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1. ΔΗΑΓΧΓΖ 

 

1.1. Δλδνζήιην θαη αγγεηαθή ιεηηνπξγία 

Σμ εκδμεήθζμ απμηεθεί ιζα ιμκμζημζαάδα εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ, δ μπμία 

επεκδφεζ υθμ ημ ηοηθμθμνζηυ ζφζηδια, απμηεθχκηαξ έκα θναβιυ ακάιεζα ζημκ 

αββεζαηυ πχνμ ηαζ ημοξ οπμηείιεκμοξ ζζημφξ. Σα εκδμεδθζαηά ηφηηανα ακήημοκ 

ζηδκ ηαηδβμνία ηςκ επζεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ηαζ πνμένπμκηαζ απυ ηδ 

δζαθμνμπμίδζδ πνυδνμιςκ αζιμπμζδηζηχκ ηοηηάνςκ, ηςκ αζιαββεζμαθαζηχκ1,2. Ζ 

παναηηδνζζηζηή πυθςζδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ πςνίγεζ ηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ημοξ ιειανάκδ ζε ηνεζξ δζαηνζηέξ πενζμπέξ: ηδκ ημνοθαία, δ 

μπμία ανίζηεηαζ πνμξ ημκ αοθυ ηςκ αββείςκ, ηδ ααζζηή, δ μπμία ανίζηεηαζ πνμξ 

ημοξ ζζημφξ ηαζ ηδ ααζεμπθεονζηή, ιε ηδκ μπμία ζπδιαηίγμοκ ζοκδέζεζξ ιε 

βεζημκζηά ηφηηανα, ιζα μνβάκςζδ δ μπμία ελοπδνεηεί ηδκ ζδζαίηενδ θεζημονβία ηςκ 

ηοηηάνςκ αοηχκ 3,4. Ζ δμιζηή ηαζ θεζημονβζηή αηεναζυηδηα ηςκ εκδμεδθζαηχκ 

ηοηηάνςκ απμηεθεί ακαβηαία πνμτπυεεζδ βζα ηδ δζαηήνδζδ ημο αββεζαημφ 

ημζπχιαημξ ηαζ ηδξ μιαθήξ ηοηθμθμνζηήξ θεζημονβίαξ. Ωζηυζμ, οπυ ηδκ πανμοζία 

ηαηάθθδθςκ παναβυκηςκ, ηα εκδμεδθζαηά ηφηηανα εκενβμπμζμφκηαζ, ιεηααάθθμοκ 

ημ ζοκεεηζηυ ημοξ πνυβναιια ηαζ μδδβμφκηαζ ζε ιζα κέα ηαηάζηαζδ δ μπμία είκαζ 

πνμ-ενμιαςηζηή, πνμ-πμθθαπθαζζαζηζηή ηαζ αββεζμζοζηαθηζηή, πνμηεζιέκμο κα 

επζηνέρμοκ ηδκ ακάπηολδ θαζκμιέκςκ υπςξ δ ενυιαςζδ, δ θθεβιμκή ηαζ δ 

αββεζμβέκεζδ 1. 

1.1.1. Οκαιή ξνή ηνπ αίκαηνο θαη ζξνκβνξύζκηζε 

Τπυ θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ, ημ εκδμεήθζμ δζαδναιαηίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ 

ζηδκ μιαθή αββεζαηή θεζημονβία, πανέπμκηαξ ιζα ακηί-ενμιαςηζηή επζθάκεζα 

απαναίηδηδ βζα ηδ νμή ημο αίιαημξ ηαζ επζηνέπμκηαξ ηδκ επζθεηηζηή ιεηαθμνά 

ιμνίςκ ηαζ αζιμπμζδηζηχκ ηοηηάνςκ ιεηαλφ ημο αββεζαημφ αοθμφ ηαζ ηςκ 

οπμηείιεκςκ ζζηχκ. Ζ ακηζ-ενμιαςηζηή δνάζδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ 

μθείθεηαζ ηυζμ ζηδκ έηηνζζδ ζζπονχκ ακηζ-ενμιαςηζηχκ παναβυκηςκ, υπςξ δ 

ενμιαμιμκημοθίκδ, δ πνμζηαηοηθίκδ ηαζ ημ ιμκμλείδζμ ημο αγχημο υζμ ηαζ ζημ 

έκγοιμ CD39, έκακ ζζπονυ εκενβμπμζδηή ηςκ αζιμπεηαθίςκ 5. Όηακ υιςξ 

εκενβμπμζδεμφκ απυ πνμ-ενμιαςηζημφξ πανάβμκηεξ, ηα εκδμεδθζαηά ηφηηανα 

εηηνίκμοκ ιυνζα, υπςξ δ θζιπνμκεηηίκδ, δ ενμιαμζπμκηίκδ ηαζ μ πανάβμκηαξ 
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von-Willebrand, ηα μπμία πνμάβμοκ ημ ζπδιαηζζιυ ενυιαμο. οκεπχξ, ακάθμβα 

ιε ηζξ ζοκεήηεξ, ηα εκδμεδθζαηά ηφηηανα ειθακίγμοκ ακηζ-ενμιαςηζηή ή πνμ-

ενμιαςηζηή δνάζδ. Δλαζηίαξ ηδξ δζηηήξ αοηήξ θεζημονβίαξ ημοξ, ηα εκδμεδθζαηά 

ηφηηανα θένμοκ ενμιαμνοειζζηζηή ζηακυηδηα6. 

1.1.2. Αγγεηαθή δηαπεξαηόηεηα θαη θιεγκνλή 

Καηά ηδ θθεβιμκή, ημ εκδμεήθζμ παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζημκ έθεβπμ ηδξ 

ηοηθμθμνίαξ ηςκ θεοημηοηηάνςκ απυ ημκ αββεζαηυ πχνμ πνμξ ηζξ ελςαββεζαηέξ 

θθεβιμκχδδξ εζηίεξ. Ο ιδπακζζιυξ ηαηά ημκ μπμίμ πναβιαημπμζείηαζ δ 

ιεηακάζηεοζδ ηςκ θεοημηοηηάνςκ ηαζ μ νυθμξ ηςκ ιμνίςκ πνμζηυθθδζδξ, υπςξ 

μζ ζεθεηηίκεξ, μζ ζκηεβηνίκεξ ηαζ δ μζημβέκεζα ηςκ ακμζμζθαζνζκχκ έπεζ ιεθεηδεεί 

δζελμδζηά. ε βεκζηέξ βναιιέξ, μ ιδπακζζιυξ αοηυξ πενζθαιαάκεζ ανπζηά ηδ 

δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ηζξ ζεθεηηίκεξ ηοπαία ηαζ αζεεκή πνμζηυθθδζδ ηςκ 

θεοημηοηηάνςκ ζηδκ επζθάκεζα ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ, ηδκ ζζπονή 

πνμζηυθθδζδ ιέζς εκενβμπμίδζδξ ηςκ θεοημηοηηανζηχκ ζκηεβηνζκχκ ηαζ ηέθμξ, 

ηδκ ελαββείςζδ ηςκ θεοημηοηηάνςκ ιέζς ηςκ εκδμεδθζαηχκ ζοκδέζεςκ ηαζ ηδκ 

πνμζηυθθδζή ημοξ ζηα ζοζηαηζηά ημο ελςηοηηανζημφ ζηνχιαημξ 7-10 (εζηυκα 1.1). 

Δηθόλα 1.1 : πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηςκ δζαδμπζηχκ αδιάηςκ ηαηά ηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ 

εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ηαζ ιεηακάζηεοζδ ηςκ θεοημηοηηάνςκ ζηδ θθεβιμκή. 
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1.1.3. Γεκηνπξγία ησλ αγγείσλ-αγγεηνγέλεζε 

Ζ δδιζμονβία ηςκ αββείςκ πναβιαημπμζείηαζ ιέζς δφμ δζαηνζηχκ 

δζενβαζζχκ, ηδξ ειανοζηήξ αββεζμβέκεζδξ (vasculogenesis), δ μπμία θαιαάκεζ 

πχνα ηαηά ηδκ ειανοζηή, de novo δζαθμνμπμίδζδ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ 

ιεζμδενιζηήξ πνμέθεοζδξ, υπμο μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ ημο πνςημβεκμφξ 

αββεζαημφ ηαζ θειθζημφ πθέβιαημξ ηαζ ηδξ αββεζμβέκεζδξ (angiogenesis), ηαηά ηδκ 

μπμία κέα αββεία δδιζμονβμφκηαζ είηε ιέζς εηαθάζηδζδξ, είηε ιέζς δζαπςνζζιμφ 

πνμτπανπυκηςκ ιδηνζηχκ αββείςκ. Τπυ ηδκ πανμοζία ηαηάθθδθςκ ζδιάηςκ απυ 

ημ πενζαάθθμκ ημοξ, ηα εκδμεδθζαηά ηφηηανα πμθθαπθαζζάγμκηαζ, εηθνάγμοκ ακηζ-

απμπηςηζηά ιυνζα πνμάβμκηαξ ηδκ επζαίςζή ημοξ, ιεηααάθθμοκ ηζξ ημπζηέξ 

ζοκδέζεζξ, ακαδζμνβακχκμοκ ημκ ηοηηανμζηεθεηυ ημοξ, ιεηακαζηεφμοκ ηαζ ηεθζηά 

δζαθμνμπμζμφκηαζ δδιζμονβχκηαξ κέα αββεία (εζηυκα 1.2). ημοξ εκήθζηεξ, δ 

αββεζμβέκεζδ είκαζ απαναίηδηδ βζα ημκ ακαπαναβςβζηυ ηφηθμ ηςκ εδθοηχκ ηαζ βζα 

ηδκ επζζηεοή, ακαδζμνβάκςζδ ηαζ ακαβέκκδζδ ηςκ αββείςκ, υπςξ ζηδκ 

πενίπηςζδ ηδξ επμφθςζδξ ηςκ ηναοιάηςκ, εκχ ειπθέηεηαζ ζε πθήεμξ 

παεμθμβζηχκ ηαηαζηάζεςκ, υπςξ δ αεδνμζηθήνςζδ, δ νεηζκμπάεεζα, δ 

νεοιαημεζδήξ ανενίηζδα, δ ρςνίαζδ, μζ κεονμδζααζααζηζηέξ αζεέκεζεξ ηαζ δ 

ακάπηολδ ημο ηανηίκμο 10-12.  

 

 

 

Εικόνα 1.2 : πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηςκ δζαδμπζηχκ βεβμκυηςκ ηαηά ηδ δζαδζηαζία ηδξ 

αββεζμβέκεζδξ. Σα εκδμεδθζαηά ηφηηανα ανπζηά εκενβμπμζμφκηαζ απυ αββεζμβεκεηζημφξ πανάβμκηεξ 

πμο απεθεοεενχκμκηαζ απυ ημοξ οπμηείιεκμοξ ζζημφξ. ημ ζδιείμ εκενβμπμίδζδξ, ημ ελςηοηηανζηυ 

ζηνχια ακαδζμνβακχκεηαζ ηαζ ηα αββεία απμζηαεενμπμζμφκηαζ. Σα εκδμεδθζαηά ηφηηανα 

εηαθαζηάκμοκ ηαζ ιεηακαζηεφμοκ, πμθθαπθαζζάγμκηαζ, ζπδιαηίγμκηαζ πνχζια, ακχνζια αββεία ηα 

μπμία ζηδ ζοκέπεζα εκχκμκηαζ ιε πνμτπάνπμκηα αββεία ηαζ δ δμιή ημοξ ζηαεενμπμζείηαζ ιε ηδκ 

οπμζηήνζλδ πενζηοηηάνςκ. 
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1.2. Ο αγγεηαθόο ελδνζειηαθόο απμεηηθόο παξάγνληαο (Vascular Endothelial 

Growth Factor, VEGF) 

Ακάιεζα ζημοξ πανάβμκηεξ πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδ νφειζζδ ηδξ αββεζαηήξ 

θεζημονβίαξ, μ αββεζαηυξ εκδμεδθζαηυξ αολδηζηυξ πανάβμκηαξ VEGF δζαδναιαηίγεζ 

ηαεμνζζηζηυ νυθμ. Ο VEGF απμηεθεί ηφνζμ νοειζζηή βζα ηδκ ακάπηολδ ημο 

αββεζαημφ ηαζ θειθζημφ ζοζηήιαημξ ηαηά ηδκ ειανομβέκεζδ, ηδ δζαηήνδζδ ηδξ 

αββεζαηήξ μιμζυζηαζδξ ηαζ ηδ δδιζμονβία κέςκ αββείςκ ζημοξ εκήθζηεξ 13. Δπίζδξ, 

παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ δζαπεναηυηδηα ηςκ αββείςκ. ηδ δνάζδ ημο αοηή 

μθείθεζ ηαζ ημ πνμδβμφιεκμ υκμια ημο VPF (Vascular Permeability Factor) 14. 

Καηά ζοκέπεζα, δ έηθναζδ, δ έηηνζζδ ηαζ δ δναζηζηυηδηά ημο VEGF πνέπεζ κα 

εθέβπεηαζ ζε πςνμπνμκζηυ ηαζ πμζμηζηυ επίπεδμ βζα κα απμθεοπεεί δ αββεζαηή 

δοζθεζημονβία. Ζ ιεηάααζδ απυ ηδ θοζζμθμβζηή, εθδζοπαζιέκδ ηαηάζηαζδ ηςκ 

αββείςκ πνμξ ηδκ αββεζμβέκεζδ επάβεηαζ ιέζς ηδξ απεθεοεένςζδξ ημο VEGF, 

ηονίςξ απυ εκδμεδθζαηά ηαζ αζιμπμζδηζηά ηφηηανα ηαζ ηφηηανα ημο ζηνχιαημξ. Σα 

ηφηηανα αοηά, εηηνίκμοκ ημκ VEGF ιεηά απυ εκενβμπμίδζδ απυ έκα εφνμξ 

ηοημηζκχκ (ζκηενθεοηίκεξ IL-1α, IL-1α, IL-6 ηαζ TNF-α) ηαζ αολδηζηχκ παναβυκηςκ 

(PDGF, TGF-α ηαζ α, FGF-4, KGF/FGF-7, EGF ηαζ IGF-1) ηαζ ιεηά απυ 

ηαηαζηάζεζξ οπμλίαξ, μζ μπμίεξ επάβμοκ ιζα βνήβμνδ ηαζ μλεία αφλδζδ ζηα 

επίπεδα ημο mRNA ημο VEGF 15,16. 

Ζ εηδήθςζδ ηδξ αζμθμβζηήξ δνάζδξ ημο VEGF είκαζ απυθοηα ζοκδεδειέκδ 

ιε ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο VEGF οπμδμπέα, ημο μπμίμο δ έηθναζδ είκαζ ζπεδυκ 

απμηθεζζηζηή ζηα εκδμεδθζαηά ηαζ πνμβμκζηά εκδμεδθζαηά ηφηηανα (EPCs, 

Endothelial Progenitor Cells). Καηά ζοκέπεζα, ζε ζπέζδ ιε άθθμοξ αολδηζημφξ 

πανάβμκηεξ, δ δναζηζηυηδηα ημο VEGF πενζμνίγεηαζ ζηα ηφηηανα αοηά. Μέζς ηδξ 

ζφκδεζδξ ζημκ οπμδμπέα ημο, μ VEGF εκενβμπμζεί δζαηνζηά ζδιαημδμηζηά 

ιμκμπάηζα, πνμάβμκηαξ ηδκ επζαίςζδ, ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδ ιεηακάζηεοζδ 

ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ. Σα αήιαηα αοηά είκαζ απαναίηδηα βζα ηδκ έκανλδ ηαζ 

πνμχεδζδ ηδξ αββεζμβέκκεζδξ. Πανάθθδθα, μ VEGF θένεζ πθήεμξ πνμ-

αββεζμβεκεηζηχκ δναζηζημηήηςκ. Δπάβεζ ηδκ έηθναζδ ιεηαθθμπνςηεσκαζχκ, μζ 

μπμίεξ επζηνέπμοκ ηδκ απμζφκδεζδ απυ ημ ελςηοηηάνζμ ζηνχια ηαζ ηδ 

ιεηακάζηεοζδ ηςκ ηοηηάνςκ, αολάκεζ ηδκ αββεζαηή δζαπεναηυηδηα ιέζς 

απεθεοεένςζδξ ημο ιμκμλεζδίμο ημο αγχημο ηαζ πνμάβεζ ηδκ επζαίςζδ ηςκ 

πνμβμκζηχκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ 13,17. 

Ζ ζδιαζία ηδξ αζμθμβζηήξ δνάζδξ ημο VEGF ζηδ θεζημονβία ημο εκδμεδθίμο 

ακαδεζηκφεηαζ απυ ημ βεβμκυξ υηζ απμηεθεί ηαεμνζζηζηυ πανάβμκηα ζηδκ ελέθζλδ 
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πμθθχκ αζεεκεζχκ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ιδ θοζζμθμβζηή αββεζμβέκεζδ, αολδιέκδ 

αββεζαηή δζαπεναηυηδηα ηαζ πνυκζα θθεβιμκή, υπςξ μζ νεηζκμπάεεζεξ ηαζ μ 

ηανηίκμξ. Ο νυθμξ ημο VEGF ζηδκ ελέθζλδ ηαζ πνμχεδζδ ημο ηανηίκμο θαίκεηαζ 

κα είκαζ πνςηαβςκζζηζηυξ ηαζ δ οπενέηθναζή ημο έπεζ ακαβκςνζζηεί ζηδκ 

πθεζμρδθία ηςκ υβηςκ. Ζ επαβυιεκδ απυ ηα ηανηζκζηά ηφηηανα έηθναζδ ημο 

VEGF αθεκυξ μδδβεί ζε αολδιέκδ νμή ημο αίιαημξ, αββεζαηή δζαπεναηυηδηα ηαζ 

αββεζμβέκεζδ, αθεηένμο πνμάβεζ ηδ ιεηακάζηεοζδ ηαζ δζείζδοζδ ηςκ ηανηζκζηχκ 

ηοηηάνςκ ηαζ επάβεζ ηδκ έθεοζδ πνχζιςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ, ηα μπμία 

αμδεμφκ ηδ ιεηάζηαζδ ζε κέεξ εζηίεξ 18,19, 20. 

 

1.3. Ο ππνδνρέαο 2 ηνπ αγγεηαθνύ ελδνζειηαθνύ απμεηηθνύ παξάγνληα 

(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2, VEGFR2) 

Ο VEGFR2 απμηεθεί ιέθμξ ηδξ 

οπενμζημβέκεζαξ ηςκ οπμδμπέςκ ιε 

δναζηζηυηδηα ηζκάζδξ ηονμζίκδξ (type ΗΗΗ 

RTKs) ηαζ επάβεζ ζπεδυκ υθεξ ηζξ 

ελανηχιεκεξ απυ ημκ VEGF απμηνίζεζξ ηςκ 

εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ. Γμιζηά, μ 

VEGFR2 θένεζ έκα ελςηοηηανζηυ ηιήια 

ιήημοξ πενίπμο 750 αιζκμλζηχκ 

ηαηαθμίπςκ, ημ μπμίμ είκαζ μνβακςιέκμ ζε 

επηά πενζμπέξ υιμζεξ ιε αοηέξ ηςκ 

ακμζμζθαζνζκχκ (Ig-like folds). Σμ 

ελςηοηηανζηυ ηιήια δζαδέπεηαζ απυ έκα 

δζαιειανακζηυ ηιήια ηαζ έπμκηαζ ιζα ιζηνή 

πενζμπή ιειανακζηήξ ζφκδεζδξ, ιζα 

πενζμπή ιε δναζηζηυηδηα ηζκάζδξ 

ηονμζίκδξ, δ μπμία δζαπςνίγεηαζ απυ έκα 

ηιήια ιήημοξ 70 αιζκμλζηχκ ηαηαθμίπςκ 

ηαζ ηέθμξ, ιζα ηαναμλοηεθζηή μονά 21 (εζηυκα 

1.3). Ο VEGFR2 ζοκηίεεηαζ ςξ ιία πνςηεΐκδ 

ηςκ 150 kD δ μπμία οθίζηαηαζ βνήβμνδ 

βθοημγοθίςζδ μδδβχκηαξ ζε ιζα εκδζάιεζδ, 

ακχνζιδ θεζημονβζηά πνςηεσκζηή ιμνθή  Δηθόλα 1.3 : Γμιή ημο VEGFR2 
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ιμνζαημφ αάνμοξ 200 kD. Πενεηαίνς πνμζεήηδ ζαηπάνςκ αολάκεζ ημ ιμνζαηυ 

αάνμξ ημο VEGFR2 ζηα 230 kD ηαζ δ ιμνθή αοηή απμηεθεί ημκ χνζιμ, θεζημονβζηυ 

οπμδμπέα μ μπμίμξ εκημπίγεηαζ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ 22. Ζ 

βθοημγοθίςζδ πναβιαημπμζείηαζ ιυκμ ζηδκ ελςηοηηανζηή πενζμπή ημο VEGFR2 

ηαζ επζηνέπεζ ηδ ζηαεενμπμίδζδ ημο οπμδμπέα ζηδ ιειανάκδ ηαζ ηδ ζφκδεζδ ημο 

VEGF δ μπμία πναβιαημπμζείηαζ ιεηαλφ ηδξ δεφηενδξ ηαζ ηνίηδξ Ig πενζμπήξ 23. Ζ 

έηθναζδ ημο VEGFR2 επάβεηαζ απυ δζάθμνμοξ αολδηζημφξ πανάβμκηεξ 

ζοιπενζθαιαακμιέκμο ηαζ ημο VEGF. Ζ εκενβμπμίδζδ ημο οπμδμπέα απυ ημκ 

VEGF νοειίγεζ εεηζηά ηδ βμκζδζαηή έηθναζδ ημο VEGFR2 ηαζ αολάκεζ ηα 

εκδμηοηηανζηά επίπεδα ημο οπμδμπέα. Δπζπθέμκ, ακηίζημζπα ιε ηδκ επαβςβή ηδξ 

έηθναζδξ ημο VEGF, δ οπμλία απμηεθεί ζδιακηζηυ πανάβμκηα βζα ηδκ έηθναζδ 

ημο VΔGFR2. Δπίζδξ, μζ δζα-ηοηηανζηέξ ζοκδέζεζξ ηαζ μζ ζοκδέζεζξ ηςκ ηοηηάνςκ 

ιε ηδκ ελςηοηηανζηή ιήηνα επδνεάγμοκ ζδιακηζηά ηδκ έηθναζδ ημο οπμδμπέα, 

ιζαξ ηαζ ηα επίπεδα έηθναζδξ ημο VEGFR2 δζαθένμοκ ακάθμβα ιε ηδκ ποηκυηδηα 

ηαζ ηζξ ζοκεήηεξ ηαθθζένβεζαξ ηαζ ακάπηολδξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ 24, 25. 

Ζ εκενβμπμίδζδ ημο VEGFR2 επάβεηαζ ιέζς ηδξ ζφκδεζδξ ημο VEGF δ 

μπμία μδδβεί ζημ δζιενζζιυ ημο οπμδμπέα ιέζς δμιζηχκ αθθαβχκ ζηδκ πενζμπή 

ζφκδεζδξ. Αημθμφεςξ, μ δζιενζζιυξ επάβεζ δμιζηέξ αθθαβέξ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ 

πενζμπήξ ιε δναζηζηυηδηα ηζκάζδξ ηονμζίκδξ ιέζς ακαδζμνβάκςζδξ ηδξ 

δζαιειανακζηήξ ηαζ εκδμηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο οπμδμπέα. Οζ δμιζηέξ αοηέξ 

αθθαβέξ μδδβμφκ ζε δζαδμπζηή θςζθμνοθίςζδ ηςκ ηαηαθμίπςκ ηονμζίκδξ, 

δδιζμονβχκηαξ εέζεζξ ζφκδεζδξ βζα πνςηεΐκεξ πμο πενζέπμοκ SH πενζμπέξ (Src 

homology domain) ηαζ πενζμπέξ ζφκδεζδξ θςζθμηονμζίκδξ (phosphotyrosine 

binding domain, PTB). Οζ πνςηεΐκεξ αοηέξ ιε ηδ ζεζνά ημοξ οπυηεζκηαζ ζε 

αοημθςζθμνοθίςζδ, μδδβχκηαξ ηεθζηά ζηδκ εκενβμπμίδζδ πθήεμοξ 

ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ. Μεηαθθάλεζξ ηςκ πενζμπχκ θςζθμνοθίςζδξ ηαζ ηςκ 

οπυθμζπςκ δμιζηχκ πενζμπχκ, έπμοκ ζακ απμηέθεζια ηδ ιεηααμθή ηδξ 

δναζηζηυηδηαξ ημο οπμδμπέα ηαζ ηδξ ζφκδεζδξ ηαζ εκενβμπμίδζδξ ηςκ ηαεμδζηχκ 

ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ, μζ μπμίεξ ςξ επί ημ πθείζημκ μδδβμφκ ζε ηανηζκζημφξ 

παναηηήνεξ. Σμ βεβμκυξ αοηυ ακαδεζηκφεζ ηδ ζδιαζία ηδξ δμιζηήξ ηαζ θεζημονβζηήξ 

αηεναζυηδηαξ ηςκ πενζμπχκ αοηχκ 21,25,26. 
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1.4. H ζεκαηνδόηεζε ηνπ VEGFR2 

Οζ πμθθαπθέξ ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ πμο εθέβπμκηαζ απυ ημκ VEGFR2 

πναβιαημπμζμφκηαζ ιέζς εκενβμπμίδζδξ ημοθάπζζημκ ηνζχκ δζαηνζηχκ 

ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ: ημ ιμκμπάηζ ηςκ ηζκαζχκ ηδξ 

θςζθαηίδοθμζκμζζηυθδξ (PI3Κ) ηαζ άθθα ζενίκδξ/ενεμκίκδξ (Akt), ημ ιμκμπάηζ ηδξ 

εκενβμπμζδιέκδξ απυ ιζημβυκμ πνςηεσκζηήξ ηζκάζδξ (MAPK) ηαζ ημ ιμκμπάηζ ηδξ 

θςζθμθζπάζδξ C-β (PLCβ) ηαζ πνςηεσκζηήξ ηζκάζδξ C (PKC), (εζηυκα 1.4).  

Πανά ημ βεβμκυξ υηζ δ εκενβμπμίδζδ ημο οπμδμπέα δδιζμονβεί εέζεζξ 

ζφκδεζδξ βζα ιυνζα πμο πενζέπμοκ SH πενζμπέξ, θίβα είκαζ αοηά πμο 

αθθδθεπζδνμφκ άιεζα ιε ημκ VEGFR2. H PLCβ ζοκδέεηαζ απεοεείαξ ζηδ 

θςζθμνοθζςιέκδ ηονμζίκδ 1175 (pTyr1175) ηαζ επάβεζ, ιέζς ηδξ PKC, ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ημο ζδιαημδμηζημφ ηαηαννάηηδ ηςκ MAPK ηαζ ηδξ νοειζγυιεκδξ 

απυ ελςηοηηανζηυ ζήια ηζκάζδξ 1/2 (ERK1/2 ή p42/p44 MAPK), εκενβμπμζχκηαξ 

ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ (ιμκμπάηζ Raf-MEK1/2-

ERK1/2). Ζ PLCβ εκενβμπμζεί ηδκ PKC ιε ηδκ παναβςβή δζάηοθμβθοηενυθδξ ηαζ 

αολάκμκηαξ ηα εκδμηοηηανζηά επίπεδα ημο αζαεζηίμο. Δηηυξ απυ ηδκ PLCβ, δ 

εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2 θαίκεηαζ κα επάβεηαζ ηαζ ιέζς ημο ηθαζζημφ 

ζδιαημδμηζημφ ιμκμπαηζμφ Ras-Raf-MEK1/2-ERK1/2 ηαεμδζηά ημο VEGFR2. Ζ 

εκενβμπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ Skc ηαζ Shc απυ ημκ VEGFR2, επάβμοκ ηδ 

ζφκδεζδ ηδξ Grb2 ζημκ πανάβμκηα ακηαθθαβήξ κμοηθεμηζδίςκ SOS, μ μπμίμξ ιε 

ηδ ζεζνά ημο εκενβμπμζεί ηδκ Ras, επάβμκηαξ ημκ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ. 

Ζ ζφκδεζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Shb ζηδκ pTyr1175 επάβεζ ηδκ ηοηηανζηή 

επζαίςζδ ηαζ ιεηακάζηεοζδ ιέζς εκενβμπμίδζδξ ηδξ PI3Κ. Ζ εκενβμπμίδζδ ηδξ 

PI3Κ επάβεζ ηαεμδζηά ηζξ ηζκάζεξ Akt/PKB, μζ μπμίεξ πνμάβμοκ ηδκ ηοηηανζηή 

επζαίςζδ ιέζς ηδξ έηθναζδξ ακηί-απμπηςηζηχκ πνςηεσκχκ, υπςξ μζ Bcl-2 ηαζ 

Α1, μζ μπμίεξ ακαζηέθθμοκ ηζξ ηαζπάζεξ ηαζ εκενβμπμζμφκ ηδκ έηθναζδ 

ακαζημθέςκ ηςκ πνμ-ηαζπαζχκ. Δπίζδξ, δ εκενβμπμίδζδ ηςκ Akt/PKB ηαζ ηδξ 

PKC επάβεζ ηδ ζφκεεζδ ημο ιμκμλεζδίμο ημο αγχημο (NO) ιέζς απεοεείαξ 

θςθζθμνοθίςζδξ ηαζ εκενβμπμίδζδξ ηδξ εκδμεδθζαηήξ ζοκεάζδξ ημο 

ιμκμλεζδίμο ημο αγχημο (eNOS). Ζ παναβςβή ΝΟ αολάκεζ ηδκ αββεζαηή 

δζαπεναηυηδηα ηαζ θαίκεηαζ κα ζοιιεηέπεζ ζηδκ ηοηηανζηή ιεηακάζηεοζδ 

νοειίγμκηαξ ημκ ζπδιαηζζιυ ηςκ ηοηηανζηχκ ζοκδέζεςκ ηαηά ηδκ ηίκδζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ηαζ ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ ηζκάζδξ ημπζηήξ πνμζηυθθδζδξ (Focal 

Adhesion Kinase, FAK) ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ. Ζ FAK εκενβμπμζείηαζ ιέζς 

θςζθμνοθίςζδξ απυ ηδκ ηαναμλοηεθζηή μονά ημο VEGFR2 ηαζ ιέζς ημο 
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Δηθόλα 1.4 : Σα ηφνζα ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα πμο επάβεζ δ εκενβμπμίδζδ ημο VEGFR2 απυ ημκ 

VEGF. 

οπμζηνχιαηυξ ηδξ, ηδξ παλζθίκδξ (paxilin), ζοιιεηέπεζ ζηδ νφειζζδ ηςκ ημπζηχκ 

ζοκδέζεςκ ηαηά ηδκ ηοηηανζηή ιεηακάζηεοζδ. 

Δηηυξ απυ ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ PI3K ηαζ ηδξ FAK, ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ 

ιεηακάζηεοζδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ δζαδναιαηίγμοκ ηα ζδιαημδμηζηά 

ιυνζα TSAd ηαζ CDC42, ηα μπμία εκενβμπμζμφκηαζ ιεηά απυ θςζθμνοθίςζδ ημο 

VEGFR2 ζηζξ εέζεζξ Tyr951 ηαζ Tyr1214, ακηίζημζπα. Δπίζδξ, δ επαβυιεκδ απυ 

ημκ VEGF δδιζμονβία ζοιπθυημο ιε ηδκ ηζκάζδ Src οπμδεζηκφεζ ηδκ πζεακή 

εκενβμπμίδζδ ηδξ Src απυ ηδκ ΣSAd ηαεμδζηά ημο VEGFR2 ηαζ ηαη’ επέηηαζδ, 

ηδκ αφλδζδ ηδξ αββεζαηήξ δζαπεναηυηδηαξ ιέζς εκενβμπμίδζδξ ηδξ eNOS. ε υηζ 

αθμνά ηδκ πνςηεΐκδ CDC42, δ εκενβμπμίδζή ηδξ μδδβεί ζηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ 

p38 MAPK δ μπμία εκ’ ζοκεπεία εκενβμπμζεί ηδκ MAPKAPK2/3. Ζ εκενβμπμίδζδ 

ηδξ MAPKAPK2/3 μδδβεί ζηδκ ακαδζμνβάκςζδ ημο ηοηηανμζηεθεημφ ιέζς 

θςζθμνοθίςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ εενιζημφ ζμη 27 (HSP27), ιζαξ ζοκμδμφ 

πνςηεΐκδξ δ μπμία εθέβπεζ εεηζηά ημκ επαβυιεκμ απυ ημκ VEGF πμθοιενζζιυ ημο 

ηοηηανμζηεθεημφ ηδξ αηηίκδξ ηαζ ηδ ιεηακάζηεοζδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ 

25,27,28. 
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1.5. Γηακεξηζκαηνπνίεζε θαη ξύζκηζε ηεο ζεκαηνδόηεζεο 

Ζ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ απμηεθεί ιζα αοζηδνά εθεβπυιεκδ δζαδζηαζία 

ιέζς ηδξ μπμίαξ ηα ηφηηανα ακηαπμηνίκμκηαζ ζηα ελςηοηηανζηά ιδκφιαηα πμο 

δέπμκηαζ απυ ημ ιζηνμπενζαάθθμκ ημοξ. Οζ οπμδμπείξ μζ μπμίμζ εκημπίγμκηαζ ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ θεζημονβμφκ ςξ εζδζημί ακζπκεοηέξ ηαζ 

δζαιεζμθααδηέξ ηςκ ιδκοιάηςκ απυ ημκ ελςηοηηανζηυ πχνμ ιέζα ζημ ηφηηανμ 

ιέζς ηδξ εκενβμπμίδζδξ δζαηνζηχκ ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ ηα μπμία 

επάβμοκ αθθαβέξ ζηδ θεζημονβία ηςκ ηοηηάνςκ. Γζα πμθθά πνυκζα, εεςνμφκηακ 

πςξ δ εκενβμπμίδζδ ηςκ οπμδμπέςκ ηαζ δ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ ζοιααίκεζ 

ακελάνηδηα απυ ηδ εέζδ ημο οπμδμπέα ζηδ ιειανακζηή δζπθμζημζαάδα. Ζ 

πεπμίεδζδ αοηή ζηδνίγμκηακ ζηδκ οπυεεζδ υηζ δ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ 

απμηεθεί έκα δοζδζάζηαημ ‘νεοζηυ ιςζασηυ’ ιε παθανή δμιή ηαζ ορδθυ νοειυ 

δζάποζδξ, έκα ιμκηέθμ ζημ μπμίμ υθεξ μζ πνςηεΐκεξ ηδξ ιειανάκδξ εεςνμφκηακ 

μιμζυιμνθα ηαηακειδιέκεξ ιέζα ζε ιζα ‘εάθαζζα θζπζδίςκ’. Καηά ζοκέπεζα, 

ζφιθςκα ιε ημ ιμκηέθμ αοηυ, δ αηνζαήξ εέζδ ιζαξ πνςηεΐκδξ ζηδ ιειανάκδ δεκ 

έπεζ ζδζαίηενδ ζδιαζία δζυηζ ζε μπμζαδήπμηε εέζδ δ ζφζηαζδ ημο 

ιζηνμπενζαάθθμκηυξ ηδξ παναιέκεζ ίδζα. Ωζηυζμ, δ πεπμίεδζδ αοηή άνπζζε κα 

αθθάγεζ ιε ηδ ζηαδζαηή ακαηάθορδ ιειανακζηχκ πενζμπχκ ιε ζοβηεηνζιέκδ δμιή, 

ζφζηαζδ ηαζ θεζημονβία, απμηαθφπημκηαξ ηδκ εηενμβέκεζα ηαζ ηδκ πμθοπθμηυηδηα 

ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ. Μέζς ηδξ μνβάκςζήξ ηδξ δ ιειανάκδ 

επζηνέπεζ ηδ δζαιενζζιαημπμίδζδ ηςκ οπμδμπέςκ ηαζ ηδ νφειζζδ ηδξ 

ζδιαημδυηδζδξ είηε ιέζς ηδξ βεζηκίαζδξ ηςκ οπμδμπέςκ ιε ηα ηαεμδζηά 

ζδιαημδμηζηά ιυνζα, επάβμκηαξ εζδζηέξ πνςηεσκζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ, είηε 

δδιζμονβχκηαξ έκα θοζζηυ θναβιυ ιεηαλφ ιειανακζηχκ ηαζ ηοηηανμπθαζιαηζηχκ 

πνςηεσκχκ μ μπμίμξ ακαζηέθθεζ ηδκ εθεφεενδ δζάποζδ ηςκ ιμνίςκ ηαζ επζηνέπεζ 

ηδ πςνμηαλζηή νφειζζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ.  

Δλαζηίαξ ημο βεβμκυημξ υηζ δ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ 

ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ πνςημβεκή πενζμπή ιέζς ηδξ μπμίαξ ημ ηφηηανμ επζημζκςκεί 

ιε ημκ ελςηοηηανζηυ πχνμ, δ μνβάκςζή ηδξ οθίζηαηαζ αοζηδνή νφειζζδ. Ζ 

αθθαβή ηδξ ηαηακμιήξ ηαζ ηδξ ζφζηαζδξ ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ θζπζδίςκ, μζ μπμίεξ 

πναβιαημπμζμφκηαζ ιέζς δοκαιζηχκ βεβμκυηςκ απμημπήξ ηαζ ζφκηδλδξ 

ηοζηζδίςκ απυ ηαζ πνμξ ηδ ιειανάκδ, απμηεθεί έκα απυ ημοξ ηφνζμοξ 
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ιδπακζζιμφξ εθέβπμο ηδξ επζημζκςκίαξ ημο ηοηηάνμο ιε ημ πενζαάθθμκ ημο ηαζ ηδκ 

αηνζαή απυηνζζδ ζηα ελςηοηηανζηά ιδκφιαηα. Ο υνμξ εκδμηοηηάνςζδ πενζβνάθεζ 

ηδ de novo δδιζμονβία εκδμηοηηανζηχκ ιειανακχκ απυ ηδκ θζπζδζηή δζπθμζηζαάδα 

ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ, ιζα δζαδζηαζία ιέζς ηδξ μπμίαξ μζ οπμδμπείξ 

εζζένπμκηαζ ιέζα ζημ ηφηηανμ. Ζ εκδμηοηηάνςζδ ιπμνεί κα εεςνδεεί ςξ δ 

ιμνθμθμβζηά ακηίεεηδ δζαδζηαζία ηδξ ελςηοηηάνςζδξ ηαηά ηδκ μπμία 

πναβιαημπμζείηαζ ζφκηδλδ ηςκ εζςηενζηχκ ιειανακχκ ιε ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή 

ιειανάκδ πνμηεζιέκμο κα απεθεοεενςεμφκ εκδμηοηηανζηά ζοζηαηζηά ζημκ 

ελςηοηηανζηυ πχνμ ηαεχξ ηαζ κα ηνμθμδμηδεεί δ ιειανάκδ ιε κέα θζπίδζα ηαζ 

πνςηεΐκεξ. Πθέμκ, είκαζ βκςζηυ υηζ δ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ δεκ πενζμνίγεηαζ ιυκμ 

ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ. Μέζς ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ μζ οπμδμπείξ 

μδδβμφκηαζ ζε ζοβηεηνζιέκα εκδμηοηηανζηέξ δμιέξ, ηα εκδμζχιαηα, ζηα μπμία 

παναιέκμοκ εκενβμί ηαζ αθθδθεπζδνμφκ ιε ηαεμδζηά ζδιαημδμηζηά ιυνζα. 

Ακάθμβα ιε ηδ εέζδ ημοξ ζηδ ιειανάκδ μζ εκενβμπμζδιέκμζ οπμδμπείξ εα 

αημθμοεήζμοκ ηαζ έκα δζαθμνεηζηυ ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ ιέζς ημο μπμίμο 

εα μδδβδεμφκ ζηα πνχζια εκδμζχιαηα, έκα ηνίζζιμ εκδμηοηηανζηυ ζηαειυ απυ 

υπμο ηαζ εα ηαεμνζζηεί δ ‘ηφπδ’ ημοξ. Απυ εδχ, είηε εα ακαηοηθςεμφκ ζηδ 

ιειανάκδ βζα έκα κέμ ηφηθμ εκενβμπμίδζδξ, είηε εα μδδβδεμφκ ζηα υρζια 

εκδμζχιαηα ηαζ ηεθζηά ζηα θοζμζχιαηα πνμξ απμζημδυιδζδ ηαζ παφζδ ηδξ 

ζδιαημδυηδζδξ. Δίκαζ ζαθέξ υηζ δ εκδμηοηηανζηή δζαηίκδζδ ηςκ οπμδμπέςκ 

απμηεθεί ακαπυζπαζημ ημιιάηζ ηδξ νφειζζδξ ηδξ ηοηηανζηήξ ζδιαημδυηδζδξ. 

Ωζηυζμ, ημ ζδιείμ εζζυδμο απυ ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ είκαζ αοηυ πμο 

εα ηαεμνίζεζ ηδκ εκδμηοηηανζηή πμνεία ημο οπμδμπέα ηαζ ζοκεπχξ απμηεθεί ημ 

πνχημ ζηαειυ εθέβπμο ηδξ έκηαζδξ, ηδξ δζάνηεζαξ ηαζ ηδξ ελεζδίηεοζδξ ηδξ 

ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ. 

1.5.1. Μνλνπάηηα ελδνθπηηάξσζεο 

Απυ ηα ιέπνζ ζήιενα βκςζηά ιμκμπάηζα εκδμηοηηάνςζδξ, ημ ιμκμπάηζ 

εκδμηοηηάνςζδξ ελανηχιεκμ απυ ηθαενίκδ απμηεθεί έκα απυ ηα πζμ ηαθά 

ιεθεηδιέκα ιμκμπάηζα εζζυδμο ηςκ οπμδμπέςκ ζημ ηφηηανμ. Κεκηνζηυ 

ιμνθμθμβζηυ παναηηδνζζηζηυ αοημφ ημο ιμκμπαηζμφ απμηεθεί δ παναηηδνζζηζηή 

μνβάκςζδ ηδξ ηθαενίκδξ (clathrin) δ μπμία ιε ηδ ιμνθή ηνζζηεθίςκ δδιζμονβεί ιζα 

πμθοβςκζηή δμιή πμο επζηνέπεζ ημ ζπδιαηζζιυ εβημθπχζεςκ ζηδκ 
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Δηθόλα 1.5 : πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ πμο εθέβπεηαζ απυ ηδκ πνςηεΐκδ 

ηθαενίκδ . 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ (clathrin-coated pits) ζπήιαημξ φρζθμκ (U). Ζ 

απμημπή ηςκ εβημθπχζεςκ ηθαενίκδξ μδδβεί ζημκ ζπδιαηζζιυ δζαηνζηχκ 

πνςημβεκχκ εκδμηοηηανζηχκ ηοζηζδίςκ (clathrin-coated vesicles) ηα μπμία εκ 

ζοκεπεία, ιεηά απυ ηδκ απμιάηνοκζδ ηδξ ηθαενίκδξ, ζοκηήημκηαζ ιε ημ πνχζιμ 

εκδυζςια (εζηυκα 1.5). Ζ θεζημονβία ηδξ εθεβπυιεκδξ απυ ηθαενίκδ 

εκδμηοηηάνςζδξ ελανηάηαζ ηυζμ απυ ηδκ ίδζα ηδκ ηθαενίκδ υζμ ηαζ απυ ηδκ 

πανμοζία πνμζανιμζηζηχκ πνςηεσκχκ (adaptor proteins, AP) ηαζ πνςηεσκζηχκ 

ζοιπθυηςκ πμο ζοκδέμκηαζ απεοεείαξ ζηδκ ηθαενίκδ. Μέζς αοηήξ ηδξ ζφκδεζήξ 

δζαιεζμθααείηαζ δ αθθδθεπίδναζδ ηςκ ζοιπθυηςκ ιε ημ πνςηεσκζηυ θμνηίμ ηδξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ πμο εκημπίγεηαζ ζηζξ εβημθπχζεζξ ηθαενίκδξ. Ζ 

εκενβμπμίδζδ αοηχκ ηςκ ζοιπθυηςκ πναβιαημπμζείηαζ είηε ιέζς ηδξ 

ακαβκχνζζδξ παναηηδνζζηζηχκ πνςηεσκζηχκ ιμηίαςκ ηςκ οπμδμπέςκ (π.π. ιμηίαα 

ηονμζίκδξ ή θεοηίκδξ), είηε ιέζς απεοεείαξ θςζθμνοθίςζδξ ημοξ απυ ημοξ 

εκενβμπμζδιέκμοξ οπμδμπείξ ηαζ επάβμοκ ηυζμ ηδκ έκανλδ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ 

υζμ ηαζ ηδκ μνβάκςζδ ηδξ ιεηαθμνάξ ηαζ ζφκηδλδξ ηςκ ηοζηζδίςκ ηθαενίκδξ ιε ημ 

πνχζιμ εκδυζςια 29-31. 
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 Δηηυξ απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ 

ηθαενίκδξ ζδζαίηενμ εκδζαθένμκ 

πανμοζζάγμοκ ηα lipid rafts, πενζμπέξ ηδξ 

ιειανάκδξ μζ μπμίεξ είκαζ πθμφζζεξ ζε 

πμθδζηενυθδ ηαζ ζθζββμθζπίδζα. Ζ ζδζαίηενδ 

ζφζηαζδ ηςκ πενζμπχκ αοηχκ ηζξ ηαεζζηά 

πενζζζυηενμ ζηαεενέξ ηαζ θζβυηενμ 

νεοζηέξ ζε ζπέζδ ιε ηδκ οπυθμζπδ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ 32,33. 

Πανά ημ βεβμκυξ υηζ δ εεςνία ηςκ 

lipid rafts έπεζ αιθζζαδηδεεί απυ 

δζάθμνεξ ενβαζίεξ 34,35, δ ζοκεπήξ 

ιεθέηδ ηςκ ενεοκδηχκ βζα ηδ 

δζενεφκδζδ ημο νυθμο ημοξ ζε 

πμθοάνζειεξ ηοηηανζηέξ 

θεζημονβίεξ οπμδδθχκεζ ηδ 

ζδιαζία ηςκ πενζμπχκ αοηχκ. 

Πθέμκ, είκαζ λεηάεανμ υηζ ηα lipid 

rafts δζαδναιαηίγμοκ ζδζαίηενμ νυθμ, θεζημονβχκηαξ ςξ πθαηθυνιεξ ηοηηανζηήξ 

ζδιαημδυηδζδξ. ηα εδθαζηζηά, οπάνπμοκ δζάθμνεξ ηάλεζξ ηέημζςκ θζπζδζηά 

μνβακςιέκςκ πενζμπχκ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ εη ηςκ μπμίςκ, απυ 

άθθεξ απμοζζάγμοκ 34,35 δμιζηά πνςηεσκζηά ζοζηαηζηά εκχ άθθεξ ιπμνεί κα είκαζ 

ειπθμοηζζιέκεξ ιε ιζα ζοβηεηνζιέκδ πνςηεΐκδ, δ μπμία ιεηααάθθεζ δναζηζηά ηδ 

ιμνθμθμβία ηαζ ηδ θεζημονβία ημοξ. Σμ πνχημ δμιζηυ πνςηεσκζηυ ζοζηαηζηυ, ημ 

μπμίμ ακαβκςνίζηδηε κα ζοζπεηίγεηαζ ιε ηζξ ηοηηανμπθαζιαηζηέξ αοηέξ 

ιζηνμδμιέξ ήηακ δ πνςηεΐκδ ηααεμθίκδ (caveolin). Ζ εκζςιάηςζδ ηδξ ηααεμθίκδξ 

ζημ ιζηνμπενζαάθθμκ ηςκ lipid rafts έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ εβηυθπςζδ ηςκ 

μνβακςιέκςκ αοηχκ πενζμπχκ ηαζ ημκ ζπδιαηζζιυ δζαηνζηχκ ιειανακζηχκ 

ιζηνμδμιχκ ζπήιαημξ ςιέβα (Ω), ηςκ caveolae 31,36, 37 (εζηυκα 1.6). Ακ ηαζ ηα lipid 

rafts έπμοκ αιθζζαδηδεεί θυβς ημο ιζηνμφ ημοξ ιεβέεμοξ πμο ηα ηαεζζηά ιδ 

δζαηνζηά απυ ημ ιζηνμζηυπζμ, ηα caveolae απμηεθμφκ αδζαιθζζαήηδηεξ 

οπμπενζμπέξ ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ 38. ηδκ επζθάκεζα πμο 

μνζμεεημφκ ηα caveolae έπμοκ εκημπζζηεί δζάθμνμζ ηφπμζ οπμδμπέςκ ηαεχξ ηαζ 

Δηθόλα 1.6: Μμνθμθμβία ηςκ caveolae ηαζ δμιζηή 

μνβάκςζδ ηδξ ηααεμθίκδξ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή 

ιειανάκδ. 
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Δηθόλα 1.6 : πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηδξ απμημπήξ εκυξ ηοζηζδίμο ηθαενίκδξ απυ ηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ δ μπμία δζαιεζμθααείηαζ απυ ηδκ πνςηεΐκδ δοκαιίκδ. 

