθηκε τριπλός ανοσοφθορισμός και τα αποτελέσματα 

δείχνουν ότι Ακτιβίνη Α, ALK4 και Rabankyrin-5 συνεντοπίζονται σε μεγάλα κυστίδια. Η αποσιώπηση 

της πρωτεΐνης Rabankyrin-5 είχε ως αποτέλεσμα τη δραστική μείωση στην ενδοκυττάρωση της 

σημασμένης ακτιβίνης, όπως και της Dextran-TexasRed. Επιπλέον, απουσία Rabankyrin-5, 

παρατηρήθηκε αξιοσημείωτη μείωση στα επίπεδα φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών SMAD2/3. Εν 

αντιθέσει, όταν η Rabankyrin-5 υπερεκφράστηκε στα ενδοθηλιακά κύτταρα, η επαγόμενη από την 

ακτιβίνη φωσφορυλίωση των SMAD2/3 αυξήθηκε. Τα αποτελέσματα αυτά αποδεικνύουν όχι μόνο ότι 

η Ακτιβίνη και οι υποδοχείς της ενδοκυτταρώνονται μέσω της μακροπινοκυττάρωσης, αλλά και ότι το 

μονοπάτι αυτό διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη μεταγωγή της σηματοδότησης της Ακτιβίνης Α.  

     



112 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

 

4.6 Η Ακτιβίνη Α επάγει τη μακροπινοκυττάρωση 

     Επιπρόσθετα, ένα κριτήριο, που χρησιμοποιείται στη βιβλιογραφία, ότι ένας αυξητικός παράγοντας 

συνδέεται με τη μακροπινοκυττάρωση, είναι αν έχει τη δυνατότητα να  την επάγει, όπως 

παραδείγματος χάριν ο EGF 273 και ο PDGF 319. Με πειράματα μικροσκοπίας που πραγματοποιήθηκαν, 

φαίνεται ότι η επαγωγή με Ακτιβίνη Α, αυξάνει στατιστικώς σημαντικά την ενδοκυττάρωση της 

δεξτράνης (Dextran-TexasRed), σε σχέση με τα κύτταρα μάρτυρες και αντίστοιχα με την επαγωγή με 

PMA (θετικός μάρτυρας). Πολύ σημαντικά είναι τα δεδομένα που προκύπτουν από πειράματα 

μικροσκοπίας ζώντων ενδοθηλιακών κυττάρων, στα οποία σημάνθηκαν τα ινίδια της ακτίνης με το 

αντιδραστήριο SIR-Actin. Στις εικόνες πραγματικού χρόνου που ελήφθησαν, γίνεται σαφές ότι η 

Ακτιβίνη Α μεταβάλει την κινητικότητα των κυττάρων, τη δυναμική της μεμβράνης και επάγει τη 

δημιουργία των πτυχώσεων (ruffling), που σχηματίζονται κατά τη μακροπινοκυττάρωση. Επίσης, 

παρουσία προσδέματος, παρατηρείται ξεκάθαρα η αναδιοργάνωση των ινιδίων της ακτίνης.  

     Τα δεδομένα τα οποία αφορούν τη μακροπινοκυττάρωση δεν έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία 

και αποτέλεσαν ευχάριστη για εμάς έκπληξη, που όμως αντιμετωπίσαμε με επιφυλάξεις. Προκειμένου 

να βεβαιωθούμε, αλλά και να πείσουμε, για τα αποτελέσματά μας, προσπαθήσαμε να 

χρησιμοποιήσουμε όλα τα εργαλεία στα πλαίσια των δυνατοτήτων μας. Για το σκοπό αυτό 

χρησιμοποιήσαμε χημικούς αναστολείς της μακροπινοκυττάρωσης, όπως ο πλέον διαδεδομένος EIPA, 

που παρεμποδίζει τη δράση της αντλίας Na+/H+, ο αναστολέας cytochalazin D, που αποδιοργανώνει τα 

ινίδια της ακτίνης και ο LY294002, που αναστέλλει τις PI3 κινάσες. Και οι τρεις αναστολείς έδωσαν 

παρόμοια αποτελέσματα, σε απολυτη συμφωνία με εκείνα της Rabankyrin-5. Προκαλούν μείωση της 

φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών SMAD2/3 και περιορίζουν δραστικά την ενδοκυττάρωση της 

σημασμένης Ακτιβίνης Α.  

