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ΔΗΑΓΩΓΖ 
 

1.1 Σν ελδνζήιην 
 

   Σν ελδνζήιην είλαη κία κνλήξεο ζηνηβάδα ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ, πνπ επελδύεη 

ηελ εζσηεξηθή επηθάλεηα όισλ ησλ αηκνθόξσλ αγγείσλ. Σν βάξνο ηνπ ζην κέζν ελήιηθα 

είλαη 1 kg θαη απνηειείηαη από πεξίπνπ 10
13

 θύηηαξα. Σα ελδνζειηαθά θύηηαξα αλήθνπλ 

ζηελ θαηεγνξία ησλ επηζειηαθώλ θπηηάξσλ θαη πξνέξρνληαη από ηε δηαθνξνπνίεζε 

πξόδξνκσλ αηκνπνηεηηθώλ θπηηάξσλ, ησλ αηκαγγεηνβιαζηώλ (Sumpio et al., 2002). 

Πξόθεηηαη γηα πεπιαηπζκέλα πνιπγσληθά θύηηαξα, κε κήθνο 25-50 κm θαη πιάηνο 10-15 

κm, πνπ δηαηάζζνληαη παξάιιεια πξνο ηνλ επηκήθε άμνλα ηνπ αγγείνπ θαη πεξηβάιινληαη 

από αξαηό ζπλδεηηθό ηζηό (Nico et al., 2007). Από ηα θύξηα ραξαθηεξηζηηθά ηνπο είλαη ν 

πνιύ αξγόο κεηαβνιηθόο ξπζκόο πνπ παξνπζηάδνπλ in vivo (Cines et al., 1998), ε 

αλαζηνιή ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ ηνπο όηαλ έξζνπλ ζε επαθή (Schwartz et al., 1990) θαη ε 

πόισζε, βάζε ηεο νπνίαο ε θπηηαξνπιαζκαηηθή ηνπο κεκβξάλε ρσξίδεηαη ζε ηξεηο 

δηαθξηηέο πεξηνρέο: ηελ θνξπθαία, ε νπνία βξίζθεηαη πξνο ηνλ απιό ησλ αγγείσλ, ηε 

βαζηθή, ε νπνία βξίζθεηαη πξνο ηνπο ηζηνύο, θαη ηε βαζενπιεπξηθή, κε ηελ νπνία 

ζρεκαηίδνπλ ζπλδέζεηο κε γεηηνληθά θύηηαξα (Tsukita et al., 2001). Ζ δνκηθή απηή 

πόισζε αληαλαθιά ηελ πνιηθόηεηα θαη ζε επίπεδν ιεηηνπξγηώλ. 

   Γηα πνιιά ρξόληα επηθξαηνύζε ε άπνςε πσο ην ελδνζήιην έρεη σο βαζηθή ιεηηνπξγία 

ηε ξύζκηζε ηεο δηαπεξαηόηεηαο ηνπ αγγεηαθνύ ηείρνπο. Σα πεηξάκαηα ηνπ Starling, ην 

1896, εμππεξέηεζαλ ηελ ηζρπξνπνίεζε ηεο άπνςεο όηη ην ελδνζήιην είλαη έλαο 

επηιεθηηθόο, αιιά ζηαηηθόο θπζηθόο θξαγκόο (Starling, 1896). Υξεηάζηεθαλ νη κειέηεο 

ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο ηνπ ελδνζειίνπ από ηνλ Palade ην 1953, θαζώο επίζεο θαη νη 

κειέηεο θπζηνινγίαο ηνπ Gowans (Gowans, 1959), πνπ πεξηέγξαςαλ ηελ αιιειεπίδξαζε 

κεηαμύ ιεκθνθπηηάξσλ θαη ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ, γηα λα νδεγεζνύκε πιένλ ζήκεξα 

ζηελ αλαγλώξηζε ηνπ ελδνζειίνπ σο έλα δπλακηθό, εηεξνγελέο θαη δηάζπαξην όξγαλν, κε 

δσηηθέο εθθξηηηθέο, ζπλζεηηθέο, κεηαβνιηθέο θαη αλνζνινγηθέο ιεηηνπξγίεο (Cines et al., 

1998). 

 

1.1.1 Λεηηνπξγίεο ηνπ ελδνζειίνπ 

Ζ ξύζκηζε ηεο ξνήο ζξεπηηθώλ ζπζηαηηθώλ, βηνινγηθά ελεξγώλ καθξνκνξίσλ θαη 

θπηηάξσλ ηνπ αίκαηνο, δηακέζνπ ησλ αγγείσλ, απνηειεί βαζηθή ιεηηνπξγία ηνπ 

ελδνζειίνπ. Ο ξπζκηζηηθόο απηόο ξόινο επηηειείηαη κέζσ ηεο παξνπζίαο κεκβξαληθώλ 
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ππνδνρέσλ ζηα ελδνζειηαθά θύηηαξα γηα κεγάιν αξηζκό καθξνκνξίσλ, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ πξσηετλώλ (π.ρ. απμεηηθνί παξάγνληεο, ζξνκβσηηθέο θαη 

αληηζξνκβσηηθέο πξσηεΐλεο), κνξίσλ κεηαθνξάο ιηπηδίσλ, κεηαβνιηηώλ (π.ρ. κνλνμείδην 

ηνπ αδώηνπ, ζεξνηνλίλε) θαη νξκνλώλ (π.ρ. ελδνζειίλε-1). Ρόιν ζηελ εθιεθηηθή 

δηαπεξαηόηεηα ηνπ ελδνζειίνπ δηαδξακαηίδνπλ επίζεο πξσηεΐλεο ησλ θπηηαξηθώλ 

ζπλδέζεσλ (tight junctions) θαη ηα caveolae, εγθνιπώζεηο ηεο θπηηαξνπιαζκαηηθήο 

κεκβξάλεο, κε ξόιν ζηελ θπζηηδηαθή κεηαθίλεζε πνπ δηακεζνιαβνύλ ηε δηαθπηηάξσζε 

κνξίσλ.    

Σα ελδνζειηαθά θύηηαξα ζπκβάιινπλ, επίζεο, ζηε ξύζκηζε ηεο πίεζεο θαη ηεο ξνήο 

ηνπ αίκαηνο, εθθξίλνληαο αγγεηνδηαζηαιηηθνύο (κνλνμείδην ηνπ αδώηνπ, πξνζηαθπθιίλε) 

θαη αγγεηνζπζηαιηηθνύο παξάγνληεο (ελδνζειίλε, παξάγνληαο ελεξγνπνίεζεο 

αηκνπεηαιίσλ – plasminogen activator factor, PAF). Σν κνλνμείδην ηνπ αδώηνπ εθθξίλεηαη 

ηδηνζηαηηθά από ηα ελδνζειηαθά θύηηαξα, αιιά ε παξαγσγή ηνπ ξπζκίδεηαη από έλαλ 

αξηζκό εμσγελώλ ρεκηθώλ θαη θπζηθώλ εξεζηζκάησλ, ελώ νη ππόινηπνη παξάγνληεο 

ζπληίζεληαη σο απόθξηζε ζε αιιαγέο ηνπ εμσηεξηθνύ πεξηβάιινληνο. 

Έλαο από ηνπο βαζηθνύο ξόινπο ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ είλαη λα δηεπθνιύλνπλ 

ηε ξνή ηνπ αίκαηνο, παξέρνληαο κία αληηζξνκβσηηθή επηθάλεηα πνπ εκπνδίδεη ηελ 

πξνζθόιιεζε αηκνπεηαιίσλ θαη ηελ εκβνιή. Όηαλ όκσο ην ελδνζήιην δηαηαξάζζεηαη, από 

θπζηθνύο ή ρεκηθνύο παξάγνληεο, ηα θύηηαξα ππόθεηληαη βηνρεκηθέο αιιαγέο πνπ 

θνξπθώλνληαη κε ηε κεηαηξνπή ηνπ ελδνζειίνπ ζε κία πξνζξνκβσηηθή επηθάλεηα 

(Δηθόλα 1.1). Μεηαμύ ησλ δύν απηώλ θαηαζηάζεσλ ππάξρεη κία δπλακηθή ηζνξξνπία πνπ 

ξπζκίδεηαη ηόζν ζε επίπεδν κεηαγξαθήο γνληδίσλ όζν θαη ζε επίπεδν νιόθιεξνπ θπηηάξνπ 

θαη πνπ ζπρλά επηηξέπεη ζην ηξαπκαηηζκέλν ελδνζήιην λα επηζηξέςεη ζηελ πξνεγνύκελε 

θαηάζηαζε (Cines et al., 1998; Galley and Webster, 2004; Pearson, 1999). 

ηνπο βαζηθνύο αληηζξνκβσηηθνύο κεραληζκνύο ηνπ ελδνζειίνπ αλήθεη ν έιεγρνο ηεο 

παξαγσγήο ζξνκβίλεο, αθνύ ε πξσηεάζε απηή ζπκκεηέρεη ζηελ ελεξγνπνίεζε ησλ 

αηκνπεηαιίσλ, θαζώο επίζεο θαη αξθεηώλ ελδύκσλ θαη ζπκπαξαγόλησλ ηεο πήμεο. 

Δπηηπγράλεηαη κε ηελ απειεπζέξσζε ηεο ζξνκβνκνδνπιίλεο (thrombomodulin, TM) θαη 

ηνπ αλαζηνιέα ηνπ κνλνπαηηνύ ηνπ ηζηηθνύ παξάγνληα (tissue factor pathway inhibitor, 

TFPI). Δπηπιένλ, ν εληνπηζκόο ζηε κεκβξάλε ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ ηεο έθην-

ADPάζεο CD39 αλαζηέιιεη ηελ ADP-επαγόκελε ζπζζώξεπζε αηκνπεηαιίσλ (Marcus et 

al., 2003). Σα ελδνζειηαθά θύηηαξα ζπκκεηέρνπλ επίζεο ζηελ ηλσδόιπζε, κέζσ ηεο 
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παξαγσγήο θαη έθθξηζεο ηνπ ηζηηθνύ πιαζκηλνγόλνπ παξάγνληα (tissue plasminogen 

activator, t-PA). 

 Από ηελ άιιε, ην θξίζηκν βήκα ζηε κεηαηξνπή ηεο επηθάλεηαο ηνπ ελδνζειίνπ ζε 

πξνζξνκβσηηθή είλαη ε επαγσγή ηνπ ηζηηθνύ παξάγνληα (tissue factor-TF). Ο παξάγνληαο 

απηόο είλαη ππνδνρέαο ηνπ παξάγνληα VIIa, ν νπνίνο κε ηε ζεηξά ηνπ ελεξγνπνηεί ηνπο 

παξάγνληεο X θαη ΗX ηνπ θαηαξξάθηε ηεο πήμεο. Ο ηζηηθόο παξάγνληαο δελ εθθξάδεηαη 

από ην ελ εξεκία ελδνζήιην, ηνπιάρηζηνλ ζηνλ ελήιηθα νξγαληζκό. Μεηά από δηαηαξαρή, 

όκσο, εθθξάδεηαη ζηελ επηθάλεηα ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ, επάγνληαο ηελ παξαγσγή 

ζξνκβίλεο. Απηή κε ηε ζεηξά ηεο, ελεξγνπνηεί ηνλ αλαζηνιέα ηλσδόιπζεο (thrombin 

activable fibrinolysis inhibitor, TAFI), ηελ έθθξηζε ηνπ πξνζξνκβσηηθνύ παξάγνληα von 

Willebrand (von Willebrand factor, vWF), ηνπ αλαζηνιέα-1 ηνπ ελεξγνπνηεηή 

πιαζκηλνγόλνπ (plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1) θαη ηελ έθθξαζε ζειεθηηλώλ 

θαη άιισλ κνξίσλ θπηηαξηθήο πξνζθόιιεζεο ζηελ επηθάλεηα ησλ ελδνζειηαθώλ 

θπηηάξσλ (Bunte et al., 2008).  

 

NO

CD39

ADP AMP

vWF

Endothelin

PAF

A.

B.
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Δηθόλα 1.1: Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε ηεο κεηάβαζεο ηεο επηθάλεηαο ηνπ 

ελδνζειίνπ από αληηζξνκβσηηθή ζε πξνζξνκβσηηθή. (Α) ην ελ εξεκία 

ελδνζήιην, ε έθθξηζε ΝΟ σο αγγεηνδηαζηαιηηθνύ παξάγνληα, ε ξύζκηζε ηνπ ζρεκαηηζκνύ 

ηλώδνπο θαη ε αληηζξνκβσηηθή δξάζε ηνπ CD39 επηηξέπνπλ ηελ νκαιή ξνή ησλ θπηηάξσλ 

ηνπ αίκαηνο. (Β) Μεηά από δηαηαξαρή, ε παξαγσγή ζξνκβίλεο απμάλεηαη, κε επαθόινπζν 

ην ζρεκαηηζκό ηλώδνπο, ηελ έθθξηζε ηνπ vWF θαη αγγεηνζπζηαιηηθώλ παξαγόλησλ, 

θαζώο επίζεο θαη ηελ έθθξαζε ζειεθηηλώλ ζηελ επηθάλεηα ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ, 

κεηαβνιέο πνπ νδεγνύλ ζηε ζξόκβσζε θαη ζηε θιεγκνλή.   

 

Σα ελδνζειηαθά θύηηαξα ζπκκεηέρνπλ επίζεο ζε αλνζνινγηθέο θαη θιεγκνλώδεηο 

αληηδξάζεηο, ξπζκίδνληαο ηε κεηαθίλεζε ιεκθνθπηηάξσλ θαη ιεπθνθπηηάξσλ ζηνπο 

ηζηνύο. Οη ιεηηνπξγίεο απηέο δηακεζνιαβνύληαη κέζσ ππνδνρέσλ ηεο νηθνγέλεηαο ησλ 

ζειεθηηλώλ (L-selectin θαη P-selectin αληίζηνηρα) θαη κνξίσλ θπηηαξηθήο πξνζθόιιεζεο 

(ICAM, VCAM), πνπ εθθξάδνληαη ζηελ επηθάλεηα ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ. 

εκαληηθόο είλαη, ηέινο, ν ξόινο ηνπ ελδνζειίνπ ζηηο δηαδηθαζίεο ηεο 

αγγεηνγέλεζεο θαη ηεο αγγεηνπνίεζεο. Ο αγγεηαθόο ελδνζειηαθόο απμεηηθόο παξάγνληαο 

(vascular endothelial growth factor, VEGF) θαη ν εηδηθόο ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ 

ππνδνρέαο ηνπ, VEGFR2, ζπκκεηέρνπλ θαη ζηηο δύν παξαπάλσ δηαδηθαζίεο, ελώ νη 

αγγεηνπνηεηίλεο πνπ εθθξίλνληαη από ηα ελδνζειηαθά θύηηαξα παίδνπλ, επίζεο, ξόιν ζηελ 

αγγεηνγέλεζε. 

 

1.1.2 Γύν κεραληζκνί πξνζαξκνγήο ηνπ ελδνζειίνπ κε ζεκαληηθή δηαθνξά ζην ρξόλν 

απόθξηζεο: βξαδύο θαη βξαρύο 

Από ηηο παξαπάλσ ιεηηνπξγίεο, γίλεηαη ζαθήο ν θξίζηκνο ξόινο πνπ δηαδξακαηίδεη ην 

ελδνζήιην ζηε γεληθόηεξε νκνηνζηαζία ηνπ νξγαληζκνύ. Ο Ary Goldberger έρεη 

επηρεηξεκαηνινγήζεη ππέξ ηεο άπνςεο όηη ε πγεία ζρεηίδεηαη κε ηελ νξγαλσκέλε 

πνιππινθόηεηα θαη ε αζζέλεηα κε ηελ απώιεηα ηεο κεηαβιεηόηεηαο (Goldberger et al., 

2002). Μία κε ειεγρόκελε ελδνζειηαθή απόθξηζε κπνξεί λα νδεγήζεη ζε 

αζεξνζθιήξσζε, ππέξηαζε, πλεπκνληθή ππέξηαζε, ζεςαηκία θαη θιεγκνλώδε ζύλδξνκα 

(Cines et al., 1998; Galley and Webster, 2004). 

Γηα ηελ απνηξνπή, ινηπόλ, ησλ παξαπάλσ θαηαζηάζεσλ, ην ελδνζήιην πξέπεη λα 

πξνζαξκόδεηαη ζε έλα δηαξθώο κεηαβαιιόκελν πεξηβάιινλ. Ζ πξνζαξκνγή ζε 

θπζηνινγηθέο ή παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο γίλεηαη κε δύν κεραληζκνύο. Ο πξώηνο, 

πεξηιακβάλεη ξύζκηζε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο, κία δηαδηθαζία πνπ απαηηεί αξθεηέο ώξεο 

κέρξη λα πξαγκαηνπνηεζεί ε κεηαγξαθή/κεηάθξαζε θαη κεηαθνξά ηεο πξσηεΐλεο ζην 

εμσηεξηθό ή ζηελ επηθάλεηα ηνπ θπηηάξνπ. Ο δεύηεξνο, πξαγκαηνπνηείηαη κε 
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θηλεηνπνίεζε ελόο κεγάινπ αξηζκνύ βηνκνξίσλ, ηα νπνία βξίζθνληαη ήδε απνζεθεπκέλα 

ζην εζσηεξηθό ησλ θπηηάξσλ, ζε θαηάιιεια κεκβξαληθά νξγαλίδηα, θαη ηα νπνία 

εθθξίλνληαη κεηά από θαηάιιειε ελεξγνπνίεζε. Οη δύν απηνί κεραληζκνί πξνζαξκνγήο, 

βξαδύο θαη βξαρύο, δελ είλαη απνθιεηζηηθό ραξαθηεξηζηηθό ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ, 

αιιά απνηεινύλ γεληθνύο κεραληζκνύο ξύζκηζεο. 

 

1.2 Weibel-Palade bodies (WPBs) 
 

1.2.1 Μνξθνινγία – Καηάηαμε ησλ WPBs 

Από ηα πην θαιά ραξαθηεξηζκέλα ελδνθπηηαξηθά δηακεξίζκαηα ησλ ελδνζειηαθώλ 

θπηηάξσλ, πνπ απνζεθεύνπλ βηνκόξηα κε ζθνπό ηελ έθθξηζή ηνπο κεηά από θαηάιιειν 

εξέζηζκα, είλαη ηα Weibel-Palade bodies (WPBs). Πεξηγξάθεθαλ γηα πξώηε θνξά ην 1964 

από ηνπο Ewald R. Weibel θαη George E. Palade (Weibel and Palade, 1964). Πξόθεηηαη γηα 

επηκήθε νξγαλίδηα πνπ θηάλνπλ ηα 3 κm ζε κήθνο θαη ηα 0,1 κm ζε πιάηνο. ην 

ειεθηξνληθό κηθξνζθόπην παξαηεξνύληαη εζσηεξηθέο ξαβδώζεηο, πνπ δηαηξέρνπλ 

παξάιιεια ηνλ επηκήθε άμνλά ηνπο, θαη πνπ, ζε εγθάξζηα δηαηνκή, απνθαιύπηνληαη σο 

ζσιήλεο (Δηθόλα 1.2). Οη ζσιήλεο απηνί ζπγθξνηνύληαη από ην θπξίαξρν θνξηίν ησλ 

WPBs, ηνλ παξάγνληα  von Willebrand (vWF). 

Σα WPBs απαληώληαη απνθιεηζηηθά ζηα ελδνζειηαθά θύηηαξα. Ο αξηζκόο ηνπο, όκσο, 

ζηα ελδνζειηαθά θύηηαξα πνηθίιεη αλάινγα κε ηνλ αγγεηαθό ηύπν, κε ηηο θιέβεο λα έρνπλ 

πεξηζζόηεξα από ηηο αξηεξίεο (Cines et al., 1998). 

Όπσο ηα θιαζηθά εθθξηηηθά θπζηίδηα ησλ ελδνθξηλώλ θαη λεπξνελδνθξηλώλ θπηηάξσλ, 

έηζη θαη ηα WPBs ζρεκαηίδνληαη ζην δίθηπν trans-Golgi (TGN) θαη ππόθεηληαη κία 

δηαδηθαζία σξίκαλζεο, πξηλ αξρίζνπλ λα ζπζζσξεύνληαη ζην θπηηαξόπιαζκα, 

πεξηκέλνληαο ην θαηάιιειν εξέζηζκα γηα λα εθθξηζνύλ. Ζ παξνπζία, όκσο, ζε απηά ηεο 

πξσηεΐλεο ησλ όςηκσλ ελδνζσκάησλ/ιπζνζσκάησλ, CD63, θαζώο επίζεο θαη ν ξόινο 

πνπ παίδεη ε πξσηεΐλε-πξνζαξκνζηήο ΑΡ3 (πξσηεΐλε πνπ ζπκκεηέρεη ζηε ζηόρεπζε 

πξσηετλώλ από ηα πξώηκα ελδνζώκαηα ζηα ιπζνζώκαηα) ζηε κεηαθνξά κνξίσλ θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο σξίκαλζεο ησλ WPBs, έρεη νδεγήζεη ζηελ άπνςε όηη πξέπεη λα 

ραξαθηεξηζηνύλ σο ιπζνζσκηθά-ζρεηηδόκελα νξγαλίδηα θαη όρη σο θιαζηθά εθθξηηηθά 

θπζηίδηα (Blott and Griffiths, 2002; Raposo et al., 2007). 
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Δηθόλα 1.2: Δηθόλεο ειεθηξνληθήο ηνκνγξαθίαο ελόο WPB. (Α) ε δηακήθε 

δηαηνκή παξαηεξείηαη ην επίκεθεο ζρήκα ηνπ νξγαληδίνπ θαη νη εζσηεξηθέο ξαβδώζεηο. 

(Β) Ζ ζσιελνεηδήο θύζε ησλ ξαβδώζεσλ απηώλ γίλεηαη εκθαλήο ζηελ εγθάξζηα δηαηνκή 

ηνπ νξγαληδίνπ. (scale bars=100nm) (Valentijn et al., 2008). 

 

 

1.2.2 Κπξίαξρν θνξηίν ησλ WPBs ε πξσηεΐλε vWF: βηνινγηθή δξάζε 

Ζ πξώηε πεξηγξαθή ηνπ θπξίαξρνπ θνξηίνπ ησλ WPBs έγηλε ην 1926, όηαλ ν 

Φηιαλδόο γηαηξόο Erik von Willebrand πεξηέγξαςε κία θιεξνλνκηθή αηκνξξαγηθή 

δηαηαξαρή, δηαθξηηή από ηελ αηκνθηιία Α. Υξεηάζηεθαλ, όκσο, ηξηάληα ρξόληα γηα λα 

αλαγλσξηζηεί ε πξσηεΐλε ηνπ πιάζκαηνο, ππεύζπλε γηα ηε δηαηαξαρή απηή, πνπ 

νλνκάζηεθε παξάγνληαο  von Willebrand (vWF).  

Πξόθεηηαη γηα κία πνιπκεξή γιπθνπξσηεΐλε απαξαίηεηε γηα ηελ ζπγθέληξσζε θαη 

πξόζθπζε ησλ αηκνπεηαιίσλ ζε ζεκεία αγγεηαθήο δηαηαξαρήο, θαζώο θαη γηα ηελ 

πξνζηαζία ηνπ ζπλελδύκνπ πήμεο VIII (FVIII) από πξσηενιπηηθή απνηθνδόκεζε ζην 

πιάζκα. Όηαλ ν παξάγνληαο VIII δελ είλαη δεζκεπκέλνο ζηνλ vWF, ν ρξόλνο εκηδσήο ηνπ 

ζην πιάζκα κεηώλεηαη από 12 ζε 1-2 ώξεο. 

Σν 95% ηεο αιιεινπρίαο ηνπ vWF απνηειείηαη από επαλαιακβαλόκελεο πεξηνρέο ή 

κνηίβα (D1-D2-D‟-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK), γηα ηηο πεξηζζόηεξεο από ηηο 

νπνίεο είλαη ήδε γλσζηέο νη αιιειεπηδξάζεηο ζηηο νπνίεο ζπκκεηέρνπλ (Δηθόλα 1.3) 

(Sadler, 1998). ηα ζεκεία ηεο αγγεηαθήο δηαηαξαρήο, ινηπόλ, ν εθθξηλόκελνο vWF 

πξνζδέλεηαη ζηηο ίλεο θνιιαγόλνπ κέζσ ηεο Α3 πεξηνρήο ηνπ. Ζ πξόζδεζε απηή, ζε 

ζπλδπαζκό κε ηηο ηζρπξέο δπλάκεηο πνπ αζθνύληαη ζηνλ αθηλεηνπνηεκέλν vWF από ηε 

ξνή ηνπ αίκαηνο, επάγεη ηελ έθζεζε ηεο Α1 πεξηνρήο ηνπ, κέζσ ηεο νπνίαο 

πξαγκαηνπνηείηαη ε αιιειεπίδξαζε κε ηε γιπθνπξσηεΐλε GPIb ησλ αηκνπεηαιίσλ. Σα 

αηκνπεηάιηα, ζηε ζπλέρεηα, πξνζθύνληαη ζηνλ ππνελδνζειηαθό ρώξν, κέζσ ησλ 

ππνδνρέσλ θνιιαγόλνπ πνπ δηαζέηνπλ, θαη αξρίδεη ε ζπζζώξεπζή ηνπο. ηελ ηειεπηαία 

απηή δηαδηθαζία ζπκκεηέρνπλ αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ηεο ηληεγθξίλεο αΗΗbβ3 ησλ 

ελεξγνπνηεκέλσλ αηκνπεηαιίσλ θαη ηεο C1 πεξηνρήο ηνπ vWF (Δηθόλα 1.4).   
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Ζ βηνζύλζεζε ηνπ vWF πεξηνξίδεηαη ζηα ελδνζειηαθά θύηηαξα θαη ζηα 

κεγαθαξπνθύηηαξα θαη είλαη πεξίπινθε, πεξηιακβάλνληαο εθηεηακέλε κεηά-κεηαθξαζηηθή 

ηξνπνπνίεζε θαη πνιπκεξηζκό. Ο vWF ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ εθθξίλεηαη ζην αίκα 

θαη ηνλ ππνελδνζειηαθό ρώξν, είηε ηδηνζηαηηθά είηε ξπζκηδόκελα, κεηά από ελεξγνπνίεζε 

ηεο έθθξηζεο ησλ WPBs, ζηα νπνία είλαη απνζεθεπκέλνο. Ζ ηδηνζηαηηθή έθθξηζε δηαηεξεί 

ηε ζπγθέληξσζε vWF ζην πιάζκα ζηηο θπζηνινγηθέο ηηκέο, ελώ ε κνξθή πνπ 

ειεπζεξώλεηαη ξπζκηδόκελα είλαη πςεινύ βαζκνύ πνιπκεξηζκνύ θαη βηνδξαζηηθόηεηαο. 