ζδιακηζηά ζδιαημδμηζηά ιυνζα υπςξ μζ ηζκάζεξ Src, πνςηεΐκεξ ηδξ μζημβέκεζαξ 

Ras, δ PKC ηαζ δ eNOS. Θεςνείηαζ υηζ ηα caveolae απμηεθμφκ έκα ηέκηνμ 

δζαιενζζιαημπμίδζδξ ηδξ ηοηηανζηήξ ζδιαημδυηδζδξ, επζηνέπμκηαξ ηδκ επζθεηηζηή 

νφειζζδ ηςκ ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ πμο εθέβπμοκ 39. Ακ ηαζ δ εκδμηοηηάνςζδ 

πνςηεσκχκ ιέζς ηςκ caveolae απμηεθεί ιζα αδζαιθζζαήηδηδ ηοηηανζηή 

δζαδζηαζία, δ ανπζηή εεςνία ηδξ δδιζμονβίαξ λεπςνζζηχκ εκδμζςιάηςκ 

(caveosomes) πμο οπυηεζκηαζ ζε νφειζζδ απυ ηδκ ηααεμθίκδ ανπίγεζ κα 

εβηαηαθείπεηαζ 40. Πθέμκ, εεςνείηαζ πςξ δ απμημπή ηςκ εβημθπχζεςκ ηςκ 

caveolae απυ ηδ ιειανάκδ μδδβεί ζε βνήβμνδ απμδέζιεοζδ ηδξ ηααεμθίκδξ ηαζ 

ζημκ ζπδιαηζζιυ εκδμηοηηανζηχκ ηοζηζδίςκ ηα μπμία ζοκηήημκηαζ ιε ημ πνχζιμ 

εκδυζςια. 

Πανυηζ μζ πενζμπέξ μνβάκςζδξ ηθαενίκδξ ηαζ ηααεμθίκδξ δζαθένμοκ δμιζηά 

ηαζ θεζημονβζηά, δ απμημπή ηςκ εβημθπχζεςκ ηαζ ζοκεπχξ δ εκδμηοηηάνςζδ 

ηςκ πνςηεσκχκ πμο εκημπίγμκηαζ ζε αοηέξ ηζξ πενζμπέξ εθέβπεηαζ απυ ηδκ 

πνςηεΐκδ δοκαιίκδ (dynamin). Ζ ζφκδεζδ ηαζ μ πμθοιενζζιυξ ηςκ ιμκμιενχκ 

ηδξ δοκαιίκδξ ζημ ζδιείμ ζφκδεζδξ ηςκ εβημθπχζεςκ ηδξ ηθαενίκδξ ηαζ ηςκ 

caveolae ιε ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ δδιζμονβεί ιία εθζημεζδή δμιή δ 

μπμία ιέζς ηδξ δέζιεοζδξ ηαζ οδνυθοζήξ ηνζθςζθμνζηήξ βμοακμζίκδξ (GTP) 

πνμάβεζ ηδκ ζφζθζλδ ηαζ ηδκ απμημπή ηςκ εβημθπχζεςκ ηαζ ημκ ζπδιαηζζιυ ηςκ 

πνςημβεκχκ εκδμηοηηανζηχκ ηοζηζδίςκ 41,42 (εζηυκα 1.7 ).  
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  Δηθόλα 1.7 : πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ       
,,ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ.  

Ακαζημθή ηδξ δνάζδξ ηδξ δοκαιίκδξ ιέζς ηεπκζηχκ απμζζχπδζδξ, 

οπενέηθναζδξ ιεηαθθαβιέκςκ ιμνθχκ ηδξ ηαζ ιέζς πνήζδξ εζδζηχκ πδιζηχκ 

ακαζημθέςκ μδδβεί ζε δναιαηζηή ιείςζδ ηςκ ηοζηζδίςκ ηθαενίκδξ, ζηδκ 

ακαηαηακμιή ηςκ ΑP πνςηεσκχκ απυ ημ ηοηηανυπθαζια ζηδ ιειανάκδ ηαζ ζηδκ 

αφλδζδ ηςκ εβημθπχζεςκ ηθαενίκδξ ηαζ ηςκ caveolae 31. Σέθμξ, μ νυθμξ ηδξ 

δοκαιίκδξ δεκ πενζμνίγεηαζ ιυκμ ζηδ νφειζζδ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ αθθά ηαζ ζημκ 

έθεβπμ ηδξ απμημπήξ ηοζηζδίςκ πμο απυ ηδκ trans πενζμπή ηδξ ζοζηεοήξ Golgi, 

ηα μπμία θένμοκ κέμ-ζοκηζεέιεκεξ πνςηεΐκεξ, ηαεχξ ηαζ ζηδκ μνβάκςζδ ημο 

ηοηηανμζηεθεημφ ιέζς απεοεείαξ αθθδθεπίδναζδξ ηδξ δοκαιίκδξ ιε ηα ζκίδζα ηδξ 

αηηίκδξ 43. 

Ζ ημζκή νφειζζδ ηδξ απμημπήξ ηςκ εβημθπχζεςκ ηθαενίκδξ ηαζ ηςκ 

caveolae απυ ηδ δοκαιίκδ επζηνέπεζ ημκ δζαπςνζζιυ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζε δφμ 

ιεβάθεξ ηαηδβμνίεξ βεβμκυηςκ εζςηενίηεοζδξ απυ ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή 

ιειανάκδ: ζηδκ ελανηχιεκδ ηαζ ακελάνηδηδ απυ ηδ δοκαιίκδ εκδμηοηηάνςζδ. Μζα 

βεκζηή ηαηδβμνζμπμίδζδ ηδξ ακελάνηδηδξ απυ δοκαιίκδ εκδμηοηηάνςζδξ απμηεθεί 

δ δζαδζηαζία εζςηενίηεοζδξ ζημ ηφηηανμ ιεβάθςκ υβηςκ ελςηοηηανζηχκ οθζηχκ 

(fluid phase endocytosis). Ο ηφπμξ αοηυξ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ δεκ παναηηδνίγεηαζ 

απυ ηάπμζα δμιζηή πνςηεΐκδ αθθά εθέβπεηαζ ηονίςξ απυ ηδκ ακαδζμνβάκςζδ ημο 

ηοηηανμζηεθεημφ πμο πθαζζζχκεζ ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ. ηδκ 

ηαηδβμνία αοηή ακήημοκ δ ιζηνμ- ηαζ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδ 44, 45, 46. Ακ ηαζ 

πνυζθαηεξ ιεθέηεξ οπμδεζηκφμοκ ηδ ζοιιεημπή ηδξ δοκαιίκδξ ζε βεβμκυηα 

ιζηνμπζκμηοηηάνςζδξ, δ μπμία απμηεθεί ιζα ιδ εθεβπυιεκδ ηαζ ζοκεπή δζαδζηαζία 

εκδμηοηηάνςζδξ, δ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδ 

είκαζ ακελάνηδηδ ηδξ δοκαιίκδξ ηαζ έπεζ 

δεζπεεί υηζ επάβεηαζ ιεηά απυ 

εκενβμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ απυ 

αολδηζημφξ πανάβμκηεξ 47, 48. Ζ έκανλδ 

ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ ηαεμνίγεζ ιζα 

ζεζνά βεβμκυηςκ ηοιαηζζιχκ, ιεβάθςκ 

εβημθπχζεςκ ηαζ πνμεηαμθχκ ηδξ 

ιειανάκδξ μζ μπμίεξ ζοκηήημκηαζ ηαζ 

εκδμηοηηανχκμκηαζ δδιζμονβχκηαξ 

εοιεβέεδ εκδμηοηηανζηά ηοζηίδζα, ηα 

ιαηνμπζκμζχιαηα (εζηυκα 1.7).   
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Δηθόλα 1.8 : πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ημο ζοκυθμο ηςκ εκαθθαηηζηχκ ιμκμπαηζχκ 

εκδμηοηηάνςζδξ. 

Δλαζηίαξ ηδξ απμοζίαξ ηάπμζμο παναηηδνζζηζημφ δμιζημφ ζοζηαηζημφ, δ 

ακαβκχνζζδ ηςκ ιαηνμπζκμζςιάηςκ επζηοβπάκεηαζ ιε ηδ πνήζδ ιεβαθμιμνζαηχκ 

δεζηηχκ (υπςξ HRP ή δεληνάκδ) μζ μπμίμζ θυβς ιεβέεμοξ εζζένπμκηαζ ζημ ηφηηανμ 

ζπεδυκ ηαηά απμηθεζζηζηυηδηα απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ. Ακ 

ηαζ δ εκδμηοηηανζηή δζαηίκδζδ ηςκ ιαηνμπζκμζςιάηςκ ειθακίγεζ εηενμβέκεζα ζηα 

δζάθμνα ηοηηανζηά ζοζηήιαηα πμο έπεζ ιεθεηδεεί, ςζηυζμ, δ ακίπκεοζδ ηφνζςκ 

νοειζζηζηχκ πνςηεσκχκ ηςκ πνχζιςκ ηαζ υρζιςκ εκδμζςιάηςκ ηαζ δ 

παναηήνδζδ βεβμκυηςκ ακαηφηθδζδξ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ 

οπμδεζηκφμοκ πςξ ηα ιαηνμπζκμζχιαηα οθίζηακηαζ πανυιμζα νφειζζδ ηδξ 

ηοηθμθμνίαξ ημοξ ιε ηα οπυθμζπα ηοζηίδζα ιειανακζηήξ πνμέθεοζδξ 49, 50 . 

 

1.5.2. Δλδνθπηηαξηθή θπθινθνξία 

Πανά ημ πθήεμξ ηαζ ηδκ εηενμβέκεζα ηςκ ιμκμπαηζχκ εκδμηοηηάνςζδξ 

(εζηυκα 1.8), ημ πνχζιμ εκδυζςια απμηεθεί έκα ημζκυ ζδιείμ εθέβπμο ηδξ 

εκδμηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ ηςκ οπμδμπέςκ ηαζ ακηζπνμζςπεφεζ ημ πνχημ 
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εκδμηοηηανζηυ δζαιένζζια ημ μπμίμ δέπεηαζ πνςηεσκζηυ θμνηίμ απυ ηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ. Απμηεθεί ιζα δοκαιζηή δμιή δ μπμία ιμνθμθμβζηά 

παναηηδνίγεηαζ απυ πενζμπέξ ιε εηηεηαιέκδ ζςθδκμεζδή ιμνθμθμβία, ιεβάθα 

ηοζηίδζα ηαζ οπμπενζμπέξ ιε εηηεκείξ ιειανακζηέξ εβημθπχζεζξ μζ μπμίεξ 

απμδίδμοκ έκα πμθοηοζηζδζαηυ θαζκυηοπμ. Αοηέξ μζ ιμνθμθμβζηά δζαηνζηέξ 

πενζμπέξ έπμοκ ζδζαίηενδ θεζημονβζηή ζδιαζία ηαεχξ απμηεθμφκ ζδιεία δζαθμβήξ 

ηαζ δζαιενζζιαημπμίδζδξ ηςκ πνςηεσκχκ απυ υπμο ηαεμνίγεηαζ δ ιεηέπεζηα 

πμνεία ημοξ ζημ ηφηηανμ 51,52. Ζ ζηυπεοζδ ηςκ πνςηεσκχκ ζηζξ δζάθμνεξ πενζμπέξ 

ημο πνχζιμο εκδμζχιαημξ δεκ απμηεθεί απθά ιζα δζαδζηαζία ιεηαθμνάξ αθθά 

παναηηδνίγεηαζ ςξ ιζα δζαδζηαζία ηοζηζδζηήξ ςνίιακζδξ δ μπμία εθέβπεηαζ απυ 

έκα ζφκμθμ ηνίζζιςκ εκδμζςιαηζηχκ νοειζζηζηχκ ιμνίςκ, ηςκ πνςηεσκχκ Rab 
53,54. Οζ Rabs απμηεθμφκ ιζηνέξ πνςηεΐκεξ ιε ζηακυηδηα ζφκδεζδξ GTP/GDP μζ 

μπμίεξ ιεηαηοθφμοκ ζοκεπχξ ιεηαλφ ιζαξ εκενβμφξ (ζφκδεζδ GTP) ηαζ 

ακεκενβμφξ (ζφκδεζδ GDP) ηαηάζηαζδξ. ηδκ εκενβή ημοξ ηαηάζηαζδ 

εκημπίγμκηαζ ζε εκδμηοηηανζηέξ ιειανάκεξ υπμο, ιέζς ηδξ ζοζηνάηεοζδξ ηαζ 

αθθδθεπίδναζδξ ιε ιυνζα-ηεθεζηέξ (effectors), εθέβπμοκ ηδκ εκδμηοηηανζηή 

ηοηθμθμνία ηςκ εκδμζςιάηςκ 55.  

Απυ ημ ζφκμθμ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ πνςηεσκχκ Rab, δ Rab5 απμηεθεί ημκ 

ηφνζμ νοειζζηή ημο πνχζιμο εκδμζχιαημξ ηαεχξ εθέβπεζ ηδ ζφκηδλδ ηςκ 

ιειανακζηχκ ηοζηζδίςκ, ηδκ μνβάκςζδ ηδξ θζπζδζηήξ ηαζ πνςηεσκζηήξ ζφζηαζδξ, 

ηαεχξ ηαζ ηδ ιεηαθμνά ηαζ ηδ ζφκηδλδ ηςκ πνχζιςκ εκδμζςιάηςκ 56. Ζ 

θεζημονβία ηδξ Rab5 ελανηάηαζ απυ ηδκ πανμοζία ιμνίςκ- ηεθεζηχκ υπςξ δ 

ΔΔΑ1, δ μπμία είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ μιμηοπζηή ζφκηδλδ ηςκ εκδμζςιάηςκ 57, 

ή δ Rabankyrin-5, δ μπμία ειπθέηεηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ 

ηοηθμθμνίαξ ηςκ ιαηνμπζκμζςιάηςκ58. Δηηυξ απυ ηδ Rab5, μζ Rab4/Rab11 

απμηεθμφκ επίζδξ ηφνζεξ πνςηεΐκεξ ημο πνχζιμο εκδμζχιαημξ. Δκχ δ Rab5 

μνβακχκεζ ηδκ είζμδμ ηςκ πνςηεσκχκ ζημ πνχζιμ εκδυζςια, δ Rab4 (ηαπεία 

ακαηφηθδζδ) ηαζ Rab11 (ανβή ακαηφηθδζδ) εθέβπμοκ ηδκ ηαηακμιή ημο 

πνςηεσκζημφ θμνηίμο ηςκ εκδμζςιάηςκ ζηζξ πενζμπέξ ακαηφηθδζδξ ηαζ νοειίγμοκ 

ηδκ έλμδμ ηαζ επζζηνμθή ηςκ πνςηεσκχκ αοηχκ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή 

ιειανάκδ. Ακηίεεηα, δ πνμμδεοηζηή απμιάηνοκζδ ηδξ Rab5 απυ ηζξ πενζμπέξ ιε 

πμθοηζζηζδζηή ιμνθμθμβία ημο πνχζιμο εκδμζχιαημξ ηαζ δ εκζςιάηςζδ ηδξ 

Rab7 μδδβεί ζηδ ζηαδζαηή δδιζμονβία ημο υρζιμο εκδμζχιαημξ ηαζ ηδ ιεηάααζδ 

ηςκ πνςηεσκχκ πνμξ απμζημδυιδζδ ιέζς ζφκηδλδξ ημο υρζιμο εκδμζχιαημξ ιε 

ηα θοζμζχιαηα 56,59 (εζηυκα 1.9). 
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Δηθόλα 1.9 : πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ ιέζς ηδξ δζαδζηαζίαξ 
ςνίιακζδξ ηςκ εκδμζςιάηςκ. 

 

1.5.3 Δλδνθπηηάξσζε θαη ζεκαηνδόηεζε 

Καηά ηδκ εκδμηοηηανζηή ηοηθμθμνία ημοξ μζ οπμδμπείξ ιπμνεί κα 

απμδεζιεφζμοκ ημκ ζοκδέηδ ημοξ, κα απμθςζθμνοθζςεμφκ ηαζ κα ζδιακεμφκ 

ςξ πνςηεΐκεξ πνμξ απμζημδυιδζδ, βεβμκυηα ηα μπμία εθέβπμοκ ανκδηζηά ηδ 

ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ. Πανάθθδθα, ηα βεβμκυηα ακαηφηθδζδξ ηαζ 

απμζημδυιδζδξ απμηεθμφκ έκα ιδπακζζιυ εθέβπμο ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ 

ηαζ ηδξ δζαεεζζιυηδηαξ ηςκ οπμδμπέςκ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ηαζ 

ηαη’ επέηηαζδ, ηαεμνίγμοκ ημ δοκαιζηυ απυηνζζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζηα 

ελςηοηηανζηά ενεείζιαηα. Ωζηυζμ, μ νυθμξ ηςκ εκδμζςιάηςκ ζηδ ιεηαβςβή ημο 

ζήιαημξ δεκ πενζμνίγεηαζ απθά ζε έκα ιδπακζζιυ νφειζζδξ ηδξ δζαηίκδζδξ ηςκ 

οπμδμπέςκ. Καηά ακηζζημζπία ιε ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ, ηα 

εκδμζχιαηα απμηεθμφκ επίζδξ έκα ηέκηνμ δζαιενζζιαημπμίδζδξ, μνβάκςζδξ ηαζ 

εθέβπμο ηδξ ηοηηανζηήξ ζδιαημδυηδζδξ. Ο εκαθθαηηζηυξ εκημπζζιυξ ηςκ 

οπμδμπέςκ ζημοξ δζαθμνεηζημφξ ηφπμοξ εκδμζςιάηςκ ηαεμνίγεζ ηδκ ελεζδίηεοζδ 

ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ηαεχξ επζηνέπεζ ηδκ εζδζηή αθθδθεπίδναζδ ηςκ οπμδμπέςκ 

ιε ζδιαημδμηζηά ιυνζα ηα μπμία εκημπίγμκηαζ ζε αοηά ηα εκδμζχιαηα. Δπίζδξ, μ 

πνυκμξ παναιμκήξ ηςκ οπμδμπέςκ ζηα εκδμζχιαηα ηαεμνίγεζ ηδ δζάνηεζα ηδξ 
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Δηθόλα 1.10 : (A) Γναθζηή απεζηυκζζδ ημο ζδιαημδμηζημφ ηαηαννάηηδ ηδξ ERK1/2 ηαζ ηςκ 
οπμδμπέςκ TrkA ηαζ EGFR ζηδ ιειανάκδ ημο πνχζιμο εκδμζχιαημξ. (Β) πδιαηζηή 
ακαπανάζηαζδ ηδξ ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ ημο οπμδμπέα TrkA ζηα κεονζηά ηφηηανα. Ζ ιεηαβςβή 
ημο ζήιαημξ θαιαάκεζ πχνα ζε υθμ ημ ηφηηανμ ιέζς ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο TrkA απυ ηδκ 
ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ηαζ ηδκ εκδμηοηηανζηή ηοηθμθμνία ημο οπμδμπέα ηαηά ιήημξ ηςκ 
κεονζηχκ αλυκςκ, δζαιέζμο ηςκ εκδμζςιάηςκ. 

ζδιαημδυηδζδξ ηαεχξ εθέβπεζ ηυζμ ηδκ εκενβυηδηα ηςκ οπμδμπέςκ υζμ ηαζ ηδ 

δζάνηεζα ηδξ αθθδθεπίδναζήξ ημοξ ιε ηα εκδμζςιαηζηά ζδιαημδμηζηά ιυνζα 
40,52,60,61. Υαναηηδνζζηζηυ πανάδεζβια ηδξ ζδιαζία ηδξ εκδμηοηηανζηήξ 

ζδιαημδυηδζδξ ζηδκ ηοηηανζηή θεζημονβία απμηεθεί δ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ ημο 

οπμδμπέα ημο κεονζημφ αολδηζημφ πανάβμκηα TrKA ζηα κεονζηά ηφηηανα. Μεηά 

ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο ζηδ ιειανάκδ, μ TrKA εζζένπεηαζ ζηα εκδμζχιαηα υπμο 

αθθδθεπζδνά ιε ηφνζα ηαεμδζηά ζδιαημδμηζηά ιυνζα ηςκ ERK1/2 ηαζ PI3K/Akt 

ιμκμπαηζχκ ζδιαημδυηδζδξ, επζηνέπμκηαξ έηζζ ηδκ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ απυ 

ηζξ κεονζηέξ απμθήλεζξ, μζ μπμίεξ ιπμνεί κα θηάκμοκ έςξ ηαζ έκα ιέηνμ ζε ιήημξ, 

ιέπνζ ημ ηφνζμ ζχια ηςκ κεονχκςκ. Ακηίζημζπα, ζηδκ πενίπηςζδ ημο οπμδμπέα 

ημο επζδενιζημφ αολδηζημφ πανάβμκηα EGFR έπεζ απμδεζπεεί υηζ ζπεδυκ υθμξ μ 

ζδιαημδμηζηυξ ιδπακζζιυξ ημο ιμκμπαηζμφ ERK1/2 εκημπίγεηαζ ζημ πνχζιμ 

εκδυζςια 62 (εζηυκα 1.10 ). 
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1.5.4 εκαηνδόηεζε θαη ελδνθπηηάξσζε  

Δίκαζ λεηάεανμ υηζ δ εκδμηοηηανζηή ηοηθμθμνία ηςκ οπμδμπέςκ ζοιιεηέπεζ 

εκενβά ζηδ νφειζζδ ηδξ ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ. Ωζηυζμ, δ ίδζα δ ζδιαημδυηδζδ 

είκαζ άννδηηα ζοκδεδειέκδ ιε ηδκ εκδμηοηηάνςζδ υπζ ιυκμ βζαηί οθίζηαηαζ 

νφειζζδ απυ αοηή αθθά δζυηζ δ ίδζα εθέβπεζ ηα βεβμκυηα εκδμηοηηάνςζδξ. Σα 

ζδιαημδμηζηά βεβμκυηα εθέβπμοκ ηδ δζαδζηαζία ηδξ πνςηεσκζηήξ ιεηαθμνάξ ηαεχξ 

επζηνέπμοκ ηδκ επζθεηηζηή εκενβμπμίδζδ ακμδζηχκ ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ πμο 

εκημπίγμκηαζ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ηαζ ηα μπμία ιέζς 

εκδμηοηηάνςζδξ ζοκακημφκ ηαεμδζηά ζδιαημδμηζηά ιυνζα ζηα εκδμζχιαηα. 

Μάθζζηα, δ δζαδζηαζία αοηή είκαζ ακελάνηδηδ απυ ηδκ ηοηθμθμνία ηςκ οπμδμπέςκ 

ηαεχξ αθμνά ηδκ εκδμηοηηανζηή δζαηίκδζδ ηςκ ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ 63,64. 

Μεθέηεξ απμζζχπδζδξ ηςκ ηζκαζχκ ημο ακενχπζκμο βμκζδζχιαημξ είκαζ 

απμηαθοπηζηέξ βζα ημ νυθμ ηςκ ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ ζηδ νφειζζδ ηδξ 

εκδμηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ. Απυ ημ ζφκμθμ ηςκ ηζκαζχκ πμο ανέεδηακ κα 

ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ ελανηχιεκδξ ηαζ ακελάνηδηδξ απυ ηδκ ηθαενίκδ 

εκδμηοηηάνςζδξ, 36 απυ αοηέξ εθέβπμοκ απυ ημζκμφ ηα δομ ιμκμπάηζα εκχ 23 

θεζημονβμφκ ςξ ιμνζαημί δζαηυπηεξ μζ μπμίμζ ακαζηέθθμοκ επζθεηηζηά ημ έκα απυ 

ηα δφμ ιμκμπάηζα ηαζ επάβμοκ ηδκ εκδμηοηηάνςζδ απυ ημ άθθμ 65. Δπίζδξ, 

πνςηεσκζηή ακάθοζδ ημο θμνηίμο ηςκ ηοζηζδίςκ ηθαενίκδξ ζε εβηεθαθζηά ηφηηανα 

μδήβδζε ζημκ εκημπζζιυ πενζζζυηενςκ ηςκ 200 πνςηεσκχκ, ιεηαλφ αοηχκ ηαζ 

εκυξ ζοκυθμο ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ, απυ ηζξ μπμίεξ ημοθάπζζημκ 30 είκαζ ημζκέξ 

ιε ηζξ πνςηεΐκεξ ηςκ εκδμζςιάηςκ 66,67 (εζηυκα 1.11). Σα δεδμιέκα αοηά 

οπμδδθχκμοκ αθεκυξ ηδκ πμθοπθμηυηδηα ηδξ ζφκεεζδξ ηςκ ηοζηζδίςκ 

ιεηαθμνάξ, αθεηένμο, οπμδεζηκφμοκ ηδ ιεηάααζδ πθήεμοξ ιμνίςκ ιεηαλφ ηςκ 

ηοηηανζηχκ δζαιενζζιάηςκ. Απυ ηα παναπάκς βίκεηαζ ζαθέξ υηζ δ εκδμηοηηάνςζδ 

ηαζ δ ζδιαημδυηδζδ απμηεθμφκ έκα αθθδθέκδεημ ζφζηδια ηαζ ζοκεπχξ, δ ιεθέηδ 

ημο νυθμο ηδξ δζαιενζζιαημπμίδζδξ ηςκ οπμδμπέςκ ζηδ νφειζζδ ηδξ ιεηαβςβήξ 

ημο ζήιαημξ είκαζ αδφκαηδ εάκ δεκ θδθεεί οπυρδ δ δζαιενζζιαημπμίδζδ ηςκ 

επζιένμοξ ιμνίςκ πμο ειπθέημκηαζ ζημ οπυ ιεθέηδ ζφζηδια 63. 
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Δηθόλα 1.11 : Μμνζαηυ ιμκηέθμ εκυξ ηοπζημφ ζοκαπηζημφ ηοζηζδίμο ζηα εβηεθαθζηά ηφηηανα. (Α) 
Δλςηενζηή απεζηυκζζδ ημο ηοζηζδίμο. (Β) Δζςηενζηή απεζηυκζζδ ημο ηοζηζδίμο (εβηάνζζα ημιή). Σμ 
παναπάκς ιμκηέθμ ααζίγεηαζ ζε οπμθμβζζηζηά ιμκηέθα ηαηακμιήξ πχνμο ηςκ ιαηνμιμνίςκ πμο 
ακζπκεφεδηακ ζηα ηοζηίδζα ιέζς θαζιαημζημπίαξ ιάγαξ. Σμ ιμκηέθμ ηαηαζηεοάζηδηε ζε 
επίπεδμ αημιζηήξ εοηνίκεζαξ. 
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1.6. Γηακεξηζκαηνπνίεζε, ελδνθπηηαξηθή θπθινθνξία θαη ξύζκηζε ηεο 

ζεκαηνδόηεζεο ηνπ VEGFR2 

1.6.1 Δλδνθπηηαξηθή θπθινθνξία ηνπ VEGFR2 

ε ακηίεεζδ ιε άθθμοξ οπμδμπείξ μζ μπμίμζ απμοζία ημο ζοκδέηδ ημοξ 

ηαηακέιμκηαζ ζημ ιεβαθφηενμ πμζμζηυ ημοξ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ, 

απμοζία ημο VEGF, μ VEGFR2 εκημπίγεηαζ ηυζμ ζηδ ιειανάκδ υζμ ηαζ ζηα 

εκδμζχιαηα. Γεδμιέκα ιζηνμζημπίαξ απμηάθορακ υηζ απυ ημ ζφκμθμ ηςκ 

VEGFR2-εεηζηχκ εκδμζςιάηςκ ημ ιεβαθφηενμ πμζμζηυ ημο εκημπίγεηαζ ζηα 

πνχζια εκδμζχιαηα (Rab5/ΔΔΑ1) ηαζ ζηα εκδμζχιαηα ηαπείαξ ακαηφηθδζδξ 

(Rab4) εκχ έκα πμζμζηυ εκημπίγεηαζ ζηδ ζοζηεοή Golgi 68-70. ε ζοκδοαζιυ ιε 

αζμπδιζηά δεδμιέκα, μ εκημπζζιυξ ημο VEGFR2 ζηα εκδμζχιαηα ακαηφηθδζδξ 

απμδεζηκφεζ υηζ μ VEGFR2 δεκ είκαζ ζηαηζηά ηαηακειδιέκμξ ιεηαλφ ηδξ ιειανάκδξ 

ηαζ ηςκ εκδμζςιάηςκ. Τπυ ζοκεήηεξ δνειίαξ, μ οπμδμπέαξ ανίζηεηαζ ζε ιζα 

ηαηάζηαζδ ζοκεπμφξ ακαηφηθδζδξ ιεηαλφ ηςκ δφμ ηοηηανζηχκ δζαιενζζιάηςκ, 

ιζα δοκαιζηή δζαδζηαζία βζα ηδκ μπμία υιςξ ιέπνζ ζήιενα δεκ έπεζ απμδμεεί 

ηάπμζμξ θεζημονβζηυξ νυθμξ 68,71. Ζ επαβυιεκδ απυ ημκ VEGF εκενβμπμίδζδ ηςκ 

εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ μδδβεί ζε δναιαηζηή ακαηαηακμιή ημο VEGFR2 ζημκ 

ηοηηανζηυ πάνηδ ηαεχξ επάβεζ ηδκ ηαπεία εκδμηοηηάνςζδ ημο οπμδμπέα ηαζ ηδκ 

είζμδυ ημο ζηα πνχζια εκδμζχιαηα, ηδ ιεηάααζή ημο ζηα υρζια εκδμζχιαηα 

(Rab5Rab7) ηαζ ηεθζηά, ηδκ απμζημδυιδζδ ημο 68,69,72. 

 ε υηζ αθμνά ηδ εέζδ ημο οπμδμπέα ζηδ ιειανάκδ, ηα ιέπνζ ζήιενα 

πεζναιαηζηά δεδμιέκα οπμδεζηκφμοκ υηζ, απυ ημ ζφκμθμ ηςκ εκαθθαηηζηχκ 

ιμκμπαηζχκ εκδμηοηηάνςζδξ, μ VEGFR2 αημθμοεεί ημ ελανηχιεκμ απυ ηθαενίκδ 

ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ. O εκημπζζιυξ ημο VEGFR2 ζηα ηοζηίδζα ηθαενίκδξ ζε 

ζοκδοαζιυ ιε ηδκ παναηδνμφιεκδ ιείςζδ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο οπμδμπέα 

ιεηά απυ ακαζημθή ηυζμ ηδξ ηθαενίκδξ 73,74 υζμ ηαζ ηφνζςκ πνςηεσκχκ πμο 

ειπθέημκηαζ ζε αοηυ ημ ιμκμπάηζ (Epsin 1/2, AP2, Hrs) 72,75,76 έπμοκ μδδβήζεζ 

ζηδκ πεπμίεδζδ υηζ δ εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 δζαιεζμθααείηαζ ηαηά 

απμηθεζζηζηυηδηα ιέζς ηδξ ηθαενίκδ. ε ζπέζδ ιε ηα οπυθμζπα ιμκμπάηζα 

εκδμηοηηάνςζδξ, έκα ζφκμθμ δεδμιέκςκ οπμδεζηκφμοκ υηζ μ VEGFR2 

ηαηακέιεηαζ επίζδξ ζε πενζμπέξ πμο μνζμεεημφκηαζ απυ ηα caveolae 77-79. Ωζηυζμ, 

μ νυθμξ ηςκ caveolae ζηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 παναιέκεζ άβκςζημξ. 
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1.6.2 Δλδνθπηηαξηθή θπθινθνξία θαη ξύζκηζε ηεο ζεκαηνδόηεζεο θαη 

απνηθνδόκεζεο ηνπ VEGFR2 

ε έκα πνχημ επίπεδμ νφειζζδξ, δ εκδμηοηηανζηή ηοηθμθμνία ηαζ δ 

ηαηακμιή ημο VEGFR2 εθέβπεζ ηδ ζδιαημδυηδζδ ιέζς ηδξ νφειζζδξ ηςκ 

πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ηαζ ηδξ δζαεεζζιυηδηαξ ημο οπμδμπέα ζηδ ιειανάκδ. Ζ 

επαβυιεκδ απυ ημκ VEGF απμζημδυιδζδ ημο VEGFR2 δεκ πναβιαημπμζείηαζ 

ηαηά απμηθεζζηζηυηδηα ζηα θοζμζχιαηα ηαεχξ έπεζ απμδεζπεεί υηζ έκα ιένμξ ημο 

VEGFR2 οθίζηαηαζ απμζημδυιδζδ ζημ πνςηεάζςια 72. Δπίζδξ, δ 

δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ημκ VEGF εκενβμπμίδζδ ημο VEGFR2 επάβεζ ηδκ 

πνςηεμθοηζηή ζπάζδ (shedding) ημο οπμδμπέα ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή 

ιειανάκδ μδδβχκηαξ ζηδκ απεθεοεένςζδ εκυξ εηηνζκυιεκμο ηιήιαημξ ηδξ 

ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο VEGFR2 80. Ζ ζπάζδ ημο VEGFR2 έπεζ απμδεζπεεί 

υηζ επάβεηαζ απυ ιεηαθθμπνςηεσκάζεξ (matrix metalloproteinases, MMPs) ηδξ 

μζημβέκεζαξ ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) 81,82. Οζ MMPs απμηεθμφκ 

εκδμπεπηζδάζεξ μζ μπμίεξ εκημπίγμκηαζ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ υπμο 

ακαβκςνίγμοκ ηαζ πνςηεμθφμοκ έκα εηενμβεκέξ ζφκμθμ οπμζηνςιάηςκ υπςξ 

οπμδμπείξ, ιυνζα πνμζηυθθδζδξ ηαζ ζπεδυκ υθα ηα ζοζηαηζηά ηδξ ελςηοηηανζηήξ 

ιήηναξ 83. Ζ δνάζδ ηςκ ADAMs εθέβπεηαζ απυ ημκ VEGF ηαεχξ, ιέζς ηδξ 

ζδιαημδυηδζήξ ημο, πνμάβεζ εεηζηά ηδ ιεηαβναθή ημοξ ηαζ επάβεζ ηδκ 

εκενβμπμίδζή ημοξ ζηδ ιειανάκδ δ μπμία μδδβεί ζηoκ ηενιαηζζιυ ημο VEGFR2. 

Σέθμξ, δ δνάζδ ημο VEGF δεκ πενζμνίγεηαζ ιυκμ ζηδκ ανκδηζηή νφειζζδ ηςκ 

επζπέδςκ ημο VEGFR2 ηαεχξ επάβεζ ηυζμ ηδκ ακαηφηθδζή ημο οπμδμπέα ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ υζμ ηαζ ηδκ έλμδμ ημο απυ ηδ ζοζηεοή Golgi 

πνμηεζιέκμο κα ακαηνμθμδμηδεεί δ ιειανάκδ ηαζ κα αολδεεί ημ δοκαιζηυ 

απυηνζζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζηα πμθθαπθαζζαζηζηά ζήιαηα ημο VEGF 70,82. 

Όπςξ πνμακαθένεδηε, δ εκενβμπμίδζδ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ δεκ 

απμζημπεί ιυκμ ζημκ έθεβπμ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ηςκ οπμδμπέςκ άθθα 

απμηεθεί έκακ ηνίζζιμ ιδπακζζιυ εθέβπμο ηαζ μνβάκςζδξ ηδξ ηοηηανζηήξ 

ζδιαημδυηδζδξ. Καηά ακηζζημζπία ιε άθθμοξ οπμδμπείξ, δ εκδμηοηηανζηή 

ηοηθμθμνία ημο VEGFR2 θαίκεηαζ κα δζαδναιαηίγεζ ηαεμνζζηζηυ νυθμ ζηδ νφειζζδ 

ηδξ ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ ημο οπμδμπέα. Πνμδβμφιεκεξ ενβαζίεξ απμδεζηκφμοκ 

υηζ μ VEGFR2 παναιέκεζ εκενβμπμζδιέκμξ ζηα εκδμζχιαηα υπμο ηαζ 
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αθθδθεπζδνά ιε ηφνζα ηαεμδζηά ιυνζα υπςξ δ PLCβ, ημ πνχημ ζδιαημδμηζηυ 

ιυνζμ ζημκ ηαηαννάηηδ εκενβμπμίδζδξ ημο ιμκμπαηζμφ ηδξ ERK1/2 73. Ακαζημθή 

ηδξ ιεηάααζδξ ημο VEGFR2 απυ ηα πνχζια ζηα υρζια εκδμζχιαηα ιέζς 

απμζζχπδζδξ ηδξ Rab7 (δ μπμία εθέβπεζ ημ ζπδιαηζζιυ ηςκ υρζιςκ 

εκδμζςιάηςκ) μδδβεί ζε παναηεηαιέκδ εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2 ηαζ ζε ιείςζδ 

ηδξ ιεηακάζηεοζδξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ 69. Σα απμηεθέζιαηα αοηά 

οπμδδθχκμοκ αθεκυξ υηζ δ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ ζοκεπίγεηαζ ζηα εκδμζχιαηα, 

αθεηένμο υηζ οπάνπεζ ελεζδίηεοζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ιεηαλφ ηςκ πθδεοζιχκ ηςκ 

εκδμζςιάηςκ. Τπυ ηδκ πανμοζία ημο VEGF, o VEGFR2 ακαηοηθχκεηαζ ζηδ 

ιειανάκδ ιέζς ηςκ εκδμζςιάηςκ ανβήξ ακαηφηθδζδξ (Rab11) δ μπμία υιςξ 

πνμτπμεέηεζ ηδκ ανπζηή ιεηάααζδ ημο οπμδμπέα απυ ηα πνχζια εκδμζχιαηα ηαζ 

ηα εκδμζχιαηα ηαπείαξ ακαηφηθδζδξ (Rab5Rab4Rab11). Ακηίζημζπα ιε ηδκ 

ακαζημθή ηδξ Rab7, δ ακαζημθή ηδξ ακαηφηθδζδξ ημο VEGFR2 ιέζς ηδξ 

απμζζχπδζδξ ηδξ Rab11 μδδβεί επίζδξ ζε αολδιέκδ εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2. 

ε ζοκδοαζιυ ιε ημ βεβμκυξ υηζ δ ιεηάααζδ ημο VEGFR2 ζηα εκδμζχιαηα 

Rab11 επάβεζ ηδκ απμθςζθμνοθίςζδ ημο οπμδμπέα, εεςνείηαζ υηζ δ ιεηαβςβή 

ημο ζήιαημξ, ημοθάπζζημκ ζηδκ πενίπηςζδ ηδξ ERK1/2, θαιαάκεζ πχνα ζηα 

πνχζια εκδμζχιαηα ηαζ ζηα εκδμζχιαηα ηαπείαξ ακαηφηθδζδξ (Rab5/Rab4) 84,85.  

1.6.3 Ο ξόινο ηεο θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο ζηε ξύζκηζε ηεο 

ζεκαηνδόηεζεο ηνπ VEGFR2 

Δκχ μζ ιεθέηεξ ημο νυθμο ηδξ εκδμηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ μδδβμφκ ζημ 

ζοιπέναζια υηζ μ εκδμζςιαηζηυξ εκημπζζιυξ ημο VEGFR2 επάβεζ εεηζηά ηδ 

ζδιαημδυηδζή ημο, μζ επζιένμοξ ενβαζίεξ πμο αθμνμφκ ηδ ιεθέηδ ημο νυθμο ηδξ 

εέζδξ ημο οπμδμπέα ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ηαεχξ ηαζ ηδξ ζδιαζίαξ 

ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζηδ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ, υπζ ιυκμ δεκ απμζαθδκίγμοκ ημ 

πεδίμ αθθά ένπμκηαζ ζε ακηίθαζδ ιε ηα πνμδβμφιεκα δεδμιέκα, μδδβχκηαξ ζε ιζα 

ζεζνά απυ ακαπάκηδηα ενςηήιαηα. Δκχ δ ακαζημθή ηδξ ελανηχιεκδξ απυ 

ηθαενίκδ εκδμηοηηάνςζδξ ακαζηέθθεζ ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2, μδδβεί 

είηε ζε επαβςβή ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο οπμδμπέα είηε ζε ακαζημθή ή δεκ έπεζ 

ηαιία επίδναζδ ζηδ ζδιαημδυηδζδ ημο VEGFR2 72,73,75,76. Ακηίζημζπα, μζ 

επζιένμοξ ενβαζίεξ πμο εζηζάγμκηαζ ζηδ ιεθέηδ ημο νυθμο ηςκ caveolae ζηδ 

νφειζζδ ηδξ ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ ημο VEGFR2 έπμοκ μδδβήζεζ ζε έκα ζφκμθμ 
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ακηζηνμουιεκςκ απμηεθεζιάηςκ 86-93. Πανυθα αοηά, δ ζοκδοαζηζηή ακαζημθή ηδξ 

εθεβπυιεκδξ απυ ηθαενίκδ εκδμηοηηάνςζδξ ηαζ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ απυ ηα 

caveolae, ιέζς ακαζημθήξ ηδξ δοκαιίκδξ (δ μπμία εθέβπεζ ηα δφμ ιμκμπάηζα 

εκδμηοηηάνςζδξ), μδδβεί ζε ακαζημθή ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR2 94,95. Σα 

δεδμιέκα αοηά εκζζπφμοκ ηδκ άπμρδ υηζ δ εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 απμηεθεί 

ακαβηαία πνμτπυεεζδ βζα ηδ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ. Ωζηυζμ, ακ ηαζ δ 

ελανηχιεκδ απυ δοκαιίκδ εκδμηοηηάνςζδ θαίκεηαζ ακαβηαία βζα ηδ ιεηαβςβή ημο 

ζήιαημξ ημο VEGFR2, δ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ δεκ ειπμδίγεζ ηδ 

δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ημκ VEGF θςζθμνοθίςζδ ημο οπμδμπέα 96 ηαεχξ ηαζ ηδκ 

απμζημδυιδζδ ημο, δ μπμία πναβιαημπμζείηαζ ιε έκακ άβκςζημ ιέπνζ ζήιενα 

ιδπακζζιυ 94. Δθυζμκ δ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ δεκ ειπμδίγεζ ηδ θςζθμνοθίςζδ 

ηαζ ηδκ απμζημδυιδζδ ημο VEGFR2 εα ιπμνμφζε ηάπμζμξ κα οπμεέζεζ ηδκ 

εκδμηοηηάνςζδ ημο οπμδμπέα απυ έκα εκαθθαηηζηυ ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ 

ιέζς ημο μπμίμο μ VEGFR2 μδδβείηαζ πνμξ απμζημδυιδζδ. Ζ οπυεεζδ αοηή 

εκζζπφεηαζ απυ ιεθέηεξ πμο απμδεζηκφμοκ υηζ δ θςζθμνοθίςζδ ημο VEGFR2 

είκαζ απαναίηδηδ πνμτπυεεζδ βζα ηδκ εκδμηοηηάνςζή ημο οπμδμπέα 76,97. 

Δπζπθέμκ, δ ακαβηαζυηδηα ηδξ απμιάηνοκζδ ημο εκενβμπμζδιέκμο VEGFR2 απυ 

ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ οπμζηδνίγεηαζ πενεηαίνς απυ ενβαζίεξ πμο 

απμδεζηκφμοκ υηζ δ ιεηάααζδ ημο οπμδμπέα ζηα εκδμζχιαηα θεζημονβεί ςξ έκαξ 

ιδπακζζιυξ πνμζηαζίαξ απυ θςζθαηάζεξ μζ μπμίεξ δνμοκ ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ 73,84,98. Ωζηυζμ, ιέπνζ ζήιενα δεκ οπάνπμοκ 

δεδμιέκα πμφ κα οπμζηδνίγμοκ ηδκ φπανλδ εκαθθαηηζηχκ ιμκμπαηζχκ 

εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2, πένακ ημο ηθαζζημφ ιμκμπαηζμφ εκδμηοηηάνςζδξ 

πμο δζαιεζμθααείηαζ απυ ηδκ ηθαενίκδ. Βέααζα, αηυια ηαζ ζηδκ πενίπηςζδ ηδξ 

εκδμηοηηάνςζδξ ημο οπμδμπέα απυ έκα εκαθθαηηζηυ ηδξ δοκαιίκδξ ιμκμπάηζ 

εκδμηοηηάνςζδξ, ημ ενχηδια πμο παναιέκεζ είκαζ βζαηί μ VEGFR2, εκχ 

εκενβμπμζείηαζ απυ ημκ VEGF, δεκ ιπμνεί κα ζδιαημδμηήζεζ. 

 Σέθμξ, είκαζ αλζμζδιείςημ κα εζπςεεί πςξ έκα απυ ηα ιεβαθφηενα ηεκά ζε 

υθεξ ηζξ ιεθέηεξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ απμζαθήκζζδ ημο νυθμο ηδξ 

εκδμηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ ζημκ έθεβπμ ηδξ ηοηηανζηήξ ζδιαημδυηδζδξ, υπζ 

ιυκμ ημο VEGFR2 άθθα ηαζ ηςκ οπυθμζπςκ οπμδμπέςκ, απμηεθεί δ πακηεθήξ 

έθθεζρδ πθδνμθμνζχκ βζα ηδ ζδιαζία ηδξ ηοηθμθμνίαξ ηςκ ηαεμδζηχκ 

ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ, ζηδ νφειζζδ ηδξ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ. Γεδμιέκμο υηζ ηα 
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ηαεμδζηά ιυνζα ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR2 οθίζηακηαζ εκδμηοηηάνςζδ ηαζ μ 

εκδμζςιαηζηυξ εκημπζζιυξ ημοξ είκαζ απαναίηδημξ βζα ηδ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ 

99,100, παναιέκεζ άβκςζημ εάκ δ επίδναζδ ζηδ ζδιαημδυηδζδ ημο VEGFR2, θυβς 

ακαζημθήξ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ, είκαζ απμηέθεζια ηδξ ακαζημθήξ ηδξ 

εκδμηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ ημο ίδζμο ημο οπμδμπέα ή θυβς ακαζημθήξ ηδξ 

ηοηθμθμνίαξ ηςκ ηαεμδζηχκ ιμνίςκ πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδ ζδιαημδυηδζδ.  
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1.7 ύληνκε αλαζθόπεζε ηεο ππάξρνπζαο γλώζεο θαη ησλ θελώλ ηεο, θαη 

ζθνπόο ηεο παξνύζαο κειέηεο   

Ακαηεθαθαζχκμκηαξ, δ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ 

πνςημβεκή πενζμπή απυηνζζδξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ζηα 

πμθθαπθαζζαζηζηά ιδκφιαηα ημο VEGF ηαζ απμηεθεί ημ εκανηηήνζμ ζδιείμ απυ 

υπμο εα ηαεανζζηεί δ εκδμηοηηανζηή ηαηακμιή ηαζ ηαηά ζοκέπεζα, δ 

ζδιαημδυηδζδ ημο VEGFR2. Απυ ημ ζφκμθμ ηςκ ιέπνζ ζήιενα ενβαζζχκ 

δζαθαίκεηαζ λεηάεανα υηζ δ εκδμηοηηάνςζδ ηαζ δ εκδμηοηηανζηή ηοηθμθμνία ημο 

VEGFR2 απμηεθμφκ ακαπυζπαζημ ημιιάηζ ηδξ νφειζζδξ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο 

οπμδμπέα. Ωζηυζμ, δ ζδιαζία ηδξ εέζδξ ηαζ ηδξ δζαιενζζιαημπμίδζδξ ημο 

VEGFR2 ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ, δ πανμοζία πζεακχκ εκαθθαηηζηχκ 

ιμκμπαηζχκ εκδμηοηηάνςζδξ ηαζ μ νυθμξ ημοξ ζημκ έθεβπμ ηδξ ιεηαβςβήξ ημο 

ζήιαημξ, απμηεθμφκ ακμζπηά ενςηήιαηα ζημ εκ θυβς πεδίμ. Καεχξ μ VEGFR2 

απμηεθεί έκακ απυ ημοξ ηονζυηενμοξ νοειζζηέξ ηδξ θεζημονβίαξ ημο εκδμεδθίμο, δ 

δζαθεφηακζδ ηαζ δ απμζαθήκζζδ ηςκ ιδπακζζιχκ πμο δζέπμοκ ηδ νφειζζδ ηδξ 

ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR2 απμηεθμφκ ορίζηδξ πνμηεναζυηδηαξ γδηήιαηα, ηυζμ 

βζα ηδκ ηαηακυδζδ ηδξ θεζημονβίαξ ημο αββεζαημφ ζοζηήιαημξ, υζμ ηαζ βζα ηδκ 

εθανιμβή ζημπεοιέκςκ εεναπεζχκ ζε παεμθμβζηέξ ηαηαζηάζεζξ. 