     Οι περισσότερες δημοσιευμένες μελέτες που αφορούν τη μακροπινοκυττάρωση, χρησιμοποιούν 

καρκινικές σειρές όπως τα κύτταρα A431 (επιδερμικός καρκίνος), η οποία χαρακτηρίζεται από την 

υπερέκφραση του υποδοχέα του EGF, EGFR 327-329. Γενικότερα, πολλές καρκινικές σειρές εμφανίζουν 

ενίσχυση στη σηματοδότηση των RTKs, λόγω σημειακών μεταλλάξεων και υπερέκφρασης αυξητικών 

παραγόντων (330). Επίσης, μέλη της υποοικογένειας των Ras GTPασών είναι μεταλλαγμένα στο 20% 

των νεοπλασιών. Έχει δειχθεί ότι οι ογκογόνες πρωτεΐνες H-Ras και K-Ras επάγουν τη 

μακροπινοκυττάρωση 252, 263, 272. Για το λόγο αυτό, οι περισσότερες ερευνητικές ομάδες χρησιμοποιούν 
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HRasG12V μετασχηματισμένες κυτταρικές σειρές. Μια πολύ ενδιαφέρουσα ερευνα του 2013 δείχνει ότι 

διάφορα H-Ras μετασχηματισμένα καρκινικά κύτταρα ενδοκυτταρώνουν εξωκυττάριες πρωτεΐνες μέσω 

μακροπινοκυττάρωσης, με σκοπό την αποδόμησή τους και την αξιοποίηση των αμινοξέων για τη 

σύνθεση νέων πρωτεϊνών. Έτσι, η μακροπινοκυττάρωση υποστηρίζει τις αυξημένες μεταβολικές 

ανάγκες των καρκινικών κυττάρων 331. Η μελέτη της Helberg και των συνεργατών της δείχνει ότι οι 

HRasG12V μετασχηματισμένοι ινοβλάστες αυξάνουν την ενδοκυττάρωση του PDGFRβ μέσω 

μακροπινοκυττάρωσης. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την αυξημένη σηματοδότηση του PDGF και κατ’ 

επέκταση τον αυξημένο πολλαπλασιασμό των κυττάρων 320. Αυτή η δημοσίευση του 2012 είναι 

ουσιαστικα η μοναδική που συνδέει άμεσα την μακροπινοκυττάρωση με τη σηματοδότηση των RTKs. 

     Με βάση αυτά τα δεδομένα, θελήσαμε να επιβεβαιώσουμε τα αποτελέσματά μας στη καρκινική 

σειρά A431. Για το λόγο αυτό επαναλάβαμε κάποια κεντρικά πειράματα, όπως την αποσιώπηση της 

κλαθρίνης, της καβεολίνης και της Rabankyrin-5, αλλά και τη χρήση των χημικών αναστολέων για να 

εξετάσουμε την επίδραση τους στη σηματοδότηση της Ακτιβίνης Α. Τα αποτελέσματα έρχονται σε 

πλήρη συμφωνία με αυτά των ενδοθηλιακών κυττάρων HUVEC. 

4.7 Τα εμβρυικά βλαστικά κύτταρα δεν ενδοκυτταρώνουν με μακροπινοκυττάρωση, η οποία 

φαίνεται να είναι προϊόν διαφοροποίησης 

Η Ακτιβίνη Α είναι ένα σημαντικό μορφογόνο κατά την εμβρυογένεση. Σε συνεργασία με άλλους 

κεντρικούς ρυθμιστές, όπως ο TGF-β, οι BMPs,  Wnt/β-κατενίνη, Notch κ.ά καθορίζει τη διαφοροποίηση 

των βλαστικών κυττάρων, για τη δημιουργία των ιστών και των οργάνων του εμβρύου. Σε καλλιεργειες 

βλαστικών κυττάρων in vitro, έχει δειχθεί ότι η Ακτιβίνη Α μπορεί είτε να διατηρεί την πολυδυναμία 

των κυττάρων είτε να επάγει τη διαφοροποίηση προς ενδόδερμα ή μεσόδερμα, ανάλογα με τις 

συνθήκες καλλιέργειας και την παρουσία άλλων παραγόντων. Για παράδειγμα, η ταυτόχρονη επαγωγη 

με Ακτιβίνη Α, FGF-2 και BMP-4  διαφοροποιεί ανθρώπινα εμβρυϊκά κύτταρα (hESCs) προς ενδόδερμα 