Από ηελ άιιε, ζηα κεγαθαξπνθύηηαξα, κεηά ηε βηνζύλζεζή ηνπ, απνζεθεύεηαη ζηα α-

θνθθία ησλ αηκνπεηαιίσλ θαη εθθξίλεηαη κόλν θαηόπηλ εξεζίζκαηνο.  

 

 

Δηθόλα 1.3: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ δνκηθώλ πεξηνρώλ ηνπ vWF, 

θαζώο επίζεο θαη ησλ ζέζεσλ πξόζδεζεο ησλ θπζηνινγηθώλ πξνζδεηώλ ηνπ. 
Αλαπαξίζηαληαη, επίζεο, νη ζέζεηο ησλ δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ γηα ην ζρεκαηηζκό δηκεξώλ 

θαη πνιπκεξώλ, ε ζέζε 764, όπνπ ε θνπξίλε πέπηεη ην κόξην γηα ην ζρεκαηηζκό ηνπ 

πξνπεπηηδίνπ θαη ηεο ώξηκεο ππνκνλάδαο, θαζώο θαη ε πεξηνρή Α2, όπνπ ε ADAMTS13 

πέπηεη εμσθπηηαξηθά ηα πνιπκεξή, γηα ην ζρεκαηηζκό vWF ζην κνξηαθό βάξνο πνπ 

ζπλήζσο απαληάηαη ζην πιάζκα (R.H. Huang et al., 2008). 

 

Αλεμάξηεηα, όκσο, από ηελ θπηηαξηθή ηνπ πεγή, ε δξαζηηθόηεηά ηνπ εμαξηάηαη από 

ηελ έθηαζε ηνπ πνιπκεξηζκνύ. Ζ ηνπηθή έθθξηζε πνιύ κεγάισλ πνιπκεξώλ ηνπ vWF, 

από ηα WPBs ή ηα α-θνθθία ησλ αηκνπεηαιίσλ, ζηελ θπθινθνξία ηνπ αίκαηνο είλαη 

ζξνκβνγελεηηθή. Ζ δξαζηηθόηεηά ηνπ, όκσο, ζηελ θπθινθνξία είλαη κία απζηεξά 

ειεγρόκελε δηαδηθαζία. ην κεραληζκό ειέγρνπ, ζεκαληηθό ξόιν παίδεη ε 

κεηαιινπξσηεάζε ηνπ πιάζκαηνο ADAMTS13, ε νπνία πέπηεη ηα πνιύ κεγάια πνιπκεξή, 

ακέζσο κεηά ηελ έθθξηζή ηνπο, ζε κηθξόηεξα (Sadler, 2008). Ο ρξόλνο εκηδσήο ηνπ vWF 

ζηελ θπθινθνξία ηνπ αίκαηνο είλαη 8-12 ώξεο, ελώ γηα ηελ απνκάθξπλζε ηνπ ζπκπιόθνπ 

vWF/FVIII έρεη πξνηαζεί όηη παίδνπλ ξόιν ηα καθξνθάγα, ηόζν ζην ήπαξ, όζν θαη ζηνλ 

ζπιήλα (De Meyer et al., 2009). 
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Ζ ζεκαζία ηνπ vWF γηα ηελ αηκόζηαζε γίλεηαη εκθαλήο από ηηο ζνβαξέο αηκνξξαγίεο 

πνπ ιακβάλνπλ ρώξα όηαλ απηόο απνπζηάδεη εληειώο (λόζνο ηνπ vWF ηύπνπ ΗΗΗ, κία 

νκόδπγε δηαηαξαρή ηεο ζύλζεζεο ηνπ vWF, πνπ νθείιεηαη ζε κεηαιιαγέο ηνπ γνληδίνπ 

ηνπ). Οη λόζνη ηνπ vWF Η θαη ΗΗ εθδειώλνληαη, επίζεο, κε αηκνξξαγίεο από ην δέξκα θαη 

ηνπο βιελλνγόλνπο, αλ θαη ε έληαζε ησλ αηκνξξαγηώλ πνηθίιεη θαη είλαη γεληθά επηόηεξε, 

ιόγσ ηεο παξνπζίαο δηαθνξεηηθώλ πνζνηήησλ ιεηηνπξγηθνύ vWF ζην πιάζκα θαη ζηελ 

ππνελδνζειηαθή ζεκέιηα νπζία (Sadler, 2005). 

 

 

Δηθόλα 1.4: Ο ξόινο ηνπ vWF ζηελ επαγσγή ζξόκβσζεο θαη αζεξώκαηνο. Με 

ελεξγνπνηεκέλα αηκνπεηάιηα πξνζθύνληαη αξρηθά ζηνλ ππνελδνζειηαθό ρώξν, κέζσ 

αιιειεπίδξαζεο ηεο γιπθνπξσηεΐλεο ηνπο GPIbα θαη ηνπ εθθξηλόκελνπ θαη 

αθηλεηνπνηεκέλνπ ζην θνιιαγόλν vWF. Ζ πξόζδεζε απηή είλαη πξνζσξηλή επηηξέπνληαο 

ηε ζπλερή θίλεζε ησλ αηκνπεηαιίσλ ζηελ επηθάλεηα ηνπ ελδνζειίνπ. Ζ ζηαζεξή 

πξόζδεζή ηνπο πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηεο ηληεγθξίλεο  ηνπο αIIbβ3 θαη ηνπ vWF, θαζώο 

επίζεο θαη ηεο α2β3 θαη ηνπ θνιιαγόλνπ, ελώ ε ελεξγνπνίεζή ηνπο νδεγεί ζηε 

ζπζζώξεπζή ηνπο. Σα ζπζζσξεπκέλα αηκνπεηάιηα ζπγθξαηνύληαη κέζσ 

αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ ησλ αIIbβ3 ηληεγθξηλώλ ηνπο θαη ηνπ ηλσδνγόλνπ (J. Chen et al., 

2005).   
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1.2.3 Βηνγέλεζε θαη σξίκαλζε ησλ WPBs 

Όπσο αλαθέξζεθε πην πάλσ, θπξίαξρε πξσηεΐλε ησλ WPBs είλαη ν vWF. Ο 

παξάγνληαο απηόο, πέξα από ηελ εμαηξεηηθή ζεκαζία πνπ έρεη ζηνλ εμσθπηηαξηθό ρώξν 

γηα ηε θπζηνινγία ησλ αγγείσλ, παίδεη πνιύ ζεκαληηθό ελδνθπηηαξηθό ξόιν ζην 

ζρεκαηηζκό ησλ WPBs. Ζ πξσηεΐλε απηή είλαη ππεύζπλε θαη γηα ηελ ίδηα ηε δεκηνπξγία 

ησλ WPBs, όπσο θαηαδεηθλύεηαη από ζπζηήκαηα εηεξόινγεο έθθξαζεο ηνπ vWF, όπνπ 

θαίλεηαη πσο ε ππεξέθθξαζε ηνπ vWF  ζε κε ελδνζειηαθά θύηηαξα κπνξεί λα νδεγήζεη 

ζε ζρεκαηηζκό ςεπδό-WPBs, όκνησλ κε απηά ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ 

(Blagoveshchenskaya et al., 2002; Wagner et al., 1991). Γηα λα γίλεη, όκσο, ζαθήο ν ξόινο 

απηόο πξέπεη λα δνύκε δηεμνδηθά ην κνλνπάηη ζύλζεζεο θαη κεηαθνξάο ηνπ vWF.   

 

Διμεριζμός ζηο ενδοπλαζμαηικό δίκησο: 

Οη πξσηεΐλεο πνπ κεηαθέξνληαη κέζσ ηνπ εθθξηηηθνύ κνλνπαηηνύ, κεηαθξάδνληαη ζε 

ξηβνζώκαηα πνπ εληνπίδνληαη ζηελ επηθάλεηα ηνπ ελδνπιαζκαηηθνύ δηθηύνπ. πκ-

κεηαθξαζηηθά, κεηαηνπίδνληαη ζην εζσηεξηθό ηνπ ελδνπιαζκαηηθνύ δηθηύνπ, κία 

δηαδηθαζία πνπ θαηεπζύλεηαη από έλα ζεκαηνδνηηθό πεπηίδην ζην ακηλν-ηειηθό άθξν ηεο 

πξσηεΐλεο. Σν κνλνκεξέο ηνπ vWF πεξηιακβάλεη κία ηέηνηα ζεκαηνδνηηθή αιιεινπρία 

(22 θαηαινίπσλ), ην πξνπεπηίδην (741 θαηάινηπα) θαη ηελ ώξηκε πξσηεΐλε (2050 

θαηάινηπα) (Δηθόλα 1.3). Αθνινπζώληαο ηε κεηαηόπηζε κέζα ζην ελδνπιαζκαηηθό δίθηπν, 

ην ζεκαηνδνηηθό πεπηίδην απνθόπηεηαη, νκάδεο ζαθράξσλ πξνζηίζεληαη θαη ε πξσηεΐλε 

δηκεξίδεηαη, κέζσ ζρεκαηηζκνύ δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ κεηαμύ θπζηεΐλώλ ηεο θαξβνμπ-

ηειηθήο πεξηνρήο. Ζ νξζά αλαδηπισκέλε πξσηεΐλε κεηαθέξεηαη θαηόπηλ, κε θπζηίδηα 

θαιπκκέλα κε ηελ πξσηεΐλε ηνπ θαιύκκαηνο COP II, ζηε ζπζθεπή Golgi. 

 

Πολσμεριζμός και ζωληνοειδής διαμόρθωζη ζηο δίκησο trans-Golgi (TGN):  

ηε ζπζθεπή Golgi ην δηκεξέο πθίζηαηαη ηξνπνπνίεζε ηεο γιπθνδπιίσζεο θαη 

κεηαθέξεηαη θπζηηδηαθά ζην TGN, όπνπ ζπκβαίλνπλ νη ηειηθέο κεηά-κεηαθξαζηηθέο 

ηξνπνπνηήζεηο. Απηέο πεξηιακβάλνπλ νιηγνκεξηζκό (κέζσ δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ κεηαμύ 

θπζηεΐλώλ ζηελ ακηλν-ηειηθή πεξηνρή ηεο πξσηεΐλεο – D3 πεξηνρή) θαη πξσηενιπηηθή 

ζράζε ηνπ κνξίνπ, από ηελ πξσηεάζε θνπξίλε, γηα ηελ παξαγσγή ηνπ πξνπεπηηδίνπ θαη 

ηνπ ώξηκνπ vWF (de Wit and van Mourik, 2001; Hannah et al., 2002; Michaux and Cutler, 

2004; Sadler, 2009; van Mourik et al., 2002). 
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Καηά ηε δηάξθεηα απηώλ ησλ γεγνλόησλ, ην πξνπεπηίδην ζεσξείηαη πσο ιεηηνπξγεί σο 

ζπλνδόο πξσηεΐλε, κέζα ζε κία εμαξηώκελε από ρακειό pH νμεηδναλαγσγηθή αληίδξαζε, 

πνπ επάγεη ην ζρεκαηηζκό δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ. Οη αληηδξάζεηο απηέο πνιπκεξηζκνύ 

νδεγνύλ ζην ζρεκαηηζκό πνιύ κεγάισλ κνξίσλ, κέρξη 20MDa ζε κέγεζνο. Μεηά ηε 

δηάζπαζε από ηε θνπξίλε, ην πξνπεπηίδην ζπλερίδεη λα ζπκκεηέρεη ζε κία  pH-εμαξηώκελε 

αιιειεπίδξαζε κε ηηο D‟-D3 πεξηνρέο ηεο ώξηκεο πξσηεΐλεο θαη είλαη απαξαίηεην γηα ηελ 

ηειηθή αλαδίπισζε ησλ πνιπκεξώλ ζε δνκέο πνπ, ζην ειεθηξνληθό κηθξνζθόπην, 

κνηάδνπλ κε ζσιελάξηα (Michaux et al., 2006a). 

 Σν ειεύζεξν πξνπεπηίδην κπνξεί λα βξεζεί σο δηκεξέο. Απηό, ζε ζπλδπαζκό κε ηελ 

παξαπάλσ παξαηήξεζε, επηηξέπεη ηελ ππόζεζε πσο ην δηκεξέο κπνξεί λα επηβάιεη ην 

ζρεκαηηζκό ζειηάο κεηαμύ γεηηνληθώλ ακηλν-ηειηθώλ πεξηνρώλ (D‟-D3) κέζα ζην 

πνιπκεξέο θαη λα νδεγεί ζε κία ζπεηξακέλε δνκή πνπ κνηάδεη κε ζσιελάξην (Δηθόλα 1.5). 

Ζ ζσιελνεηδήο αλαδίπισζε επηηξέπεη ζην vWF λα ζπκπηέδεηαη 100 θνξέο πεξίπνπ
.
 ρσξίο 

απηή ηελ ηδηόηεηα, ε ελδνθπηηάξηα απνζήθεπζή ηνπ ζα ήηαλ αδύλαηε (Metcalf et al., 

2008). Σν πξώην ζηάδην, ινηπόλ, ζην βηνζπλζεηηθό κνλνπάηη ηνπ vWF, ζην νπνίν 

παξαηεξείηαη ζρεκαηηζκόο ζσιήλσλ, είλαη ην TGN (Δηθόλα 1.6Α) (Zenner et al., 2007). 

 

 

Δηθόλα 1.5: ρεκαηηθή απεηθόληζε ησλ ζεκαληηθόηεξσλ γεγνλόησλ πνπ ζπκβαίλνπλ θαηά 

ην ζρεκαηηζκό ησλ πνιπκεξώλ θαη ζσιήλσλ ηνπ vWF, θαζώο επίζεο θαη ηα 

ελδνθπηηαξηθά δηακεξίζκαηα ζηα νπνία απηά πξαγκαηνπνηνύληαη (Metcalf et al., 2008). 
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Διαλογή ζηο επίπεδο ηοσ TGN- τημαηιζμός ανώριμοσ κσζηιδίοσ: 

Δίλαη ζε απηό ην δηακέξηζκα, ζην TGN, πνπ ζπκβαίλεη ε δηαινγή ηνπ θνξηίνπ θαη 

ζρεκαηίδεηαη ην θπζηίδην πνπ ζα ην κεηαθέξεη. Γύν ππνζέζεηο έρνπλ πξνηαζεί γηα λα 

εξκελεύζνπλ ην ζρεκαηηζκό εθθξηηηθώλ θπζηηδίσλ. Ζ πξώηε εζηηάδεηαη ζηελ εηδηθή 

ζπζζώξεπζε απνζεθεπκέλσλ ζπζηαηηθώλ ζην TGN πνπ νδεγεί ζηελ εηδηθή θαηαθξάηεζή 

ηνπο ζην λενζρεκαηηδόκελν θπζηίδην. Ζ δεύηεξε επηθαιείηαη ππνδνρείο δηαινγήο (Arvan 

and Castle, 1998; Blazquez and Shennan, 2000; Thiele and Huttner, 1998). Ζ ηθαλόηεηα, 

όκσο, ηνπ vWF λα ζρεκαηίδεη ςεπδό-WPBs, αθόκε θαη ζε κε ελδνζειηαθά θύηηαξα, πνπ 

ινγηθά ζηεξνύληαη εηδηθώλ ππνδνρέσλ, ζπλεγνξεί ππέξ ηεο πξώηεο ππόζεζεο.   

Γελ απνζεθεύνληαη, όκσο, όιεο νη κνξθέο ηνπ vWF ζηα WPBs. Πξαγκαηνπνηείηαη 

επηιεθηηθή απνζήθεπζε ησλ κνξίσλ πνπ είλαη πεξηζζόηεξν πνιπκεξηζκέλα, ελώ νη 

κηθξόηεξνπ κνξηαθνύ βάξνπο κνξθέο εθθξίλνληαη ηδηνζηαηηθά.  

Πξσηεΐλεο ηνπ θαιύκκαηνο, όπσο ε θιαζξίλε θαη ε πξσηεΐλε-πξνζαξκνζηήο 1 

(adaptor-protein 1, AP1), ζπγθεληξώλνληαη ζηε κεκβξάλε γύξσ από ην λενζρεκαηηδόκελν 

ζσιήλα (Δηθόλα 1.6Α) θαη είλαη απαξαίηεηεο γηα ηε δεκηνπξγία ησλ αλώξηκσλ θπζηηδίσλ, 

όπσο έρεη θαλεί από πεηξάκαηα απνζηώπεζήο ηνπο (Lui-Roberts et al., 2005).  

 

Ωρίμανζη ηων WPBs: 

ηε ζπλέρεηα, ην λενζρεκαηηδόκελν WPB ππόθεηηαη κία δηαδηθαζία σξίκαλζεο, όπνπ 

θαη πάιη θαίλεηαη λα είλαη ζεκαληηθόο ν ξόινο ηεο θιαζξίλεο. Τπνζηεξίδεηαη ε άπνςε 

πσο ε πξσηεΐλε απηή έρεη ζηεξηθηηθό ξόιν, αιιά θαη επζύλε ζηε δεκηνπξγία θπζηηδίσλ 

πνπ απνθόπηνληαη από ην WPB, απνκαθξύλνληαο έηζη από απηό πξσηεΐλεο πνπ δελ πξέπεη 

λα εθθξηζνύλ θαη πνπ είραλ παξαζπξζεί ζε απηό κε εηδηθά (Δηθόλα 1.6D). 

Καζώο ε δηαδηθαζία ηεο σξίκαλζεο ζπλερίδεηαη, ην θάιπκκα θιαζξίλεο ράλεηαη θαη ην 

WPB κεηαθέξεηαη ζηελ πεξηθέξεηα ηνπ θπηηάξνπ όπνπ έρεη ζεκαληηθά απμεκέλε 

ειεθηξνληθή ππθλόηεηα (Δηθόλα 1.6Δ). Ζ αύμεζε απηή νθείιεηαη ζην έληνλα ππθλό 

παθεηάξηζκα ησλ ζσιήλσλ ηνπ vWF (Zenner et al., 2007) (Valentijn et al., 2008). 

Φαίλεηαη, ινηπόλ, πσο ε ζπκπίεζε θαη ε νξγάλσζε ηνπ vWF είλαη κία δηαξθήο δηαδηθαζία 

πνπ μεθηλά κε ηε δηακόξθσζε ζσιήλσλ θαη ηνλ πνιπκεξηζκό ζην TGN, ζπλερίδεηαη κε 

επηπιένλ πνιπκεξηζκό ζην εζσηεξηθό ησλ WPBs, θαηαιήγνληαο ζηε ζπκπίεζε ησλ 

ζσιήλσλ θαζώο ην νξγαλίδην σξηκάδεη. 
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Ζ ξπζκηδόκελε έθθξηζε ησλ WPBs, σο απνηέιεζκα ηεο ελεξγνπνίεζεο ησλ 

ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ (βιέπε εδάθην 1.2.5), έρεη σο επαθόινπζν ηελ απειεπζέξσζε ηνπ 

vWF ζηελ θπθινθνξία, κε ηε κνξθή ηλώλ κήθνπο αξθεηώλ ρηιηνζηώλ. Οη ίλεο απηέο 

δεκηνπξγνύληαη από ην μεδίπισκα ηνπ πνιπκεξνύο ηνπ vWF, ιόγσ απνκάθξπλζεο από ηε 

Δηθόλα 1.6 : Βηνγέλεζε 

ησλ WPBs. (Α) Έλαο 

ζσιήλαο vWF παξαηεξείηαη 

ζην TGN. ηε κεκβξάλε γύξσ 

ηνπ παξαηεξείηαη ην θάιπκκα 

θιαζξίλεο. (Β, C) Αλώξηκα 

WPBs ζπλδεδεκέλα αθόκα ζην 

TGN. (D) Αλώξηκν WPB, από 

ην νπνίν απνθόπηεηαη θπζηίδην 

θαιπκκέλν κε θιαζξίλε. (Δ) 

Ώξηκν WPB. Bar, 200nm. G: 

Golgi, M: κηηνρόλδξην, RER: 

αδξό ελδνπιαζκαηηθό δίθηπν 

(Zenner et al., 2007). 
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δνκή απηή ηνπ πξνπεπηηδίνπ, θαζώο ην pH ζην εζσηεξηθό ηνπ WPB γίλεηαη από όμηλν 

νπδέηεξν (Δηθόλα 1.7) (Michaux et al., 2006a). ηηο ίλεο απηέο πξνζδέλνληαη αηκνπεηάιηα 

θαη είλαη πηζαλό λα παίδνπλ ζεκαληηθό ξόιν ζην ζρεκαηηζκό ηνπ αηκνζηαηηθνύ ζξόκβνπ, 

ελώ δηαζπώληαη από ηε κεηαιινπξσηεάζε ηνπ πιάζκαηνο ADAMTS13. Δίλαη πηζαλό, 

ινηπόλ, ν πςειόο βαζκόο νξγάλσζεο ζην εζσηεξηθό ησλ ώξηκσλ νξγαληδίσλ λα είλαη 

απαξαίηεηνο γηα ην ζρεκαηηζκό καθξηώλ ηλώλ.  

 

 

 

 
Δηθόλα 1.7: (Α) Θεσξεηηθό κνληέιν αλαδίπισζεο ησλ ζσιήλσλ ηνπ vWF θαηά ηελ 

έθθξηζε. (Β) Αηκνπεηάιηα πνπ επηθάζνληαη ζε ίλα ηνπ vWF, ζε ελεξγνπνηεκέλν κε 

ηζηακίλε ελδνζήιην (Michaux et al., 2006a). 

 

1.2.4 Άιιεο πξσηεΐλεο πνπ απνηεινύλ θνξηίν ησλ WPBs. 

Ο vWF, όκσο, δελ απνηειεί ην κνλαδηθό θνξηίν ησλ WPBs. Έλαο δηαξθώο 

απμαλόκελνο αξηζκόο πξσηετλώλ πνπ ξπζκίδνπλ ηε ζξόκβσζε, ηε θιεγκνλή θαη ηελ 

αγγεηνγέλεζε, έρεη βξεζεί λα εληνπίδεηαη, επίζεο, ζηα νξγαλίδηα απηά. Από απηέο, 

νξηζκέλεο ζηξαηνινγνύληαη ζην επίπεδν ηνπ TGN, θαηά ην ζρεκαηηζκό ηνπ WPB, ελώ 

άιιεο κεηαθέξνληαη κε θπζηηδηαθή κεηαθνξά ζην ώξηκν νξγαλίδην. 

Ζ P-selectin είλαη κία 140 kDa δηακεκβξαληθή πξσηεΐλε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ 

ζειεθηηλώλ πνπ εληνπίδεηαη ζε ελδνζειηαθά θύηηαξα θαη αηκνπεηάιηα. Οη ζειεθηίλεο 

εκπιέθνληαη ζηελ πξνζθόιιεζε ησλ ιεπθνθπηηάξσλ ζην ελεξγνπνηεκέλν ελδνζήιην, ην 

πξώην βήκα, δειαδή, γηα ηελ εμαγγείσζε θαη κεηαλάζηεπζή ηνπο ζην ζεκείν ηεο 

θιεγκνλήο. Ζ P-selectin είλαη ππεύζπλε γηα ηελ αξρηθή θύιηζή ηνπο θαηά κήθνο ηνπ 

αγγεηαθνύ ηνηρώκαηνο. ηα ελδνζειηαθά θύηηαξα, εηζέξρεηαη ζην λενζρεκαηηδόκελν WPB 

A 

B 
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ζην επίπεδν ηνπ TGN, αιιειεπηδξώληαο άκεζα κε ηηο D‟-D3 πεξηνρέο ηνπ vWF (Michaux 

et al., 2006b). Ζ έθθξηζε ησλ WPBs έρεη σο επαθόινπζν ηε κεηαηόπηζή ηεο ζηελ 

θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε. Δθεί δηακεζνιαβεί ηελ θύιηζε ησλ ιεπθνθπηηάξσλ, ελώ 

κπνξεί, επίζεο, λα παίδεη ξόιν άγθπξαο γηα ηελ παξακνλή ηεο ίλαο ηνπ vWF ζηε 

κεκβξάλε, κεηά ηελ έθθξηζε (Padilla et al., 2004). Δίθνζη ιεπηά κεηά ηε κεηαηόπηζή ηεο 

ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε, ελδνθπηηαξώλεηαη θαη, κέζσ ηεο ζπζθεπήο Golgi, 

επηζηξέθεη ζηα WPBs (Arribas and Cutler, 2000). Ζ P-selectin δηακεζνιαβεί, επίζεο, ηελ 

θύιηζε ησλ αηκνπεηαιίσλ, δηαδξακαηίδνληαο, έηζη, ξόιν ζηε δηαδηθαζία ηεο ζξόκβσζεο 

(Cambien and Wagner, 2004). Ζ ηαπηόρξνλε έθθξηζε ηνπ vWF θαη ηεο P-selectin επάγεη 

ηε ζξόκβσζε κε δηαθξηηνύο, αιιά ζπκπιεξσκαηηθνύο, κεραληζκνύο. 

Δθηόο από ηελ P-selectin, ηα θνξηία αγγεηνπνηεηίλε 2, ενηαμίλε 3 θαη 

νζηενπξνηεγεξίλε, ζηξαηνινγνύληαη, επίζεο, ζηα WPBs, ζην επίπεδν ηεο ζπζθεπήο Golgi. 

Αθνινύζσο, ηα νξγαλίδηα σξηκάδνπλ, ράλνληαο ηελ θιαζξίλε, απνθηώληαο όκσο 

πξσηεΐλεο, όπσο ε ιπζνζσκηθή CD63 θαη νη GTPάζεο Rab27a θαη Rab3d. Οη ηειεπηαίεο 

δελ απνηεινύλ θνξηίν ησλ WPBs. Δίλαη ξπζκηζηέο ηεο θπζηηδηαθήο κεηαθνξάο θαη 

αλαιύνληαη ζε επόκελα εδάθηα. 

ην θνξηίν ησλ WPBs αλήθνπλ επίζεο νη πξσηεΐλεο ηληεξιεπθίλε 8, ελδνζειίλε 1, ην 

έλδπκν κεηαηξνπήο ηεο ελδνζειίλεο, ν παξάγνληαο t-PA (αλ θαη ππάξρνπλ αληηθξνπόκελεο 

αλαθνξέο), ε a 1, 3- fucosyltranferase VI θαη ην πεπηίδην ζρεηηδόκελν κε ην γνλίδην ηεο 

θαιζηηνλίλεο (Metcalf et al., 2008). Ζ βηνινγηθή δξάζε ησλ πξσηετλώλ απηώλ αλαθέξεηαη 

ζπλνπηηθά ζηνλ Πίλαθα 1.1. 