 
 
ΚΟΠΟ 
 

Λαιαάκμκηαξ οπυρδ ηα παναπάκς, εέζαιε ςξ ζηυπμ ηδξ πανμφζαξ 

ενβαζίαξ: 

 κα πανημβναθήζμοιε υθα ηα εκαθθαηηζηά ιμκμπάηζα εκδμηοηηάνςζδξ ημο 

VEGFR2, 

 κα δζαθεοηάκμοιε ηδ ζδιαζία ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζηδ νφειζζδ ηδξ 

ζδιαημδυηδζδξ ημο οπμδμπέα ηαζ 

 κα ιεθεηήζμοιε, βζα πνχηδ θμνά ζημ πεδίμ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ηςκ 

οπμδμπέςκ, ηδ ζδιαζία ηδξ ηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ υπζ ιυκμ ημο 

VEGFR2 αθθά ηαζ ηςκ ηαεμδζηχκ ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ ζηδ νφειζζδ ηδξ 

ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ ζηα εκδμεδθζαηά ηφηηανα.



 
 

 

 

 

2. ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

2.1 Αληηδξαζηήξηα θαη αληηζώκαηα 

 Οζ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ ακηζδναζηδνίςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ (μζ μπμίεξ 

ακαβνάθμκηαζ ιέζα ζηζξ πανεκεέζεζξ, δίπθα ζημ υκμια ημο ακηζδναζηδνίμο) 

δζαηδνήεδηακ ζηαεενέξ ζε υθεξ ηζξ πεζναιαηζηέξ δζαηάλεζξ πμο εθανιυζηδηακ 

ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ. ε ζοβηεηνζιέκεξ δμηζιαζίεξ ζηζξ μπμίεξ 

πνδζζιμπμζήεδηακ δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ακηζδναζηδνίςκ, αοηέξ 

ακαθένμκηαζ ζηδκ εκυηδηα πμο ακαπηφζζεηαζ δ ιέεμδμξ. Ο ακενχπζκμξ 

ακαζοκδοαζιέκμξ VEGF165 (50 ng/ml) απμηηήεδηε απυ ηδκ εηαζνεία Immunotools. 

Σα ακηζδναζηήνζα dynasore (100 µmol/L), 5-N-Ethyl-N-isopropyl amiloride (EIPA) 

(50 µmol/L), lactacystin (10 ιmol/L), chloroquine (100 ιmol/L), filipin (1 ιg/ml), 

methyl-α-cyclodextrin (2.5 mmol/L), ηαζ cytochalasin D (2 ιg/ml) αβμνάζηδηακ απυ 

ηδκ εηαζνεία Sigma-Aldrich εκχ μ ακαζημθέαξ ηςκ ιεηαθθμπνςηεσκαζχκ TAPI-1 

(25 µmol/L) αβμνάζηδηε απυ ηδκ εηαζνεία Calbiochem. Ζ ηνακζθενίκδ ζογεοβιέκδ 

ιε ζζμεεζμηοακζηή θεμνζζεΐκδ (50 ιg/ml) ηαζ δ δεληνάκδ ιμνζαημφ αάνμοξ 70.000 

ζογεοβιέκδ ιε ηδ θεμνίγμοζα πνςζηζηή Texas-Red (1.5 mg/ml) απμηηήεδηακ απυ 

ηδκ εηαζνεία Invitrogen. Όθα ηα οπυθμζπα ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ 

αβμνάζηδηακ απυ ηδκ εηαζνεία Sigma-Aldrich, εηηυξ ηαζ εάκ ακαθένεηαζ 

δζαθμνεηζηά. 

 Σα ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα έκακηζ ημο ελςηοηηανζημφ (άιζκμ-ηεθζημφ) 

ηιήιαημξ ημο VEGFR2 ηα μπμία απμιμκχεδηακ απυ πμκηίηζα ή ηαηζίηεξ 

αβμνάζηδηακ απυ ηζξ εηαζνείεξ Abcam ηαζ R&D Systems, ακηίζημζπα, εκχ ηα 

ιμκμηθςκζηά ηαζ πμθοηθςκζηά ακηζζχιαηα έκακηζ ημο ηοηηανμπθαζιαηζημφ 

(ηαναυλο-ηεθζημφ) ηιήιαημξ ημο VEGFR2 ηα μπμία απμιμκχεδηακ απυ ημοκέθζα 

αβμνάζηδηακ απυ ηζξ εηαζνείεξ Cell Signaling ηαζ Santa Cruz Biotechnology, 

ακηίζημζπα. Σμ ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ ημοιπμοθίκδξ απμηηήεδηε απυ 

ηδκ εηαζνεία DSHB (Iowa) ηαζ ημ ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ αηηίκδξ απυ 

ηδκ εηαζνεία Millipore. Σα πμθοηθςκζηά ακηζζχιαηα απυ ημοκέθζα έκακηζ ηςκ 

πνςηεσκχκ EEA-1 (Early Endosome Antigen-1), Rab-5 ηαζ Rabankyrin-5 ήηακ 

εοβεκζηή πνμζθμνά ημο M. Zerial (Max Plank, Γνέζδδ, Γενιακία). Σμ 

ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια απυ πμκηίηζα έκακηζ ηδξ αανζάξ αθοζίδαξ ηδξ ηθαενίκδξ 
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(clathrin heavy chain, CHC) ηαζ ημ πμθοηθςκζηυ ακηίζςια απυ ημοκέθζα έκακηζ ηδξ 

ηααεμθίκδξ-1 αβμνάζηδηακ απυ ηζξ εηαζνείεξ BD Biosciences ηαζ Santa Cruz 

Biotechnology, ακηίζημζπα. Σα ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα απυ ημοκέθζα έκακηζ ηςκ 

πνςηεσκχκ ERK1/2, p-ERK1/2, Akt, p-Akt, PLCβ, p-PLCβ ηαζ p-MEK1/2 

αβμνάζηδηακ απυ ηδκ εηαζνεία Cell Signaling. Σμ ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια απυ 

ηαηζίηα έκακηζ ημο VEGF απμηηήεδηε απυ ηδκ εηαζνεία R&D Systems. Σα 

δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα ζογεοβιέκα ιε ηα θεμνζμπνχιαηα Alexa (Alexa-488, 

594, 650) αβμνάζηδηακ απυ ηδκ εηαζνεία Invitrogen εκχ ηα δεοηενμβεκή 

ακηζζχιαηα ζογεοβιέκα ιε ναθακζδζηή οπενμλεζδάζδ (Horse Raddish Peroxidase, 

HRP) αβμνάζηδηακ απυ ηδκ εηαζνεία Jackson Immunoresearch. 

 

2.2 Απνκόλσζε αλζξώπηλσλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ από θιέβα νκθάιηνπ 

ιώξνπ (Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVECs) 

Ζ δζαδζηαζία ηδξ απμιυκςζδξ ηοηηάνςκ HUVE πενζβνάθεηαζ αημθμφεςξ: 

ζε θνέζημ ακενχπζκμ θχνμ εκημπίγεηαζ δ θθέαα ηαζ δ πενζμπή πθέκεηαζ ημπζηά ιε 

πενίζζεζα δζαθφιαημξ θςζθμνζηχκ αθάηςκ (Phosphate Buffer Saline, PBS, PAA 

Laboratories GmbH) ιε ηδ αμήεεζα ζφνζββαξ. ηα άηνα ημο θχνμο (ζηζξ εζζυδμοξ 

ηδξ θθέααξ) ημπμεεημφκηαζ ζηνυθζββεξ ηνζπθήξ νμήξ ηαζ δ θθέαα πθέκεηαζ 

εζςηενζηά ιε πενίζζεζα PBS. Αημθμφεςξ, απμθνάζζεηαζ ημ έκα άηνμ ηαζ απυ ημ 

εθεφεενμ άηνμ δ θθέαα δζαπμηίγεηαζ ιε δζάθοια ημθθαβεκάζδξ 0.1 % ζε HBSS 

(Hanks Balanced Salt Solution, GIBCO) ηαζ μ θχνμξ ημπμεεηείηαζ ζε οάθζκμ δμπείμ 

ιε πενίζζεζα PBS, ζε οδαηυθμοηνμ εενιμηναζίαξ 370C, βζα 12 θεπηά. Αημθμοεεί 

πθφζδ ιε 10 ml πθήνμοξ ενεπηζημφ ιέζμο ακάπηολδξ Μ199, ζοθθμβή ημο 

δζαθφιαημξ, θοβμηέκηνδζδ βζα 10 θεπηά ζηζξ 600 rpm, απμιάηνοκζδ ημο 

οπενηείιεκμο ηαζ επακαζχνδζδ ημο ηοηηανζημφ ζγήιαημξ ζε πθήνεξ ενεπηζηυ ιέζμ 

ακάπηολδξ Μ199. 

 

2.3 Καιιηέξγεηεο θπηηάξσλ HUVE 

Μεηά ηδκ απμιυκςζή ημοξ, ηα ηφηηανα HUVE επζζηνχεδηακ ηαζ 

ηαθθζενβήεδηακ ζε ηνοαθία επζθάκεζαξ 100-mm. Σα ηνοαθία είπακ πνμδβμοιέκςξ 

επςαζηεί ιε ημθθαβυκμ ανμοναίμο ηφπμο Η, βζα ιία χνα ζημοξ 370C. Σμ ενεπηζηυ 
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οθζηυ ηαθθζένβεζαξ ηςκ ηοηηάνςκ ήηακ M199 (Gibco) ειπθμοηζζιέκμ ιε 24 % μνυ 

ειανοζημφ αμυξ (Fetal Βovine Serum, FBS), 0.06 mg/ml ζοιπθήνςια ακάπηολδξ 

εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ (Endothelial Cell Growth Supplement, ECGS) 

απμιμκςιέκμ απυ εβηέθαθμ αμυξ, 10 Units/ιl δπανίκδξ, 1.2 % 

πεκζηζθίκδ/ζηνεπημιοηίκδ ηαζ 1.2 % L-βθμοηαιίκδ. Ζ ακάπηολδ ηςκ ηοηηάνςκ 

πναβιαημπμζήεδηε ζε ηθίαακμ επχαζδξ ζηαεενήξ εενιμηναζίαξ 370C ηαζ 

αηιυζθαζναξ ειπθμοηζζιέκδξ ιε 5 % CO2. ε υθεξ ηζξ πεζναιαηζηέξ δζαηάλεζξ 

πνδζζιμπμζήεδηακ ηφηηανα βεκεάξ 2-4. 

 

2.4 Γηακόιπλζε θαη επηκόιπλζε ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ  

2.4.1 Γηακόιπλζε κε αληηλνεκαηηθά νιηγνλνπθιενηίδηα (siRNAs) 

Κφηηανα HUVE ηαθθζενβήεδηακ ζε πζάηα 6 ή 24 θνεαηίςκ ή ζε πζάηα 

ιζηνμζημπίαξ ζε μπηζηή ποηκυηδηα 30-50% ηάθορδξ ηδξ επζθάκεζαξ ημο θνεαηίμο 

ή ημο πζάημο ιζηνμζημπίαξ. Μεηά ημ πέναξ 24 ςνχκ, πναβιαημπμζήεδηε 

δζαιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε siRNAs ζοιπθδνςιαηζηά ημο ιεηαβναθήιαημξ ηδξ 

πνςηεΐκδξ ζηυπμο ή μθζβμκμοηθεμηίδζα ηοπαίαξ αθθδθμοπίαξ (scrabbled siRNAs). 

Γζα ηδ δζαιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ πνδζζιμπμζήεδηε ημ θζπίδζμ RNAiMAX 

LIPOFECTAMINE (Invitrogen), ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Μείβια 

ημο θζπζδίμο ηαζ ηςκ siRNAs επςάζηδηε βζα 20 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, 

ζε εθάπζζημ ενεπηζηυ ιέζμ ακάπηολδξ Optζmem1 (Gibco) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα 

πνμζηέεδηε ζηα ηφηηανα. Μεηά απυ ηέζζενζξ χνεξ, ημ ιέζμ ακάπηολδξ ηςκ 

ηοηηάνςκ ακηζηαηαζηάεδηε ιε πθήνεξ ενεπηζηυ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ M199 ηαζ ηα 

ηφηηανα επελενβάζηδηακ ιεηά απυ 72 χνεξ, οπυ ηζξ ζοκεήηεξ ημο εηάζημηε 

πεζνάιαημξ. ε υθεξ ηζξ πενζπηχζεζξ, δ ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ ηςκ siRNAs ηαηά ηδκ 

δζαιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ ήηακ 50 nM. Γζα ηδκ απμζζχπδζδ ηδξ πνςηεΐκδξ PLCβ 

πνδζζιμπμζήεδηε ιείβια δφμ δζαθμνεηζηχκ siRNAs (ημ ηαεέκα ζε ζοβηέκηνςζδ 

25 nM). Σα siRNAs πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ πανμφζα ενβαζία ηαζ μζ 

αθθδθμοπίεξ ημοξ ακαβνάθμκηαζ ζημκ παναηάης πίκαηα.  
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Πξσηεΐλε ζηόρνο Αιιεινπρία siRNA Δηαηξία 
παξαγσγήο 

Clathrin Heavy 
Chain 

5’GGGUGCCAGAUUAUCAAUUtt3’ Ambion 

Caveolin-1 5’AAGAGCUUCCUGAUUGAGAtt3’ Biospring 

PLCγ 5’CCCUUACCACCAAGAUCAAtt3’ Ambion 

PLCγ 5’GGGAAACAAAGUUUACAUUtt3’ Ambion 

 

2.4.2 Γηακόιπλζε κε πιαζκηδηαθνύο θνξείο έθθξαζεο (DNA) 

Κφηηανα HUVE ηαθθζενβήεδηακ ζε πζάηα 24 θνεαηίςκ ή ζε πζάηα 

ιζηνμζημπίαξ χζηε ηδ ιένα ηδξ δζαιυθοκζδξ κα ανίζημκηαζ ζε μπηζηή ποηκυηδηα 

60-70% ηάθορδξ ηδξ επζθάκεζαξ ημο θνεαηίμο ή ημο πζάημο ιζηνμζημπίαξ. Γζα ηδ 

δζαιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ HUVE ιε DNA πνδζζιμπμζήεδηε ημ θζπίδζμ 

METAFECTENE Pro (Biontex) ζε ακαθμβία θζπζδίμο πνμξ DNA 3:1. Μείβια ημο 

θζπζδίμο ηαζ DNA επςάζηδηε βζα 20 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, ζε ιέζμ 

ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ M199 πανμοζία 5 % FΒS ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πνμζηέεδηε ζηα 

ηφηηανα. Μεηά απυ ηνείξ χνεξ, ημ ιέζμ ακάπηολδξ ηςκ ηοηηάνςκ 

ακηζηαηαζηάεδηε ιε πθήνεξ ενεπηζηυ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ M199 ηαζ ηα ηφηηανα 

επελενβάζηδηακ ιεηά απυ 24-48 χνεξ, οπυ ηζξ ζοκεήηεξ ημο εηάζημηε 

πεζνάιαημξ. Γζα ηδ δζαιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ πνδζζιμπμζήεδηε μ πθαζιζδζαηυξ 

θμνέαξ έηθναζδξ pCMV μ μπμίμξ πενζείπε ηδκ αθθδθμοπία DNA ημο VEGFR2 

ζογεοβιέκδ ιε ηδ ηδκ αθθδθμοπία ηδξ θεμνίγμοζαξ πνςζηζηήξ mCherry (εοβεκζηή 

πνμζθμνά ημο J. Huot, Centre de recheche du CHU de Québec, Κακαδάξ). 

Δπίζδξ, πνδζζιμπμζήεδηακ ηα πθαζιίδζα έηθναζδξ ηςκ πνςηεσκχκ GFP-Rab5, 

GFP-Rab7, GFP-Rab4, GFP-Rab5S34N ηαζ GFP-Rab5Q79L ηα μπμία ήηακ 

εοβεκζηή πνμζθμνά ημο Μ. Zerial. 

 

2.4.3 Δπηκόιπλζε κε αδελντνύο 

 Κφηηανα HUVE ηαθθζενβήεδηακ ζε πζάηα 24 θνεαηίςκ ή ζε πζάηα 

ιζηνμζημπίαξ χζηε ηδκ διένα ηδξ δζαιυθοκζδξ κα ανίζημκηαζ ζε μπηζηή 

ποηκυηδηα 90% ηάθορδξ ηδξ επζθάκεζαξ ημο θνεαηίμο ή ημο πζάημο ιζηνμζημπίαξ. 

Σα ηφηηανα επζιμθφκεδηακ ιε ηδκ πνμζεήηδ ακαζοκδοαζιέκςκ αδεκμσχκ ζε 

ακαθμβία ηοηηάνςκ πνμξ ζμζςιάηζα 1:300. Σμ ενεπηζηυ ιέζμ ηοηηανζηήξ 
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ακάπηολδξ ακηζηαηαζηάεδηε ηδκ επυιεκδ διένα ηαζ ηα ηφηηανα επελενβάζηδηακ 

ιεηά απυ 12 χνεξ, οπυ ηζξ ζοκεήηεξ ημο εηάζημηε πεζνάιαημξ. Οζ 

ακαζοκδοαζιέκμζ αδεκμσμί πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ οπενέηθναζδ ηςκ 

πνςηεσκχκ Rab5Q79L ηαζ Rab5S34N ήηακ εοβεκζηή πνμζθμνά ημο Θ. Φχηζδ ηαζ 

ηδξ C. Murphy (IMBB/ITE, Ηςάκκζκα). 

 

2.5 Ζιεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ ζε πήθησκα πνιπαθξπιακηδίνπ θαη 

αλνζναπνηύπσζε θαηά Western 

Ακάθμβα ιε ηδκ πεζναιαηζηή δζάηαλδ πμο αημθμοεήεδηε, ηα ηφηηανα 

θφεδηακ ιε δζάθοια ηοηηανζηήξ θφζδξ 1% SDS (sodium dodecyl sulfate) ζε PBS 

ηαζ ηα ηοηηανζηά θφιαηα επελενβάζηδηακ δφμ θμνέξ ιε οπενήπμοξ έκηαζδξ 13 %, 

βζα 10 δεοηενυθεπηα. Αημθμφεδζε αναζιυξ βζα 5 θεπηά ζημοξ 1000C ηαζ 

θοβμηέκηνδζδ βζα 20 θεπηά ζηζξ 13200 rpm. ηδ ζοκέπεζα, ηα ηοηηανζηά θφιαηα 

δθεηηνμθμνήεδηακ ζε πήηηςια πμθοαηνοθαιζδίμο ηαζ αημθμφεδζε πνςηεσκζηή 

ιεηαθμνά ζε ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ (Millipore). Γζα ημκ έθεβπμ ηδξ 

απμηεθεζιαηζηυηδηαξ ηδξ ιεηαθμνάξ, μζ ιειανάκεξ αάθηδηακ ιε ηδ πνςζηζηή 

Ponceau S (Serva) βζα 30 δεοηενυθεπηα ηαζ πθφεδηακ ιε ddH2O. Μεηά ημκ 

έθεβπμ, μζ ιειανάκεξ επςάζηδηακ βζα ιζα χνα ζε δζάθοια 5 % βάθαηημξ ζε 

δζάθοια Western (0.1 % Tween 20 ζε 1 % PBS) βζα ηδ δέζιεοζδ ηςκ ιδ εζδζηχκ 

ακηζβμκζηχκ εέζεςκ ηαζ αημθμφεςξ, επςάζηδηακ ιε πνςημβεκή ακηζζχιαηα ζε 

δζάθοια 2 % γεθαηίκδξ ή δζάθοια 5 % βάθαηημξ ζε δζάθοια Western, είηε βζα 1 

χνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, είηε μθμκοηηίςξ ζημοξ 40C. Αημθμφεςξ, μζ 

ιειανάκεξ πθφεδηακ 4 θμνέξ βζα 5 θεπηά ιε δζάθοια Western ηαζ αημθμφεδζε 

επχαζδ ιε δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα ζογεοβιέκα ιε ναθακζδζηή οπενμλεζδάζδ 

(Horse Raddish Peroxidase, HRP), βζα 1 χνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

Αημθμφεδζακ 4 πθφζεζξ ηςκ 5 θεπηχκ ιε δζάθοια Western, επχαζδ βζα 1 θεπηυ 

ιε ακηζδναζηήνζμ εκζζποιέκδξ πδιεζμθςηαφεζαξ (Enhanced Chemiluminescence, 

ECL) ηδξ εηαζνίαξ Amersham (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) ή βζα 5 

θεπηά ιε ECL ηδξ εηαζνίαξ Roche (Roche Diagnostics GmbH, Germany) ηαζ 

ειθάκζζδ ημο ζήιαημξ ζε ζημηεζκυ εάθαιμ. 

 

http://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CDgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSodium_dodecyl_sulfate&ei=2totUua6J8GQtQbv-oHAAw&usg=AFQjCNFvx-0aByK-YU0TO94nSVq4QZn4TQ&bvm=bv.51773540,d.Yms
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2.6 Μέηξεζε ζπγθέληξσζεο πξσηεΐλεο 

Γζα ημκ οπμθμβζζιυ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ημο πνςηεσκζημφ πενζεπμιέκμο ηςκ 

ηοηηανζηχκ θοιάηςκ πνδζζιμπμζήεδηε ημ ακηζδναζηήνζμ BCA (Bikinchromic Acid, 

PIERCE), ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Δκ ζοκημιία, ζε 1 ml 

ακηζδναζηδνίμο BCA, πνμζηέεδηε 10 % δζάθοια ηοηηανζημφ θφιαημξ ζε ddH2O. 

Σμ ιείβια ακηίδναζδξ επςάζηδηε βζα 30 θεπηά ζημοξ 600C ηαζ θςημιεηνήεδηε ζε 

ιήημξ ηφιαημξ 562 nm. Γζα ημκ οπμθμβζζιυ ηδξ πνυηοπδξ ηαιπφθδξ 

πνδζζιμπμζήεδηακ αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ δζαθφιαημξ αθαμοιίκδξ (Bovine 

Serum Albumin, BSA).  

 

2.7 Γνθηκαζίεο ρεκηθώλ αλαζηνιέσλ 

2.7.1 Γνθηκαζίεο άκεζεο δξάζεο ησλ ρεκηθώλ αλαζηνιέσλ 

Όθα ηα πεζνάιαηα ιε ημοξ πδιζημφξ ακαζημθείξ ηα μπμία πενζεθάιαακακ 

ηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε VEGF πναβιαημπμζήεδηακ ζε ηφηηανα HUVE 

ηα μπμία είπακ οπμζηεί ανπζηά ζηένδζδ μνμφ βζα δφμ χνεξ. ηδ ζοκέπεζα, ηα 

ηφηηανα επςάζηδηακ ιε DMSO (Dimethyl sulfoxide) ή ιε ημοξ πδιζημφξ 

ακαζημθείξ dynasore ή/ηαζ TAPI-1, βζα 30 θεπηά, ηαζ εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF 

βζα δζάθμνα πνμκζηά δζαζηήιαηα (πανμοζία ηςκ ακαζημθέςκ). Σα ηφηηανα 

θφεδηακ ηαζ ηα ηοηηανζηά θφιαηα ακαθφεδηακ ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά 

Western. Σμ DMSO απμηεθεί ημκ δζαθφηδ ηςκ πδιζηχκ ακαζημθέςκ ηαζ ζοκεπχξ, 

ηα ηφηηανα ζηα μπμία πναβιαημπμζήεδηε επχαζδ ιε DMSO ακηζπνμζςπεφμοκ ηα 

ηφηηανα ιάνηονεξ. Όθεξ μζ επςάζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ζε ενεπηζηυ ιέζμ 

ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ Μ199, απμοζία μνμφ. 

 ηα πεζνάιαηα πμο δεκ πναβιαημπμζήεδηε εκενβμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ 

ιε VEGF, ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε DMSO ή ιε ημοξ πδιζημφξ ακαζημθείξ 

dynasore ή dynasore + TAPI-1, βζα δζάθμνα πνμκζηά δζαζηήιαηα, θφεδηακ ηαζ ηα 

ηοηηανζηά θφιαηα ακαθφεδηακ ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western. ηα πεζνάιαηα 

ακαζημθήξ ηδξ θοζμζςιαηζηήξ ή πνςηεαζςιαηζηήξ απμζημδυιδζδξ, πνζκ απυ ηδκ 

πνμζεήηδ ημο ακαζημθέα dynasore, ηα ηφηηανα πνμ-επςάζηδηακ ιε ημκ 

ακαζημθέα ηςκ θοζμζςιάηςκ chloroquine ή ημκ ακαζημθέα ηςκ πνςηεαζςιάηςκ 

lactacystin, βζα 2 χνεξ.  
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 ηα πεζνάιαηα ακάθοζδξ ημο νυθμο ηδξ ποηκυηδηαξ ηαθθζένβεζαξ ηςκ 

εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ζηδ ζπάζδ ημο VEGFR2, ηφηηανα HUVE επζζηνχεδηακ 

ζηα ηνοαθία ζε ποηκυηδηεξ 5x104 ηαζ 2x104 ηφηηανα/cm2 χζηε κα απμηηήζμοιε 

ποηκέξ ηαζ αναζέξ ηοηηανζηέξ ηαθθζένβεζεξ, ακηίζημζπα. Μεηά απυ 24 χνεξ, ηα 

ηφηηανα επςάζηδηακ βζα 2 χνεξ ιε ημκ πδιζηυ ακαζημθέα dynasore, θφεδηακ ηαζ 

αημθμφεδζε ακάθοζδ ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western.  

 

2.7.2 Γνθηκαζίεο αληηζηξεπηήο δξάζεο ησλ ρεκηθώλ αλαζηνιέσλ 

 Πνμηεζιέκμο κα εθέβλμοιε ηδκ ακηζζηνεπηή δνάζδ ηςκ πδιζηχκ 

ακαζημθέςκ dynasore ηαζ EIPA, εθανιυζαιε ηδκ αηυθμοεδ πεζναιαηζηή δζάηαλδ: 

ηφηηανα HUVE, ηα μπμία είπακ οπμζηεί ζηένδζδ μνμφ βζα 2 χνεξ, επςάζηδηακ ιε 

ημκ ακαζημθέα dynasore ή ημκ ακαζημθέα EIPA, βζα 30 θεπηά. ημ ηέθμξ ηδξ 

επχαζδξ, ηα ηφηηανα πθφεδηακ 3 θμνέξ ιε πενίζζεζα Ca2+/Mg2+ HBSS ηαζ ημ 

ιέζμ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ ακηζηαηαζηάεδηε ιε ιέζμ Μ199, απμοζία μνμφ. 10 

θεπηά ιεηά ηδκ ακηζηαηάζηαζδ ημο ενεπηζημφ οθζημφ, ηα ηφηηανα εκενβμπμζήεδηακ 

ιε VEGF, θφεδηακ ακά πνμκζηά δζαζηήιαηα ηςκ 10 θεπηχκ (ιέπνζ 30 θεπηά) ηαζ 

αημθμφεδζε ακάθοζδ ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα 

έκακηζ ηςκ πνςηεσκχκ ERK1/2 ηαζ p-ERK1/2. Κφηηανα ηα μπμία είπακ επςαζηεί ιε 

DMSO (ηφηηανα ιάνηονεξ), επελενβάζηδηακ ηαζ ακαθφεδηακ πανάθθδθα ιε ηα 

ηφηηανα πμο είπακ επςαζηεί ιε ημοξ ακαζημθείξ. Γζα κα εθέβλμοιε ηδκ 

θεζημονβζηυηδηα ηςκ ακαζημθέςκ οπυ ηζξ παναπάκς πεζναιαηζηέξ ζοκεήηεξ, 

ηφηηανα ηα μπμία είπακ επςαζηεί ιε ημκ ακαζημθέα dynasore ή EIPA 

εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF, βζα 10 θεπηά, πανμοζία ηςκ ακαζημθέςκ. Σα ηφηηανα 

θφεδηακ ηαζ ακαθφεδηακ υπςξ πενζβνάθεηαζ παναπάκς. Σέθμξ, βζα κα εθέβλμοιε 

υηζ δ εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2 (ιεηά ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ ακαζημθέςκ) είκαζ 

εζδζηυ απμηέθεζια ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε VEGF, ηφηηανα ηα μπμία 

είπακ επςαζηεί ιε ημοξ ακαζημθείξ dynasore ή EIPA θφεδηακ ακά πνμκζηά 

δζαζηήιαηα ηςκ 10 θεπηχκ, ιεηά ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ ακαζημθέςκ ηαζ απμοζία 

εκενβμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε VEGF, ηαζ ηα ηοηηανζηά θφιαηα ακαθφεδηακ 

ηαοηυπνμκα ιε ηα οπυθμζπα δείβιαηα. 

 Γζα κα δζενεοκήζμοιε ηδ ζδιαζία ηδξ ζπάζδξ ημο VEGFR2 ζηδ ιεηαβςβή 

ημο ζήιαημξ ημο οπμδμπέα, ηφηηανα HUVE επςάζηδηακ βζα 2 χνεξ ιε ημκ 
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ακαζημθέα dynasore ή ημοξ ακαζημθείξ dynasore + TAPI-1, πθφεδηακ 3 θμνέξ ιε 

πενίζζεζα PBS ηαζ ημ ιέζμ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ ακηζηαηαζηάεδηε ιε ιέζμ M199, 

απμοζία μνμφ. 10 θεπηά ιεηά ηδκ ακηζηαηάζηαζδ ημο ενεπηζημφ οθζημφ, ηα 

ηφηηανα εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF βζα δζάθμνα πνμκζηά δζαζηήιαηα, θφεδηακ ηαζ 

αημθμφεδζε ακάθοζδ ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα 

έκακηζ ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ πενζμπήξ ηoο VEGFR2 (Cell Signaling) ηαζ ηδξ p-

ERK1/2. 

 

2.7.3 Πείξακα απεκπινθήο 

Φάζε Η: Κφηηανα HUVE ζηενήεδηακ μνμφ βζα 2 χνεξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα 

επςάζηδηακ ιε DMSO ή ιε ημοξ ακαζημθείξ dynasore, EIPA ή dynasore + EIPA, 

βζα 30 θεπηά. Μεηά ημ πέναξ ηδξ επχαζδξ, ηα ηφηηανα εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF 

βζα 10 θεπηά ηαζ θφεδηακ ή πθφεδηακ 2 θμνέξ ιε υλζκμ ιέζμ M199, pH 2.0, 

αημθμφεδζακ 3 πθφζεζξ ιε πενίζζεζα Ca2+/Mg2+ HBSS ηαζ ημ ιέζμ ηοηηανζηήξ 

ακάπηολδξ ακηζηαηαζηάεδηε ιε ιέζμ Μ199, απμοζία μνμφ. Φάζε ΗΗ: 10 ηαζ 20 

θεπηά ιεηά ηδκ ακηζηαηάζηαζδ ημο ενεπηζημφ οθζημφ, ηα ηφηηανα θφεδηακ ηαζ ηα 

ηοηηανζηά θφιαηα ακαθφεδηακ ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα 

έκακηζ ηςκ πνςηεσκχκ ERK1/2 ηαζ p-ERK1/2. 

 

2.8 Έκκεζνο αλνζνθζνξηζκόο  

 Κφηηανα HUVE ηαθθζενβήεδηακ ζε ηαηάθθδθα βζα ιζηνμζημπία πθαζηζηά 

πζάηα επζθάκεζαξ 35-mm (Ibidi) ή ζε οάθζκεξ ηαθοπηνίδεξ (επζζηνςιέκα/εξ ιε 

ημθθαβυκμ ανμοναίμο ηφπμο Η) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα επελενβάζηδηακ ζηζξ δζάθμνεξ 

ζοκεήηεξ, ακάθμβα ιε ημ ζπεδζαζιυ ημο πεζνάιαημξ. Μεηά ημ πέναξ ηδξ 

επελενβαζίαξ, ηα ηφηηανα ιμκζιμπμζήεδηακ ιε δζάθοια παναθμνιαθδεΰδδξ 

(PFA) 3.7% ζε PBS, βζα 15-20 θεπηά ηαζ ημ ιέζμ ιμκζιμπμίδζδξ ελμοδεηενχεδηε 

ιε δζάθοια 50 mM NH4Cl ζε PBS, βζα 30 θεπηά. Γζα ηδκ ακίπκεοζδ εκδμηοηηανζημφ 

ζήιαημξ, ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε δζάθοια 0.1% Triton ζε PBS βζα 4 θεπηά, 

πνμηεζιέκμο κα επζηεοπεεί δ δζαπεναηυηδηα ηδξ ιειανάκδξ βζα ηδκ δζείζδοζδ ηςκ 

ακηζζςιάηςκ. Αημθμφεςξ, ηα ηφηηανα πθφεδηακ ιε PBS ηαζ επςάζηδηακ ιε 

δζάθοια 10 % FBS ζε PBS βζα 20 θεπηά, πνμηεζιέκμο κα δεζιεοεμφκ μζ ιδ εζδζηέξ 
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ακηζβμκζηέξ εέζεζξ. ηδ ζοκέπεζα, πναβιαημπμζήεδηε επχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε 

δζάθοια πνςημβεκχκ ακηζζςιάηςκ (10 % FCS ζε PBS), βζα 1 χνα, αημθμφεδζακ 

3 πθφζεζξ ηςκ 5 θεπηχκ ιε PBS ηαζ ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε δζάθοια 

δεοηενμβεκχκ ακηζζςιάηςκ ζογεοβιέκςκ ιε θεμνζμπνχιαηα. Tέθμξ, ηα ηφηηανα 

ζηα πζάηα ιζηνμζημπίαξ ειααπηίζηδηακ ζε PBS εκχ μζ ηαθοπηνίδεξ 

ημπμεεηήεδηακ ζε ακηζηεζιεκμθυνμοξ πθάηεξ ιε ημ ακηζδναζηήνζμ ημπμεέηδζδξ 

AntiFade Gold (Invitrogen). Αημθμφεςξ, ηα δείβιαηα παναηδνήεδηακ ζημ 

ζοκεκζηζαηυ ιζηνμζηυπζμ (confocal) ή ζημ ιζηνμζηυπζμ TIRF (Total Internal 

Fluorescence). 

 

2.9 πλελζηηαθή κηθξνζθνπία θαη κηθξνζθνπία TIRF 

Oζ παναηδνήζεζξ ηςκ δεζβιάηςκ ιζηνμζημπίαξ πναβιαημπμζήεδηακ ζε 

ζοκεζηζαηυ ιζηνμζηυπζμ SP1 (Δνβαζηήνζμ Βζμθμβζηήξ Υδιείαξ, Ηαηνζηή πμθή, 

Πακεπζζηήιζμ Ηςακκίκςκ) ελμπθζζιέκμ ιε θέζγεν Argon/SS-561/HeNe ηαζ 

θμβζζιζηυ Leica TCS ή ζε ζοκεζηζαηυ ιζηνμζηυπζμ Leica TCS SP5 II (Ηκζηζημφημ 

Μμνζαηήξ Βζμθμβίαξ ηαζ Βζμηεπκμθμβίαξ - Ίδνοια Σεπκμθμβίαξ ηαζ Ένεοκαξ, 

Πακεπζζηδιζμφπμθδ Ηςακκίκςκ) ελμπθζζιέκμ ιε θέζγεν Argon/SS-561/HeNe ηαζ 

θμβζζιζηυ Las AF Lite. Ζ παναηήνδζδ ημο επζθακεζαημφ VEGFR2 ζε γςκηακά 

ηφηηανα HUVE πναβιαημπμζήεδηε ιέζς ιζηνμζημπίαξ TIRF (Total Internal 

Fluorescence) ζε δζάηαλδ Leica AM TIRF MC ελμπθζζιέκδ ιε ιζηνμζηυπζμ 

DMI6000 B, πνδζζιμπμζχκηαξ θαηυ Leica 100X HCX PL APO 1.4 NA. 

 

2.10 Γνθηκαζίεο κηθξνζθνπίαο 

2.10.1 Γνθηκαζίεο ελδνθπηηάξσζεο 

Πνμηεζιέκμο κα ιεθεηήζμοιε ηδκ ηοηηανζηή ηοηθμθμνία ημο πμζμζημφ ημο 

VEGFR2 πμο εκημπίγεηαζ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ 

ηοηηάνςκ, ηφηηανα HUVE ζηενήεδηακ μνμφ βζα 2 χνεξ, ιεηαθένεδηακ ζε ροπνυ 

εάθαιμ 40C ηαζ ημ ιέζμ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ ακηζηαηαζηάεδηε ιε ροπνυ ιέζμ 

M199 + 1% BSA + 20 mmol/L HEPES, βζα 30 θεπηά. ηδ ζοκέπεζα, ηα ηφηηανα 



 

 

36 

επςάζηδηακ ιε πνςημβεκή ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο 

VEGFR2 (Abcam, 10 ιg/ml), βζα 1 χνα.  

ηδκ πενίπηςζδ ηςκ πεζναιάηςκ υπμο πναβιαημπμζήεδηε ακάθοζδ ιέζς 

ζοκεζηζαηήξ ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμφ, ηα ηφηηανα πθφεδηακ 3 θμνέξ ιε 

πενίζζεζα M199 + 1% BSA + 20 mmol/L HEPES, επςάζηδηακ ιε DMSO ή ιε 

ημοξ ηαηάθθδθμοξ ακά ζοκεήηδ ακαζημθείξ (dynasore, ΔIPA, TAPI-1) ηαζ 

ιεηαθένεδηακ ζημοξ 370C. Αημθμφεςξ, ηα ηφηηανα εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF 

πανμοζία ηνακζθενίκδξ ζογεοβιέκδξ ιε ζζμεεζμηοακζηή θεμνζζεΐκδ ή δεληνάκδξ 

ιμνζαημφ αάνμοξ 70.000 ζογεοβιέκδ ιε ηδ θεμνίγμοζα πνςζηζηή Texas-Red. 

Μεηά ημ πέναξ ηδξ εκενβμπμίδζδξ, ηα ηφηηανα πθφεδηακ 2 θμνέξ ιε υλζκμ ιέζμ 

M199, pH 2.0, αημθμφεδζακ 3 πθφζεζξ ιε πενίζζεζα Ca2+/Mg2+ HBSS ηαζ ηα 

ηφηηανα ιμκζιμπμζήεδηακ ηαζ επελενβάζηδηακ βζα ιζηνμζημπία έιιεζμο 

ακμζμθεμνζζιμφ. Ακηίζημζπδ πεζναιαηζηή πμνεία αημθμοεήεδηε ηαζ βζα ηα 

ηφηηανα πμο δζαιμθφκεδηακ ιε siRNAs. Όθεξ μζ επςάζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ 

ζε ιέζμ M199 + 1% BSA + 20 mmol/L HEPES. 

ηδκ πενίπηςζδ ηςκ πεζναιάηςκ υπμο πναβιαημπμζήεδηε ακάθοζδ ιέζς 

ιζηνμζημπίαξ TIRF, ιεηά ημ ζηάδζμ ηδξ επχαζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ηα πνςημβεκή 

ακηζζχιαηα έκακηζ ημο VEGFR2, ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε δεοηενμβεκή 

ακηζζχιαηα ζογεοβιέκα ιε θεμνζμπνχιαηα (1:200), βζα 1 χνα ζημοξ 40C. Μεηά 

απυ ηνείξ πθφζεζξ ιε πενίζζεζα Ca2+/Mg2+ HBSS, ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε 

DMSO ή ιε ημκ ακαζημθέα dynasore ζε δζάθοια ιζηνμζημπίαξ, βζα 30 θεπηά, ηαζ 

ιεηαθένεδηακ ζε εάθαιμ εενιμηναζίαξ 370C ημο ιζηνμζημπίμο TIRF, υπμο ηαζ 

ακαθφεδηακ. ηδκ πενίπηςζδ ηδξ δζαιυθοκζδξ ηςκ ηοηηάνςκ HUVE ιε ημκ 

πθαζιζδζαηυ θμνέα έηθναζδξ ημο οανζδζημφ VEGFR2-mCherry, 48 χνεξ ιεηά ηδ 

δζαιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ, ημ ιέζμ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ ακηζηαηαζηάεδηε ιε 

δζάθοια ιζηνμζημπίαξ ηαζ ηα ηφηηανα ακαθφεδηακ ιε ιζηνμζημπία TIRF. Καηά ηδκ 

δζάνηεζα ηδξ ακάθοζδξ, μ ακαζημθέαξ dynasore ηαζ μ VEGF πνμζηέεδηακ 

δζαδμπζηά. 

  

2.10.2 Γνθηκαζίεο αλαθύθιεζεο 

 Γζα ηα πεζνάιαηα ακαηφηθδζδξ ημο οπυ ηαηάζηαζδ δνειίαξ VEGFR2 

(απμοζία VEGF) ηφηηανα HUVE επςάζηδηακ ιε DMSO ή ιε ημκ ακαζημθέα 
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dynasore, βζα 30 θεπηά, ηαζ αημθμφεδζε επχαζδ ιε πνςημβεκή ακηζζχιαηα 

έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο VEGFR2 (Abcam, 10 ιg/ml), βζα 30 θεπηά 

ζημοξ 370C. Σα ηφηηανα πθφεδηακ 2 θμνέξ ιε υλζκμ ιέζμ M199, pH 2.0, 

αημθμφεδζακ 3 πθφζεζξ ιε πενίζζεζα Ca2+/Mg2+ HBSS ηαζ ηα ηφηηανα 

επςάζηδηακ ιε δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα ζογεοβιέκα ιε θεμνζμπνχιαηα (1:200), 

βζα 30 θεπηά ζημοξ 370C. Αημθμφεδζακ 2 πθφζεζξ ιε υλζκμ ιέζμ M199, pH 2.0, 3 

πθφζεζξ ιε πενίζζεζα Ca2+/Mg2+ HBSS ηαζ ηα ηφηηανα ιμκζιμπμζήεδηακ ηαζ 

επελενβάζηδηακ βζα ιζηνμζημπία έιιεζμο ακμζμθεμνζζιμφ. 

ηα πεζνάιαηα ηδξ επαβυιεκδξ απυ ημκ VEGF ακαηφηθδζδξ ημο VEGFR2, ηα 

ηφηηανα ακαθφεδηακ ιέζς ιζηνμζημπίαξ TIRF. Κφηηανα HUVE ζδιάκεδηακ ιε 

πνςημβεκή ακηζζχιαηα βζα ημκ επζθακεζαηυ VEGFR2, υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ 

εκυηδηα 2.10.1. ηδ ζοκέπεζα, ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε ημοξ πδιζημφξ 

ακαζημθείξ dynasore ή dynasore + EIPA, βζα 30 θεπηά, ιεηαθένεδηακ ζημοξ 370C 

ηαζ εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF, βζα 5 θεπηά. Μεηά απυ 2 πθφζεζξ ιε υλζκμ ιέζμ 

M199, pH 2.0, ηαζ 3 πθφζεζξ ιε πενίζζεζα Ca2+/Mg2+ HBSS, ημ ιέζμ ηοηηανζηήξ 

ακάπηολδξ ακηζηαηαζηάεδηε ιε ιέζμ Μ199, βζα 5 θεπηά, ηαζ ηα ηφηηανα 

ιμκζιμπμζήεδηακ ηαζ επελενβάζηδηακ βζα ιζηνμζημπία έιιεζμο ακμζμθεμνζζιμφ, 

πςνίξ κα πναβιαημπμζδεεί δζαπεναηυηδηα ηδξ ιειανάκδξ ηςκ ηοηηάνςκ. 

 

2.11 Γνθηκαζία ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) γηα ηνλ 

επηθαλεηαθό VEGFR2 

Κφηηανα HUVE ηαθθζενβήεδηακ ζε πζάηα 96 θνεαηίςκ ηαζ επςάζηδηακ βζα 

δζάθμνα πνμκζηά δζαζηήιαηα ιε DMSO ή ιε ημοξ ηαηάθθδθμοξ ακά πενίπηςζδ 

πδιζημφξ ακαζημθείξ (dynasore, EIPA, TAPI-1, filipin, methyl-α-cyclodextrin, 

cytochalasin D) ζε ιέζμ ηοηηανζηήξ ηαθθζένβεζαξ M199, απμοζία μνμφ, πανμοζία 

ή απμοζία VEGF. Μεηά ημ πέναξ ηδξ επχαζδξ, ηα ηφηηανα πθφεδηακ 3 θμνέξ ιε 

πενίζζεζα PBS, ιμκζιμπμζήεδηακ ιε δζάθοια παναθμνιαθδεΰδδξ 3.7% ζε PBS, 

βζα 15-20 θεπηά, ηαζ ημ ιέζμ ιμκζιμπμίδζδξ ελμοδεηενχεδηε ιε δζάθοια 50 mM 

NH4Cl ζε PBS. Οζ ιδ εζδζηέξ ακηζβμκζηέξ εέζεζξ δεζιεφηδηακ ιέζς επχαζδξ ηςκ 

ηοηηάνςκ ιε δζάθοια 1% BSA ζε PBS, βζα 1 χνα, ηαζ αημθμφεδζε επχαζδ ιε 

πνςημβεκή ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο VEGFR2 (R&D 

Systems, 1.5 ιg/ml), βζα 2 χνεξ ζημοξ 370C, οπυ ήπζα ακαηάναλδ. Σα ηφηηανα 
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πθφεδηακ 5 θμνέξ ιε δζάθοια 1% BSA ζε PBS ηαζ επςάζηδηακ ιε δεοηενμβεκή 

ακηζζχιαηα ζογεοβιέκα ιε HRP, βζα 1 χνα. Αημθμφεςξ, ηα ηφηηανα πθφεδηακ 5 

θυνεξ ιε δζάθοια 1% BSA ζε PBS ηαζ δ ακηίδναζδ λεηίκδζε ιε ηδκ πνμζεήηδ 250 

ιl δζαθφιαημξ οπμζηνχιαημξ (0,51 % w/v ηζηνζηυ μλφ, 0,73 % w/v Na2HPO4, 0,04 

% w/v o-phenylenediamine ηαζ 0,04 % v/v δζαθφιαημξ 30 % H2O2). Ζ ακηίδναζδ 

πναβιαημπμζήεδηε ζε ζοκεήηεξ ζηυημοξ ηαζ ηενιαηίζηδηε ιε πνμζεήηδ 50 ιl 

δζαθφιαημξ εεσημφ μλέμξ 2Ν. Σέθμξ, ηα δείβιαηα θςημιεηνήεδηακ ζε ιήημξ 

ηφιαημξ 492 nm. ηδκ πενίπηςζδ ηςκ πεζναιάηςκ υπμο πναβιαημπμζήεδηε 

δζαιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε siRNAs, ηα ηφηηανα ηαθθζενβήεδηακ ζε πζάηα 24 

θνεαηίςκ. 48 χνεξ ιεηά ηδκ δζαιυθοκζδ, ηα ηφηηανα ηνορζκμπμζήεδηακ ηαζ 

επζζηνχεδηακ ζε πζάηα 96 θνεαηίςκ χζηε κα θάαμοιε ποηκέξ ηαθθζένβεζεξ. Σα 

ηφηηανα επελενβάζηδηακ ηαζ ακαθφεδηακ ιεηά απυ 24 χνεξ, υπςξ πενζβνάθεηαζ 

παναπάκς. 