και τις κυτταρικές σειρές του παγκρέατος. Για τους παραπάνω λόγους ελέγξαμε τις οδούς 

ενδοκυττάρωσης της Ακτιβίνης σε ανθρώπινα βλαστικά κύτταρα (hΕSCs, human embryonic stem cells) 

και ανθρώπινα επαναπρογραμματισμένα πολυδύναμα βλαστικά κύτταρα (hiPSCs, human induced 

pluripotent stem cells) που προέρχονται από ανθρώπινους ινοβλάστες (HEFs, human embryonic 

fibroblasts). Από τις δύο βλαστικές σειρές, hΕSCs και hiPSCs, έγινε διαφοροποίηση προς μεσεγχυματικά 

βλαστικά κύτταρα (MSCs). Τέλος, οι δύο βλαστικές σειρές, hΕSCs και hiPSCs, διαφοροποιήθηκαν προς 
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ενδοθηλιακά κύτταρα (ECs), προκειμένου να συγκριθούν με τα ώριμα ενδοθηλιακά κύτταρα HUVEC. 

Παρότι η έρευνα δεν έχει ολοκληρωθεί, τα αρχικά ευρήματα παρουσιάζουν μεγάλο ενδιαφέρον και 

κρίνονται άκρως υποσχόμενα. 

Αρχικά, παρατηρήσαμε ότι στα εμβρυικά βλαστικά (hΕSCs) η σημασμένη Ακτιβίνη Α (ActivinA-alexa488) 

και η Dextran-TexasRed δεν ενδοκυτταρώνονται. Επίσης, ο χημικός αναστολέας EIPA, ο οποίος 

αναστέλλει τη μακροπινοκυττάρωση, δεν επηρεάζει τη σηματοδότηση της Ακτιβίνης Α, τόσο στα hΕSCs 

όσο και στα hiPSCs, σε αντίθεση με τα διαφοροποιημένα κύτταρα HUVEC, HEFs και ECs με προέλευση 

τα βλαστικά. Στα μεσεγχυματικά βλαστικά (MSCs), ο αναστολέας EIPA έχει μια μικρή επίδραση στην 

επαγόμενη από την Ακτιβίνη φωσφορυλίωση των SMAD2/3. Επομένως, η επίδραση του αναστολέα 

EIPA αυξάνεται όσο προχωράμε από τη μη διαφοροποιημένη στην τελικώς διαφοροποιημένη 

κατάσταση. Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν πως στα ολοδύναμα βλαστικά κύτταρα είτε η Ακτιβίνη Α 

δεν χρησιμοποιεί τη μακροπινοκυττάρωση για την ενίσχυση της σηματοδότησης είτε η 

μακροπινοκυττάρωση δεν υφίσταται ως διαδικασία.  

     Αντίθετα, ο χημικός αναστολέας Dynasore που αναστέλλει τα μονοπάτια της κλαθρίνης και της 

καβεολίνης, έχει επίδραση στη σηματοδότηση της Ακτιβίνης Α, σε όλους τους κυτταρικούς τύπους, 

διαφοροποιημένους και μη. Η επίδραση αυτή είναι μικρή στα πολυδύναμα βλαστικά κύτταρα, αλλά 

πολύ ισχυρή στα μεσεγχυματικά βλαστικά και τα διαφοροποιημένα κύτταρα, ενδεχομένως 

αναδεικνύοντας τον κλασικό ρόλο της κλαθρίνης στη σηματοδότηση των RTKs. Τέλος, η δημιουργία των 

ανθρώπινων επαναπογραμματισμένων βλαστικών κυττάρων (hiPSCs) in vitro, με προέλευση 

ανθρώπινους ινοβλάστες, δημιούργησε την ανάγκη ελέγχου των κυττάρων αυτών, ως προς τις ιδιότητές 

τους και την ομοιότητά τους με τα ανθρώπινα βλαστικά κύτταρα (hESCs), που προέρχονται από 

εμβρυϊκή βλαστοκύστη. Στα πλαίσια αυτού του ελέγχου πραγματοποιήθηκε ανάλυση μικροσυστοιχιών, 

εξετάζοντας την έκφραση γονιδίων στα κύτταρα HEFs, hESCs, hiPSCs και MSCs. Αναλύοντας τα 