Φαίλεηαη, ινηπόλ, ηα νξγαλίδηα απηά λα πεξηέρνπλ ηόζν ηλσδνιπηηθά όζν θαη 

πξνζξνκβσηηθά θνξηία, αγγεην -δηαζηαιηηθά θαη –ζπζηαιηηθά κόξηα, ηα νπνία θαη 

εθθξίλνπλ ζηνλ πεξηβάιινληα ρώξν, ηόζν σο απόθξηζε ζε πξναγγεηνγόλα όζν θαη ζε 

πξνζξνκβσηηθά εξεζίζκαηα. Σν γεγνλόο απηό ππνδειώλεη είηε ηε δεκηνπξγία WPBs κε 

ζπγθεθξηκέλν θνξηίν θαη ηελ εηδηθή έθθξηζή ηνπο, είηε ηελ ύπαξμε κεραληζκώλ πνπ 

εμηζνξξνπνύλ ηα αθαηάιιεια θνξηία. Πξάγκαηη, νξηζκέλεο κειέηεο έδεημαλ δηαρσξηζκό 

νξηζκέλσλ θνξηίσλ ζε ππνπιεζπζκνύο WPBs. Οη ηληεξιεπθίλε 8 θαη ενηαμίλε 3, πνπ 

ζπληίζεληαη σο απόθξηζε ζηηο ηληεξιεπθίλεο Ηα θαη 4 αληίζηνηρα, απαληώληαη ζε έλαλ 

εηδηθό πιεζπζκό WPBs, πηζαλώο απηόλ πνπ δεκηνπξγείηαη ηελ ίδηα ρξνληθή ζηηγκή κε ηηο 

θπηνθίλεο. Ο παξάγνληαο t-PA εληνπίδεηαη ζε έλαλ ππνπιεζπζκό WPBs. Ζ P-selectin θαη 

ε αγγεηνπνηεηίλε 2 έρεη δεηρηεί επίζεο λα βξίζθνληαη ζε δηαθνξεηηθά WPBs (Rondaij et al., 

2006).  
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Ζ ζεσξία ησλ ππνπιεζπζκώλ ησλ WPBs, αλ θαη κε θαιά εδξαησκέλε, δελ απνηειεί ηε 

κόλε πηζαλή εμήγεζε ηεο ξύζκηζεο ηεο δηαθξηηήο έθθξηζεο ησλ βηνδξαζηηθώλ ζπζηαηηθώλ 

από ηα WPBs. Νεόηεξεο κειέηεο έρνπλ δείμεη πσο θαηά ηε δηάξθεηα έληνλεο 

ελεξγνπνίεζεο ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ, ην 30% ησλ WPBs παξνπζηάδνπλ ζπκθύζεηο 

κεηαμύ ηνπο θαη ππόθεηληαη πνιύ-θνθθώδε εμσθπηηάξσζε (multi-granular exocytosis). Ο 

κεραληζκόο απηόο επηηξέπεη ηελ έθθξηζε ηεο δηαιπηήο πξσηεΐλεο vWF, όρη όκσο ησλ 

κεκβξαληθώλ P-selectin θαη CD63, όπσο ππνδειώλεη ν εληνπηζκόο θιαζξίλεο ζηνλ πνιύ-

θνθθώδε απηό ζρεκαηηζκό. Δπλνεί, έηζη, ηελ έθθξηζε παξαγόλησλ αηκόζηαζεο, ελώ 

νδεγεί ζηελ θαηαθξάηεζε θιεγκνλσδώλ κνξίσλ (Valentijn et al.). Αληίζεηα, θάησ από 

ζπλζήθεο ήπηαο ελεξγνπνίεζεο, ην 25% ησλ WPBs ζρεκαηίδεη έλα πόξν ζύληεμεο κε ηελ 

θπηηαξηθή κεκβξάλε ηεο ηάμεο ησλ 10-12 nm, ν νπνίνο ιεηηνπξγεί σο κνξηαθόο εζκόο, 

απνηξέπνληαο ηελ έθθξηζε ησλ κεγάισλ κνξίσλ (vWF, πξνπεπηίδην θαη P-selectin), 

επηηξέπνληαο, όκσο, ηελ έθθξηζε κηθξώλ κνξίσλ, όπσο ε ηληεξιεπθίλε-8 θαη ε CD63. Με 

ην κεραληζκό απηό, επλννύληαη νη θιεγκνλώδεηο απνθξίζεηο έλαληη ησλ ζξνκβσηηθώλ, 

θάηη πνπ ζα πεξίκελε θαλείο από έλα ήπην εξέζηζκα (Babich et al., 2008). πλνπηηθά, 

ινηπόλ, ε έθθξηζε ησλ θνξηίσλ ησλ WPBs ξπζκίδεηαη ηόζν ζην επίπεδν ηελ βηνγέλεζεο 

θαη σξίκαλζεο ησλ νξγαληδίσλ απηώλ, όζν θαη ζηνλ ηξόπν απειεπζέξσζήο ηνπο. 

πζηαηηθά WPBs Αγγεηαθή Λεηηνπξγία Μεραληζκόο  
vWF 
 
Παξάγνληαο XIIIa 
 
Ηζηηθόο Πιαζκηλνγόλνο 

Παξάγνληαο (t-PA)  
P-selectin 
 
IL-8 
 
Δνηαμίλε 3 
 
a 1, 3- fucosyltranferase 

VI 
CD63 (Lamp3) 
 
Δλδνζειίλε 1 
 
Έλδπκν κεηαηξνπήο 

Δλδνζειίλεο  
Πεπηίδην ζρεηηδόκελν κε 

ην γνλίδην ηεο 

Καιζηηνλίλεο 
Αγγεηνπνηεηίλε 2 

Θξόκβσζε 
 
Θξόκβσζε 
 
Ηλνδώιπζε 
 
Φιεγκνλή 
 
Φιεγκνλή 
 
Φιεγκνλή 
 
Φιεγκνλή 
 
Κπηηαξηθή 
πξόζθπζε/κεηαλάζηεπζε 
Αγγεηνζύζπαζε 
 
Αγγεηνζύζπαζε 
 
Αγγεηνδηαζηνιή 
 

 

πζζσξεύεη ηα αηκνπεηάιηα ζην 

αγγεηαθό ηνίρσκα. 
Σξαλζγινπηακηλάζε πνπ 

ζπλδέεη  ηελ Φηκπξίλε 
Πξνέλδπκν πνπ απνηθνδνκεί ην 

ηλώδεο 
Κύιηζε αηκνπεηαιίσλ θαη 

ιεπθνθπηηάξσλ 
Διθύεη θαη ελεξγνπνηεί ηα 

νπδεηεξόθηια  
Αλαθηά θαη ελεξγνπνηεί ηα 

ησζηλόθηια 
ύλδεζε πξνζδεηώλ ειεθηίλεο  
 

Αιιειεπίδξαζε κε 

ηληαγθξίλεο 
Αιιειεπηδξά κε ηνλ Β 

ππνδνρέα Δλδνζειίλεο  
Γηαζπά ηελ κεγάιε  Δλδνζειίλε 

1 ζε Δλδνζειίλε 1 
 
Απμάλεη ηελ ύλζεζε ΝΟ 
 
Δπαηζζεηνπηνεί  ηα 
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Οζηενπξνηεγεξίλε 

(OPG) 

Αγγεηνγέλεζε 
 

 
Φιεγκνλή 

ελδνζειηαθά θύηηαξα ζηνλ 

TNFa    
 
Πξόζδεζε ιεπθνθπηηάξσλ 

Πίλαθαο 1.1: Φνξηία πνπ απαληώληαη ζηα WPBs, νη ιεηηνπξγίεο ζηηο νπνίεο 

ζπκκεηέρνπλ θαη ν ππεύζπλνο κεραληζκόο. 

 

 

1.2.5 Δλεξγνπνηεηέο θαη αλαζηνιείο ηεο έθθξηζεο ησλ WPBs  

Όπσο αλαθέξζεθε πξνεγνπκέλσο, ε έθθξηζε ησλ WPBs επάγεηαη από κία ζεηξά 

εμσθπηηαξηθώλ ζεκάησλ. Πξαγκαηνπνηείηαη δε, κέζσ δύν ζπζηεκάησλ δεύηεξσλ 

αγγειηνθόξσλ ζεκάησλ. Σα πξώην πεξηιακβάλεη αύμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ 

ελδνθπηηάξηνπ αζβεζηίνπ, ελεξγνπνίεζε ηεο θαικνκνδνπιίλεο θαη ηεο πξσηετληθήο 

θηλάζεο C. Σν δεύηεξν είλαη ην κνλνπάηη ηνπ θπθιηθνύ AMP (cAMΡ) θαη 

πεξηιακβάλεη ελεξγνπνίεζε ηεο πξσηετληθήο θηλάζεο Α θαη ηελ πξσηεΐλε Ral 

(GTPάζε πνπ έρεη ζπλδεζεί κε αλαδηάηαμε ηνπ θπηηαξνζθειεηνύ). Καη ηα δύν απηά 

κνλνπάηηα κεηαβηβάδνπλ ζήκαηα από πξνζδέηεο ηόζν δηαθνξεηηθνύο όζν ε ζξνκβίλε, 

ηζηακίλε, VEGF, λνπθιενηίδηα πνπξίλεο, ηόληα ππεξνμεηδίνπ, επηλεθξίλε, 

βαζνπξεζίλε, θσζθνξηθή ζθηγγνζίλε θ. άι (Δηθόλα 1.8). 

 

Δηθόλα 1.8: Μνλνπάηηα κεηαγσγήο ζήκαηνο πνπ ξπζκίδνπλ ηελ έθθξηζε ησλ WPBs 

(Goligorsky et al., 2009). 
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ε αληίζεζε κε ηνπο παξαπάλσ παξάγνληεο πνπ ελεξγνπνηνύλ ηελ έθθξηζε, ην 

κνλνμείδην ηνπ αδώηνπ (ΝΟ) θαη ην ππεξνμείδην ηνπ πδξνγόλνπ (Ζ2Ο2) ηελ αλαζηέιινπλ. 

Καη ηα δύν απηά δξαζηηθά κόξηα επηδξνύλ ζηνλ παξάγνληα NSF (ζπζηαηηθό ηνπ 

κεραληζκνύ κεκβξαληθήο ζύληεμεο), εκπνδίδνληαο νπζηαζηηθά ηελ απνζπγθξόηεζε ησλ 

ζπκπιόθσλ  v-SNARE θαη t-SNARE (πξσηεΐλεο πνπ δηακεζνιαβνύλ ηε κεκβξαληθή 

ζύληεμε). Έηζη, νη πξσηεΐλεο απηέο δελ κπνξνύλ λα αλαθπθισζνύλ θαη λα ζπκκεηάζρνπλ 

ζε λένπο θύθινπο ζύληεμεο.  

Σν παξάδνμν είλαη πσο ελώ ην κνλνμείδην ηνπ αδώηνπ αλαζηέιιεη ηελ έθθξηζε, ην 

αζβέζηην, πνπ ηελ επάγεη, ελεξγνπνηεί, επίζεο, ηελ NO ζπλζάζε. Αληίδξαζε, όκσο, ηνπ 

ΝΟ κε ππεξνμεηδηθό αληόλ παξάγεη πεξνμπληηξώδεο πνπ επάγεη ηελ έθθξηζε. Φαίλεηαη 

ινηπόλ πσο, ζε ό,ηη αθνξά ην ξόιν ηνπ ΝΟ, θαζνξηζηηθό ξόιν παίδεη ν ξπζκόο ζύλζεζήο 

ηνπ. Έληνλε ζύλζεζή ηνπ, από ελεξγνπνηεκέλα ελδνζειηαθά θύηηαξα, αλαζηέιιεη ηελ 

έθθξηζε ησλ WPBs. Όηαλ, όκσο, ν ξπζκόο ζύλζεζεο είλαη κηθξόο, ην βηνδηαζέζηκν ΝΟ 

αληηδξά κε ην ππεξνμεηδηθό αληόλ, παξάγνληαη ππεξνμπληηξώδε θαη ε έθθξηζε απμάλεηαη 

(Δηθόλα 1.8) (Goligorsky et al., 2009; Lowenstein et al., 2005). 

Να ζεκεηώζνπκε ζην ζεκείν απηό πσο νη παξάγνληεο πνπ απμάλνπλ ην ελδνθπηηάξην 

cAMP πξνθαινύλ ηζρπξνπνίεζε ηνπ αγγεηαθνύ θξαγκνύ θαη κηθξόηεξεο έθηαζεο 

έθθξηζε, θαηά ηελ νπνία εθθξίλνληαη κόλν ηα πεξηθεξεηαθά WPBs, ελώ έλαο 

ππνπιεζπζκόο ζπγθεληξώλεηαη πεξηππξεληθά, απνθεύγνληαο λα εθθξηζεί. Αληίζεηα, νη 

παξάγνληεο πνπ απμάλνπλ ην ελδνθπηηάξην αζβέζηην πξνθαινύλ θαηαζηξνθή ηνπ 

αγγεηαθνύ θξαγκνύ θαη εθηεηακέλε έθθξηζε όισλ ησλ WPBs (Rondaij et al., 2006).  

 

 

1.3 Μνξηαθόο κεραληζκόο θπζηηδηαθήο κεηαθνξάο 

 

Ζ θαηαλόεζε ησλ κνξηαθώλ κεραληζκώλ πνπ είλαη ππεύζπλνη γηα ηελ έθθξηζε ησλ 

WPBs έρεη κεγάιε ζεκαζία, όρη κόλν γηα λα θαηαλνήζνπκε θαιύηεξα ηελ νξγάλσζε ηνπ 

ελδνζειηαθνύ θπηηάξνπ ζε επίπεδν θπηηαξηθήο θαη κνξηαθήο βηνινγίαο, αιιά θαη επεηδή ε 

γλώζε απηή δπλεηηθά ζα επέηξεπε ηνλ έιεγρν ησλ ιεηηνπξγηώλ ηεο πήμεο ηνπ αίκαηνο θαη 

ηεο θιεγκνλήο, αιιά θαη ηεο αγγεηνγέλεζεο, κέζσ ξύζκηζεο ηεο έθθξηζεο ησλ WPBs. Γηα 

λα θαηαλνήζνπκε ηνπο κεραληζκνύο πνπ δηέπνπλ ηελ έθθξηζε ησλ WPBs πξέπεη 

πξνεγνπκέλσο λα ιάβνπκε ππ‟ όςε καο όηη ηα κεκβξαληθά απηά νξγαλίδηα δηέπνληαη από 

ηνπο ίδηνπο θαλόλεο πνπ θαζνξίδνπλ ηε δπλακηθή όισλ ησλ άιισλ κεκβξαληθώλ 
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νξγαληδίσλ πνπ ππόθεηληαη ηηο δηαδηθαζίεο ηεο ελδνθπηηάξσζεο θαη εμσθπηηάξσζεο. Γηα 

ην ιόγν απηό, ζηε ζπλέρεηα, ζα γίλεη παξνπζίαζε απηώλ ησλ βαζηθώλ αξρώλ.  

 

1.3.1 Βαζηθέο αξρέο πνπ δηέπνπλ ηε δεκηνπξγία, κεηαθίλεζε θαη ζύληεμε ησλ 

ελδνθπηηαξηθώλ νξγαληδίσλ 

Κάζε βήκα θπζηηδηαθήο κεηαθνξάο, ζην κνλνπάηη ελδνθπηηάξσζεο θαη 

εμσθπηηάξσζεο, έρεη σο ζηόρν ηε κεηαθνξά ζπζηαηηθώλ (θνξηίσλ) από έλα κεκβξαληθό 

νξγαλίδην (δόηε) πξνο έλα άιιν νξγαλίδην (δέθηε). Ζ δηαδηθαζία απηή πξαγκαηνπνηείηαη 

κε ην ζρεκαηηζκό ελδηάκεζσλ θπζηηδίσλ πνπ αλαιακβάλνπλ ηε κεηαθνξά ησλ 

ζπζηαηηθώλ (θνξηίσλ). Ο κνξηαθόο κεραληζκόο θπζηηδηαθήο κεηαθνξάο είλαη θνηλόο γηα 

θάζε ηύπν θπζηηδίνπ θαη πεξηιακβάλεη ηα εμήο δηαθξηηά ζηάδηα: 

1. ρεκαηηζκόο ηνπ θπζηηδίνπ (από ηε κεκβξάλε δόηε) 

2. Μεηαθνξά ηνπ πξνο ηε κεκβξάλε ζηόρν  

3. ύληεμε ηνπ θπζηηδίνπ κε ηε κεκβξάλε ζηόρν 

Ζ πξαγκαηνπνίεζε θαζελόο από ηα παξαπάλσ ζηάδηα απαηηεί ηε δξάζε 

ζπγθεθξηκέλεο νκάδαο πξσηετλώλ. Γηα ην ζρεκαηηζκό ηνπ θπζηηδίνπ απαηηείηαη θπξίσο ε 

δξάζε ησλ πξσηετλώλ Sar1/ARF θαη ησλ πξσηετλώλ ηνπ θαιύκκαηνο. Γηα ηε κεηαθίλεζή 

ηνπ απαηηνύληαη νη πξσηεΐλεο ηνπ θπηηαξνζθειεηνύ. Σέινο, γηα ηε ζύληεμε ηνπ θπζηηδίνπ 

κε ηε κεκβξάλε-ζηόρν απαηηνύληαη θαηά θύξην ιόγν νη πξσηεΐλεο Rabs, SNAREs, SNAP 

θαη NSF (Δηθόλα 1.9). 

Κεληξηθό ξόιν ζηελ νξζή ξνή ηνπ θνξηίνπ θαηέρνπλ νη πξσηεΐλεο Rabs, νη νπνίεο 

αλήθνπλ ζηελ νηθνγέλεηα ησλ κηθξώλ GTPαζώλ θαη ζπκκεηέρνπλ ζηε ζηόρεπζε ησλ 

θπζηηδίσλ ζηελ θαηάιιειε κεκβξάλε ζηόρν. Οη Rabs ζηξαηνινγνύληαη ζηε κεκβξάλε ηνπ 

θπζηηδίνπ θαη ζηε ζπλέρεηα αιιειεπηδξνύλ κε ηειεζηέο ζηηο κεκβξάλεο-ζηόρνπο. Ζ 

δέζκεπζε ηεο Rab-GTP ζε έλαλ ηειεζηή νδεγεί ζηελ πξόζδεζε θαη ζηνλ ειιηκεληζκό ηνπ 

θπζηηδίνπ ζηελ θαηάιιειε κεκβξάλε-ζηόρν. 

Οη SNAREs είλαη δηακεκβξαληθέο πξσηεΐλεο, ππεύζπλεο γηα ηε ζύληεμε ηνπ θπζηηδίνπ 

κε ηε κεκβξάλε ζηόρν. Οη v-SNAREs πνπ βξίζθνληαη ζηε κεκβξάλε ηνπ θπζηηδίνπ, 

αιιειεπηδξνύλ κε ηηο t-SNAREs, ηεο κεκβξάλεο ζηόρνπ, ζρεκαηίδνληαο κία ζθηρηή 

ηεηαξηνηαγή δνκή πνπ θέξεη ζε πνιύ ζηελή επαθή ηηο δύν κεκβξάλεο, έηζη ώζηε λα 

επηηεπρζεί ε ζύληεμε. Σέινο, νη NSF θαη SNAP επηηπγράλνπλ ηελ αλαθύθισζε ησλ 

SNAREs, ώζηε λα επηηεπρζεί λένο θύθινο αληηδξάζεσλ θαη ζύληεμεο. 
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Δηθόλα 1.9: Μνληέιν γηα ηνλ 

ειιηκεληζκό θαη ηε ζύληεμε ησλ 

κεηαθεξόκελσλ θπζηηδίσλ κε ηηο 

κεκβξάλεο ζηόρνπο. Βήκα   Μηα 

πξσηεΐλε Rab πξνζδεκέλε, κέζσ 

ιηπηδηθήο νπξάο, ζε έλα εθθξηηηθό 

θπζηίδην δεζκεύεηαη ζε έλα ζύκπινθν 

ηειεζηώλ ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή 

κεκβξάλε θαη, κε απηόλ ηνλ ηξόπν, 

νδεγεί ζηνλ ειιηκεληζκό ηνπ 

κεηαθεξόκελνπ θπζηηδίνπ ζηελ 

θαηάιιειε κεκβξάλε ζηόρν. Βήκα  

Μηα v-SNARE πξσηεΐλε (ζηελ 

πεξίπησζε απηή ε VAMP) αιιειεπηδξά 

κε ηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή πεξηνρή 

ζπγγελώλ t-SNAREs (ζηελ πεξίπησζε 

απηή ε syntaxin θαη SNAP25). Σν 

ζηαζεξό ζύκπινθν ησλ SNAREs πνπ 

ζρεκαηίδεηαη θξαηά ην θπζηίδην θνληά 

ζηε κεκβξάλε ζηόρν. Βήκα  Ο 

ζρεκαηηζκόο ηνπ ζπκπιόθνπ ησλ  

SNAREs νδεγεί ζηε κεκβξαληθή 

ζύληεμε.  Βήκα  Ο NSF ζπδεύγλεηαη 

κε ηελ a-SNAP θαη πξνζδέλεηαη ζην 

ζύκπινθν ησλ SNAREs. Ζ πδξόιπζε 

ATP από ηνλ NSF νδεγεί ζηε 

απνζπγθξόηεζε ηνπ ζπκπιόθνπ, 

ειεπζεξώλνληαο ηηο SNAREs γηα λέν 

θύθιν θπζηηδηθήο ζύληεμε 
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1.3.2 θνπόο ηεο θπζηηδηαθήο κεηαθνξάο: ε αθξηβήο ξνή ηνπ θνξηίνπ. Πώο απηή 

επηηπγράλεηαη. 

Ζ εηδηθόηεηα ζηηο δηαδηθαζίεο ηεο θπζηηδηαθήο κεηαθνξάο, πξόζδεζεο θαη ζύληεμεο 

είλαη θξίζηκε γηα ηε δηαηήξεζε ηεο ηαπηόηεηαο ησλ νξγαληδίσλ θαη ηελ νξζή ξνή ηνπ 

θνξηίνπ ζην εζσηεξηθό ηνπ θπηηάξνπ. Ζ ζπγθξόηεζε, ινηπόλ, θαη απνζπγθξόηεζε ηνπ 

θαιύκκαηνο ησλ θπζηηδίσλ, ε ζύλδεζε ησλ θαηάιιεισλ πξσηετλώλ-θηλεηήξσλ ζηα 

θαηάιιεια νξγαλίδηα θαη ν ζρεκαηηζκόο ησλ θαηάιιεισλ, ρξνληθά θαη ρσξνηαμηθά, 

ζπκπιόθσλ ησλ SNAREs, απνηεινύλ δηαδηθαζίεο πςειήο ξύζκηζεο. Σν θύηηαξν 

αληηκεησπίδεη ηελ αλάγθε ζπληνληζκνύ όισλ απηώλ ησλ γεγνλόησλ κέζσ ησλ πξσηετλώλ 

Rab θαη SNARE. 

Σα 60 θαη πιένλ κέιε ηεο νηθνγέλεηαο Rab εληνπίδνληαη ζε δηαθξηηά ελδνθπηηαξηθά 

δηακεξίζκαηα θαη, κέζσ έκκεζσλ αιιειεπηδξάζεώλ ηνπο κε ζπζηαηηθά ηνπ θαιύκκαηνο, 

πξσηεΐλεο-θηλεηήξεο θαη SNAREs (αλαιπηηθά βι.1.4.3), ιεηηνπξγνύλ σο νξγαλσηέο όισλ 

ζρεδόλ ησλ ζηαδίσλ κεκβξαληθήο κεηαθνξάο ησλ επθαξπσηηθώλ θπηηάξσλ (Stenmark, 

2009). Ο δηαθξηηόο απηόο εληνπηζκόο ηνπο ζπληειεί ζηελ εμεηδίθεπζε ηεο κεηαθνξάο, ελώ 

ν θύθινο ελεξγνπνίεζεο θαη απελεξγνπνίεζήο ηνπο (αλαιπηηθά βι.1.4.2) ζπληειεί ζηελ 

απόδνζε ηεο ξπζκηζηηθήο ηνπο δξάζεο.  

Αληίζεηα, ηα 36 κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ SNAREs, αλ θαη εκθαλίδνπλ, επίζεο, 

δηαθξηηή ελδνθπηηαξηθή θαηαλνκή, γεγνλόο πνπ πεξηνξίδεη ζεκαληηθά ηε δπλακηθή ηεο 

ζύληεμεο, έρνπλ, ηνπιάρηζηνλ in vitro, παξνπζηάζεη ηελ ηδηόηεηα λα ζρεκαηίδνπλ 

εηεξόθιεηα κεηαμύ ηνπο ζύκπινθα. Δπηπξόζζεηα, ν κεραληζκόο ζύληεμεο είλαη δηαξθώο 

ελεξγνπνηεκέλνο, κε απνηέιεζκα λα απαηηείηαη έλαο αξηζκόο πξσηετλώλ γηα ηε ξύζκηζή 

ηνπ, αλαζηνιή ή ελεξγνπνίεζή ηνπ. ε απηέο ζπγθαηαιέγνληαη νη πξσηεΐλεο Rabs θαη νη 

ηειεζηέο ηνπο (Malsam et al., 2008); (Sudhof and Rothman, 2009).  

Φαίλεηαη, ινηπόλ, ηόζν από άπνςε εμεηδίθεπζεο, όζν θαη από άπνςε απόδνζεο, ε 

εμαηξεηηθή ζεκαζία ησλ Rab πξσηετλώλ σο ζηαζκνύ ειέγρνπ ηεο θπζηηδηαθήο κεηαθνξάο. 

  

1.4 Rab GTPάζεο 
 

1.4.1 Rab GTPάζεο: Καηάηαμε-Γνκή 

Οη Rabs απνηεινύλ ηε κεγαιύηεξε νηθνγέλεηα κνλoκεξώλ κηθξώλ GTPαζώλ. 

πγθξνηνύλ, καδί κε ηηο νηθνγέλεηεο ησλ Ras, Rho/Rac, Arf θαη Ran, ηελ ππεξνηθνγέλεηα 

ησλ Ras (Colicelli, 2004). Αλαθαιύθζεθαλ ηε δεθαεηία ηνπ 1980 θαη από ηόηε ν αξηζκόο 
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ηνπο έρεη απμεζεί ζεκαληηθά. Αξηζκνύληαη παξαδνζηαθά κε βάζε ηε ζεηξά εύξεζήο ηνπο, 

Rab1, Rab2, κέρξη Rab44. Πνιιέο Rabs θαίλεηαη λα έρνπλ πξνέιζεη από δηπιαζηαζκό 

γνληδίσλ, δεδνκέλεο ηεο ύπαξμεο πνιιώλ ππννηθνγελεηώλ κε 75-95% ακηλνμηθή 

νκνηόηεηα θαη παξόκνηεο ιεηηνπξγίεο κεηαμύ ησλ κειώλ ηνπο, π.ρ. νη Rab1a, Rab1b 

ζπγθξνηνύλ ηελ ππννηθνγέλεηα Rab1. Ζ ύπαξμε ησλ παξαιόγσλ απηώλ αλεβάδεη ην 

ζπλνιηθό αξηζκό ησλ κειώλ ηεο νηθνγέλεηαο ησλ Rab, ζηα ζειαζηηθά, ζην 63 (Δηθόλα 

1.10) (Schwartz et al., 2007).  