 

2.12 Δπώαζε ησλ θπηηαξηθώλ ιπκάησλ κε ηα έλδπκα ΔndoΖ θαη PNGase F 

 Κφηηανα HUVE επςάζηδηακ βζα 2 χνεξ ιε DMSO ή ιε ημκ ακαζημθέα 

dynasore ζε ιέζμ Μ199, απμοζία μνμφ, ηαζ θφεδηακ. Ζ ζοβηέκηνςζδ πνςηεΐκδξ 

ηςκ ηοηηανζηχκ θοιάηςκ ιεηνήεδηε υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ εκυηδηα 2.6 ηαζ 15 

ιg απυ ηα δείβιαηα επςάζηδηακ ιε ηα έκγοια ΔndoΖ ή PNGase F, ζφιθςκα ιε 

ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Μεηά ημ πέναξ ηδξ επχαζδξ, ηα δείβιαηα 

ακαθφεδηακ ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηήξ πενζμπήξ ημο VEGFR2 (Cell Signaling).  

 

2.13 Μέηξεζε ηνπ ελδνθπηηαξηθνύ αζβεζηίνπ 

 Κφηηανα HUVE ζηενήεδηακ μνμφ βζα 2 χνεξ ηαζ επςάζηδηακ βζα 30 θεπηά 

ζημοξ 370C ιε ημ δείηηδ ημο εκδμηοηηανζημφ αζαεζηίμο Fluo-4-AM, ζφιθςκα ιε 

ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή, πανμοζία DMSO ή πανμοζία ημο ακαζημθέα 

dynasore ή ημο ακαζημθέα EIPA. Ζ επχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ πναβιαημπμζήεδηε ζε 

ιέζμ M199, απμοζία μνμφ. Μεηά ημ πέναξ ηδξ επχαζδξ, ηα ηφηηανα πθφεδηακ 3 

θμνέξ ιε πενίζζεζα Ca2+/Mg2+ HBSS, ημ ενεπηζηυ οθζηυ ακηζηαηαζηάεδηε ιε 

δζάθοια ιζηνμζημπίαξ (πανμοζία ηςκ ακαζημθέςκ) ηαζ ηα ηφηηανα ιεηαθένεδηακ 
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ζε εάθαιμ 370C ημο ζοκεζηζαημφ ιζηνμζημπίμο. Σα ααζζηά επίπεδα θεμνζζιμφ 

ημο εκδμηοηηανζημφ αζαεζηίμο ηαηαβνάθδηακ βζα 3-5 θεπηά, ιέζς δζέβενζδξ ηςκ 

ηοηηάνςκ ζηα 480nm, ηαζ αημθμφεδζε εκενβμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε VEGF. Οζ 

αθθαβέξ ζηα επίπεδα ημο εκδμηοηηανζημφ αζαεζηίμο ηαηαβνάθδηακ βζα 15 θεπηά 

(θήρδ εζηυκςκ ακά 1.3 sec) ηαζ μζ εζηυκεξ ιζηνμζημπίαξ ακαθφεδηακ ιέζς ημο 

θμβζζιζημφ ImageJ βζα ηδκ ηαηαζηεοή ημο βναθήιαημξ.  

 

2.14 Αλίρλεπζε ηνπ εθθξηλόκελνπ VEGFR2 

 Κφηηανα HUVE ηαθθζενβήεδηακ ζε ηνοαθία επζθάκεζαξ 100-mm ηαζ 

επςάζηδηακ βζα 2 χνεξ ιε DMSO ή ιε ημοξ ακαζημθείξ dynasore ή dynasore + 

TAPI-1, ζε ιέζμ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ M199, απμοζία μνμφ. Μεηά ημ πέναξ ηδξ 

επχαζδξ, ηα ενεπηζηά οθζηά ζοθθέπεδηακ ηαζ ηα ηφηηανα θφεδηακ ηαζ ακαθφεδηακ 

ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηήξ πενζμπήξ ηoο VEGFR2 (Cell Signaling). ηα ενεπηζηά οθζηά 

πμο ζοθθέπεδηακ πνμζηέεδηε 1 mmol/L EDTA, 2 mmol/L EGTA ηαζ ιείβια 

ακαζημθέςκ ηςκ πνςηεαζχκ (Roche Complete) ηαζ θοβμηεκηνήεδηακ ζηα 6.000 

g, βζα 10 θεπηά ζημοξ 40C. Σα οπενηείιεκα ζοθθέπεδηακ, ζοιποηκχεδηακ ιε ηα 

θίθηνα ζοιπφηκςζδξ YM-3 centriplus ηαζ ΤΜ-3 centricon (Millipore), ζφιθςκα ιε 

ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή, ηαζ ακαθφεδηακ ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά 

Western ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ηoο VEGFR2 (R&D 

Systems). 

 

2.15 Γνθηκαζίεο αλνζνθαηαθξύκλεζεο 

2.15.1 Αλνζνθαηαθξύκλεζε ηνπ εθθξηλόκελνπ VEGFR2 

Γζα κα δζενεοκήζμοιε ηδκ αθθδθεπίδναζδ ημο εηηνζκυιεκμο VEGFR2 ιε ημκ 

VEGF, ηφηηανα HUVE ηα μπμία ηαθθζενβήεδηακ ζε ηνοαθία 100-mm (ζοκμθζηά 8 

ηνοαθία) επςάζηδηακ ιε ιέζμ M199 (απμοζία μνμφ), βζα 3 χνεξ, ηαζ ηα ενεπηζηά 

οθζηά ζοθθέπεδηακ, ακαιείπεδηακ ηαζ ζοιποηκχεδηακ, υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ 

εκυηδηα 2.14 (ηεθζηυξ υβημξ 0.6 ml). Σα ζοιποηκςιέκα ενεπηζηά οθζηά 

επςάζηδηακ ιε ζθαζνίδζα αβανυγδξ (protein G-agarose beads, Pharmacia 
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Biotech), βζα 1 χνα ζημοξ 40C, ηαζ ηα οπενηείιεκα ζοθθέπεδηακ (ιεηά απυ 3 

θοβμηεκηνήζεζξ, 1000 rpm, 40C) ηαζ πςνίζηδηακ ζε δφμ δείβιαηα ίζμο υβημο (0.3 

ml ακά δείβια). To έκα δείβια επςάζηδηε ιε 10 ιg ακηζζχιαημξ (δεζιεοιέκμ ζε 

ζθαζνίδζα αβανυγδξ) έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ηoο VEGFR2 (R&D 

Systems), βζα 4 χνεξ, εκχ ημ άθθμ δείβια επςάζηδηε πανάθθδθα ιε ηεκά 

ζθαζνίδζα αβανυγδξ. Αημθμφεςξ, ηα ζθαζνίδζα απμιαηνφκεδηακ ιε θοβμηέκηνδζδ 

ηαζ ηα δείβιαηα επςάζηδηακ ιε 125 ng/ml VEGF, βζα 4 χνεξ. ηδ ζοκέπεζα, ηα 

δείβιαηα επςάζηδηακ ιε 10 ιg ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ 

ηoο VEGFR2 (R&D Systems) μθμκοηηίςξ ζημοξ 40C, οπυ ακάδεοζδ, ηαζ 

αημθμφεδζε επχαζδ ιε ζθαζνίδζα αβανυγδξ, βζα 4 χνεξ. Σα ζθαζνίδζα 

ζοθθέπεδηακ ιε θοβμηέκηνδζδ, πθφεδηακ 3 θμνέξ ιε PBS ηαζ πναβιαημπμζήεδηε 

έηθμοζδ ηςκ πνςηεσκχκ, ιεηά απυ αναζιυ ηςκ ζθαζνζδίςκ ζε δζάθοια Laemmli 

(1000C βζα 10 θέπηα). Σέθμξ, μζ πνςηεΐκεξ ακαθφεδηακ ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά 

Western ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ηoο VEGFR2 (R&D 

Systems) ηαζ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ημο VEGF. 

 

2.15.2 Αλνζνθαηαθξύκλεζε ηνπ θσζθνξπιησκέλνπ VEGFR2 

Πνμηεζιέκμο κα εθέβλμοιε ηδκ επίδναζδ ηδξ ακαζημθήξ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζηδκ 

θςζθμνοθίςζδ ημο VEGFR2, ηφηηανα HUVE ζηενήεδηακ μνμφ βζα 4 χνεξ ηαζ 

επςάζηδηακ βζα 30 θεπηά ιε DMSO ή ιε ημοξ ακαζημθείξ dynasore ή EIPA ή 

dynasore + EIPA, ζε ενεπηζηυ ιέζμ M199, απμοζία μνμφ. Σα ηφηηανα 

εκενβμπμζήεδηακ βζα 5 θεπηά ιε VEGF, ιεηαθένεδηακ ζε ροπνυ εάθαιμ 40C, 

πθφεδηακ 3 θμνέξ ιε ροπνυ δζάθοια Ca2+/Mg2+ HBSS ( οπμηαηεζηδιέκμ ιε 300 

ιΜ vanadate, 600 ιmol/L Ζ202 ηαζ 1 mmol/L phenylmethanesulfonyl fluoride) ηαζ 

θφεδηακ ιε ροπνυ δζάθοια θφζδξ (50 mmol/L Tris, pH 7.4, 150 mmol/L NaCl, 1% 

Triton X-100, 1% NP-40, 1 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluoride, 300 ιmol/L 

vanadate, 600 ιmol/L Ζ202 ηαζ ιείβια ακαζημθέςκ ηςκ πνςηεαζχκ). Σα ηοηηανζηά 

θφιαηα θοβμηεκηνήεδηακ ζηα 16.000 g, βζα 30 θεπηά, ηαζ ηα οπενηείιεκα 

επςάζηδηακ ιε ζθαζνίδζα αβανυγδξ (protein G-agarose beads, Pharmacia 

Biotech), βζα 1 χνα ζημοξ 40C. Σα ζθαζνίδζα απμιαηνφκεδηακ ιε θοβμηέκηνδζδ 

ηαζ ηα οπενηείιεκα επςάζηδηακ ιε 10 ιg ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηήξ πενζμπήξ ηoο VEGFR2 (Santa Cruz Biotechnology) 
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μθμκοηηίςξ ζημοξ 40C, οπυ ακάδεοζδ. Σα ακμζμζοιπθέβιαηα ηαηααοείζηδηακ 

ιεηά απυ επχαζδ ηςκ δεζβιάηςκ ιε ζθαζνίδζα αβανυγδξ, βζα 4 χνεξ. Σα 

ζθαζνίδζα ζοθθέπηδηακ ιε θοβμηέκηνδζδ ηαζ ίζμζ υβημζ απυ ηζξ εηθμουιεκεξ 

πνςηεΐκεξ (ιεηά απυ αναζιυ ηςκ ζθαζνζδίςκ ζε δζάθοια Laemmli βζα 10 θεπηά) 

ακαθφεδηακ ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδκ 

θςζθμηονμζίκδξ. Ζ ηακμκζημπμίδζδ ηςκ επζπέδςκ ημο θςζθμνοθζςιέκμο 

VEGFR2 πναβιαημπμζήεδηε ιέζς ακάθοζδξ ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western 

ίζςκ υβηςκ δεζβιάηςκ ηςκ ακμζμηαηααοεζγυιεκςκ πνςηεσκχκ, πνδζζιμπμζχκηαξ 

ακηζζχιαηα έκακηζ ημο VEGFR2 (Cell Signaling). 

 

2.16 Γνθηκαζίεο ιn vivo αγγεηνγέλεζεο 

Σα πεζνάιαηα in vivo αββεζμβέκεζδξ ζπεδζάζηδηακ απυ ημ ενβαζηήνζυ ιαξ 

ζε ζοκενβαζία ιε ηδκ ενεοκδηζηή μιάδα ηδξ M. Ziche (Department of Life 

Sciences, University of Siena, Italy) ηαζ εηηεθέζηδηακ απυ ηδκ L. Morbidelli, ζημ 

Πακεπζζηήιζμ ηδξ ζέκα, ζηδκ Ηηαθία. 

2.16.1 Γνθηκαζίεο αγγεηνγέλεζεο ζε ελζέκαηα Matrigel ζε πνληίθηα 

   Γζα ηδκ παναζηεοή ηςκ εκεειάηςκ, μ VEGF, πανμοζία ημο ακαζημθέα 

TAPI-1 ή/ηαζ ηςκ ακαζημθέςκ dynasore ή EIPA, δζαθφεδηε ζε Matrigel, ζημκ 

πάβμ. Οζ ηεθζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ ακηζδναζηδνίςκ ήηακ 500 ng/έκεεια VEGF, 

25 µmol/L TAPI-1, 50 µmol/L EIPA ηαζ 100 µmol/L dynasore. Ζ έβποζδ ηςκ 

εκεειάηςκ (0.4 ml/έκεεια) πναβιαημπμζήεδηε οπμδυνζα ηαζ ηαηά ιήημξ ηδξ 

ιέζδξ ναπζαίαξ πενζμπήξ, ζε πμκηίηζα C57/B6J (ζοκμθζηά 30 πμκηίηζα δθζηίαξ 12 

εαδμιάδςκ). Μεηά απυ 7 διένεξ, ηα γχα εακαηχεδηακ χζηε κα ακαηηδεμφκ ηα 

εκεέιαηα. Σα εκεέιαηα επακαζςνήεδηακ ζε 1 ml ακηζδναζηδνίμο Drabkin (Sigma), 

βζα 18 χνεξ ζε πάβμ, ηαζ δ ζοβηέκηνςζδ ηδξ αζιμζθαζνίκδξ πνμζδζμνίζηδηε αάζδ 

πνυηοπδξ ηαιπφθδξ ζοβηέκηνςζδξ (Sigma), ιεηά απυ ιέηνδζδ ηδξ 

απμννυθδζδξ ηςκ δεζβιάηςκ ζηα 540 nm.  
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2.16.2 Γνθηκαζίεο αγγεηνγέλεζεο ζηνλ νθζαικό θνπλειηώλ 

Ζ επαβςβή ή ακαζημθή ηδξ αββεζμβέκεζδξ ιεθεηήεδηε ζημκ μθεαθιυ 

ανζεκζηχκ ημοκεθζχκ απυ ηδ Νέα Εδθακδία (n=8, Charles River Laboratories). Σα 

πεζνάιαηα εηηεθέζηδηακ ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ηδξ Δονςπασηήξ Δπζηνμπήξ βζα 

ηδ θνμκηίδα ηαζ ημ πεζνζζιυ ηςκ γχςκ (Directive 2010/63/EU) ηαζ ηδξ Δεκζηήξ 

Δπζηνμπήξ Βζμδεδηήξ ημο Παβηυζιζμο Ονβακζζιμφ Τβείαξ. Σα γχα 

ακαζζεδημπμζήεδηακ ιέζς έβποζδξ xilazine 2% (0.5 ml/γχμ) ηαζ 

tiletamine/zolazepam (10 mg/kg). Σμ αάεμξ ηδξ ακαζζεδζίαξ εθέβπηδηε ιέζς ημο 

παθιμφ ηδξ ανηδνζαηήξ πίεζδξ. Ο ηάεε μθεαθιυξ ελμνφπηδηε ιε ηδκ αμήεεζα 

μδμκηζηχκ εθαζηζηχκ θφθθςκ απμιυκςζδξ ηαζ πνζκ απυ ηδκ εβπείνδζδ 

εθανιυζηδηε ημπζηή ακαζζεδζία (0.4% benoxinate). Ζ δζαδζηαζία εζζαβςβήξ ημο 

ειθοηεφιαημξ λεηίκδζε ιε ιία ηάεεηδ ημιή ζηδκ εκδμζηνςιαηζηή πενζμπή ημο 

μθεαθιμφ. Ζ εέζδξ εζζαβςβήξ ημο ειθοηεφιαημξ δδιζμονβήεδηε ζημ ηάης ιένμξ 

ημο ηεναημεζδμφξ ιε ηδ αμήεεζα εφηαιπηδξ ιεηαθθζηήξ ζπάημοθαξ, πάπμοξ 1.5 

mm. Σα ειθοηεφιαηα εζζήπεδηακ ζε απυζηαζδ 2 mm απυ ημκ ζηθδνυ πζηχκα βζα 

ηδκ απμθοβή ιδ εζδζηήξ αββεζμβέκεζδξ ελαζηίαξ ηδξ αολδιέκδξ ιδπακζηήξ πίεζδξ, 

θυβς πανμοζίαξ ημο ειθοηεφιαημξ, ηαζ βζα ηδ ααειζαία δζάποζδ ηςκ μοζζχκ πνμξ 

ηα εκδμεδθζαηά ηφηηανα ημο πζηχκα. Γζα ημκ έθεβπμ ηδ επίδναζδξ ηςκ ακαζημθέςκ 

dynasore ηαζ EIPA ζηδκ αββεζμβέκεζδ ζημκ μθεαθιυ, πανάθθδθα ιε ηα 

ειθοηεφιαηα πμο πενζείπακ ημοξ ακαζημθείξ, εζζήπεδζακ ειθοηεφιαηα ιε VEGF 

(200 ng/ειθφηεοια) ζε βεζημκζηέξ εέζεζξ, χζηε δ απεθεοεένςζδ ημο VEGF ηαζ 

ηςκ ακαζημθέςκ κα πναβιαημπμζείηαζ απυ δζαθμνεηζηά ζδιεία. Μεηά ηδκ 

εζζαβςβή ηςκ ειθοηεοιάηςκ, εζηυκεξ ηςκ μθεαθιχκ θαιαάκμκηακ διενδζίςξ ιε 

ηδ αμήεεζα ζηενεμζημπίμο. 

 

2.17 Πνζνηηθνπνίεζε θαη ζηαηηζηηθή αλάιπζε 

Ζ πμζμηζημπμίδζδ ηςκ ακαζμαπμηοπχζεςκ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ 

θμβζζιζηυ ImageJ (NIH) ηαζ ημ θμβζζιζηυ Quantity One (Biorad). ηα in vivo 

πεζνάιαηα, ημ ζημν αββεζμβέκεζδξ (ανζειυξ κέμ-ζπδιαηζγυιεκςκ αββείςκ/mm2) 

οπμθμβίζηδηε ιέζς ημο θμβζζιζημφ ImageJ, ιεηά απυ ακάθοζδ ηςκ 

ζηενεμζημπζηχκ εζηυκςκ. Σα βναθήιαηα απεζημκίγμοκ ηζξ ιέζεξ ηζιέξ ± ηδ ιέζδ 

ηοπζηή απυηθζζδ (S.E.M.) ή ηδκ ηοπζηή απυηθζζδ (S.D.) ηςκ ηζιχκ ηαζ 
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οπμθμβίζηδηακ ιεηά απυ ημοθάπζζημκ ηνεζξ επακαθήρεζξ ηςκ ακά ζοκεήηδ 

πεζναιαηζηχκ δζαηάλεςκ. Οζ ζηαηζζηζηέξ δζαθμνέξ εηηζιήεδηακ ιέζς ζηαηζζηζηήξ 

ακάθοζδξ student t-test (βζα ηδκ ακάθοζδ δφμ μιάδςκ) ή ιέζς ακάθοζδξ ANOVA 

(βζα ηδκ ακάθοζδ ηνζχκ ή πενζζζυηενςκ μιάδςκ) αημθμοεμφιεκδ απυ ακάθοζδ 

Dunnett’s (post hoc test). 



 
 

 

 

 



 
 

 

 

 

3. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 
 

3.1 Αλάιπζε ησλ κνλνπαηηώλ ελδνθπηηάξσζεο ηνπ VEGFR2 

3.1.1 Απνπζία ηνπ VEGF, o VEGFR2 αλαθπθιώλεηαη κεηαμύ ησλ 

ελδνζσκάησλ θαη ηεο θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο κέζσ ηνπ 

εμαξηώκελνπ από ηε δπλακίλε κνλνπαηηνύ ελδνθπηηάξσζεο 

Πνμηεζιέκμο κα ακαθφζμοιε ζοζηδιαηζηά ηα ιμκμπάηζα εκδμηοηηάνςζδξ 

ημο VEGFR2, ιεθεηήζαιε ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο οπμδμπέα ηυζμ οπυ ηαηάζηαζδ 

δνειίαξ (απμοζία VEGF) υζμ ηαζ ιεηά απυ εκενβμπμίδζδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ 

ηοηηάνςκ ιε VEGF. Τπυ ηαηάζηαζδ δνειίαξ, μ VEGFR2 εκημπίγεηαζ ηυζμ ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ υζμ ηαζ ζηα εκδμζχιαηα. Θέθμκηαξ κα 

ιεθεηήζμοιε ιυκμ ημ πμζμζηυ ημο οπμδμπέα ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ 

πμο εζζένπεηαζ ζηα εκδμζχιαηα, εθανιυζαιε ιζα δμηζιαζία ζήιακζδξ ημο 

οπμδμπέα ιέζς ακηζζςιάηςκ πμο ακαβκςνίγμοκ ημ ελςηοηηανζηυ ηιήια ημο 

VEGFR2. Καηά ηδ δμηζιαζία ζήιακζδξ, μ VEGFR2 ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ 

ιειανάκδξ γςκηακχκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ζδιαίκεηαζ ιε ηα ηαηάθθδθα 

πνςημβεκή ακηζζχιαηα ηαζ αημθμφεςξ, μ οπμδμπέαξ εκδμηοηηανχκεηαζ ζε 

ζφιπθεβια ιε ηα ακηζζχιαηα. ημ ηέθμξ ηδξ δμηζιαζίαξ ηαζ πνζκ ηδ ιμκζιμπμίδζδ 

ηςκ ηοηηάνςκ, ηα ηφηηανα πθέκμκηαζ ιε έκα υλζκμ δζάθοια (pH 2.0) πνμηεζιέκμο 

κα απμδεζιεοεμφκ ηα ακηζζχιαηα πμο είκαζ δεζιεοιέκα ζηδκ επζθάκεζα ηςκ 

ηοηηάνςκ (ζε ζφιπθεβια ιε ημκ VEGFR2) ηαζ μ εκδμηοηηανζηυξ οπμδμπέαξ 

απμηαθφπηεηαζ ιε δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα ζογεοβιέκα ιε θεμνζμπνχιαηα. Καηά 

ζοκέπεζα, ημ ζήια πμο ακζπκεφεηαζ ζημ ηέθμξ ηδξ δμηζιαζίαξ ακηζπνμζςπεφεζ 

ιυκμ ημ ζφκμθμ ημο VEGFR2 πμο έπεζ εκδμηοηηανςεεί απυ ηδ ιειανάκδ. 

Δθανιυγμκηαξ ηδκ παναπάκς δμηζιαζία ηαζ πνδζζιμπμζχκηαξ ζοκεζηζαηή 

ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ παναηδνήζαιε υηζ δ απμοζία ημο VEGF δεκ ειπμδίγεζ 

ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο οπμδμπέα (Δζηυκα 3.1. vehicle). Γζα κα δζενεοκήζμοιε ημ 

ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ ιέζς ημο μπμίμο μ ιδ εκενβμπμζδιέκμξ VEGFR2 

εζζένπεηαζ ζημ ηφηηανμ, ανπζηά εζηζαζηήηαιε ζημ ελανηχιεκμ απυ ηδ δοκαιίκδ 

ιμκμπάηζ εζζυδμο ημ μπμίμ ακηζπνμζςπεφεζ έκα απυ ηα πζμ ηαθά ιεθεηδιέκα 
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ιμκμπάηζα εκδμηοηηάνςζδξ ηςκ οπμδμπέςκ 101,102. ε αοηυ ημ ζδιείμ 

πνδζζιμπμζήζαιε ημκ πδιζηυ ακαζημθέα ηδξ δοκαιίκδξ, dynasore 103. O θυβμξ βζα 

ημκ μπμίμ πνδζζιμπμζήζαιε έκακ ακαζημθέα μ μπμίμξ δνα βνήβμνα, έκακηζ 

ιεευδςκ απμζζχπδζδξ ηδξ δοκαιίκδξ ή οπενέηθναζδξ ακεκενβχκ 

ιεηαθθαβιάηςκ ηδξ πνςηεΐκδξ, οπήνλε δ απμθοβή ιδ εζδζηχκ πνςηεσκζηχκ 

δνάζεςκ ή δ εκενβμπμίδζδ ζοιπθδνςιαηζηχκ ιδπακζζιχκ εκδμηοηηάνςζδξ 

θυβς πνμζανιμβήξ ηςκ ηοηηάνςκ ελαζηίαξ ηδξ παναηεηαιέκδξ ακαζημθήξ ημο 

ιμκμπαηζμφ ηδξ δοκαιίκδξ 104. Ζ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ ιέζς ημο ακαζημθέα 

dynasore μδήβδζε ζε ζπεδυκ πθήνδ ελαθάκζζδ ημο εκδμηοηηανζημφ ζήιαημξ ημο 

οπμδμπέα οπμδδθχκμκηαξ υηζ, απμοζία ημο VEGF, o VEGFR2 εκδμηοηηανχκεηαζ 

ηαηά απμηθεζζηζηυηδηα απυ ημ ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ πμο εθέβπεηαζ απυ ηδ 

δοκαιίκδ (Δζηυκα 3.1, dynasore). Ωξ ιάνηοναξ ηδξ απμδμηζηήξ ακαζημθήξ ηδξ 

δοκαιίκδξ πνδζζιμπμζήεδηε μ οπμδμπέαξ ηδξ ηνακζθενίκδξ, ιζα πνςηεΐκδ δ 

μπμία εκδμηοηηανχκεηαζ απμηθεζζηζηά απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ.  

 
Δηθόλα 3.1 : Αλάιπζε ηεο ελδνθπηηάξσζεο ηνπ αλελεξγνύ VEGFR2 ππό ηελ αλαζηνιή ηνπ 
εμαξηώκελνπ από ηε δπλακίλε κνλνπαηηνύ ελδνθπηηάξσζεο. Εςκηακά εκδμεδθζαηά ηφηηανα 
ζδιάκεδηακ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο VEGFR2 ζημοξ 4

0
C, 

επςάζηδηακ ιε DMSO (vehicle) ή ημκ ακαζημθέα ηδξ δοκαιίκδξ dynasore ηαζ ιεηαθένεδηακ ζημοξ 
37

0 
C, βζα 15 θεπηά, πανμοζία ηνακζθενίκδξ ζογεοβιέκδξ ιε ζζμεεζμηοακζηή θεμνζζεΐκδ. Μεηά ημ 

πέναξ ηδξ επχαζδξ ζημοξ 37
0 

C, ηα ηφηηανα πθφεδηακ ιε υλζκμ ιέζμ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ 
Μ199, pH 2.0, ιμκζιμπμζήεδηακ ηαζ μ εκδμηοηηανζηυξ VEGFR2 απμηαθφθεδηε ιε δεοηενμβεκή 
ακηζζχιαηα ζογεοβιέκα ιε θεμνζμπνχιαηα. Οζ πονήκεξ ηςκ ηοηηάνςκ ειθακίγμκηαζ ιε ιπθε 
πνχια. Οζ ιπάνεξ ηθίιαηαξ ηςκ εζηυκςκ ακηζζημζπμφκ ζε 10 ιm. 
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Πνμηεζιέκμο κα δζεονφκμοιε ηδ ιεθέηδ ιαξ ζε ζπέζδ ιε ημκ νυθμ ηδξ 

δοκαιίκδξ ζηδ νφειζζδ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο ακεκενβμφ VEGFR2, 

εθανιυζαιε ιζηνμζημπία TIRF (Total Internal Fluorescence Microscopy) ζε 

γςκηακά εκδμεδθζαηά ηφηηανα ηα μπμία είπακ ζδιακεεί ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ημο 

επζθακεζαημφ VEGFR2. ε ακηίεεζδ ιε ηδ ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ, δ 

ιζηνμζημπία TIRF επζηνέπεζ ηδκ παναηήνδζδ βεβμκυηςκ ζημ επίπεδμ ηδξ 

ηοημπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ (εζηυκα 3.2). Μέζς ηδξ ιζηνμζημπίαξ TIRF 

παναηδνήζαιε υηζ, οπυ θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ, μ οπμδμπέαξ ειθακίγεηαζ ηαζ 

ελαθακίγεηαζ απυ ηδ ιειανάκδ ηςκ ηοηηάνςκ, βεβμκυηα πμο οπμδδθχκμοκ 

ηαηαζηάζεζξ εκδμηοηηάνςζδξ ηαζ ακαηφηθδζδξ ημο VEGFR2 (ηαζκία 1, vehicle). 

Απεκακηίαξ, οπυ ζοκεήηεξ ακαζημθήξ ηδξ δοκαιίκδξ (πανμοζία ημο ακαζημθέα 

dynasore) μ VEGFR2 πανέιεζκε αηζκδημπμζδιέκμξ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή 

ιειανάκδ (ηαζκία 1, dynasore). Οζ παναηδνήζεζξ αοηέξ, ζε ζοκδοαζιυ ιε ηα 

πνμδβμφιεκα απμηεθέζιαηα ηδξ ζοκεζηζαηήξ ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμφ (αθέπε 

εζηυκα 3.1) επζαεααζχκμοκ υηζ, απμοζία ημο ζοκδέηδ ημο, δ εκδμηοηηάνςζδ ημο 

VEGFR2 δζαιεζμθααείηαζ ιυκμ απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ.  

 

Δηθόλα 3.2 : Γξαθηθή απεηθόληζε 

ηεο κηθξνζθνπίαο TIRF. Σα 

ζδιαζιέκα ιε θεμνζμπνχιαηα 

ηφηηανα δζεβείνμκηαζ ιέζς ιζαξ 

οπυ βςκία δέζιδξ laser. Ζ βςκία 

ηδξ δέζιδξ laser επζηνέπεζ ηδ 

δζείζδοζδ ηδξ δέζιδξ ζε ιζηνυ 

ηοηηανζηυ αάεμξ ηαεχξ αοηή 

ακαηθάηαζ απυ ημ ιέζμ ηδξ 

δζεπζθάκεζαξ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ηδξ 

ακηζηεζιεκμθυνμο πθάηαξ. 

οκεπχξ, ιυκμ ηα ιυνζα ηα μπμία 

εκημπίγμκηαζ ημκηά ζηδ δζεπζθάκεζα 

(δδθαδή πμθφ ημκηά ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ) 

δζεβείνμκηαζ απυ ηδ δέζιδ laser. Ζ 

βςκία ηδξ δέζιδξ laser ηαεμνίγεζ 

ηαζ ημ αάεμξ δζείζδοζδξ άνα ηαζ ημ 

αάεμξ ακίπκεοζδξ ηςκ ιμνίςκ ζηα 

ηφηηανα (ιεβάθδ βςκία = ιζηνυ 

ηοηηανζηυ αάεμξ) 
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Δθυζμκ οπυ ηαηάζηαζδ δνειίαξ μ ακεκενβυξ VEGFR2 εκδμηοηηανχκεηαζ 

απμδμηζηά, ημ ενχηδια πμο δδιζμονβείηαζ είκαζ πχξ ηα επζθακεζαηά επίπεδα ημο 

οπμδμπέα ακαπθδνχκμκηαζ έηζζ χζηε, οπυ ηδκ πανμοζία ημο VEGF, κα οπάνπεζ 

έκα ζηακμπμζδηζηυ πμζμζηυ ημο VEGFR2 ζηδ ιειανάκδ βζα επανηή εκενβμπμίδζδ 

ηαζ ηοηηανζηή ζδιαημδυηδζδ. Λαιαάκμκηαξ οπυρδ ιαξ ηα απμηεθέζιαηα ηδξ 

ιζηνμζημπίαξ TIRF ηαζ ζφιθςκα ιε ηδ αζαθζμβναθία, εεςνήζαιε υηζ μ VEGFR2 

ακαηοηθχκεηαζ ζοκεπχξ ιεηαλφ ηδξ ιειανάκδξ ηαζ ηςκ εκδμζςιάηςκ. Γζα κα 

επζαεααζχζμοιε ηδκ παναπάκς οπυεεζδ εθανιυζαιε ιζα δμηζιαζία 

ακαηφηθδζδξ δ μπμία ααζίγεηαζ ζε δφμ ηφηθμοξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο οπμδμπέα. 

Καηά ηδ δζάνηεζα ημο πνχημο ηφηθμο, μ οπμδμπέαξ εκδμηοηηανχκεηαζ ζε 

ζφιπθεβια ιε πνςημβεκή ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ηδξ 

πνςηεΐκδξ. ημ ηέθμξ ημο ηφηθμο, ηα ηφηηανα πθέκμκηαζ ιε έκα υλζκμ δζάθοια (pH 

2.0) χζηε κα αθαζνεεμφκ ηα ακηζζχιαηα πμο είκαζ ζοκδεδειέκα ζηδκ επζθάκεζα 

ηςκ ηοηηάνςκ. Καηά ηδ δζάνηεζα ημο δεφηενμο ηφηθμο, ηα ηφηηανα επςάγμκηαζ ιε 

δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα πμο θένμοκ θεμνζμπνχιαηα, αημθμοεεί ιζα δεφηενδ 

πθφζδ ιε υλζκμ δζάθοια ηαζ ηα ηφηηανα ιμκζιμπμζμφκηαζ. Πνμηεζιέκμο κα 

ακζπκεοεεί εκδμηοηηανζηυ ζήια εα πνέπεζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο δεφηενμο ηφηθμο 

ημ ζφιπθεβια οπμδμπέα-πνςημβεκμφξ ακηζζχιαημξ (ημ μπμίμ έπεζ 

εκδμηοηηανςεεί ζημκ πνχημ ηφηθμ) κα επζζηνέρεζ ζηδ ιειανάκδ, κα ζπδιαηίζεζ 

ζφιπθεβια ιε ημ δεοηενμβεκέξ ακηίζςια ηαζ αημθμφεςξ, κα εκδμηοηηανςεεί βζα 

δεφηενδ θμνά χζηε κα πνμζηαηεοεεί απυ ηδ δεφηενδ υλζκδ πθφζδ. οκεπχξ, ημ 

ζήια πμο ακζπκεφεηαζ ακηζπνμζςπεφεζ εκδμηοηηανζηά ιυνζα ημο οπμδμπέα πμο 

έπμοκ πναβιαημπμζήζεζ ημοθάπζζημκ έκα πθήνεξ ηφηθμ ακαηφηθδζδξ. 

Δθανιυγμκηαξ ηδκ παναπάκς δμηζιαζία παναηδνήζαιε ιε ζοκεζηζαηή 

ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ υηζ, εκχ ζηα ηφηηανα ιάνηονεξ (vehicle) ακζπκεφεδηε 

ζζπονυ εκδμηοηηανζηυ ζήια ημο οπμδμπέα, δ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ (dynasore) 

μδήβδζε ζε ζπεδυκ πθήνδ ελαθάκζζδ ημο εκδμηοηηανζημφ ζήιαημξ ημο VEGFR2 

(εζηυκα 3.3). οιπεναζιαηζηά, ηα ιέπνζ ηχνα απμηεθέζιαηα απμδεζηκφμοκ πςξ, 

απμοζία ημο VEGF, o VEGFR2 οθίζηαηαζ ζοκεπυιεκμοξ ηφηθμοξ 

εκδμηοηηάνςζδξ ηαζ ακαηφηθδζδξ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ιέζς ημο 

ελανηχιεκμο απυ ηδ δοκαιίκδ ιμκμπαηζμφ εκδμηοηηάνςζδξ. 
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Δηθόλα 3.3 : Γνθηκαζία αλαθύθιεζεο ηνπ VEGFR2 ππό ηελ αλαζηνιή ηνπ εμαξηώκελνπ από 

ηε δπλακίλε κνλνπαηηνύ ελδνθπηηάξσζεο. Εςκηακά εκδμεδθζαηά ηφηηανα επςάζηδηακ ιε 

DMSO (vehicle) ή ημκ ακαζημθέα ηδξ δοκαιίκδξ dynasore ζημοξ 37
0 

C, βζα 30 θεπηά. Μεηά ημ 

πέναξ ηδξ επχαζδξ, ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε πνςημβεκή ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ 

πενζμπήξ ημο VEGFR2 (πανμοζία DMSO ή dynasore), βζα 30 θεπηά. Δκ ζοκεπεία, ηα ηφηηανα 

πθφεδηακ ιε υλζκμ ιέζμ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ Μ199, pH 2.0, ηαζ αημθμφεδζε ιζα δεφηενδ 

επχαζδ ιε δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα ζογεοβιέκα ιε θεμνζμπνχιαηα, βζα 30 θεπηά. Αημθμφεδζε 

ιζα δεφηενδ υλζκδ πθφζδ ηαζ ηα ηφηηανα ιμκζιμπμζήεδηακ ηαζ ακαθφεδηακ ιέζς ζοκεζηζαηήξ 

ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμφ βζα ηδκ ακίπκεοζδ εκδμηοηηανζημφ ζήιαημξ ημο VEGFR2. Οζ ζοζηάδεξ 

ημο ζήιαημξ ακηζπνμζςπεφμοκ λεπςνζζηά ηφηηανα. Καζ μζ δφμ εζηυκεξ πενζέπμοκ ίδζμ ανζειυ 

ηοηηάνςκ. Οζ ιπάνεξ ηθίιαηαξ ηςκ εζηυκςκ ακηζζημζπμφκ ζε 10 ιm. 

 

3.1.2 Ο VEGF επάγεη ηελ ελδνθπηηάξσζε ηνπ VEGFR2 κέζσ ελόο 

κνλνπαηηνύ ελδνθπηηάξσζεο ην νπνίν είλαη αλεμάξηεην από ην κνλνπάηη 

ελδνθπηηάξσζεο πνπ ειέγρεηαη από ηε δπλακίλε 

Καεχξ μ ακεκενβυξ VEGFR2 εκδμηοηηανχκεηαζ ηαηά απμηθεζζηζηυηδηα απυ ημ 

ιμκμπάηζ πμο εθέβπεηαζ απυ ηδ δοκαιίκδ, εεθήζαιε κα εθέβλμοιε εάκ δ 

εκενβμπμίδζδ ημο οπμδμπέα απυ ημκ VEGF ιεηααάθεζ ημ πνυηοπμ 

εκδμηοηηάνςζδξ ημο οπμδμπέα. Δκχ δ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ μδήβδζε ζε 

πθήνδ ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο ακεκενβμφ VEGFR2 (αθέπε εζηυκα 3.1), 

δ πανμοζία ημο VEGF μδήβδζε ζε ειθάκζζδ ζζπονμφ εκδμηοηηανζημφ ζήιαημξ 

(εζηυκα 3.4). 
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Δηθόλα 3.4 : Αλάιπζε ηεο επαγόκελε από ηνλ VEGF ελδνθπηηάξσζεο ηνπ VEGFR2 ππό ηελ 

αλαζηνιή ηνπ εμαξηώκελνπ από ηε δπλακίλε κνλνπαηηνύ ελδνθπηηάξσζεο. Εςκηακά 

εκδμεδθζαηά ηφηηανα ζδιάκεδηακ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο VEGFR2 

ζημοξ 4
0
C, επςάζηδηακ ιε DMSO (vehicle) ή ημκ ακαζημθέα ηδξ δοκαιίκδξ dynasore ηαζ 

ιεηαθένεδηακ ζημοξ 37
0 

C, βζα 15 θεπηά, πανμοζία VEGF ηαζ ηνακζθενίκδξ ζογεοβιέκδξ ιε 

ζζμεεζμηοακζηή θεμνζζεΐκδ. Μεηά ημ πέναξ ηδξ επχαζδξ ζημοξ 37
0 

C, ηα ηφηηανα πθφεδηακ ιε 

υλζκμ ιέζμ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ Μ199, pH 2.0, ιμκζιμπμζήεδηακ ηαζ μ εκδμηοηηανζηυξ VEGFR2 

απμηαθφθεδηε ιε δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα ζογεοβιέκα ιε θεμνζμπνχιαηα. Οζ πονήκεξ ηςκ 

ηοηηάνςκ ειθακίγμκηαζ ιε ιπθε πνχια. Οζ ιπάνεξ ηθίιαηαξ ηςκ εζηυκςκ ακηζζημζπμφκ ζε 10 ιm. 

 

 

 Σμ βεβμκυξ υηζ (α) ημ ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ ήηακ ιδ εκενβυ ηαζ (α) ημ 

εκδμηοηηανζηυ ζήια πμο ακζπκεφεδηε ακηζπνμζςπεφεζ ιυνζα ημο οπμδμπέα ηα 

μπμία εκδμηοηηανχεδηακ απυ ηδ ιειανάκδ (ιέζς δμηζιαζίαξ ζήιακζδξ ημο 

επζθακεζαημφ οπμδμπέα) ιαξ μδήβδζε ζηδκ οπυεεζδ υηζ δ εκενβμπμίδζδ ημο 

VEGFR2 απυ ημκ VEGF επάβεζ ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο οπμδμπέα απυ έκα 

ιμκμπάηζ ημ μπμίμ είκαζ ακελάνηδημ ηδξ δοκαιίκδξ. Ζ οπυεεζδ αοηή 

ζζπονμπμζήεδηε ιέζς ιζηνμζημπίαξ TIRF ζε γςκηακά εκδμεδθζαηά ηφηηανα ηα 

μπμία ελέθναγακ ιζα οανζδζηή πνςηεΐκδ υπμο μ VEGFR2 ήηακ ζογεοβιέκμξ ιε ηδ 

θεμνίγμοζα πνςηεΐκδ mCherry ζημ ηαναυλο-ηεθζηυ άηνμ ημο οπμδμπέα (ηαζκία 2). 

Ο θυβμξ βζα ημκ μπμίμ αημθμοεήζαιε ηδ ιέεμδμ ηδξ οπενέηθναζδξ έκακηζ ηδξ 
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ζήιακζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ακηζζχιαηα πμο ακαβκςνίγμοκ ημ ελςηοηηανζηυ 

(άιζκμ-ηεθζηυ) ηιήια ημο οπμδμπέα ήηακ δ απμθοβή πζεακχκ ζηενεμπδιζηχκ 

πανειπμδίζεςκ θυβς ηδξ ζφκδεζδξ ηςκ ακηζζςιάηςκ ζηδκ πενζμπή ζφκδεζδξ 

ημο VEGF ιε ημκ VEGFR2. Παναηδνχκηαξ ηδ ηαζκία ιζηνμζημπίαξ TIRF 

δζαπζζηχζαιε υηζ, εκχ δ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ μδήβδζε ζε ζηαδζαηή ιείςζδ 

ηδξ ηζκδηζηυηδηαξ ηςκ ιμνίςκ ημο οπμδμπέα ηαζ ζοζζχνεοζή ημοξ ζηδ ιειανάκδ, 

δ πανμοζία ημο VEGF μδήβδζε ζε ιζα βνήβμνδ ελαθάκζζδ ημο ιειανακζημφ 

ζήιαημξ ημο VEGFR2, ημ μπμίμ οπμδδθχκεζ βεβμκυηα εκδμηοηηάνςζδξ. 

Θέθμκηαξ κα ιεθεηήζμοιε ζε πμζμηζηυ επίπεδμ ηδκ επίδναζδ ηδξ ακαζημθήξ ηδξ 

εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2 ζηα επζθακεζαηά επίπεδα ημο οπμδμπέα αθθά ηαζ 

κα εκημπίζμοιε πζεακά εκαθθαηηζηά ιμκμπάηζα εκδμηοηηάνςζδξ, ακαπηφλαιε ιζα 

δμηζιαζία ELISA δ μπμία ιαξ επζηνέπεζ κα ακζπκεφζμοιε πμζμηζηά, ηα επίπεδα 

ημο οπμδμπέα πμο εκημπίγεηαζ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ηςκ 

εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ. Δθανιυγμκηαξ ηδ δμηζιαζία ELISA παναηδνήζαιε υηζ, 

οπυ θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ, δ πανμοζία ημο VEGF μδδβεί ζε ελαθάκζζδ ημο 

επζθακεζαημφ ζήιαημξ ημο οπμδμπέα ημ μπμίμ ακηζζημζπεί ζε έκα πμζμζηυ ηδξ 

ηάλεςξ ημο 60 % ημο μθζημφ VEGFR2 πμο εκημπίγεηαζ ζηδ ιειανάκδ ηςκ 

εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ (εζηυκα 3.5). 

 

 

 

Δηθόλα 3.5 : Γνθηκαζία ELISA γηα ηνλ επηθαλεηαθό VEGFR2. Ζ πανμοζία ημο VEGF επάβεζ ηδκ 

ελαθάκζζδ ημο επζθακεζαημφ VEGFR2. Απυ ημ ζφκμθμ ηςκ ιμνίςκ ημο οπμδμπέα πμο εκημπίγμκηαζ 

ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ, εκδμηοηηανχκεηαζ ημ 60 %. Ζ εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 

μθμηθδνχκεηαζ ζηα πνχηα 30 θεπηά ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ιε VEGF. 
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 Όηακ ακαζηείθαιε ημ ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ παναηδνήζαιε υηζ δ 

ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ δεκ ήηακ ανηεηή χζηε κα πανειπμδίζεζ ηδκ ελαθάκζζδ 

ηαζ ηαηά ζοκέπεζα, ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο επζθακεζαημφ VEGFR2 (εζηυκα 3.6, 

dynasore). Ζ πνςηεΐκδ δοκαιίκδ εθέβπεζ δφμ ηφνζα ιμκμπάηζα εκδμηοηηάνςζδξ: 

ημ ιμκμπάηζ πμο εθέβπεηαζ απυ ηδκ πνςηεΐκδ ηθαενίκδ ηαζ ημ ιμκμπάηζ πμο 

εθέβπεηαζ απυ ηδκ πνςηεΐκδ ηααεμθίκδ-1 105. Απμζζχπδζδ ηδξ πνςηεΐκδξ 

ηθαενίκδξ ιέζς πνήζδξ ακηζκμδιαηζηχκ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ (siRNAs) δεκ 

ειπυδζζε ηδκ ειθάκζζδ εκδμηοηηανζημφ ζήιαημξ ημο VEGFR2 (ζοκεζηζαηή 

ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ, εζηυκα 3.7) ηαζ μδήβδζε ζε ~50% ακαζημθή ηδξ 

εκδμηοηηάνςζδξ ημο οπμδμπέα (δμηζιαζία ELISA, εζηυκα 3.6), απμηεθέζιαηα ηα 

μπμία είκαζ ζε πθήνδ ζοιθςκία ιε ηδκ ακαζημθή πμο παναηδνήεδηε ηαηά ηδκ 

ακαζημθή ημο ιμκμπαηζμφ ηδξ δοκαιίκδξ, ιέζς ημο ακαζημθέα dynasore. 