αποτελέσματα, με κύριο ενδιαφέρον γονίδια που εμπλέκονται στη μακροπινοκυττάρωση, εντοπίσαμε 

2 γονίδια με διαφορετική έκφραση ανάμεσα στις κυτταρικές σειρές που ελέγχθηκαν. Τα γονίδια 

κωδικοποιούν 2 φωσφατάσες,  τις MTMR6 και INPP4Β, που κρίνονται απαραίτητες για την ολοκλήρωση 

της μακροπινοκυττάρωσης. Στη συνέχεια, για επιβεβαίωση και εμπλουτισμό των αποτελεσμάτων των 

μικροσυστοιχιών, απομονώθηκε RNA και πραγματοποιήθηκε η μέθοδος της ποσοτικής αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυμεράσης αντίστροφης μεταγραφάσης (qRT-PCR), για τον έλεγχο της υπερέκφρασης 
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των παραπάνω γονιδίων. Τα δεδομένα που προέκυψαν είναι σε συμφωνία με εκείνα της ανάλυσης 

μικροσυστοιχιών και δείχνουν ότι οι πρωτεΐνες αυτές δεν εκφράζονται στις ολοδύναμες βλαστικές 

σειρές. Αντίθετα τα μεσεγχυματικά βλαστικά, τα ενδοθηλιακά βλαστικά και τα τελικώς 

διαφοροποιημένα HUVEC και HEFs εκφράζουν τη φωσφατάση MTMR6. Το ίδιο ισχύει για την INPP4Β 

με εξαίρεση τα χαμηλά επίπεδα στα κύτταρα HUVEC. Έτσι ολοκληρώνονται τα πειράματα που αφορούν 

την ενδοκυττάρωση και τη σηματοδότηση της Ακτιβίνης Α. Άμεσος στόχος μας η συνέχιση των 

πειραμάτων σε όλες τις παραπάνω σειρές και η διαλεύκανση του ρόλου των φωσφατασών MTMR6 και 

INPP4Β. 

Εικόνα 4.2. Πιθανός μηχανισμός έναρξης της μακροπινοκυττάρωσης κατά τη διαφοροποίηση. Στα ανθρώπινα 

βλαστικά κύτταρα (αριστερά, hESCs και hiPSCs) οι φωσφατάσες MTMR6 και INPP4B δεν εκφράζονται, το λιπίδιο 

PI3,4P2 δεν αποφωσφορυλιώνεται κι έτσι είναι αδύνατο το κλείσιμο των μακροπινοσωμάτων και η ολοκλήρωση 

της διαδικασίας. Στα διαφοροποιημένα κύτταρα (δεξιά, HEFs και HUVECs), οι φωσφατάσες εκφράζονται, ο 

καταρράκτης των αποφωσφορυλιώσεων πραγματοποιείται κανονικά και η μακροπινοκυττάρωση ολοκληρώνεται 

με επιτυχία. 

 

     Συνοψίζοντας, η παρούσα μελέτη στα πλαίσια διδακτορικής διατριβής έχει επιτύχει σε μεγάλο 

βαθμό τους στόχους που τέθηκαν εξαρχής.  Αρχικά, ολοκληρώθηκε η κινητική της Ακτιβίνης Α και των 

υποδοχέων της, σε συνδυασμό με τον ενδοκυτταρικό εντοπισμό τους στα διάφορα κυστιδιακά 

διαμερίσματα. Ακολούθησε η διερεύνηση των ενδοκυτταρικών μονοπατιών που συμμετέχουν τόσο 

στην ενδοκυττάρωση Ακτιβίνης-υποδοχέων, όσο και στην επαγόμενη από την Ακτιβίνη σηματοδότηση. 

Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι η μεταγωγή του σήματος δεν πραγματοποιείται ή δεν γίνεται μόνο από 
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την πλασματική μεμβράνη, αλλά και από το πρώιμο ενδόσωμα, το οποίο λειτουργεί ως πλατφόρμα 

σηματοδότησης. Ιδιαίτερα σημαντικός φαίνεται να είναι ο ρόλος της μακροπινοκυττάρωσης στη 

ρύθμιση της σηματοδότησης, με τα δεδομένα να αποτελούν νέα γνώση στο πεδίο της ενδοκυττάρωσης 

των υποδοχέων αυξητικών παραγόντων. Επί του παρόντος, γίνεται προσπάθεια να επεκταθεί η μελέτη 