Οξηζκέλεο από απηέο έρνπλ επξεία έθθξαζε, ελώ ζε άιιεο ε έθθξαζε ξπζκίδεηαη 

ηζηνεηδηθά ή εμειηθηηθά. Έληεθα Rabs απαληώληαη ζην ζαθραξνκύθεηα Saccharomyces 

cerevisiae θαη ν αξηζκόο απμάλεηαη αλάινγα κε ηελ πνιππινθόηεηα ηνπ νξγαληζκνύ. Απηή 

ε απμαλόκελε πνιππινθόηεηα θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εμέιημεο, αληαλαθιά ηε κεγαιύηεξε 

αλάγθε γηα θπηηαξηθή νξγάλσζε θαη ελδνθπηηάξηα κεηαθνξά ζηνπο δηαθνξεηηθνύο 

θπηηαξηθνύο ηύπνπο ησλ πνιπθύηηαξσλ νξγαληζκώλ (Pereira-Leal and Seabra, 2001). 

Ζ αλαδίπισζή ηνπο είλαη, ζε γεληθέο γξακκέο, θνηλή γηα όιεο ηηο κηθξέο GTPάζεο ηεο 

ππεξνηθνγέλεηαο ησλ Ras. Απνηεινύληαη από έμη β πηπρσηέο επηθάλεηεο, πέληε παξάιιειεο 

θαη κία αληηπαξάιιειε, πεξηζηνηρηδόκελεο από πέληε α έιηθεο. ηε δνκή απηή ππάξρνπλ 

ζπληεξεκέλεο πεξηνρέο πνπ εκπιέθνληαη ζηελ πξόζδεζε λνπθιενηηδίνπ γνπαλίλεο θαη 

ηόλησλ καγλεζίνπ, νη νπνίεο αλαθέξνληαη σο G1-G3 θαη PM1-PM3 αληίζηνηρα. Τπάξρνπλ 

επίζεο δύν πεξηνρέο, νη switch I θαη switch II, πνπ ππόθεηληαη ζεκαληηθή αιιαγή 

δηακόξθσζεο κεηά από πξόζδεζε ή πδξόιπζε GTP (Δηθόλα 1.11Α). 

Ση είλαη ινηπόλ απηό πνπ δηαθνξνπνηεί κία Rab από ηηο ππόινηπεο Ras; Όια ηα κέιε 

ησλ Ras δηαζέηνπλ ζην θαξβόμπ-ηειηθό ηνπο άθξν κνηίβν πξελπιίσζεο, ην νπνίν δηαζέηεη 

έλα θαηάινηπν θπζηεΐλεο, κε εμαίξεζε ηηο Rabs πνπ έρνπλ δύν, ζε κία από ηηο παξαθάησ 

αιιεινπρίεο: XXXCC, XXCCX, XCCXX, CCXXX ή XXCXC. Σν θξηηήξην απηό ζα 

κπνξνύζε λα είλαη δηαγλσζηηθό κηαο Rab πξσηεΐλεο, αλ δελ είραλ βξεζεί νη Rab8 θαη 

Rab13, κε κνηίβν κηαο θπζηεΐλεο. 
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Δηθόλα 1.10: Φπινγελεηηθό δέληξν ησλ κειώλ ηεο νηθνγέλεηαο ησλ Rab ζηνλ άλζξσπν 

(Fukuda, 2008). 
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ήκεξα έρνπλ αλαγλσξηζηεί πέληε πεξηνρέο, Rab family regions – RabF, πνπ είλαη 

ζπληεξεκέλεο κόλν κεηαμύ ησλ Rab πξσηετλώλ θαη ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηε δηάθξηζή 

ηνπο από ηα ππόινηπα κέιε ηεο ππεξνηθνγέλεηαο ησλ Ras. Ζ πεξηνρή RabF1 ηνπνζεηείηαη 

κέζα ζηε ιεγόκελε πεξηνρή ηνπ ηειεζηή (loop2/β2), κέζα ζηε switch I πεξηνρή. Οη 

ππόινηπεο ηέζζεξηο πεξηνρέο, RabF2 (β3),  RabF3 (loop2), RabF4 (α2/loop5) θαη RabF5 

(β4/loop6), ηνπνζεηνύληαη κέζα θαη γύξσ από ηε switch II πεξηνρή, αλάκεζα ζηηο β 

πηπρσηέο επηθάλεηεο β3 θαη β4. Δπεηδή νη RabF πεξηνρέο βξίζθνληαη γύξσ από ηηο πεξηνρέο 

switch, νη νπνίεο ππόθεηληαη αιιαγή δηακόξθσζεο θαηόπηλ πξόζδεζεο GDP ή GTP, έρεη 

πξνηαζεί γηα απηέο όηη εκπιέθνληαη ζηε πξόζδεζε γεληθώλ ξπζκηζηώλ ηεο ιεηηνπξγίαο ησλ 

Rabs. Κη απηό, γηαηί νη γεληθνί απηνί ξπζκηζηέο, όπσο νη πξσηεΐλεο RabGDI θαη REP, γηα 

ηηο νπνίεο ζα γίλεη αλαθνξά ζην επόκελν εδάθην, πξνζδέλνληαη ζηε Rab κε έλα 

λνπθιενηίδην-εμαξηώκελν ηξόπν θαη αλαγλσξίδνπλ όιεο ηηο Rabs, ρσξίο λα παξνπζηάδνπλ 

θάπνηα πεξαηηέξσ εμεηδίθεπζε έλαληη ζπγθεθξηκέλσλ ππννηθνγελεηώλ. 

Δπηπξόζζεηα, έρνπλ αλαγλσξηζηεί θαη ηέζζεξηο πεξηνρέο κε πςειό βαζκό ζπληήξεζεο 

κεηαμύ ησλ ππννηθνγελεηώλ ησλ Rabs. Πξόθεηηαη γηα ηηο Rab subfamily regions (RabSF): 

RabSF1 (β1), RabSF2 (α1/ loop2), RabSF3 (α3/ loop7) θαη RabSF4 (α5) (Δηθόλα 11Α). Οη 

RabSF1, RabSF3 θαη RabSF4, ζηελ θξπζηαιιηθή δνκή ησλ Rab27b θαη Rab3a, θαίλεηαη 

λα ζρεκαηίδνπλ κία επηθάλεηα ππεύζπλε γηα ηελ πξόζδεζε ζηνλ ηειεζηή (Slac2-a θαη 

Rabphilin3a αληίζηνηρα), ελώ ε RabSF2 θαίλεηαη λα ζρεκαηίδεη κία επηθάλεηα ζηελ 

αληίζεηε πιεπξά ηνπ κνξίνπ πνπ, πηζαλώο, δηακεζνιαβεί ηελ πξόζδεζε ζε άιινπο 

ηειεζηέο (Δηθόλα 1.11Β) (Kukimoto-Niino et al., 2008; Ostermeier and Brunger, 1999). 

Θεσξείηαη, ινηπόλ, όηη νη ηειεζηέο πξνζδέλνληαη ζηηο RabF πεξηνρέο, αλαγλσξίδνληαο ηε 

GDP ή GTP δηακόξθσζε, θαη ζηηο RabSF πεξηνρέο γηα λα πξνζδώζνπλ ηελ εηδηθόηεηα ζηε 

ιεηηνπξγία ηεο Rab. 

Ζ πεξηνρή, ηέινο, πνπ εκθαλίδεη ην κηθξόηεξν βαζκό νκνηόηεηαο (14,4% θαηά κέζν 

όξν) κεηαμύ ησλ κειώλ ηεο νηθνγέλεηαο ησλ Rabs, βξίζθεηαη ζην θαξβόμπ-ηειηθό άθξν, κε 

κήθνο 35-40 ακηλνμέσλ θαη θαιείηαη hypervariable region. Αθόκε θαη κεηαμύ ησλ κειώλ 

ησλ ππννηθνγελεηώλ, ε νκνηόηεηα ζηελ πεξηνρή απηή, δελ μεπεξλά ην 55% (Pereira-Leal 

and Seabra, 2000); (Leung et al., 2006); (Stenmark and Olkkonen, 2001). Δίρε, ινηπόλ, 

αξρηθά πξνηαζεί όηη είλαη ππεύζπλε γηα ηνλ δηαθξηηό ελδνθπηηάξην εληνπηζκό ησλ Rabs 

(Chavrier et al., 1991). 
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Δηθόλα 1.11: Γνκή ησλ Rab GTPαζώλ. (Α) ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ πεξηνρώλ 

κηαο Rab. (Β) ύγθξηζε ησλ δνκώλ ησλ ζπκπιόθσλ Rab27b/Slac2-a θαη Rab3a/rabphilin 

(Kukimoto-Niino et al., 2008).  

          

Α. 

Β. 
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1.4.2 Ζ κεραληζηηθή βάζε ηεο αλαθύθισζεο ησλ Rab πξσηετλώλ κεηαμύ 

κεκβξαληθώλ δηακεξηζκάησλ 

Οη Rab GTPάζεο ιεηηνπξγνύλ σο κνξηαθνί δηαθόπηεο, όπνπ πξνζδέλνληαο GDP 

βξίζθνληαη ζηελ αλελεξγό, ελώ πξνζδέλνληαο GTP ζηελ ελεξγό κνξθή ηνπο, ζε απηή 

δειαδή πνπ ζεσξείηαη όηη κπνξνύλ λα αιιειεπηδξάζνπλ κε ηνπο θαζνδηθνύο ηειεζηέο. Ο 

θύθινο ηνπ λνπθιενηηδίνπ είλαη άκεζα ζπλπθαζκέλνο κε ηνλ θύθιν εληνπηζκνύ ησλ Rabs 

κεηαμύ θπηηαξνπιάζκαηνο θαη κεκβξάλεο αληίζηνηρα. Γηα ηνλ κεκβξαληθό εληνπηζκό 

ηνπο, απαξαίηεηε ηξνπνπνίεζε είλαη ε πξελπιίσζε, θαζώο κεηαιιαγκέλεο Rabs, πνπ 

αδπλαηνύλ λα πξελπιησζνύλ, παξακέλνπλ θπηηαξνπιαζκαηηθέο θαη κε ιεηηνπξγηθέο. 

Ακέζσο κεηά ηε ζύλζεζή ηνπο ζηα ξηβνζώκαηα, νη Rabs αλαγλσξίδνληαη, ζηε GDP 

κνξθή ηνπο, από ηελ πξσηεΐλε ζπλνδό ησλ Rab (Rab escort protein – REP). ην ζύκπινθν 

απηό, ε Rab παξνπζηάδεηαη ζην έλδπκν geranylgeranyl κεηαθνξάζε ΗΗ (geranylgeranyl 

transferase II – GGTaseII), ην νπνίν είλαη ππεύζπλν γηα ηε κεηαθνξά δύν geranylgeranyl 

νκάδσλ (20 άλζξαθεο) ζε δύν θπζηεΐλεο ηνπ θαξβνμπ-ηειηθνύ άθξνπ ηνπ κνξίνπ. Ζ 

αλάγθε ηεο REP σο έλαλ επηπξόζζεην παξάγνληα πξελπιίσζεο είλαη ραξαθηεξηζηηθή ηεο 

νηθνγέλεηαο ησλ Rabs, θαζώο άιιεο GTPάζεο πνπ ππόθεηληαη κεηά-κεηαθξαζηηθή 

πξελπιίσζε, ηξνπνπνηνύληαη άκεζα από ην έλδπκν. Γίλεηαη, επηπιένλ, θαηαλνεηό γηαηί 

κείσζε ή απώιεηα ηεο δξαζηηθόηεηαο ηεο REP νδεγεί ζε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο θαη 

ζάλαην.  

Ζ REP πξέπεη ζηε ζπλέρεηα λα κεηαθέξεη ηελ πξελπιησκέλε Rab ζηελ θαηάιιειε 

κεκβξάλε. Ζ κεηαηόπηζε απηή θαηαιύεηαη από έλαλ παξάγνληα πνπ νλνκάδεηαη GDI 

displacement factor (GDF). Οξηζκέλνη ηέηνηνη παξάγνληεο έρνπλ ήδε αλαγλσξηζηεί, κε 

ραξαθηεξηζηηθόηεξν παξάδεηγκα ηελ πξσηεΐλε Pra1, έλαλ GDF γηα ηε Rab9. Έρεη 

απνδεηρηεί όηη ε πξσηεΐλε απηή εκθαλίδεη εηδηθόηεηα έλαληη ελδνζσκηθώλ Rabs (Rab9, 

Rab5), ζε ζρέζε κε Rabs ηνπ πξώηκνπ εθθξηηηθνύ κνλνπαηηνύ (Rab1, Rab2). 

Ζ κεκβξαληθή κεηαηόπηζε αθνινπζείηαη από αληαιιαγή ηνπ πξνζδεκέλνπ GDP κε 

GTP, δηαδηθαζία πνπ δηακεζνιαβείηαη από ηηο πξσηεΐλεο GEFs (guanine nucleotide-

exchange factors). Δθόζνλ έρνπλ βξεζεί εηδηθέο GEFs γηα νξηζκέλεο Rabs, ζεσξείηαη πσο 

νη πξσηεΐλεο απηέο ζπκβάινπλ, επίζεο, ζηελ πηζηόηεηα ηνπ εληνπηζκνύ ησλ ηειεπηαίσλ. 

Οη κέρξη ζήκεξα γλσζηέο, όκσο, GEFs είλαη πεξηθεξεηαθέο κεκβξαληθέο πξσηεΐλεο πνπ 

απαηηνύλ άιινπο παξάγνληεο γηα ηε ζηόρεπζή ηνπο. 

Ζ πδξόιπζε ηνπ GTP θαηαιύεηαη από κία  GTPase activating protein (GAP) θαη 

νδεγεί ζηε κεηάπησζε ηεο Rab ζηελ αλελεξγή κνξθή ηεο. ηε κνξθή απηή, ε Rab 
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εμάγεηαη από ηε ζέζε ηεο ζηε κεκβξάλε θαη κεηαθέξεηαη ζε λέα. Ζ δηαδηθαζία ηεο 

εμαγσγήο θαη λέαο κεηαθνξάο δηακεζνιαβείηαη από κία ηειεπηαία νκάδα πξσηετλώλ, ηηο 

GDI (GDP dissociation inhibitor), κε ηηο νπνίεο νη Rabs ζρεκαηίδνπλ ζηαζεξά 

θπηηαξνπιαζκαηηθά ζύκπινθα (Ali and Seabra, 2005; Goody et al., 2005; Seabra and 

Wasmeier, 2004; ten Klooster and Hordijk, 2007) (Δηθόλα 1.12). 

 

Δηθόλα 1.12: Ζ πξελπιίσζε ησλ Rab, ε κεηαθνξά ηνπο ζηε κεκβξάλε θαη ν θύθινο ηνπ 

λνπθιενηηδίνπ. ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε (Stenmark, 2009).  

 

Ζ θπηηαξνπιαζκαηηθή δεμακελή ησλ Rabs, ινηπόλ, βξίζθεηαη πξνζδεκέλε είηε ζηηο 

REP, είηε ζηηο GDI. Ζ δνκηθή νκνηόηεηα κεηαμύ απηώλ ησλ πξσηετλώλ ππνδειώλεη όηη ν 

ηξόπνο αιιειεπίδξαζεο κε ηηο Rabs πξέπεη λα είλαη παξόκνηνο. Γηαθέξνπλ ζην βαζκό 

ζπγγέλεηαο πνπ παξνπζηάδνπλ έλαληη πξελπιησκέλσλ θαη κε πξσηετλώλ, θαζώο επίζεο θαη 

ζην γεγνλόο όηη ε REP είλαη ππεύζπλε κόλν γηα ηε κεηαθνξά ηεο Rab ζηε κεκβξάλε, ελώ 

ε GDI θαη γηα ηελ εμαγσγή ηεο (Wu et al., 2007). 

Οη Rabs, ινηπόλ, ππόθεηληαη δηαδνρηθνύο θύθινπο κεκβξαληθήο εηζαγσγήο θαη 

εμαγσγήο. Ζ ηθαλόηεηά ηνπο λα ελαιιάζζνληαη κεηαμύ ησλ δύν απηώλ δηακνξθώζεσλ-

εληνπηζκώλ επηβάιιεη ηε ρξνληθή θαη ρσξνηαμηθή ξύζκηζε ηεο θπζηηδηαθήο κεηαθνξάο.  

 

1.4.3 Λεηηνπξγίεο ησλ Rab πξσηετλώλ  

Όπσο έρεη ήδε αλαθεξζεί, θάζε βήκα ζηε δηαδηθαζία ηεο θπζηηδηαθήο κεηαθνξάο 

απαηηεί ηελ ελεξγνπνηεκέλε Rab λα αιιειεπηδξά κε παξάγνληεο πνπ δξνπλ σο ηειεζηέο 

γηα ηε κεηαβίβαζε ηνπ ζήκαηνο από ηε Rab πξνο ηνλ κεραληζκό κεηαθνξάο. Έλαο 

κεγάινο αξηζκόο ηειεζηώλ θαη ξπζκηζηώλ έρνπλ ήδε ηαπηνπνηεζεί θαη ραξαθηεξηζηεί. 

Γεδνκέλεο ηεο δνκηθήο ζπληήξεζεο ησλ Rabs, ζα πεξίκελε θαλείο νη ηειεζηέο ηνπο λα 

κπνξνύλ, επίζεο, λα θαηεγνξηνπνηεζνύλ ζε κία νκάδα δνκηθά ζπληεξεκέλσλ πξσηετλώλ. 

Γε θαίλεηαη, όκσο, λα ζπκβαίλεη θάηη ηέηνην. Ζ δνκηθή εηεξνγέλεηα πνπ παξνπζηάδνπλ νη 

ηειεζηέο ππνδειώλεη πσο πξόθεηηαη γηα εμεηδηθεπκέλα κόξηα πνπ ηξνπνπνηνύλ ηε δξάζε 
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ηνπο αλάινγα κε ηα ηδηαίηεξα νξγαλίδηα θαη ζπζηήκαηα κεηαθνξάο. Μία πξνζπάζεηα 

θαηεγνξηνπνίεζήο ηνπο νπζηαζηηθά θαλεξώλεη θαη ηηο δηαθνξεηηθέο δηαδηθαζίεο ζηηο 

νπνίεο ζπκκεηέρνπλ νη Rabs. Οη δηαδηθαζίεο απηέο αλαθέξνληαη αλαιπηηθά ζηε ζπλέρεηα 

(Δηθόλα 1.13). 

Ο ξόινο ησλ Rab ζηνλ ζρεκαηηζκό θπζηηδίσλ είλαη αξθεηά αζαθήο, αθνύ ηα 

πεηξακαηηθά δεδνκέλα είλαη αληηθξνπόκελα. Ζ δηαινγή ηνπ θνξηίνπ ζε εμεηδηθεπκέλα 

θπζηίδηα κεηαθνξάο είλαη έλαο βαζηθόο κεραληζκόο ηεο δηαδηθαζίαο ηεο θπζηηδηαθήο 

κεηαθνξάο. Ζ δηαινγή απηή κεζνιαβείηαη από ηελ αιιειεπίδξαζε δηακεκβξαληθώλ 

πξσηετλώλ, πνπ αληηπξνζσπεύνπλ είηε ην θνξηίν είηε ηνπο ππνδνρείο ηνπ, κε 

θπηηαξνπιαζκαηηθά ζπκπιέγκαηα ησλ πξσηετλώλ ηνπ θαιύκκαηνο. Δπεηδή ηα δηάθνξα 

ηέηνηα ζπκπιέγκαηα αλαγλσξίδνπλ δηαθξηηά δνκηθά ζπζηαηηθά ησλ δηαθόξσλ θνξηίσλ, ε 

ζπλαξκνιόγεζε ηνπ θαιύκκαηνο ζεσξείηαη δηαδηθαζία εμεηδηθεπκέλε, αλάινγα κε ην 

θνξηίν. Δθηόο, όκσο, από ην θνξηίν, δηάθνξνη άιινη θαζνξηζηηθνί παξάγνληεο, όπσο ε 

κεκβξαληθή θακππιόηεηα, ε ιηπηδηαθή ζύζηαζε θαη ηα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ Rabs, 

ζπκβάιινπλ ζηε δηαζθάιηζε ηεο εηδηθήο απηήο δηαδηθαζίαο.  

Σν θαιύηεξα κειεηεκέλν παξάδεηγκα Rab πξσηεΐλεο απηήο ηεο θαηεγνξίαο αθνξά ηε 

Rab9, κία Rab ησλ όςηκσλ ελδνζσκάησλ πνπ έρεη βξεζεί λα δηεπθνιύλεη ηε δηαινγή ηνπ 

ππνδνρέα ηεο 6-θσζθνξηθήο-καλλόδεο (mannose-6-phosphate receptor, M6PRs) ζε 

θπζηίδηα αλαθύθισζεο από ηα όςηκα ελδνζώκαηα ζην TGN (Carroll et al., 2001).  

Δθηόο, όκσο, από ηνλ πηζαλό ηνπο ξόιν ζην ζρεκαηηζκό ησλ θπζηηδίσλ, νη Rabs 

θαίλεηαη, επίζεο, λα ζπκκεηέρνπλ θαη ζηελ απώιεηα ηνπ θαιύκκαηνο ησλ θπζηηδίσλ, κία 

δηαδηθαζία απαξαίηεηε πξηλ ηε ζύληεμε απηώλ. Έλα θαιά ραξαθηεξηζκέλν παξάδεηγκα 

απηήο ηεο θαηεγνξίαο απνηειεί ε Rab5, πνπ θαίλεηαη λα ελνξρεζηξώλεη ηελ απώιεηα ηεο 

πξσηεΐλεο-πξνζαξκνζηή AP2 από ηα πξώηκα ελδνζώκαηα (Semerdjieva et al., 2008). 

Ζ θαηεύζπλζε ηεο θπζηηδηαθήο κεηαθνξάο κεζνιαβείηαη, ελ κέξεη, από ηα ηλίδηα 

αθηίλεο θαη ηνπο κηθξνζσιελίζθνπο, πνπ είλαη ππεύζπλνη γηα ηελ ηνπηθή θαη κεγάινπ 

κήθνπο κεηαθνξά ησλ θπζηηδίσλ, αληίζηνηρα. Ζ θηλεηήξηνο δύλακε γηα ηελ 

θαηεπζπλόκελε κεηαθίλεζε ησλ θπζηηδίσλ, θαηά κήθνο ησλ κηθξνζσιελίζθσλ θαη ησλ 

ηληδίσλ αθηίλεο, παξέρεηαη από κία νκάδα πξσηετλώλ, πνπ θαινύληαη πξσηεΐλεο-θηλεηήξεο 

(motor proteins) θαη, επνκέλσο, ε πξόζδεζε απηώλ ζηα θπζηίδηα απαηηεί απζηεξή 

ξύζκηζε, νύησο ώζηε λα επηηεπρζεί ε νξζή ξνή ηνπ θνξηίνπ. 
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Δηθόλα 1.13: ρεκαηηθή παξάζηαζε ησλ ιεηηνπξγηώλ ησλ Rabs ζηελ 

θπζηηδηαθή κεηαθνξά. (a) Δλεξγνπνίεζε ελόο ππνδνρέα δηαινγήο από κία Rab, ζηελ 

ελεξγό κνξθή ηεο, ζε έλα λενζρεκαηηδόκελν θπζηίδην. (b) Ζ αιιειεπίδξαζε ησλ Rabs κε 

θηλάζεο θαη θσζθαηάζεο θσζθντλνζηηηδίσλ αιιάδεη ηε ζύζηαζε ζε θσζθντλνζηηίδηα ηνπ 

κεηαθεξόκελνπ θπζηηδίνπ, κε απνηέιεζκα ηελ απνκάθξπλζε ησλ πξσηετλώλ ηνπ 

θαιύκκαηνο πνπ αιιειεπηδξνύλ κε απηά. (c) Οη Rab GTPάζεο κεζνιαβνύλ ηε κεηαθνξά 

ησλ θπζηηδίσλ θαηά κήθνο ησλ κηθξνζσιελίζθσλ θαη ησλ ηληδίσλ αθηίλεο 

αιιειεπηδξώληαο κε πξσηεΐλεο-θηλεηήξεο. (d) Οη Rabs κεζνιαβνύλ, επίζεο, ηνλ 

ειιηκεληζκό ηνπ θπζηηδίνπ ζηε κεκβξάλε-ζηόρν, κέζσ αιιειεπίδξαζήο ηνπο κε 

παξάγνληεο ειιηκεληζκνύ. Απηνί, κε ηε ζεηξά ηνπο, κπνξεί λα αιιειεπηδξνύλ κε ηηο 

SNAREs θαη ηνπο ξπζκηζηέο απηώλ, επάγνληαο ηε κεκβξαληθή ζύληεμε. (e) Με ηελ 

νινθιήξσζε ηεο κεκβξαληθήο ζύληεμεο θαη έθθξηζεο, ε Rab κεηαηξέπεηαη ζηελ αλελεξγό 

κνξθή ηεο θαη, ζε ζύκπινθν κε ηε GDI, κεηαθέξεηαη ζηε κεκβξάλε-δόηε, όπνπ ε 

ελεξγνπνίεζή ηεο νδεγεί ζε λέν θύθιν κεηαθνξάο (Stenmark, 2009). 
 