Ακηίεεηα, δ απμζζχπδζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ηααεμθίκδξ-1 (siRNAs) δεκ ιπυνεζε κα 

ακαζηείθεζ ηδκ επαβυιεκδ απυ ημκ VEGF εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 (δμηζιαζία 

ELISA, εζηυκα 3.6), απμδεζηκφμκηαξ πςξ μ οπμδμπέαξ δεκ εκδμηοηηανχκεηαζ ημ 

ιμκμπάηζ ηςκ caveolae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 3.6 : Γνθηκαζία ELISA γηα ηνλ επηθαλεηαθό VEGFR2 ππό ηελ αλαζηνιή ηεο 

δπλακίλεο ή ηελ απνζηώπεζε ηεο θιαζξίλεο ή ηεο θαβενιίλεο-1. Δκδμεδθζαηά ηφηηανα ηα 

μπμία επςάζηδηακ ιε ημκ ακαζημθέα ηδξ δοκαιίκδξ dynasore (30 θεπηά επχαζδξ) ή ζηα μπμία 

πναβιαημπμζήεδηε απμζζχπδζδ ηδξ αανζάξ αθοζίδαξ ηδξ ηθαενίκδξ (clathrin heavy chain knock 

down, CHC kd) ή ηδξ ηααεμθίκδξ-1 (Caveolin-1 knock down, Cav-1 kd) ιεηά απυ δζαιυθοκζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ιε siRNAs, επςάζηδηακ βζα 30 θεπηά ιε VEGF ηαζ αημθμφεδζε ακάθοζδ ηδξ επίδναζδξ 

ηδξ ακαζημθήξ ηδξ δοκαιίκδξ ή ηδξ απμζζχπδζδξ ηδξ ηαθενίκδξ/ηααεμθίκδξ-1 ζηδκ επαβυιεκδ 

απυ ημκ VEGF ελαθάκζζδ ημο επζθακεζαημφ VEGFR2, ιέζς δμηζιαζίαξ ELISA. Ζ απμδμηζηή 

απμζζχπδζδ ηδξ ηθαενίκδξ ή ηδξ ηααεμθίκδξ-1 εθέβπεδηε ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western 

(δελζά). (n=3 ± SD, *** P<0.001, ** P<0.01, ANOVA). 
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Δηθόλα 3.7 : Αλάιπζε ηεο επαγόκελε από ηνλ VEGF ελδνθπηηάξσζεο ηνπ VEGFR2 ππό ηελ 

αλαζηνιή ηνπ εμαξηώκελνπ από ηελ θιαζξίλε κνλνπαηηνύ ελδνθπηηάξσζεο. Εςκηακά 

εκδμεδθζαηά ηφηηανα ζηα μπμία πναβιαημπμζήεδηε απμζζχπδζδ ηδξ αανζάξ αθοζίδαξ ηδξ 

ηθαενίκδξ (clathrin heavy chain knock down) ιε siRNAs (κάηω) ή ηφηηανα ηα μπμία δζαιμθφκεδηακ 

ιε siRNAs ηοπαίαξ αθθδθμοπίαξ (scrambled, επάνω) ζδιάκεδηακ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ 

ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο VEGFR2 ζημοξ 4
0
C ηαζ ιεηαθένεδηακ ζημοξ 37

0 
C, βζα 15 θεπηά, 

πανμοζία VEGF ηαζ ηνακζθενίκδξ ζογεοβιέκδξ ιε ζζμεεζμηοακζηή θεμνζζεΐκδ. Μεηά ημ πέναξ ηδξ 

επχαζδξ ζημοξ 37
0 

C, ηα ηφηηανα πθφεδηακ ιε υλζκμ ιέζμ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ Μ199, pH 2.0, 

ιμκζιμπμζήεδηακ ηαζ μ εκδμηοηηανζηυξ VEGFR2 απμηαθφθεδηε ιε δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα 

ζογεοβιέκα ιε θεμνζμπνχιαηα. Οζ πονήκεξ ηςκ ηοηηάνςκ ειθακίγμκηαζ ιε ιπθε πνχια. Οζ 

ιπάνεξ ηθίιαηαξ ηςκ εζηυκςκ ακηζζημζπμφκ ζε 10 ιm. 

 

 

 

Απυ ημ ζφκμθμ ηςκ ιέπνζ ηχνα πεζναιαηζηχκ δεδμιέκςκ ζοιπεναίκμοιε πςξ δ 

εκενβμπμίδζδ ημο VEGFR2 απυ ημκ VEGF επάβεζ ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο 

οπμδμπέα απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ (ηαζ ζοβηεηνζιέκα απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ 

ηθαενίκδξ) ηαεχξ ηαζ απυ έκα εκαθθαηηζηυ ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ ημ μπμίμ 

είκαζ ακελάνηδημ ημο εθέβπμο ηδξ δοκαιίκδξ. 
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3.1.3 Ο VEGF επάγεη ηελ ελδνθπηηάξσζε ηνπ VEGFR2 από ην κνλνπάηη ηεο 

καθξνπηλνθπηηάξσζεο 

Πνμηεζιέκμο κα εκημπίζμοιε ημ ακελάνηδημ ηδξ δοκαιίκδξ ιμκμπάηζ (ή ηα 

ιμκμπάηζα) εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2, πνδζζιμπμζήζαιε πδιζημφξ ακαζημθείξ 

έκακηζ βκςζηχκ εκαθθαηηζηχκ ιμκμπαηζχκ εκδμηοηηάνςζδξ, ζε ζοκδοαζιυ ιε 

ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ. Μέζς δμηζιαζίαξ ELISA παναηδνήζαιε πςξ ιυκμ δ 

ζοκδοαζηζηή ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ (ιέζς ημο ακαζημθέα dynasore) ηαζ ημο 

ιμκμπαηζμφ ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ49 (ιέζς ημο ακαζημθέα EIPA) οπήνλε 

ζηακή χζηε κα ακαζηείθεζ ζπεδυκ πθήνςξ ηδ δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ημκ VEGF 

ελαθάκζζδ ηςκ επζθακεζαηχκ επζπέδςκ ημο VEGFR2 (εζηυκα 3.8). Δπίζδξ, 

ζηαηζζηζηά ζδιακηζηή ακαζημθή παναηδνήζαιε ηαζ ιέζς ημο ακαζημθέα ηδξ 

αηηίκδξ (δ ακαδζμνβάκςζδ ηδξ μπμίαξ είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ επίηεολδ ηδξ 

ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ 49), cytochalasin D (CytD). Ακηίεεηα, δ ζοκδοαζηζηή 

ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ ηαζ ηςκ caveolae 

(ιέζς ημο ακαζημθέα methyl-α-cyclodextrin, MαC) ή ηςκ lipid rafts (ιέζς ημο 

ακαζημθέα filipin)106 δεκ ιπυνεζε κα ακαζηείθεζ ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2. 

 

Δηθόλα 3.8 : Γνθηκαζία ELISA γηα ηνλ επηθαλεηαθό VEGFR2 ππό ηελ αλαζηνιή όισλ ησλ 

γλσζηώλ ελαιιαθηηθώλ κνλνπαηηώλ ελδνθπηηάξσζεο. Δκδμεδθζαηά ηφηηανα ζηα μπμία 

πναβιαημπμζήεδηε ακαζημθή ημο ιμκμπαηζμφ ηδξ δοκαιίκδξ (dynasore) ζε ζοκδοαζιυ ιε 

ακαζημθή ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ (ΔΗPA) ή ηςκ lipid rafts (filipin) ή ηςκ caveolae (Methyl-α-

cyclodextrin, MαC) ή ηδξ αηηίκδξ (cytochalasin D, CytoD) επςάζηδηακ βζα 30 θεπηά ιε VEGF ηαζ 

αημθμφεδζε ακάθοζδ ηδξ επίδναζδξ ηδξ ακαζημθήξ ηςκ ιμκμπαηζχκ εκδμηοηηάνςζδξ ζηδκ 

επαβυιεκδ απυ ημκ VEGF ελαθάκζζδ ημο επζθακεζαημφ VEGFR2, ιέζς δμηζιαζίαξ ELISA (n=3 ± 

SEM, ### P<0.001, t test, *** P<0.001 ηαζ * P<0.05, ANOVA). 
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Γζα κα επζαεααζχζμοιε πεναζηένς ηδκ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδ ημο 

εκενβμπμζδιέκμο VEGR2, εθέβλαιε ιε ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ (ζε 

εκδμεδθζαηά ηφηηανα ζδιαζιέκα ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ημο επζθακεζαημφ 

VEGFR2) ημκ πζεακυ εκημπζζιυ ημο οπμδμπέα ζε εκδμζχιαηα ηα μπμία θένμοκ 

ιεβάθμο ιμνζαημφ αάνμοξ δεληνάκδ (70 kDa dextran) ηαεχξ ηαζ ηδκ πνςηεΐκδ 

Rabankyrin-5. Συζμ δ δεληνάκδ υζμ ηαζ δ πνςηεΐκδ Rabankyrin-5 απμηεθμφκ 

δείηηεξ εκδμζςιάηςκ ηα μπμία ζπδιαηίγμκηαζ ιέζς ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ 

(ιαηνμπζκμζχιαηα) 58,107. φιθςκα ιε ηα απμηεθέζιαηα ιζηνμζημπίαξ ηα μπμία 

παναηίεεκηαζ ζηδκ εζηυκα 3.9, δ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ δεκ ειπυδζζε ηδκ 

εκδμηοηηάνςζδ ηαζ ηδκ είζμδμ ημο VEGFR2 ζε εκδμζχιαηα εεηζηά βζα δεληνάκδ 

ηαζ ηδκ πνςηεΐκδ Rabankyrin-5 (εζηυκα 3.9, επάκς). Ακηίεεηα, ζοκδοαζηζηή 

ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ (dynasore) ηαζ ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ (EIPA) 

ακέζηεζθε ζπεδυκ πθήνςξ ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ηαζ ημκ εκημπζζιυ ημο VEGFR2 ζηα 

ιαηνμπζκμζχιαηα (εζηυκα 3.9, ηάης), επζαεααζχκμκηαξ ηα απμηεθέζιαηα ηδξ 

δμηζιαζίαξ ELISA. 

 

Δηθόλα 3.9 : Αλάιπζε ηνπ ζπλεληνπηζκνύ ηνπ VEGFR2 κε ηνπο δείθηεο ηεο 

καθξνπηλνθπηηάξσζεο δεμηξάλε θαη Rabankyrin-5. Εςκηακά εκδμεδθζαηά ηφηηανα 

ζδιάκεδηακ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο VEGFR2, ζημοξ 4
0
C, 

επςάζηδηακ ιε ημκ ακαζημθέα dynasore (επάνω) ή ιε ημοξ ακαζημθείξ dynasore + ΔΗPΑ (κάηω) 

ηαζ ιεηαθένεδηακ ζημοξ 37
0 
C, βζα 15 θεπηά. πανμοζία VEGF ηαζ δεληνάκδξ ιμνζαημφ αάνμοξ 70 

kDa ζογεοβιέκδξ ιε ηδ θεμνίγμοζα πνςζηζηή Texas-Red (70 kDa dextran-TR). Μεηά ημ πέναξ ηδξ 

επχαζδξ ζημοξ 37
0 

C, ηα ηφηηανα πθφεδηακ ιε υλζκμ ιέζμ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ Μ199, pH 2.0, 

ιμκζιμπμζήεδηακ ηαζ μ εκδμηοηηανζηυξ VEGFR2 απμηαθφθεδηε ιε δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα 

ζογεοβιέκα ιε θεμνζμπνχιαηα. Οζ ιπάνεξ ηθίιαηαξ ηςκ εζηυκςκ ακηζζημζπμφκ ζε 10 ιm. 
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 Πανάθθδθα, βζα κα επαθδεεφζμοιε υηζ μ εκημπζζιυξ ημο VEGFR2 ζηα 

ιαηνμπζκμζχιαηα δεκ είκαζ απμηέθεζια αεαζαζιέκδξ εκαθθαηηζηήξ 

εκδμηοηηάνςζδξ ημο οπμδμπέα θυβς ηδξ πεζναιαηζηήξ ακαζημθήξ ημο 

ιμκμπαηζμφ ηδξ δοκαιίκδξ ή θυβς ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ ημο πνςημβεκμφξ 

ακηζζχιαημξ (ηαζ άνα ημ ζήια πμο ακζπκεφεηαζ ακηζπνμζςπεφεζ ημ ακηίζςια ηαζ 

υπζ ημκ οπμδμπέα), επακαθάααιε ηδκ παναπάκς πεζναιαηζηή δζάηαλδ απμοζία 

μπμζαδήπμηε ακαζημθέα, ηυζμ ζε ηφηηανα ζδιαζιέκα βζα ημκ επζθακεζαηυ 

VEGFR2 αθθά ηαζ ζε ηφηηανα πμο ζδιάκεδηακ βζα ημκ μθζηυ οπμδμπέα, ιεηά ηδ 

ιμκζιμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ. Σα απμηεθέζιαηα ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμφ 

απέδεζλακ υηζ, ηαζ ζηζξ δφμ πενζπηχζεζξ, μ VEGFR2 εκημπίγεηαζ απμδμηζηά ζε 

εκδμζχιαηα εεηζηά βζα δεληνάκδ (εζηυκα 3.10) ηαζ ζοκεπχξ, πανμοζία VEGF, δ 

ιαηνμπζκμηοηηάνςζδ απμηεθεί έκα ηακμκζηυ ιμκμπάηζ εζζυδμο ημο οπμδμπέα. 

 

Δηθόλα 3.10 : Αλάιπζε ηνπ ζπλεληνπηζκνύ ηνπ επηθαλεηαθά ζεκαζκέλνπ ή ηνπ νιηθνύ 

VEGFR2 κε ην δείθηε ηεο καθξνπηλνθπηηάξσζεο δεμηξάλε. (επάνω) Εςκηακά εκδμεδθζαηά 

ηφηηανα ζδιάκεδηακ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο VEGFR2 ηαζ 

επςάζηδηακ βζα 15 θεπηά ιε VEGF πανμοζία δεληνάκδξ ιμνζαημφ αάνμοξ 70 kDa ζογεοβιέκδξ ιε 

ηδ θεμνίγμοζα πνςζηζηή Texas-Red (70 kDa dextran-TR). Μεηά ημ πέναξ ηδξ επχαζδξ, ηα 

ηφηηανα πθφεδηακ ιε υλζκμ ιέζμ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ Μ199, pH 2.0, ιμκζιμπμζήεδηακ ηαζ μ 

εκδμηοηηανζηυξ VEGFR2 (intracellular VEGFR2) απμηαθφθεδηε ιε δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα 

ζογεοβιέκα ιε θεμνζμπνχιαηα. (κάηω) Δκδμεδθζαηά ηφηηανα επςάζηδηακ ιε VEGF βζα 15 θεπηά 

πανμοζία δεληνάκδξ, ιμκζιμπμζήεδηακ ηαζ μ μθζηυξ VEGFR2 ηςκ ηοηηάνςκ (total VEGFR2) 

απμηαθφθεδηε ιε πνςημβεκή ακηζζχιαηα έκακηζ ημο οπμδμπέα ηαζ δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα 

ζογεοβιέκα ιε θεμνζμπνχιαηα. Οζ ιπάνεξ ηθίιαηαξ ηςκ εζηυκςκ ακηζζημζπμφκ ζε 10 ιm. 
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 Απυ ημ ζφκμθμ ηςκ ιέπνζ ηχνα πεζναιαηζηχκ δεδμιέκςκ δδιζμονβμφκηαζ 

δφμ ηαίνζα ενςηήιαηα ζε υ,ηζ αθμνά ημ νυθμ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2: 

(α) πμζα είκαζ δ ζδιαζία ηδξ ζοκεπμφξ εκδμηοηηάνςζδξ ηαζ ακαηφηθδζδξ ημο ιδ 

εκενβμπμζδιέκμο VEGFR2 ηαζ (α) πμζα είκαζ δ ζδιαζία ηδξ 

ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ ιεηά απυ ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο οπμδμπέα απυ ημκ VEGF. 

 

3.2. Αλάιπζε ηνπ ξόινπ ηεο ελδνθπηηάξσζεο ηνπ κε ελεξγνπνηεκέλνπ 

VEGFR2 

3.2.1 Ζ αλαζηνιή ηεο ελδνθπηηάξσζεο ηνπ VEGFR2 επάγεη ηελ 

πξσηενιπηηθή ζράζε ηνπ ππνδνρέα ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε 

Ζ εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 απμοζία ημο VEGF πνμηαθεί έηπθδλδ 

ηαεχξ, ζηδκ πθεζμρδθία ημοξ, μζ οπμδμπείξ ανίζημκηαζ εκημπζζιέκμζ ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ηαζ εκδμηοηηανχκμκηαζ ιυκμ οπυ ηδκ πανμοζία ημο 

ζοκδέηδ ημοξ. Γεδμιέκμο υηζ δ εκδμηοηηάνςζδ ζπεηίγεηαζ άιεζα ιε ηδκ 

εζςηενίηεοζδ ηαζ απμζημδυιδζδ ηςκ πνςηεσκχκ ζημκ αοθυ ηςκ θοζμζςιάηςκ ή 

ηςκ πνςηεαζςιάηςκ, εεθήζαιε κα εθέβλμοιε ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά 

Western εάκ δ ακαζημθή ηδξ ελανηχιεκδξ απυ ηδ δοκαιίκδ εκδμηοηηάνςζδξ 

ιεηααάθθεζ ηα μθζηά πνςηεσκζηά επίπεδα ημο VEGFR2. Ο VEGFR2 απμηεθεί ιζα 

δζαιειανακζηή πνςηεΐκδ ή μπμία θένεζ ιμνζαηυ αάνμξ ηδξ ηάλεςξ ηςκ 230 kDa. 

Ωζηυζμ, μ VEGFR2 ζοκηίεεηαζ ανπζηά ςξ έκα πμθοπεπηίδζμ ιμνζαημφ αάνμοξ 150 

kDa. Καηά ηδ ζφκεεζή ημο ζημ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ, ηδ ιεηαθμνά ημο ζηδ 

ζοζηεοή Golgi ηαζ ηεθζηά, ημκ εκημπζζιυ ημο ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ, 

μ μπμίμξ είκαζ ηαζ μ ηεθζηυξ πνμμνζζιυξ ηδξ πνςηεΐκδξ, μ VEGFR2 οθίζηακηαζ ιζα 

δζαδζηαζία ςνίιακζδξ (βθοημγοθίςζδ) ηαηά ηδκ μπμία ζάηπανα πνμζηίεεκηαζ ηαζ 

ηνμπμπμζμφκηαζ ζημ ελςηοηηανζηυ, άιζκμ-ηεθζηυ ημο άηνμ. Οζ ηνμπμπμζήζεζξ αοηέξ 

έπμοκ ςξ απμηέθεζια ηδ ζηαδζαηή αφλδζδ ημο ιμνζαημφ αάνμοξ ημο οπμδμπέα. Ζ 

παναπάκς δζαδζηαζία μδδβεί ζηδκ ακίπκεοζδ δφμ πνςηεσκζηχκ ιμνθχκ ημο 

VEGFR2: ιζαξ ιενζηχξ βθοημγοθζςιέκδξ (ακχνζιδξ, ιδ θεζημονβζηήξ) πνςηεσκζηήξ 

ιμνθήξ, ηδξ ηάλεςξ ηςκ 200 kDa, δ μπμία εκημπίγεηαζ ζημ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ 

ηαζ ζηδ ζοζηεοή Golgi, ηαζ ιζαξ πθήνςξ βθοημγοθζςιέκδξ (χνζιδξ) ιμνθήξ ημο 

οπμδμπέα, ηδξ ηάλεςξ ηςκ 230 kDa, δ μπμία ακηζπνμζςπεφεζ ημκ θεζημονβζηυ, 
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ιειανακζηυ VEGFR2. Δθυζμκ δ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ ακαζηέθθεζ ζπεδυκ 

πθήνςξ ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο ακεκενβμφ VEGR2, ηάπμζμξ εα οπέεεηε υηζ δ 

ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ εα μδδβμφζε ηαζ 

ζε ακαζημθή ηδξ απμζημδυιδζδξ ηαζ πνμζηαζία ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ημο 

οπμδμπέα. Πνμξ έηπθδλή ιαξ, δ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ είπε ςξ απμηέθεζια ηδ 

ιείςζδ ηςκ μθζηχκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ημο χνζιμο (230 kDa) VEGFR2 

(εζηυκα 3.11, ιαφνμ αέθμξ ζηδκ ακμζμαπμηφπςζδ) ηαζ ηδκ ειθάκζζδ εκυξ κέμο 

πμθοπεπηζδίμο, ιμνζαημφ αάνμοξ 130 kDa, ημ μπμίμ ιπμνμφζε κα ακζπκεοεεί 

αζεεκχξ ζηα ηφηηανα ιάνηονεξ (vehicle) (εζηυκα 3.11, ηυηηζκμ αέθμξ ζηδκ 

ακμζμαπμηφπςζδ). Μάθζζηα, δ απμζημδυιδζδ ημο μθζημφ οπμδμπέα ηαζ δ 

ζοζζχνεοζδ ημο πεπηζδίμο ήηακ ακάθμβδ ιε ημ πνυκμ επχαζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε 

ημκ ακαζημθέα dynasore ηαζ ηαη’ επέηηαζδ, ακάθμβδ ιε ημ πνυκμ ακαζημθήξ ημο 

ιμκμπαηζμφ ηδξ δοκαιίκδξ (εζηυκα 3.11, δζάβναιια).  

 

Δηθόλα 3.11 : Αλάιπζε ηεο επίδξαζεο ηεο αλαζηνιήο ηνπ εμαξηώκελνπ από ηε δπλακίλε 

κνλνπαηηνύ ελδνθπηηάξσζεο ζηα πξσηετληθά επίπεδα ηνπ VEGFR2. (απιζηεπά) Δκδμεδθζαηά 

ηφηηανα επςάζηδηακ βζα δζάθμνα πνμκζηά δζαζηήιαηα ιε ημκ ακαζημθέα ηδξ δοκαιίκδξ dynasore, 

θφεδηακ ηαζ αημθμφεδζε ακάθοζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ημο VEGFR2, ιέζς 

ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western, πνδζζιμπμζχκηαξ ακηζζχιαηα πμο ακαβκςνίγμοκ ημ 

ηοηηανμπθαζιαηζηυ (ηαναυλο-ηεθζηυ) ηιήια ημο οπμδμπέα. Ο μθζηυξ, 230 kDa VEGFR2, 

επζζδιαίκεηαζ ιε ιαφνμ αέθμξ. Σμ πμθοπεπηίδζμ ιμνζαημφ αάνμοξ 130 kDa επζζδιαίκεηαζ ιε 

ηυηηζκμ αέθμξ. (δεξιά) Ποηκμιεηνζηή ακάθοζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ γςκχκ ημο VEGFR2 πμο 

ακζπκεφεδηακ ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western (n=5 ± SEM, *P<0.05, **P<0.01, 

***P<0.001, ANOVA). 

 

Γεδμιέκμο υηζ, πένακ ημο νυθμο ηδξ ζηδκ εκδμηοηηάνςζδ, δ δοκαιίκδ 

θαίκεηαζ κα ειπθέηεηαζ ηαζ ζηδ ιεηαθμνά ηοζηζδίςκ απυ ηδ ζοζηεοή Golgi πνμξ 

ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ, εα ιπμνμφζε ηάπμζμξ κα οπμεέζεζ υηζ, ηαηά 

ηδκ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ, δ ειθάκζζδ ημο πμθοπεπηζδίμο ηςκ 130 kDa είκαζ 
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απμηέθεζια ηδξ ζοζζχνεοζδξ ιενζηχξ βθοημγοθζμιέκςκ ιμνθχκ ημο VEGFR2 

ζηδ ζοζηεοή Golgi (αθέπε πνμδβμφιεκδ πανάβναθμ). Βέααζα, ημ ιμνζαηυ αάνμξ 

ημο πεπηζδίμο πμο ακζπκεφεηαζ είκαζ ιζηνυηενμ ημο ιμνζαημφ αάνμοξ ημο κέμ-

ζοκηζεέιεκμο, ιδ βθοημγοθζςιέκμο οπμδμπέα (130<150 kDa) ηαζ ζοκεπχξ, δ 

πζεακυηδηα κα ζοιααίκεζ ηάηζ ηέημζμ είκαζ πενζμνζζιέκδ. Θέθμκηαξ κα 

απμηθείζμοιε ημ παναπάκς εκδεπυιεκμ, θφιαηα απυ ηφηηανα ζηα μπμία 

πναβιαημπμζήεδηε ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ επςάζηδηακ ιε έκγοια ηα μπμία 

ακαβκςνίγμοκ ηαζ αθαζνμφκ ζάηπανα απυ ιυκμ ιενζηχξ (έκγοιμ Endo Ζ) ή 

ιενζηχξ ηαζ πθήνςξ (έκγοιμ PNGase F) βθοημγοθζςιέκεξ πνςηεΐκεξ. Δθυζμκ δ 

βθοημγοθζςιέκδ πνςηεΐκδ ακαβκςνζζηεί απυ ημ έκγοιμ ηυηε ημ ιμνζαηυ ηδξ αάνμξ 

εα ιεζςεεί θυβς αθαίνεζδξ ηςκ ζαηπάνςκ πμο θένεζ. Μεηά ηδκ επχαζδ ηςκ 

ηοηηανζηχκ θοιάηςκ ιε ηα παναπάκς έκγοια, δζαπζζηχζαιε, ιέζς 

ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western, υηζ ημ πεπηίδζμ ηςκ 130 kDa ακαβκςνίζηδηε 

ιυκμ απυ ημ έκγοιμ PNGase F (ημ μπμίμ ακαβκςνίγεζ υθεξ ηζξ βθοημγοθζςιέκεξ 

πνςηεΐκεξ) ιε απμηέθεζια ηδ ιεηάπηςζδ ημο ιμνζαημφ ημο αάνμξ ζηα 100 kDa 

(εζηυκα 3.12, δελζά). Ακηίεεηα, δ επχαζδ ιε ημ έκγοιμ EndoH (ημ μπμίμ 

ακαβκςνίγεζ ιυκμ ιενζηχξ βθοημγοθζςιέκεξ πνςηεΐκεξ) δεκ είπε ηαιία επίπηςζδ 

ζημ ιμνζαηυ αάνμξ ηδξ πεπηζδίμο (εζηυκα 3.12, ανζζηενά). οκεπχξ, ημ 

πμθοπεπηίδζμ ιμνζαημφ αάνμοξ 130 kDa απμηεθεί πνςηεσκζηυ εναφζια ημο 

χνζιμο (230 kDa) VEGFR2.  

 

Δηθόλα 3.12 : Αλάιπζε ηεο γιπθνδπιίσζεο ηνπ p130. Δκδμεδθζαηά ηφηηανα επςάζηδηακ βζα 2 

χνεξ ιε DMSO (vehicle) ή ιε ημκ ακαζημθέα ηδξ δοκαιίκδξ dynasore, θφεδηακ ηαζ ηα ηοηηανζηά 

θφιαηα επςάζηδηακ ιε ημ έκγοιμ EndoH (απιζηεπά) ή ιε ημ έκγοιμ PNGase F (δεξιά), βζα 12 

χνεξ. Αημθμφεςξ, ηα θφιαηα ακαθφεδηακ ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western 

πνδζζιμπμζχκηαξ ακηζζχιαηα πμο ακαβκςνίγμοκ ημ ηοηηανμπθαζιαηζηυ (ηαναυλο-ηεθζηυ) ηιήια 

ημο οπμδμπέα. Οζ εκςιέκεξ πνςηεσκζηέξ γχκεξ ζηδ δελζά ακμζμαπμηφπςζδ (PNGase F) δείπκμοκ 

ηδ ιεηάπηςζδ ημο p130 ζε ιζηνυηενμ ιμνζαηυ αάνμξ, ιεηά απυ ηδκ επχαζδ ηςκ ηοηηανζηχκ 

θοιάηςκ ιε ημ έκγοιμ. 
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Λαιαάκμκηαξ οπυρδ υηζ, (1) ημ πεπηίδζμ ηδξ ηάλεςξ ηςκ 130 kDa είκαζ 

βθοημγοθζςιέκμ, (2) δ βθοημγοθίςζδ θαιαάκεζ πχνα ιυκμ ζημ ελςηοηηανζηυ 

(άιζκμ-ηεθζηυ) ηιήια ημο VEGFR2 ηαζ (3) ημ ακηίζςια πμο πνδζζιμπμζήεδηε ζηα 

ιέπνζ ηχνα πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ακαβκςνίγεζ ηα ηεθεοηαία 

150 αιζκμλέα ημο ηοηηανμπθαζιαηζημφ (ηαναυλο-ηεθζημφ) ηιήιαημξ ημο οπμδμπέα, 

ηαηαθήβμοιε ζημ ζοιπέναζια υηζ, ημ πεπηίδζμ ηςκ 130 kDa ακηζπνμζςπεφεζ έκα 

πνςηεσκζηυ εναφζια ημ μπμίμ απμηεθείηαζ απυ ημ ηοηηανμπθαζιαηζηυ, 

δζαιειανακζηυ ηαζ ημοθάπζζημκ εκυξ ιένμοξ ημο ελςηοηηανζημφ ηιήιαημξ ημο 230 

kDa VEGFR2. Απυ εδχ ηαζ ζημ έλδξ ημ πνςηεσκζηυ εναφζια ηςκ 130 kDa εα 

ακαθένεηαζ ςξ p130. 

Γζα κα απμδείλμοιε πεναζηένς υηζ μ ηενιαηζζιυξ ημο VEGFR2 είκαζ 

απμηέθεζια ηδξ ακαζημθήξ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο οπμδμπέα ηαζ υπζ ελαζηίαξ ιδ 

εζδζηχκ δνάζεςκ, θυβς ηδξ ακαζημθήξ ηδξ δοκαιίκδξ, ακαζηείθαιε ηδκ 

εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 έιιεζα, ιέζς ηνμπμπμίδζδξ ηδξ θεζημονβίαξ ηδξ 

πνςηεΐκδξ Rab5. Ζ Rab5 απμηεθεί ηφνζα νοειζζηζηή πνςηεΐκδ δ μπμία, ιέζς 

ιεηααμθήξ ιεηαλφ ιζαξ εκενβμφξ ηαζ ακεκενβμφξ ηαηάζηαζδξ, εθέβπεζ ημ 

ζπδιαηζζιυ ηαζ ηδ ζφκηδλδ ηςκ εκδμζςιάηςκ απυ ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή 

ιειανάκδ ηαζ ημ ζπδιαηζζιυ ημο πνχζιμο εκδμζχιαημξ 57,108-111. Ζ οπενέηθναζδ 

ζε εκδμεδθζαηά ηφηηανα ιζαξ ιεηαθθαβιέκδξ ιμνθήξ ηδξ Rab5, ηδξ Rab5S34N, δ 

μπμία ηαεζζηά ηδκ πνςηεΐκδ ηθεζδςιέκδ ζηδκ ακεκενβή ηδξ ιμνθή ηαζ ζοκεπχξ 

ακαζηέθθεηαζ μ ζπδιαηζζιυξ ηςκ εκδμζςιάηςκ απυ ηδ ιειανάκδ, ακέζηεζθε ηδκ 

εκδμηοηηανζηή ηοηθμθμνία ημο VEGFR2 ηαζ μδήβδζε ζηδ ιεηαηυπζζδ ηαζ 

ζοζζχνεοζδ ημο ζήιαημξ ημο οπμδμπέα ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ 

(εζηυκα 3.13, ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ, επάκς ανζζηενά). Ζ 

ακαηαηακμιή ημο VEGFR2 ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ μδήβδζε ηαζ ζηδκ 

ακίπκεοζδ ημο p130 ζηα εηποθίζιαηα εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ πμο οπενέηθναγακ 

ηδκ πνςηεΐκδ Rab5S34N (εζηυκα 3.13, ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western, επάκς 

δελζά). Ζ οπενέηθναζδ ιζαξ ιεηαθθαβιέκδξ ιμνθήξ ηδξ Rab5, ηδξ Rab5Q79L, δ 

μπμία ηαεζζηά ηδκ πνςηεΐκδ ηθεζδςιέκδ ζηδ ζοκεπχξ εκενβή ηδξ ιμνθή, μδήβδζε 

επίζδξ ζε ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ ημο VEGFR2 ηαζ ζηδ 

ζοζζχνεοζδ ημο ζήιαημξ ημο οπμδμπέα ζηα εκδμζχιαηα (εζηυκα 3.13, 

ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ, ηάης ανζζηενά). Ωζηυζμ, δ ακαζημθή ηδξ 

ηοηθμθμνίαξ ημο VEGFR2 ιέζς ηδξ οπενέηθναζδξ ηδξ Rab5Q79L δεκ είπε ηαιία 
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επίπηςζδ ζηα πνςηεσκζηά επίπεδα ημο μθζημφ οπμδμπέα βεβμκυξ ημ μπμίμ 

ζοκμδεουηακ ηαζ απυ ηδκ απμοζία ημο p130 ζηα θφιαηα ηοηηάνςκ πμο 

οπενέηθναγακ ηδ ιεηαθθαβιέκδ πνςηεΐκδ (εζηυκα 3.13, ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά 

Western, ηάης δελζά). 

 

 

Δηθόλα 3.13 : Αλάιπζε ηεο αλαζηνιήο ηεο ελδνθπηηαξηθήο θπθινθνξίαο ηνπ VEGFR2 κέζσ 

ηξνπνπνίεζεο ηεο ιεηηνπξγίαο ηεο πξσηεΐλεο Rab5. (πλεζηηαθή κηθξνζθνπία θζνξηζκνύ) 

Δκδμεδθζαηά ηφηηανα πμο οπενέηθναγακ, ιέζς δζαιυθοκζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε πθαζιίδζα, ηδ 

ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή ηδξ πνςηεΐκδξ Rab5, Rab5S34N (επάνω) ή Rab5Q79L (κάηω), ζογεοβιέκδ 

ιε ηδκ πνάζζκδ θεμνίγμοζα πνςηεΐκδ GFP (green fluorescence protein), ιμκζιμπμζήεδηακ ηαζ 

ακαθφεδηακ βζα ημκ ηοηηανζηυ εκημπζζιυ ημο VEGFR2. (Αλνζναπνηύπσζε θαηά Western) 

Δκδμεδθζαηά ηφηηανα πμο οπενέηθναγακ, ιέζς επζιυθοκζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε αδεκμσμφξ, ηδ 

ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή ηδξ πνςηεΐκδξ Rab5, Rab5S34N (επάνω) ή Rab5Q79L (κάηω), θφεδηακ ηαζ 

ηα ηοηηανζηά θφιαηα ακαθφεδηακ ιέζς πνήζδξ ακηζζςιάηςκ πμο ακαβκςνίγμοκ ημ 

ηοηηανμπθαζιαηζηυ ηιήια ημο VEGFR2. Οζ ιπάνεξ ηθίιαηαξ ηςκ εζηυκςκ ακηζζημζπμφκ ζε 10 ιm. 

 

Σα παναπάκς δεδμιέκα απμδεζηκφμοκ πςξ δ ζπάζδ ημο VEGFR2 ηαζ δ 

ειθάκζζδ ημο p130 είκαζ απμηέθεζια ηδξ εηηεηαιέκδξ παναιμκήξ ημο VEGFR2 

ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ (dynasore, Rab5S34N) ηαζ υπζ απμηέθεζια 

ηδξ βεκζηυηενδξ ακαζημθήξ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ ημο οπμδμπέα 

(Rab5Q79L). Δπίζδξ, εθυζμκ δ εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 ακαζηέθθεηαζ 

πθήνςξ, δ ζπάζδ ημο οπμδμπέα εα πνέπεζ κα θαιαάκεζ πχνα ζηδ ιειανάκδ. 
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Πνάβιαηζ, ακαζημθή ηδξ θοζμζςιαηζηήξ ηαζ πνςηεαζςιαηζηήξ απμζημδυιδζδξ (δ 

μπμία πναβιαημπμζείηαζ εκδμηοηηανζηά) δεκ ιπυνεζε κα ακαζηείθεζ ηδ 

δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ηδκ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ ειθάκζζδ ημο p130 (εζηυκα 

3.14). Μάθζζηα, δ ακαζημθή ηδξ θοζμζςιαηζηήξ απμζημδυιδζδξ μδήβδζε ζε 

αφλδζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ημο p130 βεβμκυξ ημ μπμίμ απμδεζηκφεζ 

αθεκυξ, πςξ δ ζπάζδ ημο οπμδμπέα πναβιαημπμζείηαζ ιε έκα ιδπακζζιυ μ μπμίμξ 

πνμδβείηαζ ηδξ ιεηαθμνάξ ημο οπμδμπέα ζηα θοζμζχιαηα, αθεηένμο, υηζ ημ p130 

πμο πανάβεηαζ απμζημδμιείηαζ δεοηενμβεκχξ ζηα πνμακαθενεέκηα εκδμηοηηανζηά 

μνβακίδζα.  

                         

Δηθόλα 3.14 : Αλάιπζε ηεο αλαζηνιήο ηεο 

ιπζνζσκαηηθήο ή πξσηεαζσκαηηθήο 

απνηθνδόκεζεο ζηελ επαγόκελε από ηελ 

αλαζηνιή ηεο δπλακίλεο παξαγσγή ηνπ 

p130. Δκδμεδθζαηά ηφηηανα επςάζηδηακ βζα 2 

χνεξ ιε DMSO (vehicle) ή ημκ ακαζημθέα ηςκ 

θοζζμζςιάηςκ chloroquine ή ημκ ακαζημθέα 

ηςκ πνςηεαζςιάηςκ lactacystin. Μεηά ημ 

πέναξ ηδξ επχαζδξ, μ ακαζημθέαξ ηδξ 

δοκαιίκδξ dynasore πνμζηέεδηε ζηα ηφηηανα 

βζα δζάθμνα πνμκζηά δζαζηήιαηα. Σα ηφηηανα 

θφεδηακ ηαζ αημθμφεδζε ακμζμαπμηφπςζδ 

ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ημο 

ηοηηανμπθαζιαηζημφ ηιήιαημξ ημο VEGFR2. 

 

Παναηεηαιέκδ ακαζημθή ηδξ θοζμζςιαηζηήξ απμζημδυιδζδξ ζε ηφηηανα 

ζηα μπμία δεκ πναβιαημπμζήεδηε ηαιία ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ, μδήβδζε 

ζηδκ ακίπκεοζδ ημο p130 (εζηυκα 3.15). Καηά ζοκέπεζα, αθεκυξ δ ζπάζδ ημο 

οπμδμπέα δεκ είκαζ απμηέθεζια ηδξ πεζναιαηζηήξ ακαζημθήξ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ 

ημο VEGFR2 ηαζ απμηεθεί ιζα θοζζμθμβζηή ηοηηανζηή δζαδζηαζία, αθεηένμο, δ 

ακίπκεοζδ ημο p130 ζηα ηφηηανα ιάνηονεξ είκαζ αδφκαηδ δζυηζ αοηυ 

απμζημδμιείηαζ ηαπέςξ ζηα θοζμζχιαηα.  

 

Δηθόλα 3.15 : Αλίρλεπζε ηνπ p130 ζηα θύηηαξα κάξηπξεο 

κέζσ αλαζηνιήο ηεο ιπζνζσκαηηθήο απνηθνδόκεζεο. 

Δκδμεδθζαηά ηφηηανα επςάζηδηακ βζα 6 χνεξ ιε ημκ 

ακαζημθέα ηςκ θοζμζςιάηςκ chloroquine, θφεδηακ ηαζ 

ακαθφεδηακ ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western 

(απιζηεπά), ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ημο ηοηηανμπθαζιαηζημφ 

ηιήιαημξ ημο VEGFR2. (δεξιά) Ποηκμιεηνζηή ακάθοζδ ηδξ 

γχκδξ ηςκ 130 kDa (n=3 ± SD, **P<0.01, t test).  
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Πχξ θμζπυκ δ ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2 επάβεζ ημκ 

ηενιαηζζιυ ημο οπμδμπέα; Πνμδβμφιεκεξ ενβαζίεξ απέδεζλακ υηζ έκα ζφκμθμ 

πνςηεσκχκ, ιεηαλφ αοηχκ ηαζ μ VEGFR2, οθίζηακηαζ πνςηεμθοηζηή ζπάζδ απυ 

ιεηαθθμπνςηεσκάζεξ (matrix metalloproteinases, MMPs), έκγοια ηα μπμία δνμοκ 

ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ηαζ ακαβκςνίγμοκ ηαζ πνςηεμθφμοκ έκα 

εηενμβεκέξ ζφκμθμ οπμζηνςιάηςκ. Δπχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημκ βεκζηυ 

ακαζημθέα ηςκ MMPs, TAPI-1, οπυ ηδκ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ (ιέζς ημο 

ακαζημθέα dynasore), ακέζηεζθε πθήνςξ ηδκ ειθάκζζδ ημο p130 (εζηυκα 3.16). 

Μάθζζηα, ηα μθζηά επίπεδα ημο οπμδμπέα πανέιεζκακ ζηαεενά αηυια ηαζ ιεηά 

απυ παναηεηαιέκδ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ (2 χνεξ) βεβμκυξ πμο οπμδδθχκεζ 

υηζ, ηαηά ηδκ ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2, δ πνςηεμθοηζηή ζπάζδ 

ημο οπμδμπέα ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ακηζπνμζςπεφεζ ημ ιμκαδζηυ 

βεβμκυξ απμζημδυιδζδξ ημο VEGFR2. 

 

Δηθόλα 3.16 : Αλάιπζε ηεο αλαζηνιήο ησλ 

κεηαιινπξσηετλαζώλ ζηελ επαγόκελε από ηελ 

αλαζηνιή ηεο δπλακίλεο παξαγσγή ηνπ p130. 

Δκδμεδθζαηά ηφηηανα επςάζηδηακ βζα δζάθμνα 

πνμκζηά δζαζηήιαηα ιε ημκ ακαζημθέα ηδξ δοκαιίκδξ 

dynasore ή ζε ζοκδοαζιυ ιε ημκ ακαζημθέα dynasore 

ηαζ ημκ βεκζηυ ακαζημθέα ηςκ ιεηαθθμπνςηεσκαζχκ 

TAPI-1. Σα ηφηηανα θφεδηακ ηαζ αημθμφεδζε 

ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα 

έκακηζ ημο ηοηηανμπθαζιαηζημφ ηιήιαημξ ημο 

VEGFR2. 

 

Δθυζμκ μ VEGFR2 ηενιαηίγεηαζ ζηδ ιειανάκδ, δ δζαδζηαζία αοηή εα 

πνέπεζ κα μδδβεί ζηδκ απεθεοεένςζδ εκυξ εηηνζκυιεκμο ηιήιαημξ ηδξ 

ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο οπμδμπέα (soluble VEGFR2, sVEGFR2) ημ μπμίμ εα 

πνέπεζ κα θένεζ ιμνζαηυ αάνμξ ηδξ ηάλεςξ ηςκ 100 kDa (s100) χζηε κα είκαζ 

ζοιπθδνςιαηζηυ ημο p130 (s100+p130=230 kDa VEGFR2). Πνμηεζιέκμο κα 

εκημπίζμοιε ημ εηηνζκυιεκμ αοηυ ημιιάηζ ημο οπμδμπέα, ενεπηζηά οθζηά απυ 

ηφηηανα ιάνηονεξ (vehicle), απυ ηφηηανα ηα μπμία είπακ επςαζηεί ιε ημκ 

ακαζημθέα dynasore ηαζ απυ ηφηηανα ηα μπμία είπακ επςαζηεί ιε ημκ ακαζημθέα 

dynasore ηαζ ημκ ακαζημθέα TAPI-1 ζοθθέπεδηακ, ζοβηεκηνχεδηακ ηαζ 

ακαθφεδηακ ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western πνδζζιμπμζχκηαξ 

ακηζζχιαηα έκακηζ ημο ελςηοηηανζημφ ηιήιαημξ ημο VEGFR2. H παναπάκς 
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ακάθοζδ μδήβδζε ζηδκ ακίπκεοζδ δφμ εηηνζκυιεκςκ πνςηεσκχκ μζ μπμίεξ 

ακαβκςνίζηδηακ απυ ημ ακηίζςια: ζηδκ ακίπκεοζδ ιζαξ αζεεκμφξ πνςηεσκζηήξ 

γχκδξ ηδξ ηάλεςξ ηςκ 160 kDa (s160) δ μπμία εα πνέπεζ κα ακηζπνμζςπεφεζ έκα 

εκαθθαηηζηυ εηηνζκυιεκμ ηιήια ημο VEGFR2 (ζφιθςκα ιε πνμδβμφιεκεξ 

ακαθμνέξ 80) ηαζ ζηδκ ακίπκεοζδ ιζαξ έκημκδξ πνςηεσκζηήξ γχκδξ ηδξ ηάλεςξ ηςκ 

100 kDa (s100) δ μπμία εα πνέπεζ κα ακηζζημζπεί ζημ ζοιπθδνςιαηζηυ ημιιάηζ 

ηςκ 130 kDa πμο ακζπκεφεηαζ ζηα ηοηηανζηά θφιαηα (εζηυκα 3.17). Ωζηυζμ, απυ ηα 

δφμ εηηνζκυιεκα ηιήιαηα ημο οπμδμπέα ιυκμ ημ s100 οθίζηαηαζ νφειζζδ απυ ηδκ 

εκδμηοηηάνςζδ ηαεχξ δ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ μδήβδζε ζε αφλδζδ ηςκ μθζηχκ 

πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ιυκμ ημο s100, ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα ιάνηονεξ 

(vehicle), ηαηά ακηζζημζπία ιε ηδκ παναηδνμφιεκδ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ημο p130 

ζηα ηοηηανζηά θφιαηα (εζηυκα 3.17, δελζά ακμζμαπμηφπςζδ). Ζ πανμοζία ημο 

ακαζημθέα TAPI-1 ακέζηεζθε πθήνςξ ηδκ παναβςβή ηςκ s160 ηαζ s100, 

επζαεααζχκμκηαξ υηζ δ ακίπκεοζδ ηςκ ελςηοηηανζηχκ αοηχκ πνςηεσκζηχκ 

εναοζιάηςκ ημο VEGFR2 είκαζ απμηέθεζια ηδξ πνςηεμθοηζηήξ ζπάζδξ ημο 

οπμδμπέα ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ. Σέθμξ, δ ακίπκεοζδ ημο s100 ζηα 

ηφηηανα ιάνηονεξ απμδεζηκφεζ πεναζηένς υηζ δ πνςηεμθοηζηή ζπάζδ ημο VEGFR2 

απμηεθεί ιζα θοζζμθμβζηή ηοηηανζηή δζαδζηαζία δ μπμία επάβεηαζ ιέζς ηδξ 

ακαζημθήξ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGR2, θυβς ημο εβηθςαζζιμφ ημο 

οπμδμπέα ζηδ ιειανάκδ.  

 

Δηθόλα 3.17 : Αλίρλεπζε ηνπ 

εθθξηλόκελνπ ηκήκαηνο ηνπ VEGFR2. 

(απιζηεπά) Θνεπηζηά οθζηά απυ εκδμεδθζαηά 

ηφηηανα πμο επςάζηδηακ βζα 2 χνεξ ιε 

DMSO (vehicle) ή ιε dynasore ή ιε 

dynasore + TAPI-1, ζοθθέπεδηακ, 

ζοβηεκηνχεδηακ ηαζ ακαθφεδηακ ιέζς 

ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western, 

πνδζζιμπμζχκηαξ ακηζζχιαηα έκακηζ ημο ελςηοηηανζημφ ηιήιαημξ ημο VEGFR2. (δεξιά) Μεηά ηδκ 

απμιάηνοκζδ ηςκ ενεπηζηχκ οθζηχκ, ηα ηφηηανα θφεδηακ ηαζ ακαθφεδηακ ιε ακμζμαπμηφπςζδ 

πνδζζιμπμζχκηαξ ακηζζχιαηα έκακηζ ημο ηοηηανμπθαζιαηζημφ ηιήιαημξ ημο VEGFR2. 

 

οιπεναζιαηζηά, ηα παναπάκς δεδμιέκα απμδεζηκφμοκ υηζ, οπυ 

ηαηάζηαζδ δνειίαξ, δ ζοκεπήξ εκδμηοηηάνςζδ ηαζ ακαηφηθδζδ ημο VEGFR2 

θεζημονβεί ςξ έκαξ πνμζηαηεοηζηυξ ιδπακζζιυξ έκακηζ ηδξ απμζημδυιδζδξ ημο 

οπμδμπέα ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ. 
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3.2.2 Ζ ζράζε ηνπ VEGFR2 ιεηηνπξγεί σο έλαο αξλεηηθόο κεραληζκόο 

ξύζκηζεο ηεο ζεκαηνδόηεζεο ηνπ ππνδνρέα 

 Σμ άιεζμ ενχηδια πμο δδιζμονβείηαζ απυ ηζξ ιέπνζ ηχνα παναηδνήζεζξ 

ιαξ αθμνά ημ θεζημονβζηυ νυθμ εκυξ ηέημζμο ιδπακζζιμφ απμζημδυιδζδξ ημο 

VEGFR2. Ζ ζπάζδ ηςκ οπμδμπέςκ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ θεζημονβεί 

ςξ έκαξ δζηηυξ, ανκδηζηυξ ιδπακζζιυξ νφειζζδξ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ μ μπμίμξ 

πενζμνίγεζ ηυζμ ηα δζαεέζζια επίπεδα ηςκ οπμδμπέςκ υζμ ηαζ ηδ δζαεεζζιυηδηα 

ημο ζοκδέηδ, ιέζς αθθδθεπίδναζήξ ημο ιε ημ εηηνζκυιεκμο ηιήια ημο οπμδμπέα. 