τόσο στα ανθρώπινα βλαστικά κύτταρα, όσο και κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης, προκειμένου 

να πέσει περισσότερο φως στο ρόλο της Ακτιβίνης Α στη βιολογία της εμβρυογένεσης.  
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Τα μέλη της υπεροικογένειας του TGF-β συμμετέχουν στη ρύθμιση πολλών βιολογικών φαινομένων, 

όπως ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός, η διαφοροποίηση και η αγγειογένεση. Η Ακτιβίνη Α, μια 

κυτταροκίνη της υπεροικογένειας, προσδένεται σε ετεροτετραμερή σύμπλοκα υποδοχέων κινάσης 

σερίνης/θρεονίνης και μετάγει τα σήματά της μέσω των SMAD2/3, προάγοντας τη μεταγραφή των 

γονιδίων-στόχων. Η χωρoχρονική οργάνωση της ενδοκυττάρωσης και διακίνησης του συμπλόκου 

προσδέματος-υποδοχέα είναι κρίσιμη στη μεταγωγή του σήματος. Η εσωτερικοποίηση του φορτίου 

πραγματοποιείται μέσω διαφορετικών οδών ενδοκυττάρωσης. Η διαλογή του φορτίου στο πρώιμο 

ενδόσωμα, καθορίζει την ενίσχυση της σηματοδότησης, την ανακύκληση στη πλασματική μεμβράνη και 

την αποδόμηση του φορτίου.   

     Ο σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η διαλεύκανση των οδών ενδοκυττάρωσης που 

χρησιμοποιούνται από το σύμπλοκο Ακτιβίνης-υποδοχέων και η μελέτη της επίδρασης της μεμβρανικής 

διακίνησης στη σηματοδότηση της Ακτιβίνης Α. Τέλος, καθώς η Ακτιβίνη διαδραματίζει πρωταγωνιστικό 

ρόλο στη βιολογία των ανθρώπινων εμβρυϊκών κυττάρων (hESCs), όπου οι μηχανισμοί ενδοκυττάρωσης 

και σηματοδότησης παραμένουν άγνωστοι, επιδίωξή μας ήταν να επεκτείνουμε την έρευνά μας στα 

hESCs. 

      Αρχικά, βρήκαμε ότι τα μονοπάτια που εξαρτώνται από τη δυναμίνη, της κλαθρίνης και της 

καβεολίνης, επηρεάζουν στη σηματοδότηση της Ακτιβίνης Α. Η αποσιώπηση τους μειώνει σημαντικά 

τη φωσφορυλίωση των SMAD2/3, αλλά δεν επηρεάζει την ενδοκυττάρωση της σημασμένης Ακτιβίνης. 

Φαίνεται ότι η κύρια οδός εσωτερικοποίησης είναι η μακροπινοκυττάρωση. Η σημασμένη Ακτιβίνη 

συνεντοπίζεται με τη πρωτεΐνη Detran-TexasRed και τη Rabankyrin-5 σε μεγάλα κυστίδια (˃0.2μm), που 

χαρακτηρίζονται ως μακροπινοσώματα. Η αποσιώπηση της Rabankyrin-5 μειώνει δραστικά τη 

φωσφορυλίωση των SMAD2/3 αλλά και την εσωτερικοποίηση του προσδέματος. Αντίθετο αποτέλεσμα 

έχει η υπερέκφραση της πρωτεΐνης αυτής. Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με εκείνα της χρήσης 

αναστολέων της μακροπινοκυττάρωσης, όπως οι EIPA, Cytochalasin D και LY249002. Τέλος, η Ακτιβίνη 

Α επάγει τη μακροπινοκυττάρωση καθώς αυξάνει την ενδοκυττάρωση της Dextran-TexasRed στα 

κύτταρα HUVEC, και προκαλεί την πτύχωση της μεμβράνης και την αναδιοργάνωση των ινιδίων της 

ακτίνης.     
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     Τα αποτελέσματα των πειραμάτων σε σειρές ανθρώπινων βλαστικών κυττάρων δείχνουν  ότι η σχέση 

ενδοκυττάρωσης σηματοδότησης είναι διαφορετική, συγκρινόμενη με τα τελικώς διαφοροποιημένα 

κύτταρα. Με ανάλυση μικροσυστοιχιών και qRT-PCR εντοπίστηκαν δύο φωσφατάσες με αρκετά 

διαφορετική έκφραση ανάμεσα στις κυτταρικές σειρές πολυδύναμων, ολιγοδύναμων και 

διαφοροποιημένων κυττάρων. Οι φωσφατάσες αυτές είναι οι MTMR6 και INNP4Β, που θεωρούνται 

απαραίτητες για την ολοκλήρωση της μακροπινοκυττάρωσης.  