Οη Rabs, είηε άκεζα είηε έκκεζα, κέζσ ησλ ηειεζηώλ ηνπο, θαίλεηαη λα ξπζκίδνπλ θαη 

απηή ηε δηαδηθαζία. Υαξαθηεξηζηηθό παξάδεηγκα απνηεινύλ νη Rab27 θαη Rab11 πνπ, 

κέζσ νξηζκέλσλ ηειεζηώλ ηνπο, δηακεζνιαβνύλ ηε ζύλδεζε ησλ θπζηηδίσλ, ζηα νπνία 

βξίζθνληαη, κε ηηο πξσηεΐλεο-θηλεηήξεο myosin Va  θαη myosin Vb (πξσηεΐλεο-θηλεηήξεο 

ησλ ηληδίσλ αθηίλεο) αληίζηνηρα (Hales et al., 2002; Wu et al., 2002). Παξαδείγκαηα Rab 
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GTPαζώλ ππεύζπλσλ γηα ηε δηακεζνιάβεζε ηεο ζύλδεζεο ησλ θπζηηδίσλ κε πξσηεΐλεο-

θηλεηήξεο ησλ κηθξνζσιελίζθσλ (kinesin, dynein) έρνπλ, επίζεο, αλαθεξζεί. Οη θηλεζίλεο 

κπνξεί λα απνηεινύλ ηειεζηέο ησλ Rab (π.ρ. ε rabkinesin 6, πνπ ξπζκίδεη ηελ 

θπηηνθίλεζε, απνηειεί ηειεζηή ηεο Rab6) (Echard et al., 1998; Fontijn et al., 2001) ή λα 

ξπζκίδνληαη έκκεζα από Rab GTPάζεο. Υαξαθηεξηζηηθό παξάδεηγκα ηεο δεύηεξεο 

θαηεγνξίαο απνηειεί ε θηλεζίλε KIF16b πνπ εληνπίδεηαη ζηηο ελδνζσκηθέο κεκβξάλεο, 

όπνπ αιιειεπηδξά κε ην θσζθντλνζηηίδην PI3P, ε ζύλζεζε ηνπ νπνίνπ ειέγρεηαη από ηε 

Rab5 (Hoepfner et al., 2005).      

Μία από ηηο θαιύηεξα κειεηεκέλεο δηαδηθαζίεο πνπ ειέγρνπλ νη Rabs είλαη ν 

ειιηκεληζκόο ηνπ θπζηηδίνπ ζηε κεκβξάλε-ζηόρν. Έλαο κεγάινο αξηζκόο πξσηετλώλ, 

αιιά θαη πξσηετληθώλ ζπκπιόθσλ, θαίλεηαη λα παίδεη ην ξόιν ηνπ παξάγνληα 

ειιηκεληζκνύ. Ο εθνδηαζκόο ηεο κεκβξάλεο κε ηε Rab θαη ηνλ παξάγνληα απηό κπνξεί λα 

είλαη ζπκκεηξηθόο ή κε, κεηαμύ ηεο κεκβξάλεο δόηε θαη δέθηε. Έηζη, ε Rab κπνξεί λα 

βξίζθεηαη ζηε κία κεκβξάλε θαη, κέζσ ηνπ παξάγνληα ειιηκεληζκνύ, λα αιιειεπηδξά κε 

κία κεκβξαληθή πξσηεΐλε ή ιηπίδην ηεο άιιεο κεκβξάλεο ή, ελαιιαθηηθά, κπνξεί λα 

βξίζθεηαη θαη ζηηο δύν κεκβξάλεο, νπόηε ν παξάγνληαο απηόο λα απνηειεί ηε γέθπξα 

κεηαμύ ησλ δύν δηακεξηζκάησλ (Zerial and McBride, 2001). Οη παξάγνληεο ειιηκεληζκνύ 

είλαη θπξίσο θπηηαξνπιαζκαηηθέο πξσηεΐλεο, πνπ αλαθηώληαη από ηηο ελεξγνπνηεκέλεο 

Rabs, κε εμαίξεζε νξηζκέλνπο ηέηνηνπο παξάγνληεο ηεο ζπζθεπήο Golgi, νη νπνίνη 

απνηεινύλ βαζηθά ζπζηαηηθά ηεο (Moyer et al., 2001). Μέζσ απηώλ ησλ παξαγόλησλ, ε 

Rab ζπλδέεη ην θπζηίδην, ζην νπνίν βξίζθεηαη, κε πξσηεΐλεο SNARE θαη θσζθνιηπίδηα 

ηεο κεκβξάλεο.   

Σέινο, κέζσ ηνπ ξόινπ ηνπο ζηελ θπζηηδηαθή κεηαθνξά, νη Rabs έρνπλ βξεζεί λα 

ειέγρνπλ ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα, θαζώο ππάξρεη κία ζηελή ζπζρέηηζε κεηαμύ 

θπζηηδηαθήο κεηαθνξάο θαη ζεκαηνδόηεζεο, δηακεζνιαβνύκελεο από ππνδνρείο. Ζ 

ελεξγνπνίεζε, δειαδή, αξθεηώλ ππνδνρέσλ νξκνλώλ θαη απμεηηθώλ παξαγόλησλ νδεγεί 

ζηε κεηαθίλεζε απηώλ ζηα ελδνζώκαηα, ελώ νξηζκέλα ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα απαηηνύλ 

κεηαηόπηζε ησλ ππνδνρέσλ από ηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε ζηα ελδνζώκαηα. 

Έηζη, νη Rabs έρνπλ, επίζεο, εκπιαθεί ζηελ έθθξαζε γνληδίσλ, ηελ θπηηαξηθή αύμεζε 

θαη δηαθνξνπνίεζε. 

Ο θεληξηθόο, ινηπόλ, ξόινο ησλ Rab πξσηετλώλ ζηελ θπζηηδηαθή κεηαθνξά θαη ηε 

κεηαγσγή ηνπ ζήκαηνο εξκελεύεη ηε ζπζρέηηζε ηεο δπζιεηηνπξγίαο ηνπο (ηόζν απηώλ όζν 



 

 

  
     32 

 
  

θαη ησλ ξπζκηζηώλ ή ηειεζηώλ ηνπο) κε δηάθνξεο αζζέλεηεο, θπξίσο ινηκηθέο, 

λεπξνινγηθέο θαη ελδνθξηλνινγηθέο, θαζώο επίζεο θαη κε δηάθνξεο κνξθέο θαξθίλνπ.  

 

1.4.4 Οη Rabs σο νξηζηέο ηεο ηαπηόηεηαο ησλ δηαθόξσλ κεκβξαληθώλ δηακεξηζκάησλ 

Έλα βαζηθό θαη αθόκα αλαπάληεην εξώηεκα ηεο Κπηηαξηθήο Βηνινγίαο είλαη πώο ηα 

θύηηαξα εγθαζηδξύνπλ δηαθξηηά κεκβξαληθά δηακεξίζκαηα. Σα επθαξπσηηθά θύηηαξα 

πεξηέρνπλ πιεζώξα δηακεξηζκάησλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ηνπ ελδνπιαζκαηηθνύ 

δηθηύνπ, ηεο ζπζθεπήο Golgi, ησλ πξώηκσλ θαη όςηκσλ ελδνζσκάησλ, ιπζνζσκάησλ θαη 

κηηνρνλδξίσλ. Καζέλα από απηά δηαζέηεη δηαθξηηέο νκάδεο ελδύκσλ θαη έρεη μερσξηζηή 

ιηπηδηαθή ζύζηαζε.  

Δηδηθέο αιιεινπρίεο ζηόρεπζεο είλαη ππεύζπλεο γηα ηε κεηαθνξά πξσηετλώλ ζην 

ελδνπιαζκαηηθό δίθηπν. Οη ιεηηνπξγηθέο ππνκνλάδεο ηνπ είλαη πηζαλώο απνηέιεζκα 

πξσηετληθώλ αιιειεπηδξάζεσλ. Οη αληίζηνηρεο ηεο ζπζθεπήο Golgi δηαθξίλνληαη από ηηο 

νκάδεο ελδύκσλ πνπ πεξηέρνπλ. ηελ πεξίπησζε ησλ ελδνζσκάησλ όκσο ηα πξάγκαηα δελ 

είλαη ηόζν ζαθή. Σα δηακεξίζκαηα απηά σξηκάδνπλ απμάλνληαο ηελ νμύηεηά ηνπο, αιιά ηα 

όξηα ζηα ελδηάκεζα ζηάδηα απηήο ηεο δηαδηθαζίαο δελ είλαη ζαθώο θαζνξηζκέλα. 

Ζ εύξεζε όηη ηα δηαθνξεηηθά δηακεξίζκαηα ησλ εμσθπηηαξηθώλ θαη ελδνθπηηαξηθώλ 

κνλνπαηηώλ έρνπλ δηαθξηηέο Rabs ζηελ επηθάλεηά ηνπο, δεκηνύξγεζε ηε ζεσξία όηη κπνξεί 

λα είλαη απηέο πνπ νξίδνπλ ηελ ηαπηόηεηα ησλ δηακεξηζκάησλ. Γηα παξάδεηγκα, ε Rab1 

βξίζθεηαη ζην ελδνπιαζκαηηθό δίθηπν, ε Rab6 ζηε ζπζθεπή Golgi, ε Rab5 ζηα πξώηκα 

ελδνζώκαηα θαη ε Rab7 ζηα όςηκα (Δηθόλα 1.14). 

Ζ άπνςε απηή είλαη κεξηθώο νξζή. Οη Rabs, έρνληαο ηελ ηθαλόηεηα λα αιιειεπηδξνύλ 

κε δηάθνξνπο ηειεζηέο, ζπγθεληξώλνπλ ελζσκαησκέλεο θαη πεξηθεξεηαθέο κεκβξαληθέο 

πξσηεΐλεο ζε εηδηθέο πεξηνρέο ελόο νξγαληδίνπ, ζρεκαηίδνληαο έηζη έλα ηθξίσκα. 

Τπνδηακεξηζκαηνπνηνύλ, κε ηνλ ηξόπν απηό, ηε κεκβξάλε ηνπ νξγαληδίνπ θαη 

θαηεπζύλνπλ ην θνξηίν ζηνπο δηαθνξεηηθνύο πξννξηζκνύο ηνπ. Δπηπιένλ, κέζσ ξύζκηζεο 

δηαδνρηθώλ αληηδξάζεσλ θσζθνξπιίσζεο θαη απνθσζθνξπιίσζεο θσζθντλνζηηηδίσλ, νη 

GTPάζεο απηέο θαζνξίδνπλ απόιπηα ηε ζύζηαζε ζε θσζθντλνζηηίδηα ζε πεξηνξηζκέλεο 

κεκβξαληθέο πεξηνρέο (Zerial and McBride, 2001).    

Ζ εηθόλα απηή γίλεηαη αθόκε πην πνιύπινθε αλ πξνζζέζνπκε ην γεγνλόο πσο πνιιέο 

δηαθνξεηηθέο Rabs έρεη βξεζεί λα εληνπίδνληαη ζε έλα νξγαλίδην θαη, κάιηζηα, λα 

θαηαιακβάλνπλ ζε απηό δηαθξηηέο κεκβξαληθέο ππνπεξηνρέο (Sonnichsen et al., 2000). 
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Δηθόλα 1.14: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ ελδνθπηηαξηθνύ εληνπηζκνύ ησλ 

Rab ζε έλα επηζειηαθό θύηηαξν. Ζ RAB1 εληνπίδεηαη ζην ελδνπιαζκαηηθό δίθηπν 

(ER) θαη κεζνιαβεί ηελ θπζηηδηαθή κεηαθνξά κεηαμύ ER–Golgi, ελώ ε RAB2 πνπ 

εληνπίδεηαη ζην ER–Golgi ελδηάκεζν δηακέξηζκα (ER-Golgi intermediate compartment, 

ERGIC) ξπζκίδεη ηελ Golgi–ER κεηαθνξά. Οη Rabs πνπ εληνπίδνληαη ζην Golgi είλαη νη 

RAB6, RAB33 θαη RAB40 θαη κεζνιαβνύλ ηε κεηαθνξά κεηαμύ ησλ θπζηηδίσλ ηνπ 

Golgi. Οη RAB33 θαη RAB24 ξπζκίδνπλ, επίζεο, ην ζρεκαηηζκό απηό-θαγνζσκάησλ. Ζ 

RAB8 ξπζκίδεη ηελ ηδηνζηαηηθή κεηαθνξά από ην δίθηπν trans-Golgi (TGN) ζηελ 

θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε, ελώ ζπκκεηέρεη, επίζεο, ζηε κεηαηόπηζε ησλ θπζηηδίσλ 

ηνπ κεηαθνξέα GLUT4 (καδί κε ηηο RAB10 θαη RAB14). Οη RAB3, RAB26, RAB27 θαη 

RAB37 ξπζκίδνπλ δηάθνξεο κνξθέο ξπζκηδόκελεο έθθξηζεο, ελώ ε RAB27 είλαη, επίζεο, 

ππεύζπλε γηα ηε κεηαηόπηζε ησλ κειαλνζσκάησλ ζηελ πεξηθέξεηα ηνπ θπηηάξνπ. Οη 

RAB32 and RAB38 ζπκκεηέρνπλ ζηε βηνγέλεζε ησλ κειαλνζσκάησλ, ελώ ε RAB32 

ξπζκίδεη θαη ηε κηηνρνλδξηαθή ζράζε. Ζ RAB13 ξπζκίδεη ηε ζπγθξόηεζε ησλ ππθλώλ 

ζπλδέζεσλ κεηαμύ ησλ επηζειηαθώλ θπηηάξσλ, ελώ ε RAB18 ξπζκίδεη ην ζρεκαηηζκό 

ζηαγνληδίσλ ιίπνπο. Ζ RAB22 κεζνιαβεί ηε κεηαθνξά κεηαμύ ηνπ TGN θαη ησλ πξώηκσλ 

ελδνζσκάησλ θαη αληίζηξνθα, ελώ ε RAB5, πνπ εληνπίδεηαη ζηα πξώηκα ελδνζώκαηα, ηα 

θαγνζώκαηα, ηα θαβενζώκαηα θαη ηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε, ξπζκίδεη ηελ 

ελδνθπηηάξσζε, ηε ζύληεμε ελδνζσκάησλ κε θπζηίδηα θαιπκκέλα από θιαζξίλε 
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(clathrin-coated vesicles, CCVs), ηε καθξνπηλνθπηηάξσζε (καδί κε ηε RAB34) θαη ηελ 

σξίκαλζε ησλ πξώηκσλ θαγνζσκάησλ (καδί κε ηηο RAB14 θαη RAB22). Ζ RAB21 

ξπζκίδεη ηελ ελδνθπηηάξσζε ηληεγθξηλώλ. Οη RAB11 θαη RAB35 κεζνιαβνύλ ηελ 

αλαθύθισζε από ηα ελδνζώκαηα αλαθύθισζεο ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε, ελώ 

ε RAB4 κεζνιαβεί ηελ άκεζε αλαθύθισζε από ηα πξώηκα ελδνζώκαηα ζηελ 

θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε. Ζ RAB15 ζπκκεηέρεη ζηε κεηαθνξά από ηα πξώηκα ζηα 

ελδνζώκαηα αλαθύθισζεο θαη ζηε κεηαθνξά ελδνζσκάησλ αλαθύθισζεο από ηελ 

θνξπθαία ζηε βαζενπιεπξηθή κεκβξάλε. Οη RAB17 θαη RAB25 ξπζκίδνπλ ηε κεηαθνξά 

ησλ ελδνζσκάησλ αλαθύθισζεο ζηελ θνξπθαία κεκβξάλε. Ζ RAB7 ξπζκίδεη ηελ 

σξίκαλζε ησλ όςηκσλ ελδνζσκάησλ θαη θαγνζσκάησλ θαη ηε ζύληεμή ηνπο κε ηα 

ιπζνζώκαηα, ελώ ε άιιε Rab ησλ όςηκσλ ελδνζσκάησλ, ε RAB9, ξπζκίδεη ηε κεηαθνξά 

από ηα όςηκα ελδνζώκαηα  ζην TGN (Stenmark, 2009). 

 

Με πνην κεραληζκό, ινηπόλ, επηηπγράλεηαη ε ζσζηή ζηόρεπζε ησλ θαηάιιεισλ Rabs 

ζηα δηάθνξα κεκβξαληθά δηακεξίζκαηα; Ση είλαη απηό πνπ θάλεη ηε Rab5 λα πεγαίλεη ζηα 

πξώηκα ελδνζώκαηα θαη ηε Rab27 ζηα εθθξηηηθά θπζηίδηα; Αθόκα παξαπέξα, γηαηί πνιιέο 

Rabs, θαη ζπλήζσο κε πςειά πνζνζηά ακηλνμηθήο νκνηόηεηαο κεηαμύ ηνπο, εληνπίδνληαη 

ζην ίδην κεκβξαληθό δηακέξηζκα; Πώο ελνξρεζηξώλεηαη ε ζηόρεπζε όισλ απηώλ; 

Αλαθνξηθά κε ηελ νξζή ζηόρεπζε ησλ Rabs ζηα δηάθνξα κεκβξαληθά δηακεξίζκαηα, ν 

ξόινο ηεο hypervariable πεξηνρήο ηνπο, ήηαλ ν πξώηνο πνπ κειεηήζεθε (Chavrier et al., 

1991; Stenmark et al., 1994) θαη απνξξίθζεθε. Αιιάδνληαο δειαδή ηε hypervariable 

πεξηνρή ηεο Rab5 κε ηελ αληίζηνηρε ηεο Rab27, ε πξσηεΐλε δελ πήγαηλε ζε εθθξηηηθά 

θπζηίδηα, αιιά ζηηο κεκβξάλεο ηνπ ελδνπιαζκαηηθνύ δηθηύνπ (Ali et al., 2004). ηε 

ζπλέρεηα, πξνηάζεθε πσο κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ πξσηετλώλ Pra/Yip, πνπ έρνπλ 

δξαζηηθόηεηα GDF, παίδνπλ, πηζαλώο, ξόιν ζηελ εμεηδηθεπκέλε ζηόρεπζε, εθόζνλ έλα, 

ηνπιάρηζηνλ, κέινο ηνπο έρεη βξεζεί λα είλαη ππεύζπλν γηα ηνλ εηδηθό εληνπηζκό 

νξηζκέλσλ ελδνζσκηθώλ Rabs (Sivars et al., 2003). Αλ άιιεο πξσηεΐλεο ηεο νηθνγέλεηαο 

απηήο είλαη ππεύζπλεο γηα ηνλ εληνπηζκό ησλ εθθξηηηθώλ Rabs ή απηώλ ηεο ζπζθεπήο 

Golgi παξακέλεη άγλσζην. 

Όζνλ αθνξά ηε ζεκαζία ηεο ύπαξμεο δηαθνξεηηθώλ Rabs ζην ίδην κεκβξαληθό 

δηακέξηζκα, είλαη πηζαλό απηέο λα αληηπξνζσπεύνπλ ηνπο δηαθνξεηηθνύο ζηόρνπο πνπ 

κπνξεί απηό λα έρεη. Μία άπνςε πνπ έρεη, επίζεο, αξρίζεη λα δηακνξθώλεηαη ηα ηειεπηαία 

ρξόληα είλαη όηη ε ύπαξμε ζηελά ζπγγεληθώλ Rabs ζηα ίδηα νξγαλίδηα θαη ε ηθαλόηεηά ηνπο 

λα αιιειεπηδξνύλ κε θάπνηνπο θνηλνύο ηειεζηέο απνηειεί κεραληζκό εθεδξείαο ηνπ 

θπηηάξνπ, νύησο ώζηε ζε πεξίπησζε απώιεηαο ηεο κηαο λα δηαζθαιίδεηαη ε νινθιήξσζε 

ηεο κεηαθνξάο. Δλαιιαθηηθά, απηνί νη θνηλνί ηειεζηέο κπνξεί λα ξπζκίδνπλ δηαθνξεηηθά 
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βήκαηα κηαο δηαδηθαζίαο κεηαθνξάο, κε ηε δηαδνρηθή πξόζδεζή ηνπο ζε δηαθνξεηηθέο 

Rabs (Fukuda, 2008). 

Γηα ηελ ελνξρεζηξσκέλε ζηόρεπζε, ηέινο, ησλ δηαθνξεηηθώλ απηώλ Rabs ζην ίδην 

νξγαλίδην, έρνπλ πξνηαζεί δύν πνιύ ελδηαθέξνληα κνληέια. Σν πξώην πξνηείλεη πσο κία 

Rab κπνξεί λα ξπζκίδεη ηελ ελεξγνπνίεζε κηαο άιιεο, πνπ δξα θαζνδηθά ζην κνλνπάηη 

κεηαθνξάο, ζηξαηνινγώληαο ηε GEF ηεο. Σν δεύηεξν πξνζζέηεη ζηνλ πξνεγνύκελν 

κεραληζκό πσο ε δεπηεξνγελώο ελεξγνπνηεκέλε Rab κπνξεί λα ζηξαηνινγεί έλα 

ζύκπιεγκα ηειεζηώλ πνπ λα πεξηιακβάλεη κία GAP γηα ηελ πξώηε Rab (Δηθόλα 1.15). Ο 

κεραληζκόο απηόο έρεη πξνηαζεί ζηελ πεξίπησζε κεηαηξνπήο ησλ πξώηκσλ, Rab5-ζεηηθώλ, 

ελδνζσκάησλ ζε Rab7-ζεηηθά όςηκα ελδνζώκαηα (Stenmark, 2009). 

Οπζηαζηηθά, ινηπόλ, θαλέλα από ηα παξαπάλσ εξσηήκαηα δελ έρεη πιήξσο απαληεζεί. 

Αλ ιάβεη θαλείο ππόςε όηη ππάξρνπλ πεξηζζόηεξεο από 60 δηαθνξεηηθέο Rabs ζηνλ 

άλζξσπν, θάζε κία κε νξηζκέλνπο εμεηδηθεπκέλνπο θαη κε νξηζκέλνπο θνηλνύο ξπζκηζηέο 

θαη ηειεζηέο, γίλεηαη θαλεξό πσο ε θαηαλόεζε ηνπ, δηακεζνιαβνύκελνπ από ηηο Rabs, 

κεραληζκνύ θπζηηδηαθήο κεηαθίλεζεο, ζε επίπεδν ζπζηήκαηνο, ζα ρξεηαζηεί πνιύ κεγάιε 

πξνζπάζεηα.  

A. B.A. B.

 

Δηθόλα 1.15: Πηζαλά κνληέια ελνξρεζηξσκέλεο ζηόρεπζεο δηαθνξεηηθώλ 

Rabs ζην ίδην νξγαλίδην. (Α) Ζ ζπκκεηνρή κηαο GEF ηεο δεύηεξεο Rab ζην ζύκπινθν 

ησλ ηειεζηώλ ηεο πξώηεο Rab νδεγεί ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο δεύηεξεο. (Β) Ζ ζπκκεηνρή 

ζην ζύκπινθν ησλ ηειεζηώλ ηεο δεύηεξεο Rab κηαο GAP γηα ηελ πξώηε Rab νδεγεί ηελ 

πξώηε ζηελ απελεξγνπνίεζή ηεο (Stenmark, 2009). 

 

1.5 Rabs ησλ εθθξηηηθώλ θπζηηδίσλ 

Ζ θαιύηεξα κειεηεκέλε Rab ησλ εθθξηηηθώλ θπζηηδίσλ είλαη ε Rab3 (κε ηέζζεξα 

παξάινγα, Rab3A/B/C/D). Ο αξηζκόο ησλ αλαθνξώλ ζρεηηθά κε ηνλ εληνπηζκό ησλ κειώλ 

ηεο ππννηθνγέλεηαο Rab3 θαη ηνλ ξόιν πνπ δηαδξακαηίδνπλ ζηε ξπζκηδόκελε έθθξηζε 

είλαη πνιύ κεγάινο. Απώιεηα ησλ ηξηώλ από ηα ηέζζεξα παξάινγα, όκσο, έρεη σο 

απνηέιεζκα κείσζε ηεο έθθξηζεο ηνπ λεπξνδηαβηβαζηή κόλν θαηά έλα πνζνζηό ηεο ηάμεο 
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ηνπ 30% (Schluter et al., 2004). Πνηεο είλαη ινηπόλ νη επηπιένλ Rabs πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε 

δηαδηθαζία ηεο έθθξηζεο;  

Ζ δεύηεξε Rab, πνπ κειεηήζεθε δηεμνδηθά, ήηαλ ε Rab27 (κε δύν παξάινγα, 

Rab27A/B), ελώ νη Rab26 θαη Rab37 έρνπλ επίζεο βξεζεί λα εληνπίδνληαη απνθιεηζηηθά 

ζε εθθξηηηθά θπζηίδηα. Οη ηέζζεξηο απηέο  Rabs ζπγθξνηνύλ έλα κηθξό θιάδν ζην 

θπινγελεηηθό δέληξν θαη αλαθέξνληαη σο εθθξηηηθέο Rabs (Fukuda, 2008). Σα κέιε ησλ 

ππννηθνγελεηώλ Rab3 θαη Rab27 έρνπλ εληνπηζηεί ζε εθθξηηηθά θπζηίδηα λεπξηθώλ, 

ελδνθξηλώλ, εμσθξηλώλ θαη θπηηάξσλ ηνπ αλνζνπνηεηηθνύ. Αλ θαη ε ππεξέθθξαζή ηνπο 

έρεη δεηρηεί λα έρεη άιινηε αλαζηαιηηθό θαη άιινηε ζεηηθό ξόιν ζηε ξπζκηδόκελε έθθξηζε, 

ηα in vivo κνληέια κε απαινηθέο απηώλ ησλ γνληδίσλ παξνπζηάδνπλ ζαθή ειαηηώκαηα 

ζηελ έθθξηζε (Menasche et al., 2000; Schluter et al., 2004). Όζνλ αθνξά ηηο  Rab26 θαη 

Rab37, απηέο εληνπίδνληαη ζε εθθξηηηθά θπζηίδηα ζε εμεηδηθεπκέλνπο θπηηαξηθνύο ηύπνπο, 

ελώ ν ξόινο ηνπο ζηελ έθθξηζε παξακέλεη άγλσζηνο (Masuda et al., 2000; Nashida et al., 

2006). 

Δθηόο δε από ηηο θιαζηθέο εθθξηηηθέο Rabs, έλαο αθόκε αξηζκόο από άιιεο Rabs, νη 

νπνίεο έρνπλ μεθάζαξν ξόιν ζε δηακεξίζκαηα αλεμάξηεηα ηεο έθθξηζεο (π.ρ. 

ελδνζώκαηα), έρνπλ, επίζεο, εκπιαθεί ζηε δηαδηθαζία ηεο ξπζκηδόκελεο έθθξηζεο. Ζ 

Rab4, γηα παξάδεηγκα, πνπ έρεη ζαθή ξόιν ζηα πξώηκα ελδνζώκαηα, έρεη, επίζεο, δεηρζεί 

λα ζπκκεηέρεη ζηελ έθθξηζε ησλ α-θνθθίσλ ησλ αηκνπεηαιίσλ (Shirakawa et al., 2000). 

Απηέο νη Rabs (ζπγθεληξσηηθά αλαθέξνληαη ζηνλ Πίλαθα 1.2), δελ απνηεινύλ γεληθνύο 

ξπζκηζηέο ηεο εθθξηηηθήο δηαδηθαζίαο, αιιά έρνπλ ζρεηηζηεί κε εμεηδηθεπκέλεο κνξθέο 

έθθξηζεο. 