Πνμηεζιέκμο κα εθέβλμοιε ηδκ πζεακυηδηα αθθδθεπίδναζδξ ημο εηηνζκυιεκμο 

εναφζιαημξ ιε ημκ VEGF, πναβιαημπμζήζαιε πεζνάιαηα ζοκ-ακμζμηαηααφεζζδξ 

ημο s100 ιε ημκ VEGF. Θνεπηζηά οθζηά εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ζοθθέπεδηακ, 

επςάζηδηακ ιε VEGF ηαζ αημθμφεδζε ακαζμηαηααφεζζδ ημο εηηνζκυιεκμο 

ηιήιαημξ ημο VEGFR2 ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ημο ελςηοηηανζημφ ηιήιαημξ ημο 

οπμδμπέα. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ημο VEGF 

απέδεζλε πςξ μ VEGF ζοκ-ακμζμηαηααοείγεηαζ ιε ημκ sVEGFR2 ηαζ ζοκεπχξ, μ 

εηηνζκυιεκμξ οπμδμπέαξ θένεζ ζηακυηδηα δέζιεοζδξ ημο ζοκδέηδ ημο (εζηυκα 

3.18).  

 

Δηθόλα 3.18 : Αλάιπζε ηεο αιιειεπίδξαζεο ηνπ εθθξηλόκελνπ ηκήκαηνο ηνπ VEGFR2 κε ηνλ 

VEGF. Θνεπηζηά οθζηά εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ (condition medium) ζοθθέπεδηακ, 

ζοβηεκηνχεδηακ ηαζ πςνίζηδηακ ζε δφμ δείβιαηα ίζμο υβημο. Σμ έκα δείβια επςάζηδηε ιε 

ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο οπμδμπέα, χζηε κα αθαζνεεεί μ εηηνζκυιεκμξ 

VEGFR2 (soluble VEGFR2 depleted sample). ηδ ζοκέπεζα, ηαζ ηα δφμ δείβιαηα επςάζηδηακ ιε 

VEGF, βζα 4 χνεξ, πναβιαημπμζήεδηε ακμζμηαηααφεζζδ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ 

πενζμπήξ ημο οπμδμπέα ηαζ αημθμφεςξ, ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα έκακηζ 

ημο VEGF. Ζ απμοζία ακίπκεοζδξ ημο VEGF ζημ δείβια απυ ημ μπμίμ αθαζνέεδηε μ εηηνζκυιεκμξ 

VEGFR2, επαθδεεφεζ υηζ δ ακίπκεοζδ ημο VEGF (ζημ soluble VEGFR2 sample) είκαζ απμηέθεζια 

ηδξ εζδζηήξ αθθδθεπίδναζδξ ημο sVEGFR2 ιε ημκ VEGF. 
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Θέθμκηαξ κα εθέβλμοιε άιεζα ηδκ επίδναζδ ηδξ ζπάζδξ ημο VEGFR2 ζηδ 

ζδιαημδυηδζδ ημο οπμδμπέα, αημθμοεήζαιε ιζα πεζναιαηζηή ιεεμδμθμβία ηαηά 

ηδκ μπμία πναβιαημπμζήζαιε παναηεηαιέκδ ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο 

VEGFR2 απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ (επχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ βζα 2 χνεξ ιε 

ημκ ακαζημθέα dynasore) χζηε κα επάβμοιε ηδ ζπάζδ ημο οπμδμπέα. ηδ 

ζοκέπεζα, μ ακαζημθέαξ αθαζνέεδηε χζηε κα απεθεοεενςεεί ημ ιμκμπάηζ ηδξ 

δοκαιίκδξ (ακηζζηνεπηή ακαζημθή), ηα ηφηηανα εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF, 

θφεδηακ ηαζ αημθμφεδζε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα έκακηζ 

ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ ιμνθήξ ηδξ πνςηεΐκδξ ERK1/2, εκυξ ηφνζμο ηαεμδζημφ 

ιμνίμο ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR2. Ωξ ηφηηανα ιάνηονεξ 

πνδζζιμπμζήεδηακ ηφηηανα ζηα μπμία πναβιαημπμζήεδηε ακαζημθή ηδξ 

δοκαιίκδξ, οπυ πνμζηαζία υιςξ ημο οπμδμπέα απυ ζπάζδ ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ (dynasore + TAPI-1). Μέζς ηδξ παναπάκς 

πεζναιαηζηή ιεεμδμθμβίαξ δζαπζζηχζαιε υηζ δ ιείςζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ 

ημο VEGFR2 (θυβς ζπάζδξ ημο ζηδ ιειανάκδ) είπε ανκδηζηυ ακηίηηοπμ ζηδ 

δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ημκ VEGF εκενβμπμίδζδ ηδξ ΔRΚ1/2, ζε ζφβηνζζδ ιε ηα 

ηφηηανα ιάνηονεξ (vehicle), επαθδεεφμκηαξ ημκ ανκδηζηυ νυθμ ημο ιδπακζζιμφ 

ζηδ νφειζζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο οπμδμπέα (εζηυκα 3.19).  

 

Δηθόλα 3.19 : Αλάιπζε ηεο επίδξαζεο ηεο ζράζεο ηνπ VEGFR2 ζηελ επαγόκελε από ηνλ 

VEGF ελεξγνπνίεζε ηεο ERK1/2. Δκδμεδθζαηά ηφηηανα επςάζηδηακ βζα 2 χνεξ ιε ημκ 

ακαζημθέα dynasore ή ιε ημοξ ακαζημθείξ dynasore + TAPI-1, απμοζία μνμφ. Αημθμφεςξ, μζ 

ακαζημθείξ απμιαηνφκεδηακ ηαζ ιεηά απυ 10 θεπηά ηα ηφηηανα εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF, βζα 

δζάθμνμοξ πνυκμοξ. Σα ηφηηανα θφεδηακ ηαζ αημθμφεδζε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε 

ακηζζχιαηα έκακηζ ημο VEGFR2 ηαζ ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ ιμνθήξ ηδξ πνςηεΐκδξ ERK1/2. 
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Σέθμξ, δζενςηδεήηαιε εάκ δ ζπάζδ ημο οπμδμπέα οθίζηαηαζ ηάπμζα 

νφειζζδ ζημ επίπεδμ ηδξ θοζζμθμβζηήξ θεζημονβίαξ ηςκ ηοηηάνςκ. Δίκαζ βκςζηυ 

υηζ δ ζδιαημδυηδζδ ημο VEGFR2 νοειίγεηαζ απυ ηδκ ποηκυηδηα ακάπηολδξ ηςκ 

εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ 98,112-114. Όηακ δ ηοηηανζηή ηαθθζένβεζα θηάζεζ ζημ 

επίπεδμ ηδξ ιμκμζηζαάδαξ ηυηε δ έκηαζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR2 

ιεζχκεηαζ χζηε κα πενζμνζζηεί μ νοειυξ πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ ηοηηάνςκ. 

οκεπχξ, οπμεέζαιε υηζ δ ζπάζδ ημο VEGFR2, ηαεχξ θεζημονβεί ςξ έκαξ 

ανκδηζηυξ ιδπακζζιυξ ηδξ ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ ημο οπμδμπέα, πζεακά 

νοειίγεηαζ απυ ηδκ ποηκυηδηα ηδξ ηαθθζένβεζαξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ. 

Πνάβιαηζ, υηακ ακαζηείθαιε ηδκ ελανηχιεκδ απυ ηδ δοκαιίκδ εκδμηοηηάνςζδ ημο 

VEGFR2 ζε ποηκέξ ηαζ αναζέξ ηαθθζένβεζεξ ηοηηάνςκ, δζαπζζηχζαιε πςξ δ 

αφλδζδ ηδξ ποηκυηδηα ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ επάβεζ ημκ ηενιαηζζιυ ημο 

οπμδμπέα (εζηυκα 3.20), οπμδεζηκφμκηαξ πςξ δ δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ηζξ δζα-

ηοηηανζηέξ ζοκδέζεζξ επαβςβή ηδξ ζπάζδξ ημο VEGFR2 εα ιπμνμφζε κα 

θεζημονβεί ςξ έκαξ ιδπακζζιυξ εθέβπμο ημο ηοηηανζημφ πμθθαπθαζζαζιμφ.  

 

 

 

 

Δηθόλα 3.20 : Αλάιπζε ηεο ξύζκηζεο ηεο ζράζεο ηνπ VEGFR2 από ηελ ππθλόηεηα 

αλάπηπμεο ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ. (απιζηεπά) Δκδμεδθζαηά ηφηηανα ηνορζκμπμζήεδηακ 

ηαζ επζζηνχεδηακ εη κέμο ζε ποηκυηδηεξ 2x10
4
 ηαζ 5x10

4 
ηφηηανα/cm

2
, πνμηεζιέκμο κα θάαμοιε 

αναζέξ ηαζ ποηκέξ ηοηηανζηέξ ηαθθζένβεζεξ, ακηίζημζπα. Σδκ επυιεκδ ιένα, ηα ηφηηανα επςάζηδηακ 

βζα 2 χνεξ ιε ημκ ακαζημθέα dynasore, θφεδηακ ηαζ ηα ηοηηανζηά θφιαηα ακαθφεδηακ ιέζς 

ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ημο ηοηηανμπθαζιαηζημφ ηιήιαημξ ημο 

VEGFR2. (δεξιά) Ποηκμιεηνζηή ακάθοζδ ηςκ 230 kDa ηαζ 130 kDa πνςηεσκζηχκ γςκχκ ημο 

VEGFR2 (n=3 ± SD, ***P<0.001, t test). 
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3.3. Αλάιπζε ηνπ ξόινπ ηεο ελδνθπηηάξσζεο ηνπ ελεξγνπνηεκέλνπ VEGFR2 

3.3.1 Αλάιπζε ησλ πξσηετληθώλ επηπέδσλ ηνπ VEGFR2 κεηά από 

ελεξγνπνίεζε ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ κε VEGF, ππό ηελ αλαζηνιή 

ηνπ εμαξηώκελνπ από ηε δπλακίλε κνλνπαηηνύ ελδνθπηηάξσζεο 

Καεχξ οπυ ζοκεήηεξ δνειίαξ ηαζ ηαηά ηδκ ακαζημθή ηδξ νοειζγυιεκδξ 

απυ ηδ δοκαιίκδ εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2, δ ζπάζδ ημο οπμδμπέα ζηδ 

ιειανάκδ ακηζπνμζςπεφεζ ημ ιμκαδζηυ βεβμκυξ απμζημδυιδζήξ ημο, εεθήζαιε κα 

εθέβλμοιε εάκ δ πανμοζία ημο VEGF ιεηααάθθεζ ηα πνςηεσκζηά επίπεδα ημο 

VEGFR2. Όπςξ παναηδνήζαιε πνμδβμοιέκςξ, δ ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ 

ημο VEGFR2 (ιέζς ημο ακαζημθέα dynasore) μδήβδζε ζε ιείςζδ ηςκ μθζηχκ 

πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ημο οπμδμπέα ηαζ ζηδκ ειθάκζζδ ημο p130 (αθέπε εζηυκα 

3.11). Δπίζδξ, δ ζοζζχνεοζδ ημο p130 ήηακ ακάθμβδ ηδξ ελαθάκζζδξ ημο 230 

kDa VEGFR2 ηαεχξ ημ εναφζια αοηυ πνμένπεηαζ απυ ημκ μθζηυ οπμδμπέα. 

Ωζηυζμ, δ πανμοζία ημο VEGF ιεηέααθε αοηή ηδκ ακαθμβία μδδβχκηαξ ζε 

αφλδζδ ηδξ ελαθάκζζδξ ημο μθζημφ VEGFR2 ηαζ ζηδ ιείςζδ ηδξ παναβςβήξ ημο 

p130 (εζηυκα 3.21).  

Θέθμκηαξ κα απμηθείζμοιε ημ βεβμκυξ υηζ δ επζπθέμκ ιείςζδ ημο 230 kDa 

VEGFR2 είκαζ απμηέθεζια ηδξ εκενβμπμίδζδξ εκυξ εκαθθαηηζημφ ιδπακζζιμφ 

ζπάζδξ ημο οπμδμπέα, μ μπμίμξ επάβεηαζ απυ ημκ VEGF (ελανηχιεκδ απυ ημκ 

VEGF ζπάζδ ημο VEGFR2), ακαζηείθαιε ηδκ ελανηχιεκδ απυ δοκαιίκδ 

εκδμηοηηάνςζδ ηαζ ζπάζδ ημο VEGFR2 (dynasore + TAPI-1), εκενβμπμζήζαιε ηα 

ηφηηανα ιε VEGF ηαζ εθέβλαιε ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ημ 

απμηέθεζια ζηα πνςηεσκζηά επίπεδα ημο οπμδμπέα. Ζ ακαζημθή ηςκ MMPs ιέζς 

ημο ακαζημθέα TAPI-1, ακ ηαζ ακέζηεζθε ηδκ παναβςβή ημο p130, δεκ ιπυνεζε κα 

ειπμδίζεζ ηδκ επαβυιεκδ απυ ημκ VEGF απμζημδυιδζδ ημο 230 kDa VEGFR2 

(εζηυκα 3.22). Άνα, δ επαβυιεκδ απυ ημκ VEGF ελαθάκζζδ ημο μθζημφ VEGFR2 

δεκ ιπμνεί κα απμδμεεί ζε έκα εκαθθαηηζηυ βεβμκυξ ζπάζδξ ημο οπμδμπέα ζηδ 

ιειανάκδ. Καηά ζοκέπεζα, οπμεέζαιε υηζ δ παναηδνμφιεκδ ιείςζδ ηςκ 

πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ημο 230 kDa VEGFR2 είκαζ απμηέθεζια ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ εκυξ εκαθθαηηζημφ ηδξ δοκαιίκδξ ιμκμπαηζμφ εκδμηοηηάνςζδξ 

ιέζς ημο μπμίμο μ VEGFR2 μδδβείηαζ πνμξ απμζημδυιδζδ.  
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Δηθόλα 3.21 : Αλάιπζε ησλ πξσηετληθώλ επηπέδσλ ηνπ VEGFR2 κεηά από ελεξγνπνίεζε 

ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ κε VEGF, ππό ηελ αλαζηνιή ηεο δπλακίλεο. (επάνω) 

Δκδμεδθζαηά ηφηηανα επςάζηδηακ βζα 30 θεπηά ιε ημκ ακαζημθέα ηδξ δοκαιίκδξ dynasore ηαζ, 

είηε εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF (πανμοζία ημο ακαζημθέα, 4 ιεζαίεξ δζαδνμιέξ), βζα ηα παναπάκς 

πνμκζηά δζαζηήιαηα ηαζ θφεδηακ, είηε επςάζηδηακ ιυκμ ιε ημκ ακαζημθέα dynasore ηαζ θφεδηακ 

ζημοξ ίδζμοξ πνυκμοξ ιε ηα ηφηηανα πμο εκενβμπμζήεδηακ ιε ημκ VEGF (4 πνχηεξ δζαδνμιέξ). 

Αημθμφεςξ, ηα ηοηηανζηά θφιαηα ακαθφεδηακ ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ιε 

ακηζζχιαηα έκακηζ ημο ηοηηανμπθαζιαηζημφ ηιήιαημξ ημο VEGFR2. Οζ ηεθεοηαίεξ 4 δζαδνμιέξ 

ζηδκ ακμζμαπμηφπςζδ ακηζπνμζςπεφμοκ δείβιαηα απυ ηφηηανα ιάνηονεξ (vehicle) πμο 

επςάζηδηακ ιυκμ ιε VEGF. (κάηω) Ποηκμιεηνζηή ακάθοζδ ηςκ 230 kDa ηαζ 130 kDa πνςηεσκζηχκ 

γςκχκ ημο VEGFR2 (n=4 ± SEM, *P<0.05, t test). 

 

 

Δηθόλα 3.22 : Αλάιπζε ησλ πξσηετληθώλ 

επηπέδσλ ηνπ VEGFR2 ππό ηελ αλαζηνιή 

ηεο δπλακίλεο θαη ησλ MMPs, κεηά από 

ελεξγνπνίεζε ησλ θπηηάξσλ κε VEGF. 

Δκδμεδθζαηά ηφηηανα επςάζηδηακ ιε ημκ 

ακαζημθέα dynasore ή ιε ημοξ ακαζημθείξ 

dynasore + TAPI-1 (30 θεπηά επχαζδξ), 

εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF βζα δζάθμνα πνμκζηά 

δζαζηήιαηα, θφεδηακ ηαζ αημθμφεδζε ακάθοζδ 

ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western βζα ηδκ 

ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ημο 

VEGFR2 ηαζ ημο p130. 
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φιθςκα ιε ηα πνμδβμφιεκα απμηεθέζιαηά ηα μπμία θάααιε ηαηά ηδκ 

πνμζπάεεζα ακίπκεοζδξ υθςκ ηςκ πζεακχκ ιμκμπαηζχκ εκδμηοηηάνςζδξ ημο 

VEGFR2 (αθέπε εζηυκα 3.8) οπμεέζαιε πςξ ημ εκαθθαηηζηυ ιμκμπάηζ ιέζς ημο 

μπμίμο μ VEGFR2 μδδβείηαζ πνμξ απμζημδυιδζδ είκαζ δ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδ. 

Πνάβιαηζ, δ ζοκδοαζηζηή ακαζημθή ημο ιμκμπαηζμφ ηδξ δοκαιίκδξ, ηδξ 

ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ ηαζ ηςκ MMPs (dynasore + EIPA + TAPI-1) μδήβδζε ζε 

πθήνδ πνμζηαζία ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ημο VEGFR2 (εζηυκα 3.23). 

 

Δηθόλα 3.23 : Αλάιπζε ησλ πξσηετληθώλ επηπέδσλ ηνπ VEGFR2, ππό ηελ αλαζηνιή ηνπ 

κνλνπαηηνύ ηεο δπλακίλεο ηεο καθξνπηλνθπηηάξσζεο θαη ησλ MMPs . Δκδμεδθζαηά ηφηηανα 

επςάζηδηακ βζα 30 θεπηά ιε ημκ ακαζημθέα dynasore (απιζηεπά) ή ημοξ ακαζημθείξ dynasore + 

TAPI-1 (μέζη) ή ημοξ ακαζημθείξ dynasore + TAPI-1+ EIPA (δεξιά) ηαζ εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF 

βζα ηα παναπάκς πνμκζηά δζαζηήιαηα. Σα ηφηηανα θφεδηακ ηαζ αημθμφεδζε ακάθοζδ ιέζς 

ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ημο VEGFR2. 

 

Σα απμηεθέζιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western επζαεααζχεδηακ ηαζ 

ιέζς πεζναιάηςκ ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμφ υπμο, οπυ ηδκ ακαζημθή ημο 

ιμκμπαηζμφ ηδξ δοκαιίκδξ ηαζ πανμοζία VEGF, o VEGFR2 ανέεδηε κα 

εκημπίγεηαζ ανπζηά ζε πενζθενεζαηά εκδμζχιαηα, εεηζηά βζα ηδκ πνςηεΐκδ Rab5, 

ηαζ ζε ιεηαβεκέζηενμ πνυκμ ζε πενζ-πονδκζηά εκδμζχιαηα, εεηζηά βζα ηδκ 

πνςηεΐκδ Rab7, ημκ ηεθεοηαίμ εκδμηοηηανζηυ ζηαειυ πνζκ ηδ ιεηάααζδ ζηα 

θοζμζχιαηα (εζηυκα 3.24). οκεπχξ, ηαηά ακηζζημζπία ιε άθθμοξ οπμδμπείξ, ιέζς 

ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ μ VEGFR2 αημθμοεεί ηδκ ηακμκζηή ηοηηανζηή 

ηοηθμθμνία ιέζς ηδξ μπμίαξ εκδμηοηηανχκεηαζ, μδδβείηαζ ανπζηά ζηα πνχζια 

εκδμζχιαηα (Rab5), εκ ζοκεπεία ζηα υρζια εκδμζχιαηα (Rab7) ηαζ ηεθζηά, ζηα 

θοζμζχιαηα πνμξ απμζημδυιδζδ.  
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Δηθόλα 3.24 : Αλάιπζε ηνπ εληνπηζκνύ ηνπ ελεξγνπνηεκέλνπ VEGFR2 ζηα πξώηκα θαη 

όςηκα ελδνζώκαηα, ππό ηελ αλαζηνιή ηνπ κνλνπαηηνύ ηεο δπλακίλεο. οκεζηζαηή 

ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ ημο VEGFR2 ζε εκδμεδθζαηά ηφηηανα πμο οπενεηθνάγμοκ (ιέζς 

δζαιυθοκζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε πθαζιίδζα) ηζξ πνςηεΐκεξ Rab5 (επάνω) ή Rab7 (κάηω), 

ζογεοβιέκεξ ιε ηδκ πνάζζκδ θεμνίγμογα πνςηεΐκδ GFP. Σα ηφηηανα ζδιάκεδηακ βζα ημκ 

επζθακεζαηυ VEGFR2 ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο οπμδμπέα, οπυ ηδκ 

πανμοζία ημο ακαζημθέα dynasore, ηαζ εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF, βζα 15 (επάνω) ηαζ 30 θεπηά 

(κάηω). Αημθμφεδζε ιία πθφζδ ιε υλζκμ ιέζμ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ Μ199, pH 2.0, ηα ηφηηανα 

ιμκζιμπμζήεδηακ ηαζ μ εκδμηοηηανζηυξ VEGFR2 απμηαθφθεδηε ιε δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα 

ζογεοβιέκα ιε θεμνζμπνχιαηα. Οζ ιπάνεξ ηθίιαηαξ ηςκ εζηυκςκ ακηζζημζπμφκ ζε 10 ιm. 

 

Δπίζδξ, δμηζιαζία ELISA υπμο πναβιαημπμζήεδηε ζοκδοαζηζηή ακαζημθή ηδξ 

ζπάζδξ ημο VEGFR2 ηαζ ηςκ δφμ εκαθθαηηζηχκ ιμκμπαηζχκ εκδμηοηηάνςζδξ 

επζαεααίςζε υηζ, πανμοζία ημο VEGF, ημ ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ ηαζ δ 

ιαηνμπζκμηοηηάνςζδ απμηεθμφκ ηα ιμκαδζηά ιμκμπάηζα εκδμηοηηάνςζδξ ημο 

εκενβμπμζδιέκμο VEGFR2 (εζηυκα 3.25). 

 

Δηθόλα 3.25 : Γνθηκαζία ELISA 

γηα ηνλ επηθαλεηαθό VEGFR2 

ππό αλαζηνιή ηνπ κνλνπαηηνύ 

ηεο δπλακίλεο (dynasore) θαη 

ηεο καθξνπηλνθπηηάξσζεο 

(EIPA) (κνλή ή ζπλδπαζηηθή 

αλαζηνιή ησλ κνλνπαηηώλ) θαη 

ησλ MMPs (TAPI-1). n=4 ± SEM, 

**P<0.01 ηαζ ***P<0.001, ANOVA. 
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Σέθμξ, δ δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ημκ VEGF επαβςβή ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδ 

ημο VEGFR2 επάβεζ εκ ιένδ, εηηυξ απυ ηδκ απμζημδυιδζδ, ηαζ ηδκ ακαηφηθδζδ 

ημο οπμδμπέα, υπςξ απμηαθφθεδηε ιε δμηζιαζίεξ ακαηφηθδζδξ ημο 

εκενβμπμζδιέκμο VEGFR2 ιέζς ιζηνμζημπίαξ TIRF (εζηυκα 3.26) ηαζ ιέζς 

ακάθοζδξ ημο ζοκεκημπζζιμφ ημο οπμδμπέα ιε ηδκ πνςηεΐκδ Rab4 (εζηυκα 3.27), 

έκα δείηηδ ηςκ εκδμζςιάηςκ ακαηφηθδζδξ, οπυ ηδκ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ.  

 
Δηθόλα 3.26 : Γνθηκαζία αλαθύθιεζεο ηνπ ελεξγνπνηεκέλνπ VEGFR2, κέζσ ηεο 
καθξνπηλνθπηηάξσζεο. Δκδμεδθζαηά ηφηηανα επςάζηδηακ ιε πνςημβεκή ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ 
ελςηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο VEGFR2 πνμηεζιέκμο κα επζηεοπεεί δ ζήιακζδ ημο επζθακεζαημφ 
οπμδμπέα. Αημθμφεςξ, ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε ημκ ακαζημθέα dynasore (ιεζαία εζηυκα) ή ιε 
ημοξ ακαζημθείξ dynasore + EIPA (ανζζηενή εζηυκα), βζα 30 θεπηά, ηαζ επςάζηδηακ ιε VEGF, βζα 5 
θεπηά, χζηε κα επαπεεί δ εκενβμπμίδζδ ηαζ δ εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2. Σα ηφηηανα πθφεδηακ 
ιε υλζκμ ιέζμ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ Μ199, pH 2.0, ηαζ κέμ ιέζμ M199 (απμοζία μνμφ) 
πνμζηέεδηε ζηα ηφηηανα, βζα 5 θεπηά, χζηε κα επζηναπεί δ ακαηφηθδζδ ημο εκενβμπμζδιέκμο 
οπμδμπέα. Μεηά ημ πέναξ ημο πνυκμο επχαζδξ, ηα ηφηηανα ιμκζιμπμζήεδηακ, επελενβάζηδηακ 
βζα ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ ηαζ ακαθφεδηακ ιε ιζηνμζημπία TIRF. Τπυ ηζξ παναπάκς 
πεζναιαηζηέξ ζοκεήηεξ, ημ ζήια πμο ακζπκεφεηαζ ακηζπνμζςπεφεζ ιυνζα ημο επζθακεζαημφ 
VEGFR2 ηα μπμία ακαηοηθχεδηακ ημοθάπζζημκ ιζα θμνά ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ, 
ιεηά απυ ηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημκ VEGF. Ζ ανζζηενή εζηυκα ακηζπνμζςπεφεζ 
ηφηηανα εθέβπμο ηδξ πεζναιαηζηήξ δζάηαλδξ (ακαηφηθδζδ ημο VEGFR2 οπυ ακαζημθή ηδξ 
δοκαιίκδξ, απμοζία VEGF). 

 
Δηθόλα 3.27 : Αλάιπζε ηνπ εληνπηζκνύ ηνπ ελεξγνπνηεκέλνπ VEGFR2 ζηα ελδνζώκαηα 
αλαθύθιεζεο, ππό ηελ αλαζηνιή ηνπ κνλνπαηηνύ ηεο δπλακίλεο. οκεζηζαηή ιζηνμζημπία 
θεμνζζιμφ ημο VEGFR2 ζε εκδμεδθζαηά ηφηηανα πμο οπενεηθνάγμοκ ηδκ πνςηεΐκδ Rab4 
ζογεοβιέκδ ιε ηδκ πνάζζκδ θεμνίγμογα πνςηεΐκδ GFP, οπυ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ. Σα ηφηηανα 
επελενβάζηδηακ ηαζ ακαθφεδηακ υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ εζηυκα 3.24. 
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3.3.2 Ζ εμαξηώκελε από ηε δπλακίλεο ελδνθπηηάξσζε θαη ε 

καθξνπηλνθπηηάξσζε ηνπ VEGFR2 είλαη απνιύησο αλαγθαία γηα ηε 

κεηαγσγή ηνπ ζήκαηνο θαη ηελ επαγσγή ηεο αγγεηνγέλεζεο 

Πμζα είκαζ θμζπυκ δ ζδιαζία ηςκ δφμ εκαθθαηηζηχκ ιμκμπαηζχκ 

εκδμηοηηάνςζδξ ζηδ νφειζζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο οπμδμπέα; Πνμηεζιέκμο κα 

εθέβλμοιε ηδ ζδιαζία ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζηδκ εκενβμπμίδζδ ημο ίδζμο ημο 

VEGFR2, ακαζηείθαιε ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο οπμδμπέα απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ 

δοκαιίκδξ ή ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ ή ηαζ ιέζς ζοκδοαζηζηήξ ακαζημθήξ ηςκ 

δφμ ιμκμπαηζχκ (ιέζς ηςκ ακαζημθέςκ dynasore ηαζ EIPA) ηαζ εθέβλαιε ιε 

ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western (ιεηά απυ ακαζμηαηααφεζζδ ημο VEGFR2) ημ 

απμηέθεζια ηδξ ακαζημθήξ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζηδκ επαβυιεκδ απυ ημκ VEGF 

θςζθμνοθίςζδ ημο VEGFR2. Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ πςξ ιυκμ δ ζοκδοαζηζηή 

ακαζημθή ηςκ δφμ ιμκμπαηζχκ εκδμηοηηάνςζδξ είκαζ ζηακή κα ακαζηείθεζ ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ημο VEGFR2 (εζηυκα 3.28). Καηά ζοκέπεζα, μ VEGFR2 δεκ ιπμνεί 

κα εκενβμπμζδεεί ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ.  

 

 

 

Δηθόλα 3.28 : Αλάιπζε ηεο αλαζηνιήο ηεο δηακεζνιαβνύκελεο από ηε δπλακίλε 

ελδνθπηηάξσζεο θαη ηεο καθξνπηλνθπηηάξσζεο ηνπ VEGFR2 ζηελ επαγόκελε από ηνλ 

VEGF θσζθνξπιίσζε ηνπ ππνδνρέα. Δκδμεδθζαηά ηφηηανα ηα μπμία είπακ οπμζηεί ζηένδζδ 

μνμφ βζα 4 χνεξ επςάζηδηακ βζα 30 θεπηά ιε DMSO (vehicle) ή ιε ημκ ακαζημθέα dynasore ή ιε 

ημκ ακαζημθέα ΔΗPA ή ιε ζοκδοαζιυ ηςκ δφμ ακαζημθέςκ ηαζ εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF, βζα 5 

θεπηά. Αημθμφεςξ, ηα ηφηηανα θφεδηακ ηαζ μ VEGFR2 ακμζμηαηααοείζηδηε ιε ακηζζχιαηα έκακηζ 

ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ πενζμπήξ ημο οπμδμπέα. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα 

έκακηζ ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ ηονμζίκδξ απμηάθορε ηδκ επίδναζδ ηδξ ακαζημθήξ ηδξ 

εκδμηοηηάνςζδξ ζηδ θςζθμνοθίςζδ ημο VEGFR2. Ζ ζζμθυνηςζδ ηςκ δεζβιάηςκ εθέβπεδηε 

ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ημο VEGFR2. 
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Ωζηυζμ, πνμξ έηπθδλδ ιαξ, ακ ηαζ δ ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ, είηε απυ ημ 

έκα ιμκμπάηζ ,είηε απυ ημ άθθμ, δεκ ειπυδζζε ηδ θςζθμνοθίςζδ ημο οπμδμπέα, δ 

ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ηυζμ απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ υζμ ηαζ απυ 

ημ ιμκμπάηζ ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ ακέζηεζθε ζπεδυκ πθήνςξ ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2 (εζηυκα 3.29).  

 

 

 

 

Δηθόλα 3.29 : Αλάιπζε ηεο αλαζηνιήο ηεο δηακεζνιαβνύκελεο από ηε δπλακίλε 

ελδνθπηηάξσζεο θαη ηεο καθξνπηλνθπηηάξσζεο ηνπ VEGFR2 ζηελ επαγόκελε από ηνλ 

VEGF θσζθνξπιίσζε ηεο ERK1/2. Δκδμεδθζαηά ηφηηανα ηα μπμία είπακ οπμζηεί ζηένδζδ μνμφ 

βζα 2 χνεξ επςάζηδηακ βζα 30 θεπηά ιε DMSO (vehicle) ή ιε ημκ ακαζημθέα dynasore ή ιε ημκ 

ακαζημθέα ΔΗPA ηαζ εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF, βζα ηα παναπάκς πνμκζηά δζαζηήιαηα. ηδ 

ζοκέπεζα, ηα ηφηηανα θφεδηακ ηαζ αημθμφεδζε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα 

έκακηζ ηςκ πνςηεσκχκ ERK1/2 ηαζ p-ERK1/2. 

 

 

Ζ παναηδνμφιεκδ ακαζημθή ηδξ ζδιαημδυηδζδξ δεκ ιπμνεί κα απμδμεεί ζηδ 

ζπάζδ ημο οπμδμπέα ηαεχξ, ζφιθςκα ιε ηα πνμδβμφιεκα απμηεθέζιαηά ιαξ, 

ιυκμ παναηεηαιέκδ πνμκζηά ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2 (δ μπμίμ 

επάβεζ απμδμηζηή ζπάζδ ημο οπμδμπέα) μδδβεί ζε ακαζημθή ηδξ εκενβμπμίδζδξ 

ηδξ ERK1/2 (αθέπε εζηυκα 3.19). Πνάβιαηζ, πνμζηαζία ημο οπμδμπέα απυ ζπάζδ 

ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ, ιέζς ημο ακαζημθέα TAPI-1, δεκ είπε ηαιία 

επίδναζδ ζηδ δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ηδκ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ ή ηδξ 

ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ ακαζημθή ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηδξ ERK1/2 (εζηυκα 3.30).  
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Δηθόλα 3.30 : Αλάιπζε ηεο επίδξαζεο ηεο αλαζηνιήο ηεο ζράζεο ηνπ VEGFR2 ζηε 

δηακεζνιαβνύκελε από ηελ αλαζηνιή ηεο δπλακίλε ή ηεο καθξνπηλνθπηηάξσζεο αλαζηνιή 

ηεο θσζθνξπιίσζεο ηεο ERK1/2. (επάνω) Δκδμεδθζαηά ηφηηανα ηα μπμία είπακ οπμζηεί 

ζηένδζδ μνμφ βζα 2 χνεξ επςάζηδηακ βζα 30 θεπηά ιε DMSO (vehicle, 4 πνχηεξ δζαδνμιέξ ζηδκ 

ακμζμαπμηφπςζδ) ή ιε ημκ ακαζημθέα dynasore (4 ιεζαίεξ δζαδνμιέξ) ή ιε ημοξ ακαζημθείξ 

dynasore + TAPI-1 (4 ηεθεοηαίεξ δζαδνμιέξ) ηαζ εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF, βζα ηα παναπάκς 

πνμκζηά δζαζηήιαηα. ηδ ζοκέπεζα, ηα ηφηηανα θφεδηακ ηαζ αημθμφεδζε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά 

Western ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ πνςηεσκχκ ERK1/2 ηαζ p-ERK1/2. (κάηω) Ακηίζημζπδ 

πεζναιαηζηή πμνεία αημθμοεήεδηε ηαζ ζηδκ πενίπηςζδ ηδξ ακαζημθήξ ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ, 

ιέζς ημο ακαζημθέα ΔΗΡΑ. 
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ε πθήνδ ζοιθςκία ιε ηα παναπάκς αζμπδιζηά δεδμιέκα, in vivo 

πεζνάιαηα αββεζμβέκεζδξ ζε πμκηίηζα (δμηζιαζίεξ αββεζμβέκεζδξ ζε εκεέιαηα 

Matrigel, εζηυκα 3.31) ηαζ ζε ημοκέθζα (δμηζιαζίεξ αββεζμβέκεζδ ζημκ μθεαθιυ, 

εζηυκα 3.32), ζε ζοκενβαζία ιε ηδκ ενεοκδηζηή μιάδα ηδξ M. Ziche (Πακεπζζηήιζμ 

ηδξ ζέκα, Ηηαθία), έδεζλακ υηζ δ εκαθθαηηζηή ακαζημθή ηςκ δομ ιμκμπαηζχκ 

εκδμηοηηάνςζδξ μδήβδζε ζε πθήνδ ακαζημθήξ ηδξ επαβυιεκδξ απυ ημκ VEGF 

αββεζμβέκεζδξ. 

 

 

 

 

Δηθόλα 3.31 : Αλάιπζε ηεο αλαζηνιήο ηεο εμαξηώκελεο από ηε δπλακίλε ελδνθπηηάξσζεο 

θαη ηεο καθξνπηλνθπηηάξσζεο ηνπ VEGFR2 ζηε δηακεζνιαβνύκελε από ηνλ VEGF 

επαγσγή ηεο αγγεηνγέλεζεο ζε ελζέκαηα Matrigel ζε πνληίθηα. (επάνω) Ακηζπνμζςπεοηζηέξ 

εζηυκεξ εκεειάηςκ Matrigel ιεηά απυ 7 διένεξ απυ ηδκ οπμδυνζα ειθφηεοζή ημοξ ζηδ ιέζδ 

ναπζαία πενζμπή πμκηζηχκ. Σμ ηυηηζκμ πνχια ακηζπνμζςπεφεζ ημ ααειυ αζιάηςζδξ (αζιμζθαζνίκδ) 

ηςκ εκεειάηςκ. H επαβυιεκδ απυ ημκ VEGF αββεζμβέκεζδ (ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ πανμοζία ημο 

ακαζημθέα TAPI-1) ακαζηέθθεηαζ οπυ ηδκ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ (dynasore) ή ηδξ 

ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ (EIPA). (κάηω) Πμζμηζημπμίδζδ ηδξ αζιμζθαζνίκδξ ηςκ εκεειάηςκ Matrigel 

ιεηά απυ 7 διένεξ απυ ηδ ειθφηεοζή ημοξ (n≥4 ± SD, *P<0.05, πνμξ εκεέιαηα ιάνηονεξ, # 

P<0.05 ηαζ ## P<0.01, πνμξ εκεέιαηα VEGF + TAPI-1, ANOVA) 
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Δηθόλα 3.32 : Αλάιπζε ηεο αλαζηνιήο ηεο εμαξηώκελεο από ηε δπλακίλε ελδνθπηηάξσζεο 
θαη ηεο καθξνπηλνθπηηάξσζεο ζηε δηακεζνιαβνύκελε από ηνλ VEGF επαγσγή ηεο 
αγγεηνγέλεζεο ζε νθζαικνύο θνπλειηώλ. (επάνω) Ακηζπνμζςπεοηζηέξ εζηυκεξ αββεζμβέκεζδξ ζε 
μθεαθιμφξ ημοκεθζχκ οπυ ηδκ πανμοζία εκεειάηςκ πμο πενζέπμοκ VEGF. Σα αέθδ ζηδκ ανζζηενή 
εζηυκα δείπκμοκ κεμ-ζπδιαηζγυιεκα αββεία ηα μπμία ηαηεοεφκμκηαζ πνμξ ημ έκεεια ημ μπμίμ 
πενζέπεζ ημκ VEGF. Ζ ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ιέζς ακαζημθήξ ηδξ δοκαιίκδξ (εκεέιαηα 
dynasore, ιεζαία εζηυκα) ή ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ (εκεέιαηα EIPA, δελζά εζηυκα) ακαζηέθθεζ 
ηδκ επαβυιεκδ απυ ημκ VEGF αββεζμβέκεζδ. (κάηω, γπάθημα) Πμζμηζημπμίδζδ ηδξ αββεζμβέκεζδξ 
ζε ζπέζδ ιε ημ πνυκμ επαβςβήξ ιε ημκ VEGF (ζημν αββεζμβέκεζδξ, ανζειυξ κεμ-ζπδιαηζγυιεκςκ 
αββείςκ/mm

2
). n≥4 ± SΔΜ. H επαβςβή ή δ ακαζημθή ηδξ αββεζμβέκεζδξ είκαζ ζηαηζζηζηά ζδιακηζηή 

ιεηά απυ ηδκ 5
δ
 διένα ηδξ πανμοζίαξ ηςκ εκεειάηςκ ζημκ μθεαθιυ. 
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3.3.3 O VEGFR2 ζεκαηνδνηεί από ην κνλνπάηη ηεο καθξνπηλνθπηηάξσζεο 

Όπςξ ακαθένεδηε πνμδβμοιέκςξ, ημ βεβμκυξ πςξ ηαζ ηα δφμ ιμκμπάηζα 

εκδμηοηηάνςζδξ είκαζ απμθφηςξ ακαβηαία βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2 

πνμηαθεί έηπθδλδ δζυηζ δ εκαθθαηηζηή ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο 

VEGFR2, είηε απυ ημ έκα ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ, είηε απυ ημ άθθμ, δεκ 

ακαζηέθθεζ ηδ θςζθμνοθίςζδ ημο οπμδμπέα. Ωζηυζμ, πανά ημ βεβμκυξ υηζ ηα 

παναπάκς απμηεθέζιαηα ένπμκηαζ ζε ακηίεεζδ ιεηαλφ ημοξ οπμδδθχκμοκ πςξ δ 

παναηδνμφιεκδ ακαζημθή ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR2 πζεακά δεκ είκαζ 

απμηέθεζια ηδξ ακαζημθήξ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο οπμδμπέα αοημφ ηαε’ αοημφ 

αθθά απμηέθεζια ηδξ ακαζημθήξ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ ηαεμδζηχκ 

ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ. ε υθεξ ηζξ πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ πμο εζηζάγμκηακ ζηδκ 

απμζαθήκζζδ ημο νυθμο ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζηδ νφειζζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδ 

εκυξ οπμδμπέα (ηυζμ ημο VEGFR2 υζμ ηαζ υθςκ ηςκ άθθςκ οπμδμπέςκ), εθυζμκ 

δ ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ απυ ηάπμζμ ιμκμπάηζ είπε έκα απμηέθεζια ζηδ 

ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ (είηε εεηζηυ, είηε ανκδηζηυ) εεςνμφκηακ αοηυιαηα υηζ δ 

εκδμηοηηάνςζδ ημο οπμδμπέα απυ ημ ζοβηεηνζιέκμ ιμκμπάηζ είκαζ ακαβηαία βζα 

ηδ νφειζζδ ηδξ ζδιαημδυηδζήξ ημο. Σμ εκαθθαηηζηυ εκδεπυιεκμ υηζ δ ακαζημθή 

ηδξ ηοηθμθμνίαξ άθθςκ ιμνίςκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ ζδιαημδυηδζδ ημο 

οπμδμπέα, ηαζ υπζ ημο ίδζμο ημο οπμδμπέα, είκαζ δ αζηία ηδξ ιεηααμθήξ ηδξ 

ζδιαημδυηδζδξ, είπε πανααθεθεεί εκηεθχξ. Πνμηεζιέκμο κα εθέβλμοιε εάκ δ 

ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ ημο VEGFR2 απαζηεί ηδκ ηοηθμθμνία ημο ίδζμο ημο 

οπμδμπέα ή ηδκ ηοηθμθμνία άθθςκ ιμνίςκ, ακαπηφλαιε έκα πνςηυημθθμ ημ 

μπμίμ ιαξ επέηνερε κα δζαπςνίζμοιε αοηέξ ηζξ δφμ πζεακυηδηεξ, ιέζς 

απειπθμηήξ ηδξ δνάζδξ ηςκ ακαζημθέςκ (dynasore ηαζ EIPA) ζηδκ 

εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2, απυ ηδκ δνάζδ ημοξ ζηδκ ηοηθμθμνία άθθςκ 

ιμνίςκ. Απυ εδχ ηαζ ζημ ελήξ ημ πνςηυημθθμ αοηυ εα ακαθένεηαζ ςξ πείναια 

απειπθμηήξ. Σμ πείναια απειπθμηήξ απμηεθείηαζ απυ δφμ θάζεζξ. ηδκ πνχηδ 

θάζδ (θάζδ Η), μ εκενβμπμζδιέκμξ (πανμοζία VEGF) οπμδμπέαξ επζηνέπεηε κα 

εκδμηοηηανςεεί επζθεηηζηά απυ ημ έκα απυ ηα δφμ ιμκμπάηζα εκδμηοηηάνςζδξ, 

ιέζς ακαζημθήξ ημο άθθμο ιμκμπαηζμφ ιε ημκ ηαηάθθδθμ πδιζηυ ακαζημθέα. 