Συμπερασματικά, η έρευνά μας προσφέρει νέα δεδομένα στη σχέση ενδοκυττάρωσης-σηματοδότησης 

της Ακτιβίνης Α, αναδεικνύοντας έναν νέο ρόλο της μακροπινοκυττάρωσης. Η προσπάθειά μας να 

διευρύνουμε τα αποτελέσματα σε διαφορετικές κυτταρικές σειρές, βλαστικές και διαφοροποιημένες, 

συνεχίζεται ακόμη. Τα πρώιμα δεδομένα είναι πολύ ενδιαφέροντα, κι έτσι ελπίζουμε ότι θα ρίξουμε 

νέο φως στο πεδίο της Ακτιβίνης Α στο άμεσο μέλλον.  
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ ΣΤΑ ΑΓΓΛΙΚΑ (SUMMARY) 

Activin A receptors interacting proteins and their role in signal transduction 

and biological function. 

Nikoleta Kostopoulou 

TGF-β superfamily members regulate a wide range of biological processes, such as cell proliferation, 

differentiation, maintenance of pluripotency and angiogenesis. Activin A, a cytokine of TGF-β 

superfamily, binds to heterotetrameric complexes of type I and type II Ser/Thr kinase receptors and 

transduce signals through SMAD2 and SMAD3, promoting the transcription of target genes. In order to 

orchestrate diverse biological functions, signaling is tightly regulated, both spatially and temporally. The 

spatial organization and trafficking of ligand-receptor complexes is critical in signal transduction. 

Internalization of cargo proteins is carried out by various endocytic pathways, such as clathrin-

dependent endocytosis, as well as clathrin-independent pathways. Sorting events initiated at early 

endosomes determine the fate of cargo, including signaling propagation, recycling to the plasma 

membrane or degradation.  

     The target of our research was to investigate which endocytic routs internalize the complex of Activin-

Receptors and the impact of trafficking events on Activin A signaling. Finally, since Activin A plays a 

prominent role in biology of human embryonic stem cells (hESCs), where signaling and trafficking events 

of Activin A/receptor complexes are mainly unknown, the current effort is to apply our knowledge to 

hESCs. 

     Our first goal was to test which endocytic routs are utilized from Activin A-receptor complex on 

endothelial cells, and to address the role of known regulators of trafficking on Activin A signaling. We 

found that dynamin dependent routs, such as clathrin and caveolin dependent endocytosis, affect 

Activin A signaling. Knock down of clathrin and caveolin, significantly down regulated the 

phosphorylation of SMAD2/3, but it didn’t change the internalization of ActivinA-Alexa488. It seems that 

the main endocytic route for Activin A is macropinocytosis. ActivinA-Alexa488 colocalises with Detran-

TexasRed and Rabankyrin-5 on large vesicles, with size bigger that 0,2 μm, defined as macropinosomes. 

Knock down of Rabankyrin-5 decreases the phosphorylation of SMAD2/3 and the internalization of 

ligand. The opposite effect caused the overexpression of this protein. These results are in agreement 
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with those performed using know macropinocytosis inhibitors, such as EIPA, Cytochalasin D and 

LY249002. Also, Activin A induces macropinocytosis, since it upregulates Dextran-TexasRed uptake in 

HUVECs, and causes membrane ruffling and actin filaments reorganization.    

     Additionally, we tried to apply our knowledge on stem cell lineages, repeating some key experiments. 

The results show that the regulation of Activin A signaling through endocytosis differs between 

pluripotent, multipotent and differentiated cells. Macropinocytosis is either absent or is not affecting 

Activin A signaling on stem cells. Taking advantage of a microarray analysis performed for our lab, we 

detected two phosphatases with distinct expression levels between the cell lines used, which are absent 

in pluripotent cells. These phosphatases are MTMR6 and INNP4B, and considered to be indispensable 

for the closure of macropinosomes and the completion of this process. We confirmed these results with 

qRT-PCR, which showed that these proteins are expressed in multipotent (MSCs) and differentiated cells 

(HEFs, HUVECs).  