Rab πκκεηνρή ζε έθθξηζε 

 
Rab2 

 

 
Rab 4 
 

 

 

 
Rab 8 
 

 
Rab 10 
 

 

 
Τπεξέθθξαζή ηεο νδεγεί ζε 

κεησκέλε έθθξηζε ηλζνπιίλεο. 
 
Έθθξηζε α-θνθθίσλ ησλ 

αηκνπεηαιίσλ, έθθξηζε ακπιάζεο 

από ηα παγθξεαηηθά βνηξπνεηδή 

θύηηαξα. 
 
Απειεπζέξσζε αθεηπινρνιίλεο από 

ηα AtT-20 θύηηαξα. 
 
Ρπζκίδεη ηε κεηαηόπηζε ηνπ 

κεηαθνξέα GLUT4 ζηελ 

θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε. 
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Rab 11 
 

 

 
Rab 18 
 

 

Απειεπζέξσζε λεπξνδηαβηβαζηή 

από λεπξώλεο, έθθξηζεο νξκόλεο 

από ηα PC12 θύηηαξα. 
 
Αλαζηέιιεη ηελ έθθξηζε 

λεπξνελδνθξηλώλ θπηηάξσλ. 

 

Πίλαθαο 1.2: Rab GTPάζεο κε θύξην ξόιν δηαθνξεηηθό ηεο έθθξηζεο, αιιά πνπ έρνπλ 

αλαθεξζεί λα εκπιέθνληαη ζε εμεηδηθεπκέλεο κνξθέο έθθξηζεο. 

 

Πξνθεηκέλνπ, ηέινο, λα βξεζεί ην πιήξεο εύξνο ησλ Rab GTPαζώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε 

ηελ έθθξηζε, πξαγκαηνπνηήζεθαλ κειέηεο πξσηενκηθήο αξθεηώλ εθθξηηηθώλ θπζηηδίσλ, 

πνπ θαλέξσζαλ έλα πνιύ κεγάιν αξηζκό Rabs ζε απηά (25 ζε λεπξηθά εθθξηηηθά θπζηίδηα, 

16 ζηα εθθξηηηθά ιπζνζώκαηα ησλ ΝΚ θπηηάξσλ-natural killer cells, 11 ζηα εθθξηηηθά 

θπζηίδηα ησλ β παγθξεαηηθώλ θπηηάξσλ) (Brunner et al., 2007; Casey et al., 2007; 

Takamori et al., 2006) (βιέπε Πίλαθα 1.3). Ο ξόινο, όκσο, απηνύ ηνπ εληνπηζκνύ, γηα ηηο 

πεξηζζόηεξεο από απηέο, παξακέλεη αζαθήο. Αλ θαη λεόηεξεο κειέηεο πνπ ζπλδπάδνπλ 

αλνζναλαιπηηθέο κεζόδνπο κε κηθξνζθνπία θζνξηζκνύ έρνπλ κεηώζεη ηνλ αξηζκό ησλ 

Rabs ζε 7 ζηα λεπξηθά εθθξηηηθά θπζηίδηα (Pavlos et al., 2010) θαη 4 ζηα ππθλά θνθθία 

ησλ λεπξνελδνθξηλώλ θπηηάξσλ PC12 (Tsuboi and Fukuda, 2006), είλαη πιένλ ζαθέο πσο 

ε ξύζκηζε ηεο έθθξηζεο ησλ εμεηδηθεπκέλσλ θπζηηδίσλ είλαη ππόζεζε αξθεηώλ Rabs. 

Δθθξηηηθά 

νξγαλίδηα 
Rabs πνπ εληνπίδνληαη ζε απηά 

Δθθξηηηθά θπζηίδηα 

λεπξηθώλ θπηηάξσλ 
 

 
Επκνγόλα θνθθία 

παγθξεαηηθώλ 

θπηηάξσλ 

 
Κνθθία ηλζνπιίλεο 

παγθξεαηηθώλ 

θπηηάξσλ 

 
Λπηηθά θνθθία 

θπηηάξσλ θπζηθώλ 

θνλέσλ 

 
Ππθλά θνθθία 

λεπξνελδνθξηλώλ 

PC12 θπηηάξσλ 
 

Rab1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 

14, 15, 16, 18, 21, 24, 25, 26, 27, 30, 

31, 33, 35 
 
Rab1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 

18, 26, 27, 35 

 

 
Rab1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 12, 14, 27, 35, 

37 

 

 
Rab1, 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 14, 21, 27, 

33, 35, 37, 39 

 

 
Rab3, 27, 33, 37 
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Πίλαθαο 1.3 Rab GTPάζεο πνπ έρνπλ πξνθύςεη από κειέηεο πξσηενκηθήο δηαθόξσλ 

εθθξηηηθώλ θπζηηδίσλ. Δμαίξεζε απνηεινύλ νη Rabs ησλ θνθθίσλ ησλ PC12, πνπ 

πξνέθπςαλ έπεηηα από ζπζηεκαηηθή ζάξσζε κηαο βηβιηνζήθεο GFP-ζπδεπγκέλσλ Rab 

GTPαζώλ. Οη ππνγξακκηζκέλεο Rabs ησλ εθθξηηηθώλ θπζηηδίσλ ησλ λεπξηθώλ θπηηάξσλ, 

είλαη απηέο πνπ πξνέθπςαλ από αλνζναλαιπηηθέο κεζόδνπο θαη κηθξνζθνπία θζνξηζκνύ. 

 

1.6 Rab27 
 

Ζ Rab27, εθηόο από κία από ηηο ζεκαληηθόηεξεο εθθξηηηθέο Rabs, απνηειεί θαη ηελ 

πξώηε Rab πνπ βξέζεθε λα εληνπίδεηαη ζηε κεκβξάλε ησλ WPBs (Hannah et al., 2003). 

Γηα ην ιόγν απηό ζα αλαιπζεί εθηελέζηεξα. 

Σν ελδηαθέξνλ πξνο ηε Rab27, σο ξπζκηζηή ηεο εθθξηηηθήο δηαδηθαζίαο, ζηξάθεθε 

όηαλ ην 2000 ν Menache θαη νη ζπλεξγάηεο ηνπ βξήθαλ πσο κεηαιιάμεηο ηνπ γνληδίνπ 

απηήο είλαη ππεύζπλεο γηα ηελ εθδήισζε ελόο γελεηηθνύ ζπλδξόκνπ ζηνλ άλζξσπν, ηνπ 

ζπλδξόκνπ Griscelli. Πξόθεηηαη νπζηαζηηθά γηα ην πξώην παξάδεηγκα κηαο Rab λα 

εκπιέθεηαη ζε αλζξώπηλε γελεηηθή αζζέλεηα. Υαξαθηεξίδεηαη από ρξσκαηηθή αξαίσζε 

ηνπ δέξκαηνο θαη ηνπ ηξηρσηνύ ηεο θεθαιήο θαη αλνζναλεπάξθεηα. Ζ ρξσκαηηθή αξαίσζε 

είλαη απνηέιεζκα ηνπ γεγνλόηνο όηη ηα κειαλνζώκαηα ησλ κειαλνθπηηάξσλ, απνπζία ηεο 

Rab27, δελ κπνξνύλ λα κεηαθεξζνύλ ζηελ πεξηθέξεηα ησλ κειαλνθπηηάξσλ θαη 

παξακέλνπλ ζε πεξηππξεληθέο πεξηνρέο. Από ηελ άιιε, ηα ιπηηθά θνθθία ησλ 

θπηηαξνηνμηθώλ Σ ιεκθνθπηηάξσλ παξνπζηάδνπλ κεησκέλε έθθξηζε (Menasche et al., 

2000). ήκεξα, ε Rab27 είλαη γλσζηό πσο εληνπίδεηαη ζε έλα κεγάιν αξηζκό 

δηαθνξεηηθώλ κνξθώλ εθθξηηηθώλ θπζηηδίσλ θαη ειέγρεη ηελ έθθξηζή ηνπο (Fukuda, 2008). 

Πνην, όκσο, είλαη ην βήκα ζην εθθξηηηθό κνλνπάηη πνπ ξπζκίδεηαη από ηελ πξσηεΐλε 

απηή; Σερληθέο κηθξνζθνπίαο έρνπλ δείμεη κεησκέλν αξηζκό θπζηηδίσλ, ζηαζεξά 

πξνζδεκέλσλ ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε, ζε θύηηαξα PC12, ζηα νπνία έρεη 

απνζησπεζεί ε Rab27 (Tsuboi and Fukuda, 2006). Αλάινγν θαηλόηππν παξνπζηάδνπλ 

θπηηαξνηνμηθά Σ ιεκθνθύηηαξα (Stinchcombe et al., 2001) θαη θύηηαξα ηεο ππόθπζεο 

πνληηθηώλ (Gomi et al., 2007), κεηά από απαινηθή ηνπ γνληδίνπ απηνύ. Δπηπιένλ, ε 

πξσηεΐλε απηή έρεη ζρεηηζηεί θαη κε ηε δεκηνπξγία θαη σξίκαλζε ησλ θπζηηδίσλ, αθνύ ζε 

πνληίθηα πνπ έρεη απαιεηθζεί ην γνλίδην ηεο Rab27b, ν αξηζκόο ησλ ππθλώλ θνθθίσλ ησλ 

αηκνπεηαιίσλ είλαη ζεκαληηθά κηθξόηεξνο (Gomi et al., 2007). πλνπηηθά, ινηπόλ, 

θαίλεηαη λα ξπζκίδεη ηνλ ειιηκεληζκό ησλ θπζηηδίσλ ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε 

θαη, ζε κία πεξίπησζε, ηνλ ζρεκαηηζκό ηνπο. 
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1.6.1 Πνιιαπινί ηειεζηέο ηεο Rab27 

Ζ ηαπηνπνίεζε ησλ εηδηθώλ κνξίσλ-ηειεζηώλ ηεο εθάζηνηε Rab, απνηειεί ην βαζηθό 

βήκα πξνο ηελ θαηαλόεζε ηνπ κεραληζκνύ, κε ηνλ νπνίν πξαγκαηνπνηείηαη ε ξύζκηζε ηεο 

θπζηηδηαθήο κεηαθνξάο, ζηελ νπνία ε θάζε Rab ζπκκεηέρεη. Μέρξη ζήκεξα, έρνπλ 

αλαγλσξηζηεί 14 ηειεζηέο ηεο Rab27. Οη πξσηεΐλεο απηέο νλνκάδνληαη exophilins 

(exocytosis-associated rabphilin3/granuphilin-like proteins) ή Slps (synaptotagmin-like 

proteins) / Slac2s (Slp homologus lacking C2 domains). Πεξηέρνπλ κία ζπληεξεκέλε 

πεξηνρή ζην ακηλν-ηειηθό ηνπο άθξν, ππεύζπλε γηα ηελ πξόζδεζή ηνπο ζηε Rab27, πνπ 

νλνκάδεηαη RBD (Rab binding domain) ή SHD (Slp homology domain). Δμαίξεζε 

απνηειεί ε Munc13-4, πνπ δελ ηε δηαζέηεη. Σν θαξβόμπ-ηειηθό ηνπο άθξν, από ηελ άιιε, 

εκθαλίδεη ρακειό βαζκό ζπληήξεζεο. Αξθεηέο, εκθαλίδνπλ δύν C2 πεξηνρέο, ζε ζεηξά, 

κέζσ ησλ νπνίσλ κπνξεί λα πξαγκαηνπνηείηαη ε πξόζδεζή ηνπο ζε θσζθνιηπίδηα, κε έλα 

αζβέζηην-εμαξηώκελν ή κε ηξόπν. Οη exophilins 3, 5 θαη 8 ζηεξνύληαη απηώλ ησλ C2 

πεξηνρώλ. πγθεθξηκέλα, γηα ηηο Slac2-a (exophilin 3) θαη Slac2-c (exophilin 8) έρεη βξεζεί 

λα δηαζέηνπλ, ζην θαξβνμπ-ηειηθό ηνπο άθξν, coiled-coil πεξηνρέο, κέζσ ησλ νπνίσλ 

αιιειεπηδξνύλ κε ηε κπνζίλε Va θαη VIIa αληίζηνηρα (Fukuda, 2005; Izumi, 2007). 

 

Δηθόλα 1.15: Αλαπαξάζηαζε ησλ δηαθνξεηηθώλ πεξηνρώλ ηεο δνκήο ησλ 

γλσζηώλ  ηειεζηώλ ηεο Rab27. Όιεο, εθηόο από ηε Munc13-4, πεξηέρνπλ κία 

ζπληεξεκέλε πεξηνρή ζην ακίλν-ηειηθό ηνπο άθξν γηα ηελ αιιειεπίδξαζε κε ηε Rab27. Ζ 

πεξηνρή αιιειεπίδξαζεο ηεο Munc13-4 κε ηε Rab27 έρεη ραξηνγξαθεζεί κεηαμύ ησλ 

πεξηνρώλ C2 θαη MHD1 ηνπ κνξίνπ.  
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Ζ ύπαξμε πνιιαπιώλ ηειεζηώλ, κε δηαθνξηθή έθθξαζε ζηνπο δηάθνξνπο ηζηνύο, 

κπνξεί λα ππνδειώλεη όηη ν ξόινο ηεο Rab27 πνηθίιεη ζηνπο δηάθνξνπο θπηηαξηθνύο 

ηύπνπο, αλάινγα κε ην κόξην-ηειεζηή πνπ ρξεζηκνπνηεί θάζε θνξά. Δπηπξόζζεηα, ε 

granuphilin, ε rabphilin θαη ε Noc2 είλαη θνηλνί ηειεζηέο ησλ Rab27, Rab3 θαη Rab8, 

γεγνλόο πνπ ππνδειώλεη πηζαλή ζπζρέηηζε ησλ ιεηηνπξγηώλ ησλ Rab απηώλ (Fukuda et 

al., 2004; Kuroda et al., 2002a). 

 

1.6.2 Λεηηνπξγίεο ησλ ηειεζηώλ ηεο Rab27 

Με πνηνπο κεραληζκνύο, όκσο, νη ηειεζηέο ηεο Rab27 δηακεζνιαβνύλ ηε δξάζε ηεο; 

Σν γεληθό πξνηεηλόκελν κνληέιν πεξηιακβάλεη ηελ ελεξγνπνηεκέλε Rab27, εληνπηζκέλε 

ζηε κεκβξάλε ελόο εθθξηηηθνύ θπζηηδίνπ, λα αιιειεπηδξά κε έλα ηειεζηή, κέζσ ηνπ 

ακηλν-ηειηθνύ άθξνπ απηνύ. Ο ηειεζηήο ιεηηνπξγεί σο ζπλδέηεο κεηαμύ ηνπ θπζηηδίνπ θαη 

ηεο θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο, αθνύ, κέζσ ηνπ θαξβνμπ-ηειηθνύ ηνπ άθξνπ, 

αιιειεπηδξά κε πξσηεΐλεο ή θσζθνιηπίδηα ηεο κεκβξάλεο (Δηθόλα 1.16Α) (Fukuda, 

2006). 

Σν γεληθό απηό κνληέιν πθίζηαηαη κεξηθέο ηξνπνπνηήζεηο, αλάινγα κε ηνλ εθάζηνηε 

ηειεζηή, νπόηε ζην ζεκείν απηό ζα δώζνπκε κία πεξίιεςε ηεο γλώζεο γηα θαζέλα από 

απηνύο. 

 Exophilin 1 / Rabphilin: Ζ πξσηεΐλε απηή έρεη βξεζεί λα αιιειεπηδξά κε ηηο Rab27, 

Rab3 θαη Rab8, κέζσ ηνπ ακίλν-ηειηθνύ ηεο άθξνπ. Μέζσ ηνπ θαξβόμπ-ηειηθνύ ηεο 

άθξνπ, κπνξεί λα αιιειεπηδξάζεη κε θσζθνιηπίδηα ηεο θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο, 

θσζθαηηδπινζεξίλε (PS) θαη PIP2  (Chung et al., 1998), θαη ηελ πξσηεΐλε ζύληεμεο, 

SNAP25 (Δηθόλα 1.16Β). Τπεξέθθξαζή ηεο, ζε PC12 θύηηαξα, απμάλεη ηνλ αξηζκό ησλ 

ζηαζεξά πξνζδεκέλσλ, ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε, θπζηηδίσλ θαη ηελ επαγόκελε 

έθθξηζή ηνπο (Tsuboi et al., 2007). 

Exophilin 2 / Granuphilin / Slp4: Ζ granuphilin βξέζεθε, αξρηθά, ζηα παγθξεαηηθά β 

θύηηαξα, λα δηαθνζκεί ηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε θαη ηε κεκβξάλε ησλ θπζηηδίσλ 

ηλζνπιίλεο (Wang et al., 1999). Δίλαη ππεύζπλε γηα ηελ παξακνλή ησλ θπζηηδίσλ ζηελ 

πεξηθέξεηα ηνπ θπηηάξνπ, κέζσ ηεο αιιειεπίδξαζήο ηεο κε ηελ πξσηεΐλε ζύληεμεο 

syntaxin 1a. Τπεξέθθξαζή ηεο, όκσο, νδεγεί ζε κείσζε ηεο επαγόκελεο έθθξηζεο 

ηλζνπιίλεο. Απηό θάλεθε λα νθείιεηαη ζην γεγνλόο όηη ε granuphilin, κέζσ ελόο 

παξάγνληα πξόζδεζεο, ηεο πξσηεΐλεο Munc18-1, αιιειεπηδξά κε ηελ θιεηζηή 

δηακόξθσζε ηεο syntaxin 1a. ηε δηακόξθσζε απηή, ε syntaxin 1a δελ κπνξεί λα 
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ζρεκαηίζεη ζύκπινθν κε ηηο άιιεο SNAREs θαη λα νινθιεξώζεη ηε κεκβξαληθή ζύληεμε 

(Δηθόλα 1.16C) (Gomi et al., 2005). 

Exophilin 3 / Melanophilin / Slac2-a: Ζ melanophilin ιεηηνπξγεί σο ζπλδέηεο κεηαμύ 

ηεο Rab27, ησλ θπζηηδίσλ θαη ηεο myosin Va. ρεκαηίδεηαη, έηζη, έλα ζύκπινθν 

απαξαίηεην γηα ηε κεηαθίλεζε ησλ κειαλνζσκάησλ ζηελ πεξηθέξεηα ησλ 

κειαλνθπηηάξσλ. Δπίζεο, ελεξγνπνηεί θαη ηε δξάζε ΑΣΡάζεο ηεο κπνζίλεο (Hume et al., 

2006). 

 

 

Δηθόλα 1.16: Θεσξεηηθό κνληέιν γηα ην κεραληζκό ειιηκεληζκνύ πνπ 

δηακεζνιαβείηαη από ηηο Slps θαη ηε Rabphilin. (Α) Ζ ελεξγόο κνξθή ηεο Rab27a 

εληνπίδεηαη ζηε κεκβξάλε ελόο νξγαληδίνπ. Ο ηειεζηήο ηεο ιεηηνπξγεί σο ζπλδέηεο 

κεηαμύ ηνπ νξγαληδίνπ θαη ηεο θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο, αιιειεπηδξώληαο, κέζσ 

ηνπ ακίλν-ηειηθνύ ηνπ άθξνπ, κε ηε Rab27a ηνπ νξγαληδίνπ θαη, κέζσ ηνπ θαξβόμπ-

ηειηθνύ ηνπ, κε πξσηεΐλεο θαη θσζθνιηπίδηα ηεο κεκβξάλεο. (Β) ηα ππθλά θνθθία ησλ 
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PC12 θπηηάξσλ ε Rab27a αιιειεπηδξά κε ην ακίλν-ηειηθό άθξν ηεο rabphilin. Ο ηειεζηήο 

απηόο, κέζσ ηνπ θαξβόμπ-ηειηθνύ ηνπ άθξνπ, αιιειεπηδξά κε ηελ πξσηεΐλε SNARE ηεο 

θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο, SNAP-25, επάγνληαο ηε ζύληεμε ησλ θνθθίσλ. (C) Ζ 

Slp-4, ζηα ππθλά θνθθία ησλ PC12 θπηηάξσλ, αιιειεπηδξά από ηε κία κε ηε Rab27a ησλ 

νξγαληδίσλ θαη από ηελ άιιε κε ηε Munc18-1. Απηή κε ηε ζεηξά ηεο, αιιειεπηδξά κε ηελ 

θιεηζηή δηακόξθσζε ηεο SNARE syntaxin-1a, εκπνδίδνληαο ηε ζύληεμε ησλ νξγαληδίσλ. 

ηα θνθθία ακπιάζεο, ν ίδηνο ηειεζηήο αιιειεπηδξά κε ηε SNARE syntaxin-2/3, κε έλα 

Munc18-1 – εμαξηώκελν ηξόπν. (D) H Slp2-a ζπλδέεη ηα κειαλνζώκαηα θαη ηα θνθθία 

βιέλλεο κε θσζθνιηπίδηα ηεο κεκβξάλεο.    

 

Exophilin 4 / Slp2-a: Ζ πξσηεΐλε απηή είλαη ππεύζπλε γηα ηνλ πεξηθεξεηαθό 

εληνπηζκό ησλ κειαλνζσκάησλ (Kuroda and Fukuda, 2004) θαη ησλ θνθθίσλ γιπθαγόλνπ, 

κέζσ ηεο αιιειεπίδξαζεο ηεο C2A πεξηνρήο ηεο κε ηα θσζθνιηπίδηα ηεο κεκβξάλεο PS 

θαη PIP2 (Δηθόλα 1.16D). Ζ δξάζε ηεο απηή αλαζηέιιεηαη κεηά από αύμεζε ηεο 

ελδνθπηηάξηαο ζπγθέληξσζεο ηόλησλ αζβεζηίνπ, κεηά δειαδή από ελεξγνπνίεζε ηνπ 

θπηηάξνπ (Yu et al., 2007). 

Exophilin 5 / Slac2-b: Ο ξόινο ηεο παξακέλεη άγλσζηνο. 

Exophilin 6 / Slp3: Διάρηζηα κειεηεκέλε είλαη θαη απηή ε πξσηεΐλε. Πηζαλώο, κέζσ 

αιιειεπηδξάζεσλ κε θσζθνιηπίδηα ηεο κεκβξάλεο λα επάγεη ηελ έθθξηζε ζηα PC12 

θύηηαξα (Fukuda et al., 2002). 

Exophilin 7 / JFC1 / Slp1: Ζ JFC1, κέζσ ηεο C2A πεξηνρήο ηεο, αιιειεπηδξά κε 

PIP3. Απνζπλδέεηαη από ηε κεκβξάλε κεηά ηελ, επαγόκελε από ελεξγνπνηεηή, 

ελδνθπηηάξηα εηζξνή ηόλησλ αζβεζηίνπ. Έρεη βξεζεί ζε θπζηίδηα ησλ νπδεηεξόθηισλ θαη 

θαξθηληθώλ θπηηάξσλ πξνζηάηε, LNCap (Johnson et al., 2005) (Brzezinska et al., 2008). 

Exophilin 8 / MyRIP / Slac2-c: Ζ MyRIP εθθξάδεηαη ζε θσηνδεθηηθά θύηηαξα, ζηα 

επηζειηαθά θύηηαξα ηνπ ακθηβιεζηξνεηδή θαη ζηα PC12 θύηηαξα. Μέζσ ηεο θαξβόμπ-

ηειηθήο πεξηνρήο ηεο αιιειεπηδξά κε ηε κπνζίλε VIIa (Kuroda et al., 2005). Έρεη δεηρηεί 

λα παξνπζηάδεη πνηθίινπο ξόινπο, ζεηηθνύο (Waselle et al., 2003) ή αξλεηηθνύο (Desnos et 

al., 2003), ζηελ έθθξηζε, αλάινγα κε ην θάζε ζύζηεκα.  

Exophilin 9 / Slp5: Έρεη βξεζεί ζε παγθξεαηηθά β θύηηαξα θαη ζε θύηηαξα PC12 θαη, 

κέζσ αιιειεπηδξάζεσλ κε θσζθνιηπίδηα, επάγεη ηε ξπζκηδόκελε έθθξηζε (Kuroda et al., 

2002b).  

Noc2: Αξρηθά, αλαγλσξίζηεθε σο κία πξσηεΐλε ησλ παγθξεαηηθώλ λεζηδίσλ (Kotake 

et al., 1997). Πεηξάκαηα ππεξέθθξαζεο έδσζαλ αληηθξνπόκελα απνηειέζκαηα σο πξνο ην 

αλ πξόθεηηαη γηα ζεηηθό ή αξλεηηθό ξπζκηζηή ηεο έθθξηζεο. Πνληίθηα ζηα νπνία είρε 

απαιεηθζεί ην γνλίδην ηεο Noc2, όκσο, παξνπζίαζαλ πιήξε αλαζηνιή ηεο έθθξηζεο 
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ακπιάζεο από παγθξεαηηθά βνηξπνεηδή θύηηαξα (Matsumoto et al., 2004). Ο κεραληζκόο 

δξάζεο ηεο, όκσο, παξακέλεη άγλσζηνο. 

Munc13-4: Δίλαη ην ηέηαξην κέινο ηεο νηθνγέλεηαο ησλ πξσηετλώλ Munc13, θαη ην 

κνλαδηθό πνπ εθθξάδεηαη εθηόο ηνπ λεπξηθνύ ζπζηήκαηνο. Έρεη βξεζεί, ζηα ιπηηθά θνθθία 

ησλ θπηηαξνηνμηθώλ Σ ιεκθνθπηηάξσλ (Yamamoto et al., 2004) θαη ζηα αδνπξόθηια 

θνθθία ησλ νπδεηεξόθηισλ θπηηάξσλ (Pivot-Pajot et al., 2008), λα δηαδξακαηίδεη ζεηηθό 

ξόιν ζηελ έθθξηζή ηνπο. Γνκηθά δηαθέξεη από ηνπο ππόινηπνπο ηειεζηέο ηεο Rab27. Γε 

δηαζέηεη ηελ RBD πεξηνρή, αιιά δύν MHDs (Munc13 homology domains) θαη δύν C2 

πεξηνρέο, κέζσ ησλ νπνίσλ αιιειεπηδξά κε ιηπίδηα (Koch et al., 2000). 

 

Ζ πνιππινθόηεηα, ζηε κειέηε ηεο ξύζκηζεο ηεο έθθξηζεο από κία Rab GTPάζε, 

θαίλεηαη αλ ζηελ ηζηνεηδηθόηεηα ηεο έθθξαζεο ηεο ίδηαο θαη ησλ ηειεζηώλ ηεο θαη ζηηο 

αιιειεμαξηήζεηο πνπ παξνπζηάδεη κε άιιεο Rabs, πξνζηεζεί θαη ν δηαθξηηόο ξόινο πνπ 

κπνξεί λα παξνπζηάδεη ν ίδηνο ηειεζηήο κεηαμύ δηαθνξεηηθώλ ζπζηεκάησλ. 