οκεπχξ, μ VEGFR2 ιπμνεί κα εκενβμπμζδεεί ηαζ εκ δοκάιεζ κα ζδιαημδμηήζεζ 

ιυκμ απυ ημ εθεφεενμ ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ (ακμζπηυ ιμκμπάηζ εζζυδμο). ηδ 

ζοκέπεζα, μ ακαζημθέαξ ημο άθθμο ιμκμπαηζμφ (ηθεζζηυ ιμκμπάηζ εζζυδμο) 
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απμιαηνφκεηαζ ηαζ ηα ηφηηανα πθέκμκηαζ ιε υλζκμ δζάθοια χζηε κα 

απμδεζιεοεμφκ ηα ιυνζα ημο VEGF πμο είκαζ ζοκδεδειέκα ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ. Σέθμξ, ζηδ δεφηενδ θάζδ (θάζδ ΗΗ) ηα ηφηηανα 

επςάγμκηαζ ιε ιέζμ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ (απμοζία μπμζμοδήπμηε ακαζημθέα 

ηαζ απμοζία VEGF) έηζζ χζηε υθα ηα ιυνζα κα ιπμνμφκ κα εκδμηοηηανςεμφκ ηαζ 

κα δζαηζκδεμφκ εθεφεενα απυ υθα ηα πζεακά ιμκμπάηζα εκδμηοηηάνςζδξ ηαζ κα 

ζοκεζζθένμοκ ζηδ ιεηαβςβή ηδξ ζήιαημξ, ζφιθςκα ιε ηδ θεζημονβία ημοξ. Ζ 

υλζκδ πθφζδ ιεηαλφ ηςκ δφμ θάζεςκ βζα ηδκ αθαίνεζδ ημο ζοκδεδειέκμο VEGF 

ζηδ ιειανάκδ ηςκ ηοηηάνςκ (ζε ζφιπθεβια ιε ημκ VEGFR2) ελαζθαθίγεζ υηζ, 

ιεηά ηδκ απμιάηνοκζδ ημο ακαζημθέα ηαζ ηαηά ζοκέπεζα ηδκ απεθεοεένςζδ ημο 

ηθεζζημφ ιμκμπαηζμφ εζζυδμο, μ VEGFR2 δεκ εα ιπμνέζεζ κα εκδμηοηηανςεεί ηαζ 

κα εκενβμπμζδεεί απυ αοηυ ημ ιμκμπάηζ (δ εκενβμπμίδζδ ημο VEGFR2 δεκ ιπμνεί 

κα πναβιαημπμζδεεί ζηδ ιειανάκδ, αθέπε εζηυκα 3.28). οκεπχξ, οπυ αοηέξ ηζξ 

ζοκεήηεξ, μ VEGFR2 εα ιπμνέζεζ εκ δοκάιεζ κα ζδιαημδμηήζεζ ιυκμ απυ ημ 

ιμκμπάηζ πμο εκδμηοηηανχεδηε ηαηά ηδκ πνχηδ θάζδ ημο πεζνάιαημξ, δδθαδή 

απυ ημ ακμζπηυ ιμκμπάηζ εζζυδμο. Ζ παναπάκς δμηζιαζία ιπμνεί κα θεζημονβήζεζ 

ιυκμ οπυ ηδκ πνμτπυεεζδ ηδξ ηαπείαξ, ακηζζηνεπηήξ ακαζημθήξ ηςκ πδιζηχκ 

ακαζημθέςκ ηςκ δφμ ιμκμπαηζχκ εκδμηοηηάνςζδξ (dynasore ηαζ EIPA), ιεηά ηδκ 

απμιάηνοκζή ημοξ απυ ηα ηφηηανα ηαηά ηδ δεφηενδ θάζδ ημο πεζνάιαημξ. Γζα κα 

εθέβλμοιε ηδκ ακηζζηνεπηή δνάζδ ηςκ πδιζηχκ ακαζημθέςκ, εκδμεδθζαηά ηφηηανα 

ηα μπμία είπακ επςαζηεί ιε ημοξ ακαζημθείξ (χζηε κα επζηεοπεεί ανπζηά δ 

ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ) εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF, 10 θεπηά ιεηά ηδκ 

απμιάηνοκζδ ηςκ ακαζημθέςκ απυ ηα ηφηηανα. Ακάθοζδ ηςκ ηοηηανζηχκ 

εηποθζζιάηςκ ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western έδεζλε πςξ, οπυ ηζξ 

παναπάκς ζοκεήηεξ, ημ πνυηοπμ εκενβμπμίδζδξ ηδξ ΔRΚ1/2 ζηα ηφηηανα 

πμο αθαζνέεδηακ μζ ακαζημθείξ, δεκ δζέθενε απυ ημ πνυηοπμ ηαζ ηδκ έκηαζδ 

εκενβμπμίδζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα ιάνηονεξ (εζηυκα 

3.33, ηεθεοηαίεξ 3 δζαδνμιέξ ζε ζφβηνζζδ ιε ηζξ 4 πνχηεξ δζαδνμιέξ ζηδκ 

ακμζμαπμηφπςζδ). Πανάθθδθα δ παναηδνμφιεκδ εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2 

ήηακ εζδζηυ απμηέθεζια ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ απυ ημκ VEGF 

ηαεχξ, ιεηά ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ ακαζημθέςκ ηαζ απμοζία VEGF, δεκ ήηακ 

δοκαηή δ ακίπκεοζδ ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ ERK1/2 (εζηυκα 3.33, 4 ιεζαίεξ 

δζαδνμιέξ ζηδκ ακμζμαπμηφπςζδ).  
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Δηθόλα 3.33 : Αλάιπζε ηεο αληηζηξεπηήο δξάζεο ησλ αλαζηνιέσλ dynasore θαη EIPA κέζσ 

ειέγρνπ ηεο επαγόκελεο από ηνλ VEGF θσζθνξπιίσζεο ηεο ERK1/2. (α) Δκδμεδθζαηά 

ηφηηανα ηα μπμία είπακ οπμζηεί ζηένδζδ μνμφ βζα 2 χνεξ επςάζηδηακ βζα 30 θεπηά ιε ημκ 

ακαζημθέα dynasore. ηδ ζοκέπεζα, ηα ηφηηανα πθφεδηακ ηαζ ημ ιέζμ ακάπηολδξ ακηζηαηαζηάεδηε 

ιε κέμ ιέζμ Μ199, απμοζία μνμφ. 10 θεπηά ιεηά ηδκ ακηζηαηάζηαζδ ημο ιέζμο ηοηηανζηήξ 

ακάπηολδξ, ηα ηφηηανα εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF βζα ηα παναπάκς πνμκζηά δζαζηήιαηα, θφεδηακ 

ηαζ αημθμφεδζε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ ERK1/2 ηαζ p-ERK1/2 

(3 ηεθεοηαίεξ δζαδνμιέξ ζηδκ ακμζμαπμηφπςζδ). Οζ οπυθμζπεξ δζαδνμιέξ ζηδκ ακμζμαπμηφπςζδ 

απμηεθμφκ δείβιαηα εθέβπμο ηδξ πεζναιαηζηήξ δζάηαλδξ ηαζ πενζβνάθμκηαζ αημθμφεςξ: ηφηηανα 

ιάνηονεξ ηα μπμία είπακ επςαζηεί ιε DMSO (vehicle, 4 πνχηεξ δζαδνμιέξ ζηδκ 

ακμζμαπμηφπςζδ) εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF, βζα ημοξ ίδζμοξ πνυκμοξ ιε ηα ηφηηανα ηα μπμία 

επςάζηδηακ ιε ημκ ακαζημθέα dynasore, ηαζ επελενβάζηδηακ πανάθθδθα (δείβιαηα ζφβηνζζδξ 

ημο πνμηφπμο ηαζ ηδξ έκηαζδξ ηδξ θςζθμνοθίςζδξ ηδξ ERK1/2). Οζ 4 ιεζαίεξ δζαδνμιέξ ζηδκ 

ακμζμαπμηφπςζδ ακηζπνμζςπεφμοκ δείβιαηα απυ ηφηηανα ηα μπμία επςάζηδηακ ιε ημκ 

ακαζημθέα dynasore αθθά, ιεηά ηδκ αθαίνεζδ ημο ακαζημθέα, δεκ αημθμφεδζε εκενβμπμίδζδ ιε 

VEGF (δείβιαηα εθέβπμο ηδξ εζδζηυηδηαξ ηδξ θςζθμνοθίςζδξ ηδξ ERK1/2 απυ ημκ VEGF). Σα 

ηφηηανα αοηά θφεδηακ ζημοξ ίδζμοξ πνυκμοξ ιε ηα ηφηηανα ηα μπμία είπακ επςαζηεί ιε ημκ VEGF. 

Ζ 9
δ
 δζαδνμιή ζηδκ ακμζμαπμηφπςζδ ακηζπνμζςπεφεζ δείβια απυ ηφηηανα ηα μπμία 

εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF πανμοζία ημο ακαζημθέα dynasore (δείβια εθέβπμο ηδξ 

θεζημονβζηυηδηαξ ημο ακαζημθέα). (β) Ίδζα πεζναιαηζηή πμνεία αημθμοεήεδηε ηαζ ζηδκ πενίπηςζδ 

ημο εθέβπμο ηδξ ακηζζηνεπηήξ δνάζδξ ημο ακαζημθέα ΔΗΡΑ. 
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Ζ ηαπεία ακηζζηνεπηή δνάζδ ηςκ ακαζημθέςκ ιαξ επέηνερε κα 

εθανιυζμοιε ημ πείναια απειπθμηήξ ηαζ κα απμζαθδκίζμοιε ηδ ζδιαζία ηδξ 

εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGR2 απυ ηδ ζδιαζία ηδξ ηοηθμθμνίαξ άθθςκ ιμνίςκ 

ζηδ ζδιαημδυηδζδ ημο οπμδμπέα. ε αοηυ ημ ζδιείμ εθέβλαιε πνχηα ηδ 

ζδιαζία ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ ιέζς ακαζημθήξ ημο ιμκμπαηζμφ ηδξ 

δοκαιίκδξ. Ανπζηά, ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε ημκ ακαζημθέα dynasore χζηε 

κα ακαζηείθμοιε ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ 

δοκαιίκδξ. Δκ’ ζοκεπεία, ηα ηφηηανα εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF βζα 10 θεπηά 

(πανμοζία ημο ακαζημθέα) χζηε κα επάβμοιε ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο 

οπμδμπέα απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ (εζηυκα 3.34, θάζδ Η). 

Αημθμφεςξ, ηα ηφηηανα πθφεδηακ ιε υλζκμ δζάθοια χζηε κα αθαζνέζμοιε ημκ 

επζθακεζαηά ζοκδεδειέκμ VEGF ηαζ ημ ιέζμ επχαζδξ ακηζηαηαζηάεδηε ιε 

θνέζημ ενεπηζηυ ιέζμ ακάπηολδξ ηςκ ηοηηάνςκ. 10 ηαζ 20 θεπηά ιεηά ηδκ 

ακηζηαηάζηαζδ ημο ενεπηζημφ οθζημφ, ηα ηφηηανα θφεδηακ ηαζ αημθμφεδζε 

ακάθοζδ ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηδξ 

θςζθμνοθζςιέκδξ ιμνθήξ ηδξ πνςηεΐκδξ ERK1/2 (εζηυκα 3.34, θάζδ ΗΗ). Καηά 

ακηζζημζπία ιε ηζξ πνμδβμφιεκεξ παναηδνήζεζξ ιαξ, δ πανμοζία ημο ακαζημθέα 

dynasore ηαηά ηδκ πνχηδ θάζδ ημο πεζνάιαημξ είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ 

ακαζημθή ηδξ δζαιεζμθααμφιεκδξ απυ ημκ VEGF εκενβμπμίδζδξ ηδξ ERK1/2 

(δζαδνμιή 5). Ωζηυζμ, 10 ηαζ 20 θεπηά ιεηά ηδκ απμιάηνοκζδ ημο ακαζημθέα ηαζ 

ημο VEGF ακζπκεφεδηε έκα ζζπονυ ζήια ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ ΔRΚ1/2 

(δζαδνμιέξ 6, 7), ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα ιάνηονεξ (vehicle). Δθυζμκ, ηαηά ηδ 

δζάνηεζα ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε VEGF ημ ιμκμπάηζ ηδξ 

ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ ήηακ ημ ιυκμ δζαεέζζιμ ιμκμπάηζ εζζυδμο ημο VEGFR2, δ 

παναηδνμφιεκδ εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2 ιπμνεί κα απμδμεεί ιυκμ ζε 

ζδιαημδυηδζδ ημο VEGFR2 απυ ηα ιαηνμπζκμζχιαηα. οκεπχξ, δ ακαζημθή ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ ηδξ ERK1/2, δ μπμία παναηδνείηαζ ηαηά ηδκ πανμοζία ημο 

ακαζημθέα ηδξ δοκαιίκδξ, δεκ ιπμνεί κα απμδμεεί ζηδκ ακαζημθή ηδξ 

εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2 απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ αθθά ζηδκ 

πανειπυδζζδ ηδξ ηοηθμθμνίαξ άθθςκ ιμνίςκ πμο ζοιιεηέπμοκ ζημ ζδιαημδμηζηυ 

ηαηαννάηηδ ηδξ ERK1/2. 
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Δηθόλα 3.34 : Πείξακα απεκπινθήο. (θάζε Η) Δκδμεδθζαηά ηφηηανα ηα μπμία είπακ οπμζηεί 

ζηένδζδ μνμφ βζα 2 χνεξ επςάζηδηακ βζα 30 θεπηά ιε DMSO (vehicle) ή ιε ημκ ακαζημθέα 

dynasore ή ιε ημκ ακαζημθέα EIPA δ ζοκδοαζηζηά ιε ημοξ ακαζημθείξ dynasore ηαζ EIPA. Μεηά ημ 

πέναξ ημο πνυκμο επχαζδξ ιε ημοξ ακαζημθείξ, ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε VEGF βζα 10 θεπηά 

(πανμοζία ηςκ ακαζημθέςκ) χζηε κα επαπεεί δ εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 απυ ηα ακμζπηά 

ιμκμπάηζα εζζυδμο. Αημθμφεςξ, ηα ηφηηανα πθφεδηακ ιε υλζκμ ιέζμ M199, pH 2.0, πνμηεζιέκμο 

κα απμδεζιεοηεί μ επζθακεζαηά ζοκδεδειέκμξ VEGF ηαζ ημ ιέζμ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ 

ακηζηαηαζηάεδηε ιε κέμ, απμοζία μνμφ, ακαζημθέςκ ηαζ VEGF (ηέθμξ θάζδξ Η  έκανλδξ θάζδξ 

ΗΗ) ή ηα ηφηηανα θφεδηακ αιέζςξ ιεηά ηδκ υλζκδ πθφζδ (δείβιαηα εθέβπμο ηδξ θεζημονβζηυηδηαξ 

ηςκ ακαζημθέςκ, δζαδνμιέξ 2, 5, 8 ηαζ 11 ζηδκ ακμζμαπμηφπςζδ). (θάζε ΗΗ) 10 ηαζ 20 θεπηά ιεηά 

ηδκ ακηζηαηάζηαζδ ημο ιέζμο ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ, ηα ηφηηανα θφεδηακ ηαζ αημθμφεδζε 

ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ πνςηεσκχκ ERK1/2 ηαζ p-ERK1/2.  
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Όηακ αημθμοεήζαιε ηδκ ίδζα πεζναιαηζηή πμνεία οπυ ηδκ ακαζημθή ηδξ 

ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ (ιέζς ημο ακαζημθέα EIPA) ηαζ ζοκεπχξ, επζηνέραιε ηδκ 

εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 ιυκμ απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ, 

παναηδνήζαιε υηζ, 10 ηαζ 20 θεπηά ιεηά ηδκ απμιάηνοκζδ ημο ακαζημθέα ηαζ ημο 

VEGF, ακζπκεφεδηε έκα αζεεκέξ ζήια ηδξ p-ERK1/2 (εζηυκα 3.34, δζαδνμιέξ 9, 

10), ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα ιάνηονεξ. Καηά ζοκέπεζα, ακηίεεηα ιε ηδ ιέπνζ 

ηχνα πεπμίεδζδ, δ ζηακυηδηα ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR2 απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ 

δοκαιίκδξ είκαζ πενζμνζζιέκδ ζε ζπέζδ ιε ηδκ ζηακυηδηα ζδιαημδυηδζδξ ημο 

οπμδμπέα ιέζς ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ. Σέθμξ, ζοκδοαζηζηή ακαζημθή ηαζ 

ηςκ δφμ ιμκμπαηζχκ εκδμηοηηάνςζδξ ακέζηεζθε πθήνςξ ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ 

ERK1/2 (εζηυκα 3.34, δζαδνμιέξ 12, 13) επζαεααζχκμκηαξ ηα πνμδβμφιεκα 

απμηεθέζιαηα ιαξ ζπεηζηά ιε ημ νυθμ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζηδ θςζθμνοθίςζδ 

ημο VEGFR2 δδθαδή υηζ μ VEGFR2 εκενβμπμζείηαζ ιυκμ ζηα εκδμζχιαηα ηαζ δεκ 

ιπμνεί κα ζδιαημδμηήζεζ απυ ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ. 

Σα παναπάκς απμηεθέζιαηα επζαεααζχεδηακ ηαζ ιέζς ακαζημθήξ ηδξ 

εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2 απυ ηα δφμ ηφνζα ιμκμπάηζα εκδμηοηηάνςζδξ πμο 

εθέβπμκηαζ απυ ηδ δοκαιίκδ, ημ ελανηχιεκμ απυ ηθαενίκδ ιμκμπάηζ 

εκδμηοηηάνςζδξ ηαζ ημ ιμκμπάηζ ηςκ caveolae. Ακαζημθή είηε ημο ελανηχιεκμο 

απυ ηθαενίκδ ιμκμπαηζμφ εκδμηοηηάνςζδξ είηε ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ απυ ηα 

caveolae, ιέζς απμζζχπδζδξ ηδξ ηθαενίκδξ ηαζ ηδξ ηααεμθίκδξ-1, ακηίζημζπα 

(ιέζς πνήζδξ siRNAs), δεκ ιπυνεζε κα ακαζηείθεζ ηδ δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ημκ 

VEGF εκενβμπμίδζδ ηςκ ηαεμδζηχκ ιμνίςκ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR2 

(εζηυκα 3.35). οιπεναζιαηζηά, ζε ακηίεεζδ ιε ηδ ιέπνζ ζήιενα εεςνία 

73,74,94,95,115, μ νυθμξ ηδξ δοκαιίκδξ ζηδ ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR2 είκαζ 

ακελάνηδημξ απυ ηδ νφειζζδ ηδξ εκδμηοηηάνςζδ ημο οπμδμπέα. Δπζπθέμκ, δ 

ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ πναβιαημπμζείηαζ απυ έκα άβκςζημ ιέπνζ ζήιενα 

ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2, ημ ιμκμπάηζ ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ. 
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Δηθόλα 3.35 : Αλάιπζε ηνπ ξόινπ ηεο ελδνθπηηάξσζεο ηνπ VEGFR2 από ην κνλνπάηη ηεο 

θιαζξίλεο ή ησλ caveolae ζηε ζεκαηνδόηεζε ηνπ ππνδνρέα. Δκδμεδθζαηά ηφηηανα ζηα μπμία 

πναβιαημπμζήεδηε απμζζχπδζδ ηδξ αανζάξ αθοζίδαξ ηδξ ηθαενίκδξ (clathrin heavy chain knock 

down) ή ηδξ ηααεμθίκδξ-1 (caveolin-1 knock down), ιέζς δζαιυθοκζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε siRNAs, 

οπέζηδζακ ζηένδζδ μνμφ βζα 2 χνεξ ηαζ εκ’ ζοκεπεία, επςάζηδηακ ιε VEGF βζα δζάθμνα πνμκζηά 

δζαζηήιαηα. Αημθμφεςξ, ηα ηφηηανα θφεδηακ ηαζ πναβιαημπμζήεδηε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά 

Western ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ ηθαενίκδξ, ηδξ ηααεμθίκδξ-1 ηαζ ηδξ αηηίκδξ ηαζ ηςκ μθζηχκ ηαζ 

θςζθμνοθζςιέκςκ ιμνθχκ ηςκ πνςηεσκχκ ΔRΚ1/2, PLCβ ηαζ Akt. 
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3.3.4 H αλαζηνιή ηεο δπλακίλεο αλαζηέιιεη ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο ERK1/2 

κέζσ παξεκπόδηζεο ηεο ελδνθπηηαξηθήο θπθινθνξίαο ηνπ θαζνδηθνύ 

ζεκαηνδνηηθνύ κνξίνπ PLCγ 

Δθυζμκ δ εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ 

δεκ είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ ημο οπμδμπέα, ημ ενχηδια 

πμο δδιζμονβείηαζ είκαζ πχξ δ δοκαιίκδ εθέβπεζ ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2. 

Γεδμιέκμο υηζ ηα ιυνζα πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδ ζδιαημδυηδζδ ημο VEGFR2 

οθίζηακηαζ επίζδξ εκδμηοηηάνςζδ ηαζ εκδμηοηηανζηή ηοηθμθμνία, οπμεέζαιε 

πςξ έκα ιυνζμ ηαεμδζηά ημο VEGFR2 ηαζ ακμδζηά ηδξ ERK1/2 πζεακά κα 

επδνεάγεηαζ απυ ηδκ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ. Λαιαάκμκηαξ οπυρδ υηζ ζημ 

ζδιαημδμηζηυ ηαηαννάηηδ ημο ιμκμπαηζμφ ηδξ ERK1/2 ημ πνχημ ιυνζμ ημ μπμίμ 

εκενβμπμζείηαζ απυ ημκ VEGFR2 είκαζ δ PLCβ 22,25,116 (εζηυκα 3.36α), εθέβλαιε ηδκ 

πζεακυηδηα πςξ δ πνςηεΐκδ αοηή επδνεάγεηαζ απυ ηδκ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ. 

Πνάβιαηζ, απμζζχπδζδ ηδξ PLCβ ιε siRNAs ακέζηεζθε πθήνςξ ηδκ επαβυιεκδ 

απυ ημκ VEGF εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2, επζαεααζχκμκηαξ πςξ δ PLCβ είκαζ 

απμθφηςξ ακαβηαία βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2 (εζηυκα 3.36α).  

 

Δηθόλα 3.36 : (α) διαημδμηζηυξ ηαηαννάηηδξ ηδξ ERK1/2. (β) Δκδμεδθζαηά ηφηηανα ζηα μπμία 

πναβιαημπμζήεδηε απμζζχπδζδ ηδξ PLCβ, ιέζς δζαιυθοκζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε siRNAs, 

οπέζηδζακ ζηένδζδ μνμφ βζα 2 χνεξ ηαζ εκ’ ζοκεπεία, επςάζηδηακ ιε VEGF δζάθμνα πνμκζηά 

δζαζηήιαηα. Αημθμφεςξ, ηα ηφηηανα θφεδηακ ηαζ πναβιαημπμζήεδηε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά 

Western ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ πνςηεσκχκ VEGFR2, PLCβ, p-PLCβ, ERK, p-ERK1/2 ηαζ 

αηηίκδ. 



 

 

86 

Όηακ εθέβλαιε ιε ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ ημ εκδμηοηηανζηυ πνυηοπμ 

ηαηακμιήξ ηδξ εκενβμπμζδιέκδξ ιμνθήξ ηδξ PLCβ (ιεηά απυ ζφκημιδ 

εκενβμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε VEGF) παναηδνήζαιε υηζ δ πνςηεΐκδ θένεζ 

ηοζηζδζηή ιμνθμθμβία ηαζ ηαηακέιεηαζ ζε υθμ ημ εφνμξ ημο ηοηηάνμο (εζηυκα 

3.37α, ανζζηενά). Πνμξ έηπθδλή ιαξ, δ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ (ιέζς ημο 

ακαζημθέα dynasore) μδήβδζε ζε ζζπονή εκενβμπμίδζδ ηδξ PLCβ (απμοζία 

VEGF), ζηδκ απχθεζα ημο ηοζηζδζημφ θαζκμηφπμο ηδξ πνςηεΐκδξ, ζημκ πενζ-

πονδκζηυ εκημπζζιυ ηδξ ηαεχξ ηαζ ζημκ εκημπζζιυ ηδξ ζε ζκχδεζξ δμιέξ μζ μπμίεξ 

δζαηνέπμοκ υθμ ηφηηανμ (εζηυκα 3.37α, ιέζδ). Ζ ιδ εζδζηή εκενβμπμίδζδ ηδξ PLCβ 

ιέζς ηδξ ακαζημθήξ ηδξ δοκαιίκδξ επαθδεεφηδηε ηαζ ιε ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά 

Western (εζηυκα 3.37α). Μάθζζηα, δ πανμοζία ημο VEGF δεκ είπε ηαιία επίδναζδ 

ζημ πνυηοπμ ηδξ ήδδ εκενβμπμζδιέκδξ PLCβ, ζε ζφβηνζζδ ιε ημ πνυηοπμ 

εκενβμπμίδζδξ ζηα ηφηηανα ιάνηονεξ (vehicle). Πανάθθδθα, υηακ εθέβλαιε ηδκ 

επαβυιεκδ απυ ημκ VEGF έηηνζζδ ημο αζαεζηίμο, ημ επυιεκμ ζδιαημδμηζηυ 

ιυνζμ ιεηά ηδκ PLCβ ζημ ζδιαημδμηζηυ ηαηαννάηηδ ηδξ ERK1/2, δζαπζζηχζαιε 

πςξ, ακ ηαζ δ PLCβ ήηακ ήδδ εκενβμπμζδιέκδ, δ πανμοζία ημο VEGF δεκ 

ιπυνεζε κα επάβεζ ηδκ έηηνζζδ ημο Ca2+ (εζηυκα 3.38). Σα παναπάκς 

απμηεθέζιαηα απμδεζηκφμοκ πεναζηένς υηζ μ νυθμξ ηδξ δοκαιίκδξ ζηδ νφειζζδ 

ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR2 είκαζ ακελάνηδημξ απυ ημ νυθμ ηδξ πνςηεΐκδξ 

ζηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο οπμδμπέα. Πνάβιαηζ, απειπθμηή ηδξ ακαζημθήξ ηδξ 

δοκαιίκδξ ιέζς αθαίνεζδξ ημο ακαζημθέα dynasore απυ ηα ηφηηανα (ηαηά 

ακηζζημζπία ιε ηδκ θάζδ ΗΗ ημο πεζνάιαημξ απειπθμηήξ) μδήβδζε ζε ζηαδζαηή 

αθθαβή ημο θαζκμηφπμο ημο εκδμηοηηανζημφ ζήιαημξ ηδξ PLCβ ηαζ ζηδ ιεηάααζδ 

ημο πνμηφπμο ηαηακμιήξ ηδξ πνςηεΐκδξ απυ ζκχδεξ ζε ηοζηζδζηυ (εζηυκα 3.37α, 

δελζά), επζαεααζχκμκηαξ πςξ μ νυθμξ ηδξ δοκαιίκδξ ζηδ νφειζζδ ηδξ 

ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR2 έβηεζηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ 

ηοηθμθμνίαξ ηδξ PLCβ ηαζ υπζ ημο ίδζμο ημο οπμδμπέα. 
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Δηθόλα 3.37 : Αλάιπζε ηεο ξόινπ ηεο δπλακίλεο ζηνλ ελδνθπηηαξηθό εληνπηζκό θαη ηε 

θσζθνξπιίσζε ηεο PLCγ. (α) οκεζηζαηή ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ PLCβ 

ζε εκδμεδθζαηά ηφηηανα. (απιζηεπά) Δκδμηοηηανζηυξ εκημπζζιυξ ηδξ p-PLCβ ζε ηφηηανα ιάνηονεξ 

(vehicle), ιεηά απυ 5 θεπηά εκενβμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε VEGF. (μέζη) Δκδμηοηηανζηυξ 

εκημπζζιυξ ηδξ p-PLCβ ιεηά απυ 30 θεπηά επχαζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημκ ακαζημθέα dynasore 

(απμοζία VEGF). (δεξιά) Δκδμηοηηανζηυξ εκημπζζιυξ ηδξ p-PLCβ ιεηά απυ 10 θεπηά απυ ηδκ 

αθαίνεζδ ημο ακαζημθέα dynasore. H απμιάηνοκζδ ημο ακαζημθέα μδδβεί ζηδ ιεηάααζδ ημο 

πνυηοπμο ημο εκημπζζιμφ ηδξ p-PLCβ απυ ζκχδεξ ζε ηοζηζδζηυ, ακηίζημζπα ιε ημ πνυηοπμ πμο 

παναηδνείηαζ ζηα ηφηηανα ιάνηονεξ (ζφβηνζζδ ανζζηενήξ ηαζ δελζάξ εζηυκαξ). Οζ ιπάνεξ ηθίιαηαξ 

ηςκ εζηυκςκ ακηζζημζπμφκ ζε 10 ιm. (β) Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western βζα ηδκ PLCβ. 

Δκδμεδθζαηά ηφηηανα οπέζηδζακ ζηένδζδ μνμφ βζα 2 χνεξ, επςάζηδηακ βζα 30 θεπηά ιε ημκ 

ακαζημθέα dynasore ηαζ εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF βζα δζάθμνα πνμκζηά δζαζηήιαηα. Αημθμφεςξ, 

ηα ηφηηανα θφεδηακ ηαζ δ PLCβ/p-PLCβ απμηαθφθεδηε ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ιε ηα ηαηάθθδθα 

ακηζζχιαηα.  

 

Δηθόλα 3.38 : Αλάιπζε ηεο επαγόκελεο από 

ηνλ VEGF έθθξηζεο Ca
2+

 ππό ηελ αλαζηνιή 

ηεο δπλακίλεο. Κφηηανα ιάνηονεξ (vehicle) ή 

ηφηηανα πμο είπακ επςαζηεί ιε ημκ ακαζημθέα 

dynasore (30 θεπηά), επςάζηδηακ ιε ημ δείηηδ 

ημο εκδμηοηηανζημφ αζαεζηίμο FLUO4-AM ηαζ 

εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF. Ζ ιεηααμθή ημο 

εκδμηοηηανζημφ Ca
2+

 ηαηαβνάθδηε ιέζς 

ζοκεζηζαηήξ ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμφ (θήρδ 

εζηυκςκ ηάεε 1.3 sec). H έκηαζδ θεμνζζιμφ 

ηςκ εζηυκςκ ακαθφεδηε ιε ημ θμβζζιζηυ ImageJ 

βζα ηδκ ηαηαζηεοή ημο βναθήιαημξ. 
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Ακηίζημζπα ιε ημ ενχηδια πμο αθμνμφζε ημ νυθμ ηδξ δοκαιίκδξ ζηδ 

νφειζζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR2, δζενςηδεήηαιε εάκ δ ακαζημθή ηδξ 

ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ ημο VEGFR2 ηαηά ηδκ ακαζημθή ηδξ 

ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ μθείθεηαζ επίζδξ ζημκ έθεβπμ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ 

ηοηθμθμνίαξ ηςκ ηαεμδζηχκ ιμνίςκ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο οπμδμπέα. Καηά 

ακηζζημζπία ιε ηδκ ακάθοζδ πμο πναβιαημπμζήζαιε ζηδκ πνμζπάεεζά ιαξ κα 

ηαηακμήζμοιε ημ ιδπακζζιυ εθέβπμο ηδξ ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ απυ ηδκ 

δοκαιίκδ, πναβιαημπμζήζαιε πανυιμζα ακάθοζδ οπυ ηδκ ακαζημθή αοηή ηδ θμνά 

ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ. Ακάθοζδ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ ηαηακμιήξ ηδξ PLCβ, 

ιέζς ζοκεζηζαηήξ ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμφ, ηαζ ακάθοζδ ημο πνμηφπμο 

εκενβμπμίδζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ απυ ημκ VEGF, ιέζς ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά 

Western, απέδεζλε υηζ δ ακαζημθή ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ (ιέζς ημο 

ακαζημθέα ΔΗPA) δεκ είπε επίδναζδ ζημ πνυηοπμ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ ηαηακμιήξ 

(εζηυκα 3.39) ηαζ ζημ πνυηοπμ εκενβμπμίδζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ (εζηυκα 3.40), ζε 

ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα ιάνηονεξ (vehicle). Μάθζζηα, δ ακαζημθή ηδξ 

ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ δεκ ειπυδζζε ηδ δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ημκ VEGF 

έηηνζζδ ημο αζαεζηίμο (εζηυκα 3.41). οκεπχξ, μ ηνυπμξ ιε ημκ μπμίμ δ 

ιαηνμπζκμηοηηάνςζδ ειπθέηεηαζ ζηδ ζδιαημδυηδζδ ημο VEGFR2 αθμνά ηδ 

νφειζζδ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο οπμδμπέα ηαζ υπζ ηδξ ηοηθμθμνίαξ ηδξ PLCβ. 

 

 

Δηθόλα 3.39 : Αλάιπζε ηνπ ελδνθπηηαξηθνύ 

εληνπηζκνύ ηεο θσζθνξπιησκέλεο PLCγ, 

ππό ηελ αλαζηνιή ηεο 

καθξνπηλνθπηηάξσζεο. οκεζηζαηή 

ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ 

PLCβ ζε εκδμεδθζαηά ηφηηανα. (αξηζηεξά) 

Δκδμηοηηανζηυξ εκημπζζιυξ ηδξ p-PLCβ ζε 

ηφηηανα ιάνηονεξ (vehicle), απμοζία (επάκς) ή 

πανμοζία VEGF ηάης, ιεηά απυ 5 θεπηά 

εκενβμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε VEGF. (δεμηά) 

Δκδμηοηηανζηυξ εκημπζζιυξ ηδξ p-PLCβ ιεηά απυ 

30 θεπηά επχαζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημκ 

ακαζημθέα EIPA, απμοζία VEGF (επάκς) ή ιεηά 

απυ 5 θεπηά εκενβμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε 

VEGF (ηάης). Οζ ιπάνεξ ηθίιαηαξ ηςκ εζηυκςκ 

ακηζζημζπμφκ ζε 10 ιm. 
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Δηθόλα 3.40 : Αλάιπζε ηεο επαγόκελεο από ηνλ VEGF θσζθνξπιίσζεο ηεο PLCγ, ππό ηελ 

αλαζηνιή ηεο καθξνπηλνθπηηάξσζεο. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western βζα ηδκ PLCβ οπυ 

ακαζημθή ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ. Δκδμεδθζαηά ηφηηανα οπέζηδζακ ζηένδζδ μνμφ βζα 2 χνεξ, 

επςάζηδηακ βζα 30 θεπηά ιε ημκ ακαζημθέα EIPA ηαζ εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF, βζα δζάθμνα 

πνμκζηά δζαζηήιαηα. Αημθμφεςξ, ηα ηφηηανα θφεδηακ ηαζ δ PLCβ/p-PLCβ απμηαθφθεδηε ιέζς 

ακμζμαπμηφπςζδξ ιε ηα ηαηάθθδθα ακηζζχιαηα.  

 

 

 

 

Δηθόλα 3.41 : Αλάιπζε ηεο 

επαγόκελεο από ηνλ VEGF έθθξηζεο 

Ca
2+

, ππό ηελ αλαζηνιή ηεο 

καθξνπηλνθπηηάξσζεο. Κφηηανα 

ιάνηονεξ (vehicle) ή ηφηηανα πμο είπακ 

επςαζηεί ιε ημκ ακαζημθέα EIPA (30 

θεπηά), επςάζηδηακ ιε ημ δείηηδ ημο 

εκδμηοηηανζημφ αζαεζηίμο FLUO4-AM 

ηαζ εκενβμπμζήεδηακ ιε VEGF. Ζ 

ιεηααμθή ημο εκδμηοηηανζημφ Ca
2+

 

ηαηαβνάθδηε ιέζς ζοκεζηζαηήξ 

ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμφ (θήρδ εζηυκςκ 

ηάεε 1.3 sec). H έκηαζδ θεμνζζιμφ ηςκ 

εζηυκςκ ακαθφεδηε ιε ημ θμβζζιζηυ 

ImageJ βζα ηδκ ηαηαζηεοή ημο 

βναθήιαημξ. 
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Λαιαάκμκηαξ οπυρδ ηα ιέπνζ ηχνα δεδμιέκα ηαηαθήβμοιε ζημ 

ζοιπέναζια πςξ δ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 απμηεθεί ακαβηαία 

πνμτπυεεζδ βζα ηδκ πνμχεδζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο οπμδμπέα. Σμ ηεθεοηαίμ 

ενχηδια πμο πνμηφπηεζ αθμνά ημ θυβμ βζα ημκ μπμίμ μ οπμδμπέαξ πνέπεζ κα 

εκδμηοηηανςεεί εζδζηά απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ ηαζ υπζ απυ ημ 

ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ ημ μπμίμ απμηεθεί επίζδξ έκα ηφνζμ ιμκμπάηζ εζζυδμο ημο 

VEGFR2. Καεχξ ηα εκδμζχιαηα απμηεθμφκ ηέκηνμ δζαιενζζιαημπμίδζδξ ηδξ 

ζδιαημδυηδζδξ, είκαζ πζεακυ μ VEGFR2 κα αθθδθεπζδνά εζδζηά ιε ηαεμδζηά 

ζδιαημδμηζηά ιυνζα ζηα ιαηνμπζκμζχιαηα. οκεζηζαηή ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ 

απμηάθορε πςξ, ιεηά ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο απυ ημκ VEGF, μ VEGFR2 

ζοκεκημπίγεηαζ ιε ημ ηαεμδζηυ ζδιαημδμηζηυ ιυνζμ ΜΔΚ1/2 (ημ μπμίμ ανίζηεηαζ 

ακμδζηά ηδξ ERK1/2 ζημ ζδιαημδμηζηυ ηαηαννάηηδ, αθέπε εζηυκα 3.36α) ζε 

εκδμζχιαηα εεηζηά βζα ηδκ πνςηεΐκδ Rabankyrin-5 (εζηυκα 3.42). 

 

Δηθόλα 3.42 : Αλάιπζε ηνπ ζπλεληνπηζκνύ ηνπ VEGFR2 κε ην θαζνδηθό ζεκαηνδνηηθό κόξην 

p-MEK1/2 ζηα καθξνπηλνζώκαηα. οκεζηζαηή ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ ημο VEGFR2, ηδξ p-

MEK1/2 ηαζ ηδξ Rabankyrin-5 ζε εκδμεδθζαηά ηφηηανα, ιεηά απυ 5 θεπηά εκενβμπμίδζδξ ηςκ 

ηοηηάνςκ ιε VEGF. Δπζθεβιέκεξ πενζμπέξ ημο ζοκεκημπζζιμφ ημο VEGFR2 ιε ηδ p-MEK1/2 ηαζ ηδ 

Rabankyrin-5 πανμοζζάγμκηαζ ιεβεεοιέκεξ ζηα θεοηά ηεηνάβςκα εκηυξ ηςκ εζηυκςκ (επάκς 

δελζά). Οζ ιπάνεξ ηθίιαηαξ ηςκ εζηυκςκ ακηζζημζπμφκ ζε 10 ιm. 

 

 

 οιπεναζιαηζηά, ηαηαθήβμοιε πςξ δ δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ημκ VEGF 

εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2 απαζηεί (i) ηδκ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδ ηαζ εκημπζζιυ ημο 

VEGFR2 ζηα ιαηνμπζκμζχιαηα ηαζ (ii) ηδ δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ηδκ δοκαιίκδ 

εκδμηοηηανζηή ηοηθμθμνία ηδξ PLCβ, ακελάνηδηα απυ ημκ εονέςξ ηαεζενςιέκμ 

νυθμ ηδξ δοκαιίκδξ ζηδ νφειζζδ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ πνςηεσκχκ απυ ηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ (εζηυκα 3.43).  
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Δηθόλα 3.43 : Γξαθηθή απεηθόληζε ηεο θπηηαξηθήο θπθινθνξίαο θαη ηεο ζεκαηνδόηεζεο ηνπ 

VEGFR2. Τπυ ηαηάζηαζδ δνειίαξ, μ VEGFR2 ακαηοηθχκεηαζ ιεηαλφ ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ 

ιειανάκδξ ηαζ ηςκ εκδμζςιάηςκ (2, 3 ηαζ 4 ζηδκ απεζηυκζζδ). Οζ ζοκεπυιεκμζ ηφηθμζ 

εκδμηοηηάνςζδξ ηαζ ακαηφηθδζδξ ημο VEGFR2 πνμζηαηεφμοκ ημκ οπμδμπέα απυ ζπάζδ ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ (1). Ο VEGF εζζαβάβεζ ηδκ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδ ςξ εκαθθαηηζηυ 

ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2 (5, 6). Ζ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 είκαζ 

απαναίηδηδ βζα ηδ θςζθμνοθίςζδ ημο οπμδμπέα ηαζ ηδ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ (7). Ωζηυζμ, βζα κα 

επζηεοπεεί δ ζδιαημδυηδζδ, απαζηείηαζ πανάθθδθα δ δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ηδ δοκαιίκδ 

εκδμηοηηανζηή ηοηθμθμνία ηδξ PLCβ.                                           . 



 
 

 

 

 



 
 

 

 

 

4. ΤΕΖΣΖΖ 

 
 

Απυ ημ ζφκμθμ ηςκ ιέπνζ ζήιενα δεδμιέκςκ εεςνμφκηακ πςξ μ VEGFR2 

εκδμηοηηανχκεηαζ ηαηά απμηθεζζηζηυηδηα απυ έκα ηαζ ιυκμ ιμκμπάηζ 

εκδμηοηηάνςζδξ, ημ ηθαζζηυ ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ πμο εθέβπεηαζ απυ ηδκ 

πνςηεΐκδ ηθαενίκδ ηαζ ηδ δοκαιίκδ 72-76,84,94,95,115,117-119
. ηδκ πανμφζα ενβαζία 

πναβιαημπμζήζαιε ιζα ζοζηδιαηζηή ακάθοζδ χζηε κα πανημβναθήζμοιε υθα ηα 

πζεακά ιμκμπάηζα εκδμηοηηάνςζδξ ημο οπμδμπέα. Ζ ακάθοζή αοηή έδεζλε πςξ δ 

απμηθεζζηζηή εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ 

πναβιαημπμζείηαζ ιυκμ ηαηά ηδκ απμοζία ημο ζοκδέηδ ημο, ημο VEGF. 

Απνυζιεκα, δ εκενβμπμίδζδ ημο VEGFR2 απυ ημκ VEGF μδήβδζε, επζπθέμκ, 

ζηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο οπμδμπέα απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ.  

 ε ακηίεεζδ ιε ημοξ πενζζζυηενμοξ οπμδμπείξ, μζ μπμίμζ οπυ ηαηάζηαζδ 

δνειίαξ (απμοζία ημο ζοκδέηδ ημοξ) εκημπίγμκηαζ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή 

ιειανάκδ120, μ VEGFR2 ακαηοηθχκεηαζ ζοκεπχξ ιεηαλφ ηδξ ιειανάκδξ ηαζ ηςκ 

εκδμζςιάηςκ. Ζ ακαηφηθδζδ ημο οπμδμπέα απμδείπεδηε ηυζμ απυ ηδκ πανμφζα 

υζμ ηαζ απυ πνμδβμφιεκεξ ενβαζίεξ πμο αθμνμφζακ ηδ ιεθέηδ ηδξ 

εκδμηοηηανζηήξ δζαηίκδζδξ ημο VEGFR2 68,71,76,121. Ωζηυζμ, δ θεζημονβζηή ζδιαζία 

ηςκ ζοκεπυιεκςκ ηφηθςκ ακαηφηθδζδξ ημο οπμδμπέα ήηακ ιέπνζ ζήιενα 

άβκςζηδ. Δδχ, απμδείλαιε πςξ δ εκδμηοηηάνςζδ ημο ακεκενβμφ VEGFR2 

θεζημονβεί ςξ έκαξ ιδπακζζιυξ πνμζηαζίαξ ημο οπμδμπέα απυ ηδ ζπάζδ ημο ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ. Σμ απμηέθεζια αοηυ πνμηαθεί έηπθδλδ ηαεχξ μ 

ηονίανπμξ θεζημονβζηυξ νυθμξ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ είκαζ δ εζςηενίηεοζδ ηαζ 

εκδμηοηηανζηή απμζημδυιδζδ ηςκ πνςηεσκχκ. οκεπχξ, ζφιθςκα ιε ηα 

απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ηαζ πνμδβμφιεκςκ ενβαζζχκ απμδεζηκφεηαζ πςξ δ 

εκδμηοηηάνςζδ εθέβπεζ ηδκ ηοηηανζηή ζδιαημδυηδζδ ιέζς ηνζχκ δζαηνζηχκ 

ιδπακζζιχκ νφειζζδξ: (1) πανέπεζ πνμζηαζία απυ βεβμκυηα απμζημδυιδζδξ ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ (2) επάβεζ ημκ εκημπζζιυ ηςκ οπμδμπέςκ ηαζ 

άθθςκ ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ ζε ζοβηεηνζιέκα εκδμζχιαηα, εθέβπμκηαξ ημ 

ζπδιαηζζιυ ηαζ ηδκ εκενβμπμίδζδ ζδιαημδμηζηχκ πνςηεσκζηχκ ζοιπθυηςκ, ηαζ 

(3) μδδβεί ζε ιδ ακηζζηνεπηή παφζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ηαηεοεφκμκηαξ ημοξ 

εκενβμπμζδιέκμοξ οπμδμπείξ ζηα θοζμζχιαηα πνμξ απμζημδυιδζδ. 
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Ζ ζράζε ηνπ VEGFR2 

Πανά ημ βεβμκυξ υηζ δ ζπάζδ ημο VEGFR2 έπεζ ακαθενεεί ζε 

πνμδβμφιεκεξ ενβαζίεξ 80-82, ααζζγυιεκμζ ζημ ζφκμθμ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ιαξ 

δδθαδή, ζημ ιμνζαηυ αάνμξ ηςκ εναοζιάηςκ πμο ακζπκεφεδηακ, ζηδκ ελάνηδζδ 

ημο ιδπακζζιμφ ζπάζδξ απυ ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο οπμδμπέα ηαζ ημ νυθμ ηδξ 

ζηδ νφειζζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ, ηαηαθήβμοιε ζημ ζοιπέναζια υηζ μ ιδπακζζιυξ 

ηδξ ιειανακζηήξ απμζημδυιδζδξ πμο ακαθφεδηε ζηδκ πανμφζα ενβαζία δεκ 

ζπεηίγεηαζ ιε ημοξ ιέπνζ ζήιενα βκςζημφξ ιδπακζζιμφξ ζπάζδξ ημο VEGFR2. 

Πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ απέδεζλακ υηζ δ πνςηεαζςιαηζηή απμζημδυιδζδ ημο 

VEGFR2 μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ εκυξ ηαναυλο-ηεθζημφ ηιήιαημξ ημο οπμδμπέα 

ιμνζαημφ αάνμοξ 160 kDa ημ μπμίμ θένεζ ιένμξ ηδξ δζαιειανακζηήξ ημο πενζμπήξ 

72,76. ε ακηίεεζδ ιε ημ ιδπακζζιυ ζπάζδξ πμο ανέεδηε ζηδκ πανμφζα ενβαζία, 

υπμο δ ζπάζδ ημο οπμδμπέα είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ παναβςβή εκυξ ιζηνυηενμο 

ηοηηανμπθαζιαηζημφ εναφζιαημξ (p130) ηαζ εκυξ εηηνζκυιεκμο ηιήιαημξ (s100), 

μ πνμδβμφιεκμξ ιδπακζζιυξ μδδβεί ζηδ δδιζμονβία εκυξ ηοηηανμπθαζιαηζημφ 

ηιήιαημξ ιυκμ (ημ μπμίμ ακζπκεφεηαζ ζηα ηοηηανζηά θφιαηα) πςνίξ υιςξ 

παναβςβή εηηνζκυιεκμο εναφζιαημξ. Δπίζδξ, δ δδιζμονβία ημο εναφζιαημξ ηςκ 

160 kDa είκαζ απμηέθεζια ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ απυ 

ημκ VEGF. Πανάθθδθα, ακηίζημζπεξ ιεθέηεξ ακαθένμοκ ηδκ έηηνζζδ εκυξ 

ελςηοηηανζημφ ηιήιαημξ ημο VEGFR2 ιμνζαημφ αάνμοξ 160 kDa ημ μπμίμ είκαζ 

απμηέθεζια ηδξ ζπάζδξ ημο οπμδμπέα ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ 80-82. 

Ωζηυζμ, ημ εηηνζκυιεκμ αοηυ εναφζια ηςκ 160 kDa, ακ ηαζ ακζπκεφεδηε ζηα 

πεζνάιαηά ιαξ, ακηζπνμζςπεφεζ έκα ιζηνυ πμζμηζηά πνμσυκ ζε ζφβηνζζδ ιε ημ 

εηηνζκυιεκμ ηιήια ηςκ 100 kDa ημ μπμίμ απμηεθεί ηαζ ημ ηονίανπμ πνμσυκ ηδξ 

ιεθέηδξ ιαξ. Δπίζδξ, απυ ηα δφμ παναπάκς εηηνζκυιεκα ηιήιαηα ημο VEGFR2, 

ιυκμ δ παναβςβή ημο εναφζιαημξ s100 οθίζηαηαζ νφειζζδ απυ ηδκ 

εκδμηοηηάνςζδ ημο VEFGR2. Δπζπθέμκ, ημ ιμνζαηυ αάνμξ ηςκ 100 kDa ημο 

εηηνζκυιεκμο εναφζιαημξ ημο VEGFR2 πμο ακζπκεφζαιε ζηα οπενηείιεκα ηςκ 

ηοηηάνςκ είκαζ απυθοηα ζοιπθδνςιαηζηυ ημο ιμνζαημφ αάνμοξ ημο εναφζιαημξ 

p130 πμο ακζπκεφεδηε ζηα ηοηηανζηά θφιαηα. Σέθμξ, είκαζ ζδιακηζηυ κα εζπςεεί 

πςξ δ ζπάζδ ημο VEGFR2 πμο ακαθφεδηε ζηζξ πνμδβμφιεκεξ ενβαζίεξ είπε 

εεηζηυ νυθμ ζηδ νφειζζδ ηδξ ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ ημο οπμδμπέα 81,82. 
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Απεκακηίαξ, ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ, δ ζπάζδ ημο οπμδμπέα απμδείπεδηε υηζ μδδβεί 

ζε ακαζημθή ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηδξ ERK1/2 ηαζ ηαη’ επέηηαζδ, ηδξ 

ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR2. Σα απμηεθέζιαηα αοηά ζε ζοιθςκία ιε ημ βεβμκυξ 

υηζ μ ηενιαηζζιυξ ημο VEGFR2 ηαζ δ απεθεοεένςζδ ημο s100 μδδβεί ζηδκ 

απχθεζα ηδξ πενζμπήξ ζφκδεζδξ ημο οπμδμπέα ιε ημκ VEGF. οιπεναζιαηζηά, μ 

ιδπακζζιυξ ζπάζδξ ημο VEGFR2 πμο ιεθεηήεδηε εδχ θένεζ παναηηδνζζηζηά ηα 

μπμία ημκ ηαεζζημφκ ηαζκμηυιμ, ζε ζφβηνζζδ ιε ημοξ πνμδβμοιέκςξ βκςζημφξ 

ιδπακζζιμφξ. 

 Ζ επαβυιεκδ απυ ηδκ ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζπάζδ ημο VEGFR2 

θαίκεηαζ κα έπεζ δζπθυ νυθμ ζηδ θεζημονβία ημο οπμδμπέα. Όπζ ιυκμ ιεζχκεζ ηα 

μθζηά πνςηεσκζηά επίπεδα ημο VEGFR2 ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ηαζ 

ζοκεπχξ, ημ δοκαιζηυ απυηνζζδξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ζηα 

πμθθαπθαζζαζηζηά ζήιαηα ημο VEGF, αθθά μδδβεί ηαζ ζηδ ιείςζδ ημο δζαεέζζιμο 

ζοκδέηδ ιέζς αθθδθεπίδναζδξ ημο εηηνζκυιεκμο ηιήιαημξ ιε ημκ VEGF. H δζηηή 

αοηή θεζημονβία ημο ιδπακζζιμφ ζπάζδξ ημο VEGFR2 εα ιπμνμφζε κα δνα 

ζοκενβζζηζηά ζηδκ ανκδηζηή νφειζζδ ηδξ ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ ημο οπμδμπέα. 