     Taking together our research provides new data regarding signaling and endocytosis events of Activin 

A-receptor complex, emerging a new role for macropinocytosis. The effort to expand our research on 

cells lines, with different state of differentiation, is still in progress. Precocious data are very interesting, 

so we hope to shed more light on Activin A research, in the immediate future. 
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 

Α 

ALK: Activin-like kinase 
ActR: Activin Receptor 
ATF2: Activating Transcription Factor 2 
APPL: Adaptor protein containing PH domain, PTB domain and Leucine zipper motif 
 
B 

BMP: Bone Morphogenetic Proteins 
BSA: Bovine Sserum Albumin 
BAMBI: BMP and Activin Membrane-Bound Inhibitor 
Bcl-2: B-cell lymphoma 2 
 
C 

CCP: Clathrin-Coated Pit 
CCV: Clathrin-Coated Vesicle 
CDE: Clathrin-Dependent Endocytosis 
CIE: Clathrin-Independent Endocytosis 
CLIC: Clathrin and Dynamin Independent carriers 
CDKs: Cyclin Dependent kinases 
CBP: CREB binding protein 
Co-IP: Co-immunoprecipitation 
 
D 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
Dpp: Decapentaplegic protein 
 
E 

ECGS: Endothelial cell growth supplement 
EEA1: Early Endosome Antigen-1 
EGF: Epidermal Growth Factor 

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor 
ENDOFIN: Endosome-associated FYVE-domain protein 
Eps15: EGFR-pathway substrate 15 
ERC: Endocytic Recycling Compartment  
EMT: Endothelial to Mesenchymal Transition 
ERKs: Extracellular signal-Regulated Kinases 
EHD4: EH-Domain Containing 4 
ESCRT: Endosomal Sorting Complex Required for Transport 
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F 

FCS: Fetal Calf Serum 
FYVE: Fab1, YOTB, Vac1, EEA1 
FSH: Follicle-stimulating Hormone 
G 

GDF: Growth and Differentiation Factor 
GAP: GTPase Activating Proteins 
GEF: Guanine nucleotide Exchange Factors 
GEEC: Glycosyl phosphatidylinositol-anchored protein enriched Early Endosomal Compartments 
GPI: Glycosyl Phosphatidylinositol 
GS region: Glysine Serine region 
GSK3: Glycogen Synthase Kinase 3 
 
H 

ΗΕΚ: Ηuman Embryonic Kidney 
HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cells 
hSCs: human Stem Cells 
hiPSCs: human induced Pluripotent Stem Cells 
HIF: Hypoxia Inducible Factor 
 
I 

IB: Immuno-Blot 
ILV: Intra-Luminal Vesicles 
IL: Interleukin 
IP: Immuno-Precipitation 
INPP4: Inositol Polyphosphate 4-Phosphatase 
IR: Insulin Receptor 
 
J 
JNKs: c-Jun N-terminal kinases 

K 
L 

LDL: Low density lipoprotein 
LDLR: Low density lipoprotein receptor 
LPS: Lipopolysaccharide 
LAP: Latency-Associated Peptide 
 
M 

MSCs: Mesenchymal Stem Cells 
MH1/2 domain: Mad Homology 1/2 domain 
MAPK: Mitοgen-activated protein kinases 
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MVB: Multivesicular body 
MTMRs: Myotubularin Related Proteins 
MIS: Mullerian Inhibiting Substance 
MMPs: Metalloproteinases 
 
P 

PBS: Phosphate buffer saline 
PBS: Predicted biological score 
PH domain: Pleckstrin-homology domain 
PI3K: phosphatidilinositol 3-kinase 
PKC: Protein Kinase C 
PARP-1: Poly(ADP-Ribose)Polymerase-1 
 
Q 

qRT-PCR: quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 
 

R 

Rab: Ras-associated binding 
RTK: Receptor tyrosine kinase 
Rb: Retinoblastoma protein 
 
S 

SARA: SMAD anchor for receptor activation 
SBD: SMAD binding domain 
SBE: SMAD Binding Element 
SNAREs: Soluble N-ethylmaleide-sensitive factor attachment protein receptors 
SNXs: Sorting nexins 
SV40: Simian virus 40 
 
T 

TGF-β: Transforming Growth Factor β 
TβR: Transforming growth factor β Receptor 
TNF: Tumor Necrosis Factor 
TGN: Trans-Golgi Network 
 

V 

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 
VEGFR: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
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