Από όια ηα παξαπάλσ, πξνθύπηεη ην ζπκπέξαζκα όηη ε ξύζκηζε ηεο έθθξηζεο δελ 

παξνπζηάδεη έλα θαζνξηζκέλν πξόηππν, αιιά έρεη ζαθείο δηαθνξέο αλάινγα κε ηνλ 

θπηηαξηθό ηύπν, ην εθθξηηηθό νξγαλίδην θαη ην κεηαθεξόκελν θνξηίν. 

 

1.7 Μεραληζκνί έθθξηζεο ησλ WPBs  

Πνηνο είλαη, ινηπόλ, ν εμεηδηθεπκέλνο κνξηαθόο κεραληζκόο πνπ νδεγεί ζηελ έθθξηζε 

ησλ WPBs; Σξία κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ SNARE έρνπλ, κέρξη ζήκεξα, αλαγλσξηζηεί σο 

ππεύζπλα γηα ηε ζύληεμε ησλ θπζηηδίσλ απηώλ κε ηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε. 

Πξόθεηηαη γηα ηηο VAMP3, syntaxin 4 θαη SNAP23. Ζ ζθηρηή ηεηαξηνηαγήο δνκή πνπ 

ζρεκαηίδεηαη κεηαμύ ηεο VAMP3, ησλ WPBs, θαη ησλ syntaxin 4 θαη SNAP23, ηεο 

θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο, είλαη απαξαίηεηε γηα ηε ζύληεμε (Pulido et al., 2010). 

Αληηζώκαηα έλαληη ηεο syntaxin 4 κεηώλνπλ ηελ έθθξηζε θαηά 75%, ελώ αληίζσκα έλαληη 

ησλ VAMPs κεηώλεη ηελ έθθξηζε θαηά 25% (Fu et al., 2005; Matsushita et al., 2003). 

Από ηα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ πξσηετλώλ Rab, ε Rab27a θαη ε Rab3d έρνπλ βξεζεί 

λα εληνπίδνληαη ζηα WPBs θαη λα ξπζκίδνπλ ηελ έθθξηζή ηνπο. Πην ζπγθεθξηκέλα, 

αλαθνξηθά κε ηε Rab27 βξέζεθε πσο ν εληνπηζκόο ηεο ζηα WPBs εμαξηάηαη από ην 

βαζκό σξίκαλζεο ησλ νξγαληδίσλ απηώλ, κε ηελ πξσηεΐλε λα εληνπίδεηαη κόλν ζηα ώξηκα 

νξγαλίδηα. Αλ θαη ν κεραληζκόο ζηόρεπζήο ηεο ζηα WPBs είλαη άγλσζηνο, είλαη 

ελδηαθέξνλ λα ζεκεησζεί πσο θαζνδεγείηαη από ην θνξηίν (ηνλ vWF), αλεμάξηεηα 
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θπηηαξηθνύ ηύπνπ. Δηεξόινγε έθθξαζε, δειαδή, ηνπ vWF ζε HEK-293 θύηηαξα νδήγεζε 

ζηε δεκηνπξγία WPBs, πνπ έθεξαλ ζηελ επηθάλεηά ηνπο ηε Rab27 (Hannah et al., 2003). 

Μέρξη ην 2009 ε ζεκαζία απηνύ ηνπ εληνπηζκνύ παξέκελε άγλσζηε. Σόηε, θαη ελώ ε 

παξνύζα κειέηε βξηζθόηαλ ζε εμέιημε, νη T.D. Nightingale et al δεκνζίεπζαλ πσο ε Rab 

απηή εκπνδίδεη ηα αλώξηκα WPBs λα εθθξηζνύλ, αθνύ, κέζσ ηνπ ηειεζηή MyRIP, ηα 

εγθισβίδεη ζηνλ θπηηαξνζθειεηό ηεο αθηίλεο (Nightingale et al., 2009). Αλαθνξηθά κε ηε 

Rab3d, βξέζεθε πσο ε πξσηεΐλε απηή ζηελ ελεξγό κνξθή ηεο πξνθαινύζε εκθάληζε 

κεγαιύηεξσλ, ζθαηξηθώλ WPBs, ελώ παξεκπόδηδε ηελ έθθξηζή ηνπο. Αληίζεηα, 

ππεξέθθξαζε ηεο αλελεξγνύο κνξθήο ηεο Rab3d νδήγεζε ζε κηθξόηεξν αξηζκό WPBs ζηα 

HUVEC (Knop et al., 2004). Καη νη δύν, ινηπόλ, κέρξη ζήκεξα γλσζηέο Rab GTPάζεο ησλ 

WPBs έρεη δεηρζεί λα παξεκπνδίδνπλ ηελ έθθξηζή ηνπο. Ζ δηαπίζησζε απηή δεκηνπξγεί 

απηόκαηα ην εξώηεκα αλαθνξηθά κε ην πνηνο είλαη ν κεραληζκόο, κέζσ ηνπ νπνίνπ ε 

έθθξηζε επηηπγράλεηαη. Δπηπιένλ, θαη επεηδή νη Rab GTPάζεο έρεη δεηρηεί ζε πιήζνο 

ζπζηεκάησλ λα δηεπθνιύλνπλ ηελ θπζηηδηαθή κεηαθνξά, αλαξσηηέηαη θαλείο κήπσο άιια 

κέιε ηεο νηθνγέλεηαο απηήο είλαη απηά πνπ επηηξέπνπλ ηελ έθθξηζε ησλ WPBs.   
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1.8 θνπόο ηεο εξγαζίαο 
 

Δλώ έρνπλ πεξάζεη 45 ρξόληα από ηελ αλαθάιπςε ησλ WPBs, ε γλώζε καο ζρεηηθά κε 

ηνπο κεραληζκνύο πνπ ειέγρνπλ ηελ έθθξηζή ηνπο παξακέλεη θησρή. Λακβάλνληαο ππόςε 

ηνλ θεληξηθό ξόιν ησλ Rab GTPαζώλ ζηε κεηαθίλεζε θαη ζύληεμε ησλ ελδνθπηηαξηθώλ 

κεκβξαληθώλ νξγαληδίσλ κε ηηο κεκβξάλεο–ζηόρνπο, νξίζακε σο ζθνπό ηεο παξνύζαο 

δηαηξηβήο:  

 Σελ ηαπηνπνίεζε όισλ ησλ Rab GTPαζώλ ηνπ αλζξώπηλνπ γνληδηώκαηνο πνπ 

εληνπίδνληαη ζηα WPBs. 

 Σε δηεξεύλεζε ηνπ ξόινπ ησλ ηαπηνπνηεζέλησλ Rab GTPαζώλ ζηε ζύληεμε ησλ 

WPBs κε ηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε θαη, ηέινο, 

 ηελ πεξαηηέξσ θαηαλόεζε ηνπ κεραληζκνύ έθθξηζεο, κέζσ ηαπηνπνίεζεο 

πξσηετλώλ–ηειεζηώλ, κε ηηο νπνίεο αιιειεπηδξνύλ νη Rab GTPάζεο ησλ WPBs, 

θαη ηε δηεξεύλεζε ηνπ ξόινπ ηνπο ζηελ εθθξηηηθή δηαδηθαζία.      
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2. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 
 

2.1. Τιηθά  

Σα αληηδξαζηήξηα phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) θαη ΑΣΡ πξνήιζαλ από ηελ 

εηαηξία Sigma. Ο αλζξώπηλνο απμεηηθόο παξάγνληαο VEGF165 θαη ν βαζηθόο 

ηλνβιαζηηθόο απμεηηθόο παξάγνληαο bFGF-2 από ηελ εηαηξία ImmunoTools, ελώ ε 

αλζξώπηλε α-ζξνκβίλε από ηελ Enzyme Research Laboratories.  

Σν πνιπθισληθό αληίζσκα anti-Rab27a παξαζθεπάζηεθε από ηελ εηαηξία Davids γηα 

ινγαξηαζκό καο θαη θαζαξίζηεθε από ηελ Αιεμάλδξα Παπαθσηίθα, κε ρξήζε sulfolink 

gel. Σν πνιπθισληθό αληίζσκα  anti-Rab3d ήηαλ δώξν ηνπ R.Jahn. Σν κνλνθισληθό 

αληίζσκα 9Δ10 (anti-myc) θαζαξίζηεθε από αληίζηνηρα θύηηαξα-πβξηδώκαηα, 

ρξεζηκνπνηώληαο θαζηεξσκέλεο ηερληθέο. Σν πνιπθισληθό anti-GFP είλαη πξντόλ 

ζπλεξγαζίαο καο κε ην εξγαζηήξην ηεο Υ.Μπνιέηε (Διιεληθό Ηλζηηηνύην Ρasteur, Αζήλα). 

Σν κνλνθισληθό anti-tubulin πξνήιζε από ηνλ M.Klymkowsky. Σν κνλνθισληθό θαη ηα 

πνιπθισληθά αληηζώκαηα anti-human vWF (M0616, A0082 θαη P0226), πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ, ήηαλ από ηελ εηαηξία Dakocytomation. Σν κνλνθισληθό anti-Flag 

αληίζσκα ήηαλ ηεο εηαηξίαο Sigma. Σν πνιπθισληθό αληίζσκα anti-Munc13-4 ήηαλ δώξν 

από ηνλ Γξ. Ζ.Horiuchi. Σα αληηζώκαηα Alexa 488 θαη 595nm (αληη-θνλίθινπ θαη αληη-

πνληηθνύ) ήηαλ ηεο εηαηξίαο Invitrogen.  

 

2.2 Μέζνδνη θαιιηέξγεηαο θαη ρεηξηζκνύ θπηηάξσλ 

 

2.2.1 Καιιηέξγεηα θπηηάξσλ 

Αλζξώπηλα ελδνζειηαθά θύηηαξα, πξνεξρόκελα από θιέβα νκθάιηνπ ιώξνπ (Human 

Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC), απνκνλώζεθαλ θαη θαιιηεξγήζεθαλ ζε 

ηξπβιία, ηα νπνία είραλ πξνεγνπκέλσο επσαζηεί κε θνιιαγόλν αξνπξαίνπ ηύπνπ Η θαη 

πιπζεί κε PBS. Σν ζξεπηηθό πιηθό πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ Μ199 εκπινπηηζκέλν κε 

20% εκβξπηθό νξό βνόο (Fetal Calf Serum, FCS), 0,05 mg/ml ECGS (Endothelial Cell 

Growth Supplement), 0,05 IU επαξίλεο/ml, 1% L-γινπηακίλε θαη 1% 

πεληθηιίλε/ζηξεπηνκπθίλε. Όηαλ ηα θύηηαξα θάιππηαλ όιε ηελ επηθάλεηα ηνπ ηξπβιίνπ, 

γηλόηαλ δηαζπνξά ζε αξαίσζε 1:4. ηα πεηξάκαηα ρξεζηκνπνηήζεθαλ θύηηαξα γεληάο 2-4.  
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Αλζξώπηλα εκβξπηθά θύηηαξα λεθξνύ 293 θαιιηεξγήζεθαλ ζε ζξεπηηθό πιηθό RPMI, 

εκπινπηηζκέλν κε 10% εκβξπηθό νξό βνόο θαη 1% πεληθηιίλε/ζηξεπηνκπθίλε θαη, όηαλ ηα 

θύηηαξα θάιππηαλ όιε ηελ επηθάλεηα ηνπ ηξπβιίνπ, γηλόηαλ δηαζπνξά ζε αξαίσζε 1:4.  

Ζ θπηηαξηθή ζεηξά αλζξώπηλσλ εκβξπηθώλ θπηηάξσλ λεθξνύ  293α, πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ παξαγσγή ησλ αδελντώλ, θαιιηεξγήζεθε ζε ζξεπηηθό πιηθό 

DMEM, εκπινπηηζκέλν κε 10% εκβξπηθό νξό βνόο, 1% πεληθηιίλε/ζηξεπηνκπθίλε, 1% 

NEA (non essential aminoacids) θαη 0,34% D-γιπθόδε. Όπσο θαη πξνεγνπκέλσο, ε 

δηαζπνξά ηνπο γηλόηαλ, ζε αξαίσζε 1:4, όηαλ ηα θύηηαξα θάιππηαλ όιε ηελ επηθάλεηα ηνπ 

ηξπβιίνπ.  

Όια ηα πιηθά πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηηο θπηηαξνθαιιηέξγεηεο ήηαλ ειεύζεξα 

ελδνηνμίλεο. Ο ρεηξηζκόο ησλ θπηηάξσλ γηλόηαλ ζε εζηία θάζεηεο λεκαηηθήο ξνήο θαη ηα 

θύηηαξα αλαπηύζζνληαλ ζε επσαζηηθό θιίβαλν, ζηνλ νπνίν ε ζεξκνθξαζία δηαηεξνύληαλ 

ζηαζεξή ζηνπο 37
ν
C, επηθξαηνύζαλ ζπλζήθεο πγξαζίαο θαη ε αηκόζθαηξα ήηαλ 

εκπινπηηζκέλε κε 5% CO2. 

 

2.2.2 Απνκόλσζε αλζξώπηλσλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ πξνεξρόκελα από θιέβα 

νκθάιηνπ ιώξνπ 

Γηα ηελ απνκόλσζε ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ (HUVEC) ρξεζηκνπνηήζεθε κία 

παξαιιαγή ηεο κεζόδνπ ησλ Jaffe E.A et al.(Jaffe et al., 1973). Ζ πεγή ησλ θπηηάξσλ ήηαλ 

θξέζθνο νκθάιηνο ιώξνο, ν νπνίνο κέρξη ηε ζηηγκή ηεο επεμεξγαζίαο ηνπ δηαηεξήζεθε ζε 

πάγν. Με ηε ρξήζε ζύξηγγαο, κεηά από ςειάθεζε, εληνπίζηεθε ε θιέβα ηνπ ιώξνπ θαη 

πιύζεθε κε 50 ml δηάιπκα θσζθνξηθώλ PBS (Phosphate Buffer Saline). Αθνινύζσο, 

θξάρζεθαλ ηα άθξα ηνπ ιώξνπ, κε ηε βνήζεηα βαιβίδσλ ηξηώλ ζεκείσλ (three way stop 

cocks) θαη δέζεθαλ κε ρεηξνπξγηθό λήκα. Αθνινύζεζε δηαπνηηζκόο ηεο θιέβαο κε 0.1% 

δηάιπκα θνιιαγελάζεο ζε HBSS (Hank‟s Buffered Salt Solution) θαη επώαζε ηνπ ιώξνπ 

ζε πδαηόινπηξν, ζηνπο 37
ν
C, γηα 12 min. Γηα ηελ απελεξγνπνίεζε ηεο θνιιαγελάζεο, ν 

ιώξνο πιύζεθε κε 10 ml πιήξεο ζξεπηηθό πιηθό γηα HUVEC. Αθνινύζεζαλ πιύζεηο κε 

3x10 ml δηάιπκα θσζθνξηθώλ PBS. Σν δηάιπκα (40 ml ζπλνιηθά) ζπιιέρζεθε ζε ζσιήλα 

θπγνθέληξεζεο, θπγνθεληξήζεθε γηα 10 ιεπηά ζηηο 1000 rpm θαη ην θπηηαξηθό ίδεκα 

επαλαησξήζεθε ζε 10 ml πιήξνπο ζξεπηηθνύ πιηθνύ γηα HUVEC θαη θαιιηεξγήζεθε ζε 

ηξπβιίν.  
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2.2.3 Γηακόιπλζε θπηηάξσλ κε DNA θαη siRNA   

Γηα ηε δηακόιπλζε θπηηάξσλ HUVE κε DNA ρξεζηκνπνηήζεθε ην ιηπίδην 

METAFECTENE Pro (Biontex). Σα θύηηαξα, ηε ζηηγκή ηεο δηακόιπλζεο, βξίζθνληαλ ζε 

νπηηθή ππθλόηεηα 60-70% θαη είραλ νκνηόκνξθε θαηαλνκή ζην ηξπβιίν. Σν ιηπίδην 

METAFECTENE Pro, ζε αλαινγία κε ην DNA 3:1 θαη ζε δηάιπκα Μ199, κεηά από 

επώαζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 20 ιεπηά, απνηέιεζε ην κίγκα δηακόιπλζεο, ην 

νπνίν πξνζηέζεθε ζηα θύηηαξα, ηα νπνία βξίζθνληαλ ζε πιηθό θαιιηέξγεηαο Μ199, 

εκπινπηηζκέλν κε 5% FCS. Γηαηεξήζεθε γηα 4 ώξεο, πξηλ αληηθαηαζηαζεί κε πιήξεο κέζν 

θαιιηέξγεηαο ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ. Σα θύηηαξα ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηηο δηάθνξεο 

πεηξακαηηθέο δηαδηθαζίεο κεηά από 48 ώξεο επώαζεο ζε θιίβαλν 37
ν
C θαη ζε 5% CO2. Ζ 

δηακόιπλζε ησλ θπηηάξσλ 293 θαη 293α, γηα δηάθνξα πεηξάκαηα ειέγρνπ θαη γηα ηελ 

αξρηθή παξαγσγή ησλ αδελντώλ, αληίζηνηρα, πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην ιηπίδην 

Lipofectamine2000 (Invitrogen) θαη ζύκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή.  

Οη δηακνιύλζεηο κε siRNAs πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε θύηηαξα HUVE κε ην ιηπίδην 

RNAiMax (Invitrogen) θαη ζύκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή. Γηα ηελ αξαίσζε 

ησλ αληηδξαζηεξίσλ ρξεζηκνπνηήζεθε ην ρακειήο πεξηεθηηθόηεηαο ζε νξό ζξεπηηθό πιηθό 

OptiMEM I (Invitrogen). Ζ ηειηθή ζπγθέληξσζε ηνπ θάζε siRNA ήηαλ 25 nM. Σα 

θύηηαξα ρξεζηκνπνηήζεθαλ, ζηηο δηάθνξεο πεηξακαηηθέο δηαδηθαζίεο, κεηά από 72 ώξεο 

επώαζεο ζε θιίβαλν 37
ν
C θαη ζε 5% CO2. Σα siRNAs, πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ, πξνήιζαλ 

από ηηο εηαηξίεο Ambion θαη Biospring. 

Ζ δηακόιπλζε αλζξώπηλσλ εκβξπηθώλ θπηηάξσλ λεθξνύ 293 κε DNA θαη siRNA 

πξαγκαηνπνηήζεθε, γηα ηνλ έιεγρν ηεο δξαζηηθόηεηαο ησλ siRNAs ηεο Rab27b θαη 

Rab27a έλαληη ηεο ππεξεθθξαζκέλεο myc-Rab27b, κε ηα αληηδξαζηήξηα PEI 

(polyethyleneimine ηεο εηαηξίαο Fluka) θαη Lipofectamine2000 (Invitrogen), αληίζηνηρα. 

Σα θύηηαξα βξίζθνληαλ ζε νπηηθή ππθλόηεηα 40-50% θαη είραλ νκνηόκνξθε θαηαλνκή 

ζην ηξπβιίν. Γηα ηε  δηακόιπλζε κε DNA, ζε ηξπβιίν 24 θξεαηίσλ, ρξεζηκνπνηήζεθε 

κίγκα δηακόιπλζεο, απνηεινύκελν από 0,07% ΡΔΗ θαη 0,35 κg DNA, ην νπνίν πξνζηέζεθε 

ζε θύηηαξα πνπ βξίζθνληαλ ζε 200 κl πιήξεο ζξεπηηθό πιηθό θαιιηέξγεηαο. Σέζζεξηο ώξεο 

αξγόηεξα, αθνινύζεζε ε δηακόιπλζε κε ην siRNA, πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην ιηπίδην 

Lipofectamine2000, ην ρακειήο πεξηεθηηθόηεηαο ζε νξό ζξεπηηθό πιηθό OptiMEM I θαη 

ζύκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή. Ζ ηειηθή ζπγθέληξσζε ηνπ siRNA ήηαλ 25 

nM θαη ηα θύηηαξα ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα αλνζναπνηύπσζε θαηά Western, κεηά από 72 

ώξεο επώαζεο ζε θιίβαλν 37
ν
C θαη ζε 5% CO2.         
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2.2.4 Δλεξγνπνίεζε αλζξώπηλσλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ πξνο έθθξηζε ηνπ vWF  

Ζ ελεξγνπνίεζε ησλ αλζξώπηλσλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ πξαγκαηνπνηήζεθε όηαλ 

απηά βξίζθνληαλ ζε νπηηθή ππθλόηεηα 100% (θαηάζηαζε ζπξξνήο), νπόηε θαη θάιππηαλ 

πιήξσο ηελ επηθάλεηα επίζηξσζεο. Ωο ελεξγνπνηεηέο ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη παξάγνληεο: 

ATP (100 κM), Thrombin (1 U/ml), PMA (100 ng/ml), VEGF (50 ng/ml), bFgf (15 ng/ml) 

θαζώο επίζεο θαη ν ζπλδπαζκόο ATP/bFgf/VEGF. Ζ ελεξγνπνίεζε πξαγκαηνπνηήζεθε σο 

εμήο: Κύηηαξα HUVE πιύζεθαλ 3 θνξέο κε δηάιπκα HBSS. Αθνινύζεζε πξνζζήθε ηνπ 

ελεξγνπνηεηή ζε  δηάιπκα HBSS (κε 20% Hepes) θαη 0,1% BSA, γηα δηάθνξα ρξνληθά 

δηαζηήκαηα. Ζ επώαζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε θιίβαλν 37
ν
C θαη ζε 5% CO2. ην ηέινο, ην 

πιηθό επώαζεο ζπιιέρηεθε, θπγνθεληξήζεθε γηα 10 ιεπηά ζηηο 1000 rpm θαη ην 

ππεξθείκελν δηαηεξήζεθε ζηνπο   -20
 ν

C.  Γηα ηε ζπιινγή δείγκαηνο πνπ αληηζηνηρεί ζηελ 

ηδηνζηαηηθή έθθξηζε ηνπ vWF, αθνινπζήζεθε ε ίδηα δηαδηθαζία, κόλν πνπ ηα θύηηαξα 

απηά επσάζηεθαλ κόλν κε δηάιπκα HBSS – 0,1% BSA, απνπζία ελεξγνπνηεηή, γηα ηα ίδηα 

αθξηβώο ρξνληθά δηαζηήκαηα. Σέινο, γηα ηε ζπιινγή δείγκαηνο γηα ηε κέηξεζε ησλ 

ελδνθπηηάξησλ επηπέδσλ ηνπ vWF, πξαγκαηνπνηήζεθε ιύζε ησλ θπηηάξσλ κε δηάιπκα 

0,2% Triton – 1 mM EDTA, θπγνθέληξεζε ησλ δεηγκάησλ, γηα 10 ιεπηά ζηηο 13.000 rpm 

ζηνπο 4
ν
C, θαη δηαηήξεζε ησλ ππεξθείκελσλ ζηνπο -20

 ν
C.  Γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηνπ 

vWF, ζηνπο ηξεηο παξαπάλσ ηύπνπο δείγκαηνο, αθνινύζεζε κεζνδνινγία ηύπνπ ELISA 

(βιέπε 2.5.3). 

 

2.3 Μνξηαθέο κέζνδνη 
 

2.3.1 Απνκόλσζε RNA –Έιεγρνο ηεο πνζόηεηαο θαη ηεο πνηόηεηάο ηνπ  

Κύηηαξα HUVE, κάξηπξεο ή απηά πνπ είραλ δηακνιπλζεί κε siRNAs, ζπιιέρζεθαλ 

θαη απνκνλώζεθε ην ζπλνιηθό RNA από ην θάζε δείγκα, κε ηε βνήζεηα ηνπ εκπνξηθνύ 

πξντόληνο Rneasy Micro Kit (Qiagen).  

Πξνθεηκέλνπ λα ππνινγίζνπκε ηελ πνζόηεηα ηνπ RNA, ίζνη όγθνη από θάζε δείγκα 

θσηνκεηξήζεθαλ ζηα 260 nm. Ζ ζπγθέληξσζε ηνπ RNA πξνζδηνξίζηεθε από ηνλ ηύπν: 

πγθέληξσζε RNA = 44 x A260 x πληειεζηήο αξαίσζεο, όπνπ A260 είλαη ε απνξξόθεζε 

ηνπ δείγκαηνο ζηα 260 nm θαη ζπληειεζηήο αξαίσζεο είλαη ε αξαίσζε ηνπ δείγκαηνο ζε 

0,5 ml 10 mM Tris, pH 7.5, ζηε γπάιηλε θπβέηα θσηνκέηξεζεο. Ωο πξνο ηελ αμηνιόγεζε 

ηεο πνηόηεηαο ηνπ RNA, ην θάζε δείγκα θσηνκεηξήζεθε ζηα 260 nm θαη 280 nm θαη 
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ππνινγίζηεθε ν ιόγνο Α260/Α280. Τςειήο πνηόηεηαο RNA ζεσξήζεθε κόλν απηό πνπ ν 

ιόγνο Α260/Α280 ήηαλ κεηαμύ 1.8 – 2.1. 

 

2.3.2 Πνζνηηθή αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο  

qRT-PCR 

Ζ κέζνδνο ηεο πνζνηηθήο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο αληίζηξνθεο 

κεηαγξαθάζεο πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (quantitative Reverse Transcription – Polymerase 

Chain Reaction, qRT-PCR) επηηπγράλεη ππνινγηζκό ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ RNA ελόο 

ζπγθεθξηκέλνπ γνληδίνπ ζε έλα δείγκα. Ζ qRT-PCR πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε βνήζεηα ηεο 

ηππνπνηεκέλεο ζπζθεπαζίαο δνθηκαζίαο (kit) QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit 

(Qiagen) ελόο ζηαδίνπ. Οη αληηδξάζεηο πνπ πξαγκαηνπνηνύληαη ζηελ ελόο ζηαδίνπ 

δνθηκαζία, είλαη νη αθόινπζεο δύν: 

Α. Αληίζηξνθε κεηαγξαθή. Με ηελ παξνπζία ελόο κίγκαηνο αλάζηξνθσλ 

κεηαγξαθαζώλ (Omniscript & Sensiscript) παξάγεηαη ην ζπκπιεξσκαηηθό DNA (cDNA) 

από ην αγγειηνθόξν RNA (mRNA). Ο ζπλδπαζκόο απηόο, ησλ δύν ελδύκσλ, παξέρεη 

πςειή επαηζζεζία θαη απόδνζε απέλαληη ζε έλα κεγάιν εύξνο πνζνηήησλ RNA.  