ε ζοκδοαζιυ ιε ηδ νφειζζδ ηδξ ζπάζδξ ημο VEGFR2 απυ ηδκ ποηκυηδηα 

ακάπηολδξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ, μ ιδπακζζιυξ αοηυξ πανέπεζ πζεακά έκα 

επζπθέμκ επίπεδμ νφειζζδξ ηδξ ηοηηανζηήξ ζδιαημδυηδζδξ.  

Σμ ζφκμθμ ηςκ δεδμιέκςκ ιαξ ένπμκηαζ ζε ζοιθςκία ιε πνμδβμφιεκεξ 

ενβαζίεξ μζ μπμίεξ ακαθένμοκ υηζ δ ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ηαεζζηά έκα 

ζφκμθμ πνςηεσκχκ (CX3CL1, APP, pro-amphiregulin) επζννεπή ζε πνςηεμθοηζηή 

ζπάζδ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ 122-125. οκεπχξ, δ πανμφζα ιεθέηδ 

πνμζεέηεζ ημκ VEGFR2 ζημ πενζμνζζιέκμ ζφκμθμ ηςκ πνςηεσκχκ μζ μπμίεξ ιέζς 

εκδμηοηηάνςζδξ πνμζηαηεφμκηαζ απυ απμζημδυιδζδ ζηδ ιειανάκδ. Όιςξ, 

ζφιθςκα ιε ηδκ οπάνπμοζα βκχζδ, μ VEGFR2 ακαδεζηκφεηαζ ςξ μ πνχημξ 

οπμδμπέαξ ημο μπμίμο δ ζπάζδ νοειίγεηαζ απυ ηδκ εκδμηοηηάνςζδ.  

 

Δλδνθπηηάξσζε θαη ξύζκηζε ηεο ζεκαηνδόηεζεο ηνπ VEGFR2 

Πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ μζ μπμίεξ εζηζάγμκηακ ζηδκ απμζαθήκζζδ ημο νυθμο 

ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2 ζηδ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ ημο οπμδμπέα 

μδήβδζακ ζε έκα ζφκμθμ ακηζηνμουιεκςκ ζοιπεναζιάηςκ. ηζξ ενβαζίεξ αοηέξ, 
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δ ακαζημθή ηδξ ηοηθμθμνίαξ ημο οπμδμπέα επζηεφπεδηε ιε ιεευδμοξ πμο 

μδδβμφκ είηε ζε παναηεηαιέκδ ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ (knockouts, 

siRNAs, οπενεηθνάζεζξ) 69,72,73,75,94, είηε ζε ζφκημιδ ηαζ ηαπεία πανειπυδζζδ ηδξ 

εκδμηοηηάνςζδξ ιέζς πνήζδξ πδιζηχκ ακαζημθέςκ, υπςξ μ ακαζημθέαξ 

dynasore 74,95. Ακάθμβα ηδξ ιεεμδμθμβίαξ πμο εθανιυζηδηε, δ ηνμπμπμίδζδ ηδξ 

εκδμηοηηάνςζδξ μδήβδζε ζε ακαζημθή ή εκενβμπμίδζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ, ή 

δεκ είπε ηαιία επίδναζδ ζηδ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ ημο VEGFR2. Ο θυβμξ ηςκ 

ακηίεεηςκ αοηχκ απμηεθεζιάηςκ ιπμνεί κα απμδμεεί ζημ βεβμκυξ υηζ δ 

παναηεηαιέκδ ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ απυ έκα ζοβηεηνζιέκμ ιμκμπάηζ 

μδδβεί ζηδκ πνμζανιμβή ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ζηδκ επαβςβή εκαθθαηηζηχκ 

ιμκμπαηζχκ εκδμηοηηάνςζδξ ηα μπμία παναηάιπημοκ ηδκ ανπζηή ακαζημθή104. 

Δπίζδξ, μζ παναπάκς πεζναιαηζηέξ δζαηάλεζξ ιπμνεί κα μδδβήζμοκ ζε ιεηααμθέξ 

ηςκ μθζηχκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ είηε θυβς ζπάζδξ ημο οπμδμπέα ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ (υπςξ ηαζ απμδείπεδηε ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ) είηε 

ελαζηίαξ ηδξ παναηεηαιέκδξ ακαζημθήξ ηδξ απμζημδυιδζδξ, ηυζμ ημο 

VEGFR275,94, υζμ ηαζ άθθςκ ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ, θυβς ηδξ ηαίνζαξ ζδιαζίαξ 

ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζηδκ απμζημδυιδζδ ηςκ πνςηεσκχκ. Απεκακηίαξ, δ ζφκημιδ 

ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ιέζς ηδξ ακαζημθήξ ηδξ δοκαιίκδξ (δζαιέζμο ημο 

ακαζημθέα dynasore), εθέβπεζ ηδκ εκενβυηδηα ηαζ ηδκ εκδμηοηηανζηή ηοηθμθμνία 

ηδξ PLCβ (ημ μπμίμ απμδείπεδηε βζα πνχηδ θμνά ζηδκ πανμφζα ενβαζία), εκυξ 

ηαίνζμο ιμνίμο ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR2, μδδβχκηαξ ζε πανενιδκεία ηςκ 

απμηεθεζιάηςκ ζπεηζηά ιε ημκ νυθμ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζηδ ιεηαβςβή ημο 

ζήιαημξ ημο οπμδμπέα. Πανά ημ εηενμβεκέξ ζφκμθμ ηςκ ιέπνζ ηχνα δεδμιέκςκ, δ 

επζηναημφζα άπμρδ ζηδ αζαθζμβναθία είκαζ υηζ μ VΔGFR2 ζδιαημδμηεί απυ ημ 

ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ. Δδχ, πναβιαημπμζχκηαξ ηαπεία ακαζημθή ηδξ 

ελανηχιεκδξ απυ ηδ δοκαιίκδ εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2 ηαζ εθανιυγμκηαξ 

έκα πνςηυημθθμ ημ μπμίμ ιαξ επζηνέπεζ κα δζαπςνίζμοιε ηδ ζδιαζία ηδξ 

εκδμηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ ημο οπμδμπέα απυ ηδκ ηοηθμθμνία άθθςκ ιμνίςκ 

απμδείλαιε πςξ, ακηίεεηα ιε ηδκ ημζκή πεπμίεδζδ, δ εκδμηοηηάνςζδ ημο 

VEGFR2 απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ δεκ είκαζ ακαβηαία βζα ηδ ιεηαβςβή ημο 

ζήιαημξ ημο VEGFR2. Σα απμηεθέζιαηα αοηά επζαεααζχεδηακ ηαζ ιέζς 

ακαζημθήξ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2 απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ ηθαενίκδξ ηαζ 

ηςκ caveolae, ηα δφμ ιμκμπάηζα εκδμηοηηάνςζδξ πμο εθέβπμκηαζ απυ ηδ 
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δοκαιίκδ. Σα δεδμιέκα ιαξ απμηαθφπημοκ υηζ, πνμηεζιέκμο κα επζηεοπεεί δ 

ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ, απαζηείηαζ δ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 ηαζ δ 

δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ηδκ δοκαιίκδ εκδμηοηηανζηή ηοηθμθμνία ηδξ PLCβ, υπςξ 

απμδείπεδηε ηυζμ ζε in vitro υζμ ηαζ ζε in vivo πεζνάιαηα. οκεπχξ, είκαζ δ 

πνχηδ θμνά πμο μ νυθμξ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2 ζηδ ζδιαημδυηδζδ 

ημο VEGF ακαθφεδηε δζελμδζηά ηαζ επζπθέμκ, δ πανμφζα ενβαζία 

ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ πνχηδ ιεθέηδ δ μπμία θαιαάκεζ οπυρδ ηδξ ηυζμ ηδκ 

ηοηθμθμνία ημο οπμδμπέα υζμ ηαζ ηδκ ηοηθμθμνία ηςκ ηαεμδζηχκ ζδιαημδμηζηχκ 

ιμνίςκ, ζηδκ απμζαθήκζζδ ημο ιδπακζζιμφ νφειζζδ ηδξ ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ.  

Μζα πνςημπμνζαηή ιεθέηδ ζημ πεδίμ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ ηςκ 

οπμδμπέςκ126  ζηδκ μπμία πναβιαημπμζήεδηε ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο 

οπμδμπέα ημο επζδενιζημφ αολδηζημφ πανάβμκηα EGFR (Epidermal Growth Factor 

Receptor) ιέζς ηδξ οπενέηθναζδξ ιεηαθθαβιάηςκ ηδξ δοκαιίκδξ πμο ηαεζζημφκ 

ηδκ πνςηεΐκδ ακεκενβή, έδεζλε πςξ δ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ, πανυηζ ακέζηεζθε 

ηδ δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ημκ EGF εκδμηοηηάνςζδ ημο EGFR ηαζ ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2, μδήβδζε ζε ζζπονή θςζθμνοθίςζδ ηδξ PLCβ. 

Ωζηυζμ, μ ιδπακζζιυξ ιέζς ημο μπμίμο δ ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ 

μδήβδζε ζηα ακηίεεηα αοηά απμηεθέζιαηα πανέιεζκε ακελενεφκδημξ. Δδχ, ακ ηαζ 

ζε δζαθμνεηζηυ οπυ ιεθέηδ ζφζηδια, θάααιε ακηίζημζπα απμηεθέζιαηα (δδθαδή 

ακαζημθή ηδξ ERK1/2 ηαζ εκενβμπμίδζδ ηδξ PLCβ). Ωζηυζμ, ζε ακηίεεζδ ιε ηδκ 

παναπάκς ενβαζία, ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ απμζαθδκίζαιε ημκ ιδπακζζιυ ιέζς 

ημο μπμίμο δ δοκαιίκδ εθέβπεζ ηδ ζδιαημδυηδζδ ημο VEGFR2. 

  

Ο ξόινο ηεο δπλακίλεο ζηελ ελδνθπηηαξηθή θπθινθνξία θαη ελεξγνπνίεζε 

ηεο PLCγ 

Ζ δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ηδ δοκαιίκδ ακαζημθή ηδξ ΔRΚ1/2, ακελάνηδηα 

απυ ημκ ηαεζενςιέκμ νυθμ ηδξ πνςηεΐκδξ ζηδ νφειζζδ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ, 

ηαεχξ ηαζ δ ζζπονή εκενβμπμίδζδ ηδξ PLCβ, πνμηαθμφκ έηπθδλδ. Δπίζδξ, 

ζδζαίηενμ εκδζαθένμκ πνμηαθεί ημ βεβμκυξ υηζ, οπυ ηδκ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ, 

ακ ηαζ δ PLCβ είκαζ ήδδ εκενβμπμζδιέκδ (απμοζία VEGF ηαζ άνα απμοζία 

εκενβμπμίδζδξ ημο VEGFR2), δ εκενβμπμζδιέκδ PLCβ δεκ ιπμνεί κα ιεηαβάβεζ ημ 

ζήια ηαευηζ πζεακά ανίζηεηαζ εκημπζζιέκδ ζε θάεμξ εέζδ (ζε πενζ-πονδκζηέξ ηαζ 
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ζκχδεζξ δμιέξ έκακηζ ημο ηακμκζημφ, ηοζηζδζημφ εκημπζζιμφ ηδξ). Γεδμιέκμο υηζ δ 

δοκαιίκδ ζοκδέεηαζ ηαζ εθέβπεζ ημ ζπδιαηζζιυ ηςκ ιζηνμζςθδκίζηςκ127-134 (ζηδκ 

πναβιαηζηυηδηα ακζπκεφεδηε ανπζηά ςξ ιία πνςηεΐκδ δ μπμία ζοκ-απμιμκχκεηαζ 

ιε ιζηνμζςθδκίζημοξ εβηεθαθζηχκ ηοηηάνςκ 127,131) ηαζ έπεζ ανεεεί κα 

αθθδθεπζδνά απεοεείαξ ιε ηδκ PLCβ 135, είκαζ πζεακυ δ αθθδθεπίδναζδ ηδξ PLCβ 

ιε ηδ δοκαιίκδ κα επάβεζ ημκ εκημπζζιυ ηδξ ζηζξ ζκχδεζξ αοηέξ δμιέξ, μζ μπμίεξ 

πζεακά ακηζπνμζςπεφμοκ δμιέξ ημο ηοηηανμζηεθεημφ. Ζ PLCβ επάβεζ ηδκ 

έηηνζζδ ημο αζαεζηίμο ιέζς ηδξ ζπάζδξ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ηδξ 

θςζθαηίδοθμ-4,5-δζθςζθμνζηήξ ζκμζζηυθδξ (PIP2) ζε δζάηοθμβθοηενυθδ (DAG) 

ηαζ 1,4,5-ηνζθςζθμνζηή ζκμζζηυθδ (IP3). Ζ IP3 ζηδ ζοκέπεζα εκενβμπμζεί εζδζημφξ 

οπμδμπείξ ζημ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ μζ μπμίμζ επάβμοκ ηδκ αφλδζδ ημο 

εκδμηοηηανζημφ αζαεζηίμο. Καηά ζοκέπεζα, οπυ ηδκ ακαζημθή ηδξ δοκαιίκδξ, δ 

PLCβ ιπμνεί κα εκημπίγεηαζ ζε πενζμπέξ μζ μπμίεξ είκαζ θηςπέξ ζε PIP2 

ηαεζζηχκηαξ ηδκ πνςηεΐκδ, ακ ηαζ εκενβμπμζδιέκδ, ιδ ζηακή κα επάβεζ ηδκ 

δδιζμονβία IP3, δ μπμία είκαζ ακαβηαία βζα ηδκ απεθεοεένςζδ ημο αζαεζηίμο ηαζ 

ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2. Δπζπθέμκ, δεκ ιπμνεί κα απμηθεζζηεί ημ βεβμκυξ 

υηζ δ δοκαιίκδ, εθυζμκ έπεζ απμδεζπεεί κα αθθδθεπζδνά απεοεείαξ ιε ηδκ PLCβ, 

πζεακά κα ειπθέηεηαζ άιεζα ζηδ νφειζζδ ηδξ εκενβυηδηαξ ή ηδξ ζδιαημδυηδζδξ 

ηδξ PLCβ, ακελάνηδηα ημο νυθμο ηδξ ςξ νοειζζηζηυ ιυνζμ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ 

ηοηθμθμνίαξ 136. Ακελανηήηςξ ημο αηνζαμφξ ιδπακζζιμφ δνάζδξ, ηα δεδμιέκα ιαξ 

ακαδεζηκφμοκ ηδ ζδιαζία ηδξ πςνμηαλζηήξ νφειζζδξ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ. 

Δπζπθέμκ, δεδμιέκμο υηζ μζ ηαεζενςιέκεξ πνμζεββίζεζξ βζα ηδ δζενεφκδζδ ημο 

νυθμο ηδξ πνςηεσκζηήξ ηοηθμθμνίαξ ζε μπμζαδήπμηε ηοηηανζηή θεζημονβία 

πενζθαιαάκμοκ ηνμπμπμζήζεζξ ηδξ θεζημονβίαξ ααζζηχκ ιμνίςκ πμο εθέβπμοκ ηδκ 

ηοηηανζηή ηοηθμθμνία, δ ακάβηδ ηδξ ακάθοζδ ημο εκημπζζιμφ υπζ ιυκμ ηςκ 

οπμδμπέςκ αθθά ηαζ ηςκ ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ ιεηαβςβή 

ημο ζήιαημξ ζημ οπυ ιεθέηδ ζφζηδια, ηνίκεηαζ επζηαηηζηή βζα ηδκ μνεή απυδμζδ 

ημο ιδπακζζιμφ νφειζζδξ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ. 

 

Ζ ζεκαζία ηεο καθξνπηλνθπηηάξσζεο ζηε ζεκαηνδόηεζε ηνπ VEGFR2 

Έκα βεκζηυηενμ ενχηδια ημ μπμίμ πνμηφπηεζ απυ ηα εονήιαηα αοηήξ ηδξ 

ενβαζίαξ είκαζ βζαηί μ εκενβμπμζδιέκμξ VEGFR2 ιπμνεί κα ζδιαημδμηήζεζ ιυκμ 
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απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ ηαζ υπζ απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ 

δοκαιίκδξ ημ μπμίμ απμηεθεί επίζδξ έκα ααζζηυ ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ ημο 

οπμδμπέα. Δθυζμκ οπυ ηδκ ακαζημθή ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ μ 

εκενβμπμζδιέκμξ VEGFR2 εκδμηοηηανχκεηαζ απυ ημ ελανηχιεκμ απυ ηδ 

δοκαιίκδ ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ ηαζ πανυθα αοηά δεκ ιπμνεί κα επάβεζ ηδ 

ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ, είκαζ πζεακυ υηζ, ιέζς ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο απυ ημ 

ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ, μ οπμδμπέαξ ζοκακηά έκακ ακαζημθέα ηδξ 

ζδιαημδυηδζήξ ημο. Ο ιδπακζζιυξ αοηυξ εα ιπμνμφζε κα δζαζθαθίζεζ υηζ, (α) 

ηαηά ηδκ ακαηφηθδζδ ημο VEGFR2 οπυ ηαηάζηαζδ δνειίαξ (απμοζία VEGF), δεκ 

θαιαάκεζ πχνα ηακέκα βεβμκυξ ζδιαημδυηδζδξ (π.π. θυβς ιδ εζδζηήξ 

εκενβμπμίδζδξ ημο VEGFR2 απμοζία ημο ζοκδέηδ ημο) ηαζ (α) δ ζφκδεζδ ημο 

VEGF επάβεζ ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ημο οπμδμπέα ιέζς ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ, 

απμθεφβμκηαξ έηζζ ημκ ακαζημθέα πμο εα ζοκακημφζε απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ 

δοκαιίκδξ, επζηνέπμκηαξ ηεθζηά ηδ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ. Δκαθθαηηζηά, είκαζ 

πζεακυ μζ εκδμηοηηανζημί ζηαειμί ζημοξ μπμίμοξ μδδβείηαζ μ VEGFR2 απυ ημ 

ιμκμπάηζ ηδξ δοκαιίκδξ κα είκαζ εθθζπείξ ζε ηαεμδζηά ζδιαημδμηζηά ιυνζα ηα 

μπμία είκαζ απαναίηδηα βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2. ε αοηή ηδκ 

πενίπηςζδ, δ εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ 

ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ ηαζ μ εκημπζζιυξ ημο ζηα ιαηνμπζκμζχιαηα επζηνέπεζ ημ 

ζπδιαηζζιυ εζδζηχκ πνςηεσκζηχκ ζδιαημδμηζηχκ ζοιπθυηςκ. Ζ οπυεεζδ αοηή 

εκζζπφεηαζ ηαζ απυ ηα απμηεθέζιαηά ιαξ ζφιθςκα ιε ηα μπμία μ VEGFR2 

ζοκεκημπίγεηαζ ιε ηαεμδζηά ζδιαημδμηζηά ιυνζα (MEK1/2) ημο ηαηαννάηηδ ηδξ 

ERK1/2 ζηα ιαηνμπζκμζχιαηα.  

Ο οπμπνεςηζηυξ εκημπζζιυξ ημο VEGFR2 ζηα ιαηνμπζκμζχιαηα θαίκεηαζ 

κα είκαζ ακαβηαίμξ ηαζ βζα ηδκ πνμχεδζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ. Σα απμηεθέζιαηα 

ιαξ έδεζλακ πςξ δ ακαζημθή ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ δεκ ειπυδζζε ηδ 

δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ημκ VEGF εκενβμπμίδζδ ηδξ PLCβ ηαζ ηδκ απεθεοεένςζδ 

ημο αζαεζηίμο. Ωζηυζμ, ακέζηεζθε πθήνςξ ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ ERK1/2 

οπμδεζηκφμκηαξ πςξ, ακ ηαζ δ έκανλδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ θαιαάκεζ πχνα ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ, δ εκδμηοηηάνςζδ ημο VEGFR2 είκαζ απαναίηδηδ 

βζα ηδκ ελέθζλδ ηδξ ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ, ζε ζοιθςκία ιε ημ βεβμκυξ υηζ δ 

ακαζημθή ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ημο οπμδμπέα (ηαζ απυ ηα δφμ ιμκμπάηζα), 

ακέζηεζθε πθήνςξ ηδ θςζθμνοθίςζή ημο. Ζ απμοζία θςζθαηαζχκ ζηα 
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εκδμηοηηανζηά δζαιενίζιαηα πζεακά επζηνέπεζ ηδκ παναηεηαιέκδ θςζθμνοθίςζδ 

ημο VEGFR2 73,98 δ μπμία εα ιπμνμφζε κα είκαζ δ αζηία βζα ηδκ πανάηαζδ ηδξ 

ζδιαημδυηδζδξ πμο εα επέηνεπε ηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ ηαεμδζηχκ 

ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ. 

ημ βεκζηυηενμ πεδίμ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ ηςκ οπμδμπέςκ 

επζηναηεί ζφβποζδ ζε υ,ηζ αθμνά ηδ ζδιαζία ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζηδ νφειζζδ 

ηδξ ηοηηανζηήξ ζδιαημδυηδζδξ 63,137,138. Σα απμηεθέζιαηά ιαξ οπμδεζηκφμοκ υηζ υ 

θυβμξ αοηήξ ηδξ ακηζπανάεεζδξ μθείθεηαζ ζε έκα ιεβάθμ ααειυ ζηζξ δζαθμνεηζηέξ 

πεζναιαηζηέξ δζαηάλεζξ πμο αημθμοεήεδηακ ηαζ μζ μπμίεξ μδήβδζακ ζε 

ηνμπμπμίδζδ ηδξ ηοηθμθμνία υπζ ιυκμ ηςκ οπμδμπέςκ αθθά ηαζ άθθςκ ιμνίςκ 

πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ, μδδβχκηαξ ζε 

πανενιδκεία ηςκ απμηεθεζιάηςκ. Ζ ιεεμδμθμβία πμο εθανιυζαιε ζηδκ 

πανμφζα ενβαζία απμηάθορε υηζ, πνμηεζιέκμο κα θάαεζ πχνα δ ζδιαημδυηδζδ 

ημο VEGFR2, απαζηείηαζ ζοκενβζζηζηή ηοηθμθμνία ηυζμ ημο οπμδμπέα υζμ ηαζ ηςκ 

ηαεμδζηχκ ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ. Ζ ιεεμδμθμβία αοηή ιπμνεί πθέμκ κα 

εθανιμζηεί ηαζ βζα άθθμοξ οπμδμπείξ χζηε κα επακαπνμζδζμνζζηεί δ ζδιαζία ηδξ 

εκδμηοηηάνςζδξ ζηδ ζδιαημδυηδζή ημοξ. Σέθμξ, δεδμιέκμο υηζ δ ακαζημθή ηυζμ 

ηδξ δοκαιίκδξ υζμ ηαζ ηδξ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδξ, ιέζς ηδξ πνήζδξ πδιζηχκ 

ακαζημθέςκ, μδήβδζε ζε ακαζημθή ηδξ αββεζμβέκεζδξ ζηα πμκηίηζα ηαζ ζηα 

ημοκέθζα, υπςξ απμδείπεδηε ζηα in vivo πεζνάιαηα, δ πανειπυδζζδ ηδξ 

εκδμηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ ηςκ πνςηεσκχκ ακμίβεζ κέμοξ δνυιμοξ ζηδκ 

εθανιμβή ακηί-ηανηζκζηχκ εεναπεζχκ ηαζ ζηδ εεναπεία άθθςκ αζεεκεζχκ πμο 

ζπεηίγμκηαζ ιε ιδ θοζζμθμβζηή αββεζμβέκεζδ.                              .



 
 

 

 

 

ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

 
Σμ αββεζαηυ ζφζηδια ακηζπνμζςπεφεζ έκα απυ ηα πνχζια ζοζηήιαηα πμο 

ζπδιαηίγμκηαζ ηαηά ηδκ ειανοσηή ακάπηολδ. Απμηεθείηαζ απυ έκα πμθφπθμημ 

δίηηομ αζιμθυνςκ αββείςκ ημ μπμίμ δζαηνέπεζ υθα ηα υνβακα ηαζ ημοξ ζζημφξ. Ζ 

ααζζηή ηοηηανζηή ιμκάδα ημο αββεζαημφ ζοζηήιαημξ είκαζ ηα εκδμεδθζαηά ηφηηανα 

ηα μπμία μνβακχκμοκ ηδ δμιή ηαζ εθέβπμοκ ηδ θεζημονβία ηςκ αββείςκ. Ζ 

αηεναζυηδηα ημο εκδμεδθίμο είκαζ απαναίηδηδ πνμτπυεεζδ βζα ηδκ μιαθή νμή ημο 

αίιαημξ, ηδ ιεηαθμνά μλοβυκμο ηαζ ενεπηζηχκ ζοζηαηζηχκ ζημοξ οπμηείιεκμοξ 

ζζημφξ ηαζ ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ ιεηααμθζηχκ. Ζ αββεζμβέκεζδ, δ δζαδζηαζία ηαηά 

ηδκ μπμία κέα αββεία δδιζμονβμφκηαζ απυ πνμτπάνπμκηα, ιέζς απμδζμνβάκςζδξ 

ηδξ ζοκέπεζαξ ημο εκδμεδθίμο, απμηεθεί ιζα αοζηδνά εθεβπυιεκδ δζαδζηαζία ηαζ 

εκενβμπμζείηαζ οπυ ζοβηεηνζιέκεξ παεμθμβζηέξ ηαηαζηάζεζξ υπςξ δ θθεβιμκή, δ 

επμφθςζδ ηςκ ηναοιάηςκ ηαζ δ οπμλία. Ζ μιμζμζηαζία ημο εκδμεδθίμο νοειίγεηαζ 

απυ ηδκ ζζμννμπία ηδξ απυηνζζδξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ζημοξ 

αββεζμβεκεηζημφξ πανάβμκηεξ. Ζ δζαηάναλδ αοηήξ ηδξ ζζμννμπίαξ ζπεηίγεηαζ ιε έκα 

ζφκμθμ αζεεκεζχκ υπςξ δ ακάπηολδ ηαζ πνμχεδζδ ημο ηανηίκμο υπμο δ ιδ 

θοζζμθμβζηή αββεζμβέκεζδ απμηεθεί ακαβηαία πνμτπυεεζδ βζα ηδκ ελέθζλδ ηδξ 

αζεέκεζαξ. Πανά ηδκ πμθοπθμηυηδηα ηδξ νφειζζδξ ημο αββεζαημφ ζοζηήιαημξ, δ 

θεζημονβία ημο εκδμεδθίμο εθέβπεηαζ ηονίςξ απυ ηδκ απυηνζζδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ 

ηοηηάνςκ ζηα πμθθαπθαζζαζηζηά ιδκφιαηα ημο αββεζαημφ εκδμεδθζαημφ 

αολδηζημφ πανάβμκηα VEGF. 

Ο VEGF ακηζπνμζςπεφεζ έκακ απυ ημοξ ηονζυηενμοξ αββεζμβεκεηζημφξ 

πανάβμκηεξ ηαζ ηφνζμ νοειζζηή ηδξ παεμθοζζμθμβίαξ ημο αββεζαημφ ζοζηήιαημξ. 

Δηηνίκεηαζ απυ ηδκ πθεζμρδθία ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ειθακίγεζ ορδθή ζηακυηδηα 

ζφκδεζδξ ιε ημκ οπμδμπέα ημο, ημκ VEGFR2, ιζα δζαιειανακζηή πνςηεΐκδ δ 

μπμία εηθνάγεηαζ ζπεδυκ ηαηά απμηθεζζηζηυηδηα ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή 

ιειανάκδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ. Ζ ζφκδεζδ ημο VEGF ζηδκ ελςηοηηανζηή 

πενζμπή ημο VEGFR2 επάβεζ ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ πενζμπήξ ημο 

οπμδμπέα έπμκηαξ ςξ απμηέθεζια ηδ ζοζηνάηεοζδ ηαζ θςζθμνοθίςζδ 

ηαεμδζηχκ ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ ηαζ ηδκ εκενβμπμίδζδ πθήεμοξ ζδιαημδμηζηχκ 

ηαηανναηηχκ. Ζ δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ημκ VEGF εκενβμπμίδζδ ηδξ 

ζδιαημδυηδζδξ μδδβεί ζε αθθαβέξ ηδξ θεζημονβίαξ ημο εκδμεδθίμο επάβμκηαξ ηδκ 
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επζαίςζδ, ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδ ιεηακάζηεοζδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ 

ηαεχξ ηαζ ηδκ έηηνζζδ αββεζμ-δναζηζηχκ πνςηεσκχκ πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδκ πήλδ 

ημο αίιαημξ, ζηδ θθεβιμκή ηαζ ζηδκ αββεζαηή δζαπεναηυηδηα. Ζ ζδιαζία ημο 

VEGF ηαζ ημο VEGFR2 ζηδ θοζζμθμβζηή ηαζ παεμθμβζηή θεζημονβία ημο αββεζαημφ 

ζοζηήιαημξ είκαζ αδζαιθζζαήηδηδ. Ζ βμκζδζαηή απμζζχπδζδ, ηυζμ ημο VEGF, υζμ 

ηαζ ημο VEGFR2 μδδβεί ζε ιδ μιαθή αββεζμβέκεζδ ηαζ πνχζιδ εακάηςζδ ηςκ 

ειανφςκ εκχ δ επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ηαζ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ απμηεθεί ηφνζμ 

παναηηδνζζηζηυ ηςκ ιεηαζηαηζηχκ υβηςκ. Γεδμιέκμο ηδξ ηαίνζαξ ζδιαζίαξ ζηδ 

νφειζζδ ηδξ θεζημονβίαξ ημο αββεζαημφ ζοζηήιαημξ, δ απμζαθήκζζδ ηςκ 

ιδπακζζιχκ πμο δζέπμοκ ημ ζφζηδια ημο VEGF-VEGFR2 απμηεθμφκ επζηαηηζηή 

ακάβηδ βζα ηδκ ηαηακυδζδ ηδξ θοζζμθμβίαξ ημο αββεζαημφ ζοζηήιαημξ ηαζ βζα ηδκ 

εθανιμβή ζημπεοιέκςκ εεναπεζχκ ζε παεμθμβζηέξ ηαηαζηάζεζξ. 

ημ ηοηηανζηυ επίπεδμ, δ απυηνζζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζηα ελςηοηηανζηά 

ενεείζιαηα νοειίγεηαζ ιέζς ηδξ δζαιενζζιαημπμίδζδξ ηαζ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ 

ηοηθμθμνίαξ ηςκ εκενβμπμζδιέκςκ οπμδμπέςκ. Ζ εκδμηοηηανζηή ηοηθμθμνία, υπζ 

ιυκμ ηςκ οπμδμπέςκ αθθά ηαζ ηςκ ηαεμδζηχκ ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ, ηαζ μ 

εκημπζζιυξ ημοξ ζε ζοβηεηνζιέκεξ εκδμηοηηανζηέξ δμιέξ, ηα εκδμζχιαηα, έπεζ 

ακαδεζπεεί ςξ ακαπυζπαζημ ημιιάηζ ηδξ νφειζζδξ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ηαεχξ 

εθέβπεζ ηδκ έκηαζδ, ηδ δζάνηεζα ηαζ ηδκ ελεζδίηεοζδ ηδξ ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ. 

ήιενα βκςνίγμοιε ημοθάπζζημκ 5 εκαθθαηηζηά ιμκμπάηζα εκδμηοηηάνςζδξ, ηα 

μπμία ηαεμνίγμοκ ημκ εκδμηοηηανζηυ πνμμνζζιυ ηαζ ημοξ δζαθμνεηζημφξ 

εκδμηοηηανζημφξ ζηαειμφξ ηςκ οπμδμπέςκ ηαζ ηαηά ζοκέπεζα, ηαεμνίγμοκ ηδκ 

ελεζδίηεοζδ ηδξ ιεηαβςβήξ ημο ζήιαημξ. Καηά ακηζζημζπία ιε άθθμοξ οπμδμπείξ, 

ιέπνζ ζήιενα πζζηεφεηαζ υηζ μ εκενβμπμζδιέκμξ VEGFR2 εκδμηοηηανχκεηαζ ιέζς 

εκυξ ηαζ ιυκμ ιμκμπαηζμφ εκδμηοηηάνςζδξ, ημ ελανηχιεκμ απυ ηδκ πνςηεΐκδ 

ηθαενίκδ ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ. Σμ ιμκμπάηζ αοηυ εθέβπεηαζ επίζδξ απυ ηδ 

δοκαιίκδ, ιζα ιζηνή πνςηεΐκδ δ μπμία επάβεζ ηδκ απμημπή ηςκ πνςημβεκχκ 

ηοζηζδίςκ ηθαενίκδξ απυ ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ. Μεηά ηδκ 

εκδμηοηηάνςζή ημο, μ VEGFR2 αημθμοεεί ημ ηακμκζηυ πνυηοπμ εκδμηοηηανζηήξ 

ηοηθμθμνίαξ ηςκ οπμδμπέςκ. Οδδβείηαζ ανπζηά ζηα πνχζια εκδμζχιαηα, ημκ 

πνχημ εκδμηοηηανζηυ ζηαειυ απυ υπμο εα ηαεμνζζηεί ιεηέπεζηα δ ηφπδ ημο: είηε 

εα ακαηοηθςεεί ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ βζα έκα κέμ ηφηθμ 
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εκενβμπμίδζδξ, είηε εα μδδβδεεί ζηα υρζια εκδμζχιαηα ηαζ ηεθζηά ζηα 

θοζμζχιαηα πνμξ απμζημδυιδζδ ηαζ παφζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ. 

Αδζαιθζζαήηδηα, δ ζδιαζία ημο ιειανακζημφ εκημπζζιμφ ηαζ ηδξ 

εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2 ακαδεζηκφεηαζ απυ ηζξ βκςζηέξ ιέπνζ ζήιενα 

ζδζαζηενυηδηεξ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ ημο ηαζ ηδ ζδιαημδυηδζή ημο. ε 

ακηίεεζδ ιε άθθμοξ οπμδμπείξ, απμοζία ημο VEGF, μ VEGFR2 ακαηοηθχκεηαζ 

ζοκεπχξ ιεηαλφ ηδξ ιειανάκδξ ηαζ ηςκ εκδμζςιάηςκ, ιζα δζαδζηαζία δ μπμία εα 

ιπμνμφζε κα νοειίγεζ ηα επίπεδα ημο οπμδμπέα ηα μπμία είκαζ δζαεέζζια βζα 

εκενβμπμίδζδ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ. Δπίζδξ, δ δζαιεζμθααμφιεκδ 

απυ ημκ VEGF εκενβμπμίδζδ ημο VEGFR2 επάβεζ ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ηαζ ημκ 

εκδμζςιαηζηυ εκημπζζιυ ημο οπμδμπέα μ μπμίμξ θαίκεηαζ υηζ είκαζ απαναίηδημξ 

βζα ηδ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ. Σέθμξ, δ ακαηφηθδζδ ημο εκενβμπμζδιέκμο 

VEGFR2 ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ακακεχκεζ ημ δοκαιζηυ απυηνζζδξ 

ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ζηα πμθθαπθαζζαζηζηά ιδκφιαηα ημο VEGF. 

 Ακ ηαζ έπμοκ πνμδβδεεί ανηεηέξ ιεθέηεξ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ 

ημο VEGFR2, o εββεκήξ νυθμξ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζηδ νφειζζδ ηδξ 

ζδιαημδυηδζδξ ημο οπμδμπέα παναιέκεζ αζαθήξ. Ζ ακαζημθή ημο ελανηχιεκμο 

απυ ηθαενίκδ ιμκμπαηζμφ εκδμηοηηάνςζδξ, είηε ιέζς ακαζημθήξ ηδξ ηθαενίκδξ 

είηε ηδξ δοκαιίκδξ, μδήβδζε ζε έκα ζφκμθμ ακηζηνμουιεκςκ απμηεθεζιάηςκ ζε 

υ,ηζ αθμνά ηδ νφειζζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ, ημ πνυηοπμ θςζθμνοθίςζδξ ηαζ ηδκ 

απμζημδυιδζδ ημο VEGFR2. Δπζπθέμκ, ακηίζημζπα ιε πανυιμζεξ ιεθέηεξ πμο 

πναβιαημπμζήεδηακ βζα άθθμοξ οπμδμπείξ, παναιέκεζ άβκςζημ εάκ δ επίδναζδ 

ζηδ ζδιαημδυηδζδ ημο VEGFR2, θυβς ακαζημθήξ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ, είκαζ 

απμηέθεζια ηδξ ακαζημθήξ ηδξ ηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ ημο ίδζμο ημο οπμδμπέα ή 

θυβς ακαζημθήξ ηδξ ηοηθμθμνίαξ ηςκ ηαεμδζηχκ ιμνίςκ πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδ 

ζδιαημδυηδζδ. Σέθμξ, παναιέκεζ άβκςζηδ δ φπανλδ εκαθθαηηζηχκ ηδξ ηθαενίκδξ 

ιμκμπαηζχκ εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2 εκχ δεκ οπάνπμοκ επανηή δεδμιέκα 

πμο κα οπμζηδνίγμοκ ζαθή δζαπςνζζιυ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ιεηαλφ ηδξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ ηαζ ηςκ εκδμζςιάηςκ. 

Πνμηεζιέκμο κα δζαθεοηάκμοιε ηδ ζδιαζία ηδξ εκδμηοηηανζηήξ 

ηοηθμθμνίαξ ημο VEGFR2 ζηδ νφειζζδ ηδξ ζδιαημδυηδζήξ ημο ηαζ κα 

απμζαθδκίζμοιε ημ εκ θυβς πεδίμ, πναβιαημπμζήζαιε ιζα ζοζηδιαηζηή ακάθοζδ 

χζηε κα πανημβναθήζμοιε υθα ηα ιμκμπάηζα εκδμηοηηάνςζδξ ημο VEGFR2 ηαζ 
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εθέβλαιε ηδ θεζημονβζηή ζδιαζία ημοξ, ηυζμ ζε in vitro, υζμ ηαζ ζε in vivo 

πεζνάιαηα. Σα απμηεθέζιαηα ιαξ απμηάθορακ υηζ, ιυκμκ απμοζία ημο VEGF, μ 

VEGFR2 ακαηοηθχκεηαζ ιεηαλφ ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ ηαζ ηςκ 

εκδμζςιάηςκ απμηθεζζηζηά ιέζς ημο ελανηχιεκμο απυ ηδκ ηθαενίκδ ηαζ ηδ 

δοκαιίκδ ιμκμπαηζμφ εκδμηοηηάνςζδξ. Ακηίεεηα ιε ηδκ εονέςξ απμδεηηή άπμρδ 

υηζ δ εκδμηοηηάνςζδ έπεζ ιυκμκ απμζημδμιδηζηυ νυθμ, ιέζς ηδξ πνςηευθοζδξ 

ηςκ οπμδμπέςκ ζηα θοζμζχιαηα, ηα απμηεθέζιαηά ιαξ έδεζλακ υηζ μζ 

ζοκεπυιεκμζ ηφηθμζ εκδμηοηηάνςζδξ ηαζ ακαηφηθδζδξ ημο VEGFR2 θεζημονβμφκ 

ςξ έκαξ πνμζηαηεοηζηυξ ιδπακζζιυξ εκάκηζα ζηδ ζπάζδ ημο οπμδμπέα ζηδ 

ιειανάκδ (shedding), δζαηδνχκηαξ ηα πνςηεσκζηά επίπεδα ημο οπμδμπέα ιέπνζ ηδ 

ζηζβιή ηδξ εκενβμπμίδζδξ απυ ημκ ζοκδέηδ ημο. Ζ εκενβμπμίδζδ ημο οπμδμπέα 

απυ ημκ VEGF εζζαβάβεζ έκα εκαθθαηηζηυ ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ ημο 

VEGFR2, ηδ ιαηνμπζκμηοηηάνςζδ. Πεζναιαηζηέξ δζαηάλεζξ μζ μπμίεξ ιαξ 

επέηνερακ κα δζαπςνίζμοιε ηδ ζδιαζία ηδξ ηοηηανζηήξ ηοηθμθμνίαξ ημο VEGFR2 

απυ ηδκ ηοηθμθμνία ηςκ ηαεμδζηχκ ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ, ζηδ νφειζζδ ηδξ 

ζδιαημδυηδζδξ, απμηάθορακ υηζ, ακηίεεηα ιε ηδκ ιέπνζ ζήιενα ακηίθδρδ, ημ 

ιμκμπάηζ εκδμηοηηάνςζδξ πμο εθέβπεηαζ απυ ηδ δοκαιίκδ δεκ είκαζ ακαβηαίμ βζα 

ηδ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ ημο VEGFR2. Πνμηεζιέκμο κα θάαεζ πχνα δ 

ζδιαημδυηδζδ απαζηείηαζ ηυζμ δ επαβυιεκδ απυ ημκ VEGF ιαηνμπζκμηοηηάνςζδ 

ημο VEGFR2 υζμ ηαζ δ εθεβπυιεκδ απυ ηδ δοκαιίκδ ηοηηανζηή ηοηθμθμνία ηδξ 

PLCβ, εκυξ ηαίνζμο ηαεμδζημφ ιμνίμο ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR2. Σα 

δεδμιέκα αοηά απμηαθφπημοκ βζα πνχηδ θμνά πςξ δ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ 

πνμτπμεέηεζ ηδ ζοκδοαζηζηή ηοηηανζηή ηοηθμθμνία ηςκ οπμδμπέςκ ηαζ ηςκ 

ηαεμδζηχκ ζδιαημδμηζηχκ ιμνίςκ. Σέθμξ, ηα εονήιαηά ιαξ ενιδκεφμοκ ηζξ ιέπνζ 

ζήιενα ακηζθάζεζξ ηδξ αζαθζμβναθίαξ ηαζ ακαεεςνμφκ ηδκ ακηίθδρή ιαξ βζα ημκ 

αηνζαή νυθμ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ζηδ νφειζζδ ηδξ ηοηηανζηήξ ζδιαημδυηδζδξ.  
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SUMMARY 
 

The vascular system represents one of the primitive systems formed in a 

developing organism, embracing all tissues and organs. It consists of a complex 

tubular network of blood vessels comprised of endothelial cells (ECs), the main 

cellular unit that orchestrates the formation of the vascular plexus. The integrity of 

endothelium necessitates the delivery of oxygen and nutrients to the tissues as 

well as the removal of metabolites through blood flow. Angiogenesis, the 

establishment of new vessels from preexisting vasculature, as well as disruption of 

EC monolayer barrier, are highly regulated processes in adult organisms which 

are limited primarily to the development and remodeling of the ovarian tissue and 

to certain pathologic conditions, such as inflammation, wound repair and tissue 

hypoxia. The homeostasis of endothelium and thus, the transition from quiescence 

to angiogenesis, and vice versa, is balanced by the response of ECs to angiogenic 

stimuli. Aberration of this tightly controlled program is linked to a variety of 

disorders, with abnormal angiogenesis being a hallmark of cancer progression and 

metastasis. Despite their diversity and complexity, ECs functions are 

predominantly directed by the interplay between vascular endothelial growth factor 

receptors (VEGFRs) and their ligand, VEGF.  

VEGF is the most potent pro-angiogenic cytokine and a key molecular 

player in the pathophysiology of vascular system. It is secreted by the vast 

majority of cell types and exhibits high affinity for its receptor, VEGFR2, which is 

expressed dominantly in vascular ECs. VEGFR2 is a transmembrane glycoprotein 

and structurally related member of the receptor tyrosine kinases (RTKs) family. 

Binding of VEGF to the extracellular domain of VEGFR2 promotes the orientation 

and dimerization of receptor monomers that triggers the activation of the 

intracellular kinase domain. The phosphorylation of catalytic tyrosine residues 

creates docking sites for the recruitment and activation of downstream molecules 

and subsequent initiation of signalling cascades that propagate ECs survival, 

proliferation, migration, differentiation and activation of exocytosis of vasoactive 

proteins implicated in blood coagulation, inflammation, vascular permeability and 

stem cell mobilization. The importance of VEGF and VEGFR2 in vascular 

homeostasis and pathogenesis is undeniable. Genetic ablation of either VEGF or 
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VEGFR2 results in defective vascularization and early embryonic lethality in mice 

while up-regulation of both proteins is a common feature of metastatic tumors. 

Given the broad spectrum of action and the pivotal role in the regulation of ECs 

biology, unraveling of the underlying mechanisms that govern the VEGF-VEGFR2 

system is imperative for the comprehension of vascular pathophysiology and for 

targeted therapy application. 

At the cellular level, the response to extracellular stimulants is fine-tuned 

through the coordinated regulation of the cellular compartmentalization and the 

intracellular trafficking of activated receptors. Similarly to other RTKs, stimulated 

VEGFR2 has been shown to follow primarily the clathrin mediated internalization 

pathway that is regulated by the function of dynamin, a small molecule that drives 

the formation of clathrin-coated vesicles. Upon endocytosis, VEGFR2 enters the 

canonical RTKs endocytic route. It is sorted to early endosomes from where the 

fate of the receptor is decided: either it is recycled back to the plasma membrane 

for a new cycle of activation or it is routed to late endosomes and subsequently for 

degradation and signal termination. The endosomal trafficking has emerged as an 

essential component of the RTKs signalling with endosomes serving as signalling 

platforms that control the specificity, the amplitude and the duration of signalling 

events. Nonetheless, the receptors endocytic destination is dependent on the 

plasma membrane distribution that orients specific signalling sub-domains and 

allocates the sites of internalization that moderate the vesicular trafficking and 

thus, the signalling of endocytosed receptors. Unambiguously, the significance of 

membrane localization is set by the intrinsic trafficking and signalling of VEGFR2. 

Following VEGF stimulation, recycling of VEGFR2 to the plasma membrane 

regenerates cells activation potential while the induction of Golgi residing VEGFR2 

exocytosis and metalloproteinases mediated shedding of cell surface receptor acts 

as an auto-regulatory mechanism of VEGFR2 membrane availability. Moreover, 

unlike other RTKs, quiescent VEGFR2 shuffles between plasma membrane and 

endocytic compartments, a process that could mediate the adjustment of the 

receptor levels that is available for activation at the plasma membrane. However, 

the inherent role of endocytic trafficking in the regulation of VEGFR2 signal 

propagation is ill-defined. Inhibition of clathrin-dependent endocytosis via either 

inhibition of clathrin or direct blockage of dynamin, exert a differential role in 
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downstream signalling molecules activation, the phosphorylation profile and the 

protein levels of VEGFR2. Moreover, similarly to studies in other growth factor 

receptors, it is unclear whether the effects in signalling are due to interference with 

transport of the receptor itself or due to concomitant modulation of the trafficking of 

other molecules that participate in the signalling process. Intriguingly, there is no 

direct evidence of signal segregation between plasma membrane and endosomes 

or the existence of alternative membrane processes that moderate the signalling 

and the degradation of VEGFR2.  

To shed light on the above limitations and contradictions, we employed a 

comprehensive screening to map all possible internalization routes of VEGFR2 

and tested their functional significance in vitro and in vivo. Our data revealed that, 

in the absence of ligand, VEGFR2 follows solely dynamin-dependent endocytosis, 

via which the receptor escapes from plasma membrane shedding and preserves 

its functional state until ligand activation. The presence of VEGF introduces 

macropinocytosis as an alternative internalization route for VEGFR2. Experimental 

approaches that uncouple signalling from trafficking revealed that VEGFR2 

internalization via macropinocytosis is critical for ERK1/2 activation by VEGF, 

while, despite the current view, dynamin-mediated endocytosis of VEGFR2 is not 

essential. However, dynamin-dependent trafficking of downstream components of 

the VEGFR2 cascade, such as PLCβ, is a prerequisite for macropinocytosis-

mediated signal propagation, both in vitro and in vivo. These data reveal that 

propagation of growth factor receptor signalling requires coordinated trafficking of 

both the receptor and downstream signalling molecules. Our findings explain long 

lasting inconsistencies and revise our understanding of how endocytosis regulates 

growth factor receptor signalling. 
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