Β. Πνιιαπιαζηαζκόο ηνπ ηκήκαηνο ηνπ DNA πνπ αληηζηνηρεί ζην ζπγθεθξηκέλν 

γνλίδην, κε ρξήζε α) ησλ θαηάιιεισλ εθθηλεηώλ, ζύκθσλα κε ηηο αξρέο ηεο απιήο 

αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο πνιπκεξάζεο, θαζώο θαη β) ηεο HotStarTaq DNA 

πνιπκεξάζεο. Ζ ζπγθεθξηκέλε DNA πνιπκεξάζε έρεη ηελ ηδηόηεηα λα παξακέλεη 

αλελεξγή, ρσξίο θακία ελδπκηθή δξάζε, ζηε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο. Σν έλδπκν 

ελεξγνπνηείηαη από έλα 15-ιεπην βήκα επώαζεο ζηνπο 95
ν
C, ην νπνίν πξνζηίζεηαη πξηλ 

από ην θιαζηθό πξόγξακκα ηεο PCR. Έηζη, παξακέλεη αλελεξγή θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο, ελώ κεηά ηελ ελεξγνπνίεζή ηεο, απελεξγνπνηεί θαη ηηο 

αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο, δηαζθαιίδνληαο, κε ηνλ ηξόπν απηό, ην ρξνληθό δηαρσξηζκό 

ησλ αληηδξάζεσλ, ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο θαη ηεο PCR, θαη επηηξέπνληαο, ζηα δύν 

απηά ζηάδηα, λα πξαγκαηνπνηεζνύλ δηαδνρηθά ζην ίδην ηξηρνεηδέο. 

Παξνύζα ζηε δνθηκαζία είλαη θαη ε ρξσζηηθή SYBR Green I, ε νπνία δέλεηαη ζην 

δίθισλν DNA θαη εθπέκπεη θζνξίδνλ ζήκα. Με απηόλ ηνλ ηξόπν κπνξεί λα γίλεη 

πνζνηηθνπνίεζε δηαθνξεηηθώλ ζηόρσλ, ρσξίο λα ρξεηάδεηαη αληρλεπηήο (probe) κε εηδηθή 

αιιεινπρία. Ζ δηέγεξζε θαη ε εθπνκπή ηεο SYBR Green I γίλεηαη ζηα 494nm θαη 521nm, 

αληίζηνηρα. Ο θύθινο ζηνλ νπνίν παξαηεξείηαη θζνξηζκόο κεγαιύηεξνο ηνπ βαζηθνύ 

θζνξηζκνύ (threshold cycle, Ct) εμαξηάηαη από ηελ αξρηθή ζπγθέληξσζε ηεο αιιεινπρίαο 
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ζηόρνπ. Υξεζηκνπνηώληαο, ινηπόλ, γλσζηέο ζπγθεληξώζεηο αξρηθνύ RNA κπνξεί λα 

ζρεδηαζηεί κία πξόηππε θακπύιε θζνξηζκνύ, Ct= α 
x 

log ζπγθέληξσζεο θαη, από απηή ηελ 

θακπύιε, λα ππνινγηζηεί θαη ε ζπγθέληξσζε ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ RNA, ζην πξνο εμέηαζε 

δείγκα. 

Με βάζε ηελ παξαπάλσ δηαδηθαζία ειέγρζεθε ε ελδνγελήο έθθξαζε ησλ Rab27a, 

Rab27b, Rab3a, Rab3b, Rab3c, Rab3d, Rab15, Rab33a, Rab33b, Rab37 θαη Munc13-4 ζηα 

ελδνζειηαθά θύηηαξα θαη πνζνηηθνπνηήζεθε ε απνζηώπεζε πνπ πξνθαινύλ εμεηδηθεπκέλα 

siRNAs έλαληη απηώλ.  

Οη εθθηλεηέο ζρεδηάζηεθαλ κε ηε βνήζεηα ηνπ ινγηζκηθνύ DnaStar θαη νη αιιεινπρίεο 

ηνπο είλαη νη αθόινπζεο: 

Rab27a: forward: 5‟- AGCAGGGCAGGAGAGGTTTCGTA -3‟ 

               reverse: 5‟- TGCTATGGCTTCCTCCTCTTTCAC -3‟ 

Rab27b: forward: 5‟- GCTCGGGAACTGGCTGACA -3‟ 

               reverse: 5‟- ACATTTCTTCTCTGGTGGCTTTTC -3‟ 

Rab3a: forward: 5‟- TCGCGCTATGGGCAGAAGGAG -3‟ 

             reverse: 5‟- TCAGCATAGCGGAAGAGGAAGGAC -3‟ 

Rab3b: forward: 5‟- TTCCTCTTCCGCTATGCTGATGAC -3‟ 

             reverse: 5‟- CCCCACGGTAATAGGCTGTTG -3‟ 

Rab3d: forward: 5‟- TGTGGGCATCGATTTCAAGGTCAA -3‟ 

             reverse: 5‟- CCCATGGCTCCCCGGTAGTAGG -3‟ 

Rab15: forward: 5‟- GCTGTTCCGGCTGCTGCTGAT -3‟ 

             reverse: 5‟- CCCGCCGATAGTACTGCTTTGTGA -3‟ 

Rab33a: forward: 5‟- ACCTGCCTGACCTTCCGCTTCTG -3‟ 

              reverse: 5‟- GCCCTCGATTTCCACGGTCTTC -3‟ 

Rab33b: forward: 5‟- GCCCGCTCCCGCATCTTCA -3‟ 

               reverse: 5‟- TGCGCTCCCCATCAATCTCCAC -3‟ 

Rab37: forward: 5‟- CTGTGGATGGCGTGAGAGTGAAGC -3‟ 

             reverse: 5‟- GGCCCTGATGTTGTCGAAAGAAGA -3‟ 

Munc13-4: forward: 5‟- GCGGGCCCTGCTCTACGA -3‟ 

                   reverse: 5‟- CCCTTGGCCTGTTTCACTGTTG -3‟  

 

Έηζη, ζε έλα ηειηθό όγθν 20 κl ππήξραλ 100 ή 50 ng από ην ππό εμέηαζε δείγκα, 0,3 

κΜ από ηνλ θάζε εθθηλεηή, κίγκα δύν RNA πνιπκεξαζώλ (Omniscript & Sensiscript), 
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HotStarTaq DNA πνιπκεξάζε, κίγκα δεόμπξηβνλνπθιενηηδίσλ, SYBR Green I θαη MgCl2. 

Γηα ηελ παξαζθεπή ηεο πξόηππεο θακπύιεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ δηαθνξεηηθέο 

ζπγθεληξώζεηο RNA (από 1-200 ng), πξνεξρόκελν από θύηηαξα HUVE. Οη ζπλζήθεο 

ζεξκνθξαζίαο θαη ρξόλνπ, γηα ην θάζε ζηάδην θαη γηα ην θάζε γνλίδην, ζρεδηάζηεθαλ όπσο 

θαίλνληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα θαη ε αληίδξαζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζην LightCycler 2.0 

(Roche). 

Γονίδιο ηάδιο Χρόνος Θερμοκραζία Ρσθμ. μεηαβ. θερμ. 

Rab27a Rev. transcription 20 min 50
 o
C 20

 o
C/s 

 PCR in. act. step 15 min 95
 o
C 20

 o
C/s 

 Denaturation 15 s 94
 o
C 20

 o
C/s 

 Annealing 

Extension 

20 s 

12 s 

54
 o
C 

72
 o
C 

20
 o

C/s 

2
 o

C/s 

Rab27b Rev. transcription 20 min 50
 o
C 20

 o
C/s 

 PCR in. act. step 15 min 95
 o
C 20

 o
C/s 

 Denaturation 15 s 94
 o
C 20

 o
C/s 

 Annealing 

Extension 

20 s 

11 s 

54
 o
C 

72
 o
C 

20
 o

C/s 

2
 o

C/s 

Rab3a Rev. transcription 20 min 50
 o
C 20

 o
C/s 

 PCR in. act. step 15 min 95
 o
C 20

 o
C/s 

 Denaturation 15 s 94
 o
C 20

 o
C/s 

 Annealing 

Extension 

20 s 

12 s 

59
 o
C 

72
 o
C 

20
 o

C/s 

2
 o

C/s 

Rab3b Rev. transcription 20 min 50
 o
C 20

 o
C/s 

 PCR in. act. step 15 min 95
 o
C 20

 o
C/s 

 Denaturation 15 s 94
 o
C 20

 o
C/s 

 Annealing 

Extension 

20 s 

10 s 

59
 o
C 

72
 o
C 

20
 o

C/s 

2
 o

C/s 

Rab3d Rev. transcription 20 min 50
 o
C 20

 o
C/s 

 PCR in. act. step 15 min 95
 o
C 20

 o
C/s 

 Denaturation 15 s 94
 o
C 20

 o
C/s 

 Annealing 

Extension 

20 s 

10 s 

59
 o
C 

72
 o
C 

20
 o

C/s 

2
 o

C/s 
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Rab15 Rev. transcription 20 min 50
 o
C 20

 o
C/s 

 PCR in. act. step 15 min 95
 o
C 20

 o
C/s 

 Denaturation 15 s 94
 o
C 20

 o
C/s 

 Annealing 

Extension 

20 s 

12 s 

59
 o
C 

72
 o
C 

20
 o

C/s 

2
 o

C/s 

Rab33a Rev. transcription 20 min 50
 o
C 20

 o
C/s 

 PCR in. act. step 15 min 95
 o
C 20

 o
C/s 

 Denaturation 15 s 94
 o
C 20

 o
C/s 

 Annealing 

Extension 

20 s 

10 s 

59
 o
C 

72
 o
C 

20
 o

C/s 

2
 o

C/s 

Rab33b Rev. transcription 20 min 50
 o
C 20

 o
C/s 

 PCR in. act. step 15 min 95
 o
C 20

 o
C/s 

 Denaturation 15 s 94
 o
C 20

 o
C/s 

 Annealing 

Extension 

20 s 

10 s 

59
 o
C 

72
 o
C 

20
 o

C/s 

2
 o

C/s 

Rab37 Rev. transcription 20 min 50
 o
C 20

 o
C/s 

 PCR in. act. step 15 min 95
 o
C 20

 o
C/s 

 Denaturation 15 s 94
 o
C 20

 o
C/s 

 Annealing 

Extension 

20 s 

12 s 

59
 o
C 

72
 o
C 

20
 o

C/s 

2
 o

C/s 

Munc13-4 Rev. transcription 20 min 50
 o
C 20

 o
C/s 

 PCR in. act. step 15 min 95
 o
C 20

 o
C/s 

 Denaturation 15 s 94
 o
C 20

 o
C/s 

 Annealing 

Extension 

20 s 

12 s 

57
 o

C 

72
 o

C 

20
 o

C/s 

2
 o

C/s 

 

Ζ ζεξκνθξαζία ηήμεο, πξνθεηκέλνπ λα ειέγμνπκε ηελ εηδηθόηεηα ησλ πξντόλησλ, 

ηέζεθε ζηνπο 60
 ν

C, ελώ ηα ηειηθά πξντόληα ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε πεθηή αγαξόδεο 2% 

θαη ε ειεθηξνθνξεηηθή ηνπο ηαρύηεηα ζπγθξίζεθε κε ηελ αληίζηνηρε πξντόλησλ απιήο 

αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο, ρξεζηκνπνηώληαο ηνπο ίδηνπο εθθηλεηέο θαη ηα 

αληίζηνηρα cDNA, σο εθκαγεία.      
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2.3.3. Καηαζθεπέο DNA 

Οη DNA θαηαζθεπέο myc-Rab27a wt (αγξίνπ ηύπνπ), myc-Rab27aQ78L (ελεξγόο 

κνξθή), myc-Rab27aT23N θαη myc-Rab27aN133I (αλελεξγέο κνξθέο) θαη ε myc-Rab27b 

wt, θαζώο επίζεο θαη ε myc-Munc13-4, ήηαλ κία επγεληθή πξνζθνξά ηνπ Ζ.Horiuchi. Οη 

DNA θαηαζθεπέο GFP-Rab(1-43) ήηαλ κία επγεληθή πξνζθνξά ηνπ Μ. Fukuda. 

Ζ αλζξώπηλε Rab27aQ78L, πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ην ζύζηεκα δύν πβξηδίσλ, 

θαηαζθεπάζηεθε ρξεζηκνπνηώληαο ηελ αλζξώπηλε Rab27a wt σο εθκαγείν θαη 

πξνθαιώληαο ζεκεηαθή κεηάιιαμε κε ηξεηο αληηδξάζεηο PCR. Οη εθθηλεηέο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηηο δύν πξώηεο αληηδξάζεηο ήηαλ νη 5‟-

GGCGAATTCATGTCTGATGGAGATTATGAT-3‟, 5‟-AACCTCTCCAGCCCT GCTG-

3‟ θαη 5‟-CAGCAGGGCTGGAGAGGTT-3‟, 5‟-CCGCTCGAGTCAACAG 

CCACATGCCCC-3‟, ελώ σο εθκαγείν ρξεζηκνπνηήζεθε ην cDNA ηεο αλζξώπηλεο 

Rab27a wt. ηε ζπλέρεηα, ρξεζηκνπνηώληαο ηα πξντόληα ησλ παξαπάλσ αληηδξάζεσλ σο 

εθκαγείν θαη ηνπο εθθηλεηέο  5‟-GGCGAATTCATGTCTGATGGAGATTAT GAT -3‟ θαη 

5‟-CCGCTCGAGTCAACAGCCACATGCCCC-3‟ πξαγκαηνπνηήζεθε ε ηξίηε αληίδξαζε 

PCR. Σν ηειηθό πξντόλ θισλνπνηήζεθε ζηηο ζέζεηο EcoRI/SalI ηνπ θνξέα pLexA-N. 

Οη θαηαζθεπέο flag-Rab27a wt, flag-Rab27aQ78L θαη flag-Rab27aN133I 

θαηαζθεπάζηεθαλ σο εμήο: Υξεζηκνπνηώληαο σο εθκαγείν ηνπο cDNA θιώλνπο ησλ myc-

Rab27a wt, myc-Rab27aQ78L θαη myc-Rab27aN133I πξαγκαηνπνηήζεθε αιπζηδσηή 

αληίδξαζε πνιπκεξάζεο κε ηνπο εθθηλεηέο 5‟-CCACGCGGCCGCCCAT 

GGGCCACCATGGACTACAAAGACGATGACGACAAGGGAGGTGGAATGTCGGA

TGGAGATTATGAC-3‟ θαη 5‟-CCTCTAGAGCTAGCGGATCCTCAACAGC 

CGCATAACCC-3‟. Σα πξντόληα θισλνπνηήζεθαλ ζηηο ζέζεηο NotI/XbaI ηνπ 

πιαζκηδηαθνύ θνξέα pCDNA3. 

Όιεο νη DNA θαηαζθεπέο, πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα δηακόιπλζε θπηηάξσλ HUVE, 

ήηαλ ειεύζεξεο ελδνηνμίλεο. Ο θαζαξηζκόο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε βνήζεηα ηεο 

ηππνπνηεκέλεο ζπζθεπαζίαο Endotoxin-free plasmid midiprep (Sigma).  

 

2.3.4.α. Καηαζθεπή θαη αλαπαξαγσγή αλαζπλδπαζκέλσλ αδελντώλ  

Αλαζπλδπαζκέλνη αδελντνί θαηαζθεπάζηεθαλ ζύκθσλα κε ηελ αλαθνξά (He et al., 

1998). Όινη νη θνξείο θαη ηα ζηειέρε βαθηεξίσλ γηα ηε δεκηνπξγία ησλ αδελντώλ ήηαλ 

επγεληθή πξνζθνξά ησλ C.Murphy θαη Θ.Φώηζε. 
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Οη αδελντνί, πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ, εμέθξαδαλ είηε ηελ αγξίνπ ηύπνπ Rab27a, είηε ηηο 

κνξθέο  Rab27aQ78L θαη Rab27aN133I, ζεκαζκέλεο, ζην Ν-ηειηθό άθξν, κε ηνλ επίηνπν 

flag. Αλαιπηηθόηεξα, νη flag-Rab27a wt, flag-Rab27aQ78L θαη flag-Rab27aN133I 

θισλνπνηήζεθαλ ζηε ζέζε NotI/XbaI ηνπ θνξέα έθθξαζεο pShuttle-CMV. Γηα ηε 

δεκηνπξγία αλαζπλδπαζκέλσλ πιαζκηδίσλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ βαθηήξηα BJ5183. Έηζη, 

θαζέλα από ηα παξαπάλσ πιαζκίδηα ππνβιήζεθε ζε πέςε κε ηελ πεξηνξηζηηθή 

ελδνλνπθιεάζε PmeI θαη αλακείρηεθε κε ην ζθειεηό-θνξέα pAdEasy1, πνπ πεξηέρεη όιν 

ην γνληδίσκα ηνπ αδελντνύ, εθηόο από ηηο πεξηνρέο ησλ πξώηκσλ γνληδίσλ Δ1 θαη Δ3. Ζ 

επηινγή ησλ απνηθηώλ έγηλε κε ηε ρξήζε 50 κg/ml θαλακπθίλεο. Οη απνηθίεο αλαιύζεθαλ 

αξρηθά ζε πεθηή αγαξόδεο, αλάινγα κε ην ππεξειηθσκέλν κέγεζνο ηνπ DNA ηνπο, αιιά 

θαη κε ελδεηθηηθέο πέςεηο κε ηηο πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο PacI θαη BamHI. Δπίζεο, 

σο αδελντόο κάξηπξαο, ρξεζηκνπνηήζεθε ν αδελντόο πνπ εμέθξαδε ηε β-γαιαθηνζηδάζε 

(AdLacZ), πνπ ήηαλ επίζεο πξνζθνξά ησλ C.Murphy θαη Θ.Φώηζε. 

Γηα ηελ παξαγσγή αλαζπλδπαζκέλσλ αδελντώλ ρξεζηκνπνηήζεθε ε αλζξώπηλε 

θπηηαξηθή ζεηξά παθεηαξίζκαηνο 293α (packaging line), ε νπνία επηηξέπεη ηνλ 

πνιιαπιαζηαζκό ησλ παξαγόκελσλ αδελντώλ, πξνκεζεύνληάο ηνπο κε ηα πξντόληα ησλ 

γνληδίσλ πνπ ηνπο ιείπνπλ (Δ1 θαη Δ2). Σα παξαπάλσ αλαζπλδπαζκέλα πιαζκίδηα, κεηά 

από πέςε κε ηελ ελδνλνπθιεάζε PacI, ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηε δηακόιπλζε θπηηάξσλ 

293α κε ηε ρξήζε ηνπ εκπνξηθνύ αληηδξαζηεξίνπ Lipofectamine2000. Οη αδελντνί, πνπ 

παξάρζεθαλ, ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ παξαγσγή κεζαίαο θιίκαθαο αδελντώλ, κεηά από 

δηαδνρηθέο εληζρύζεηο. 

 

2.3.4.β. Σηηινπνίεζε ηώλ θαη ζπλζήθεο κόιπλζεο θπηηάξσλ 

Όινη νη ηνί πνιιαπιαζηάζηεθαλ ζε 293α θύηηαξα θαη ν ηηθόο ηίηινο πξνζδηνξίζηεθε κε 

ηε δνθηκαζία ηηθήο πιάθαο. 293α θύηηαξα θαιιηεξγήζεθαλ ζε ηξπβιία 6 θξεαηίσλ κέρξη 

λα θαιύςνπλ ην 80-90% ηεο επηθάλεηαο. ηε ζπλέρεηα, έγηλε κόιπλζε ησλ θπηηάξσλ κε 

δηαθνξεηηθέο αξαηώζεηο ηνπ θάζε ηνύ (εύξνο από 10
-2

–10
-6

), γηα 4 ώξεο. Αθνινύζσο, έγηλε 

αθαίξεζε ηνπ ζξεπηηθνύ πιηθνύ από ηα θύηηαξα θαη πξνζζήθε 4 ml δηαιύκαηνο αγαξόδεο 

(20 mM Hepes, 12,5 mM MgCl2, 1% αγαξόδε ζε πιήξεο ζξεπηηθό πιηθό RPMI 1640), ζην 

θάζε θξεάηην, ην νπνίν θαη παξέκεηλε 20 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, κέρξη λα πήμεη. 

Σέινο, πξνζηέζεθε PBS ζηα κεζνδηαζηήκαηα ησλ θξεαηίσλ (πξνθεηκέλνπ λα κελ μεξαζεί 

ε παγσκέλε αγαξόδε θαη ζπάζεη), ην ηξπβιίν ζθξαγίζηεθε κε κεκβξάλε θαη αθνινύζεζε 

επώαζε ζε επσαζηηθό θιίβαλν, ζηνλ νπνίν ε ζεξκνθξαζία ήηαλ ζηαζεξή ζηνπο 37
 ν

C θαη 
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ε αηκόζθαηξα ήηαλ εκπινπηηζκέλε κε 5% CO2. Οη ηηθέο πιάθεο αλαπηύρζεθαλ κεηά από 

πεξίπνπ 10 κέξεο θαη αλαγλσξίζηεθαλ σο κεκνλσκέλεο εζηίεο ιύζεο ησλ θπηηάξσλ. Από 

ηνλ αξηζκό ησλ ηηθώλ πιαθώλ πνπ αλαπηύρζεθαλ ζηα δηαθνξεηηθά θξεάηηα, ηα νπνία 

αληηζηνηρνύζαλ ζε δηαθνξεηηθέο αξαηώζεηο ηνπ ηνύ, ππνινγίζηεθε ν ηηθόο ηίηινο (ηηθά 

ζσκάηηα/κl).  

Πξνθεηκέλνπ λα κνιπλζνύλ θαη λα εθθξάζνπλ ηηο αληίζηνηρεο πξσηεΐλεο, ηα HUVE 

θύηηαξα θαιιηεξγήζεθαλ θαη επσάζηεθαλ, όηαλ βξίζθνληαλ ζε θαηάζηαζε 80-90% 

θάιπςεο ηεο επηθάλεηαο ηνπ ηξπβιίνπ ηνπο, κε ηνπο αλαζπλδπαζκέλνπο ηνύο, ζε αλαινγία 

ηηθώλ ζσκαηίσλ/αξηζκόο θπηηάξσλ (Multiplicity of infection, MOI), όπσο αλαθέξεηαη αλά 

πεξίπησζε. Ζ έθθξαζε ησλ πξσηετλώλ ειέγρζεθε κε αλνζναπνηύπσζε θαηά Western, ελώ 

ην πνζνζηό ησλ κνιπζκέλσλ θπηηάξσλ εμεηάζηεθε κε έκκεζν αλνζνθζνξηζκό. 

 

2.3.5 Σερληθή δηπινύ πβξηδίνπ ζε θύηηαξα δύκεο 

Σν ζύζηεκα ησλ δύν πβξηδίσλ αλαπηύρζεθε αξρηθά από ηνπο Fields θαη Song, ην 1989, 

σο κία γελεηηθή κέζνδνο αλίρλεπζεο πξσηετληθώλ αιιειεπηδξάζεσλ κέζα ζε έλα 

θπηηαξηθό πεξηβάιινλ. Δθκεηαιιεύεηαη ηελ ηδηόηεηα πνιιώλ κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ 

λα απνηεινύληαη από δύν ιεηηνπξγηθά δηαθξηηέο πεξηνρέο: ε κία δηακεζνιαβεί ηελ 

πξόζδεζε ζην DNA θαη ε άιιε ελεξγνπνηεί ηε κεηαγξαθή. Ωο δόισκα ρξεζηκνπνηήζεθε 

ε hRab27aQ78L (ε δηαξθώο ελεξγή κνξθή ηεο Rab27a), πνπ θισλνπνηήζεθε ζε θνξέα 

δύκεο, ζπληεγκέλε κε ηελ πεξηνρή πξόζδεζεο ζην DNA (DNA binding domain-DBD) 

ελόο κεηαγξαθηθνύ παξάγνληα. Ωο ζήξακα ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα cDNA βηβιηνζήθεο από 

αλζξώπηλν πιαθνύληα, ηα νπνία θισλνπνηήζεθαλ ζε δεύηεξν θνξέα, ζπληεγκέλα κε ηελ 

πεξηνρή ελεξγνπνίεζεο ηεο κεηαγξαθήο (AD, activation domain), ηνπ ίδηνπ κε ην δόισκα 

κεηαγξαθηθνύ παξάγνληα. Ο θνξέαο πνπ θέξεη ην δόισκα θαη νη θνξείο ηεο βηβιηνζήθεο 

πνπ θέξνπλ ηα ζεξάκαηα κεηαζρεκαηίζηεθαλ ζε γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλα θύηηαξα δύκεο, 

πνπ θέξνπλ ηξία γνλίδηα αλαθνξάο: ην γνλίδην HIS3 (πνπ θσδηθνπνηεί έλα έλδπκν ηνπ 

κνλνπαηηνύ ηεο ηζηηδίλεο ζηε δύκε θαη επηηξέπεη ηε δηαινγή ησλ ζηειερώλ εθείλσλ πνπ 

αλαπηύζζνληαη ζε ζξεπηηθό πιηθό από ην νπνίν ιείπεη ην ακηλνμύ ηζηηδίλε), ην γνλίδην 

ADE2 (πνπ θσδηθνπνηεί έλα έλδπκν ηνπ κνλνπαηηνύ ζύλζεζεο ηεο αδελίλεο θαη επηηξέπεη 

ηε δηαινγή ησλ ζηειερώλ εθείλσλ πνπ αλαπηύζζνληαη ζε ζξεπηηθό πιηθό από ην νπνίν 

ιείπεη απηή) θαη ην γνλίδην lacZ (πνπ θσδηθνπνηεί ηε βαθηεξηαθή β-γαιαθηνζηδάζε). 

Αλνδηθά ησλ γνληδίσλ αλαθνξάο ππάξρνπλ νη αιιεινπρίεο ησλ ζέζεσλ ηνπ ρεηξηζηή 

(operator), όπνπ πξνζδέλεηαη ν κεηαγξαθηθόο παξάγνληαο, κέζσ ηεο DBD ηνπ γηα λα 
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ελεξγνπνηήζεη ηε κεηαγξαθή ησλ γνληδίσλ αλαθνξάο. Μόλν, ινηπόλ, όηαλ ην δόισκα 

αιιειεπηδξάζεη κε έλα ζήξακα ζπγθξνηείηαη ν πιήξεο κεηαγξαθηθόο παξάγνληαο, πνπ 

ελεξγνπνηεί ηε κεηαγξαθή. Έηζη ηα κεηαζρεκαηηζκέλα θύηηαξα δύκεο, ζηα νπνία 

εθθξάδεηαη ην δόισκα θαη ην αιιειεπηδξώλ ζήξακα, αλαπηύζζνληαη ζε εηδηθό ζξεπηηθό 

πιηθό δηαινγήο. Από ηνπο ζεηηθνύο θιώλνπο απνκνλώλεηαη ην πιαζκηδηαθό DNA θαη 

βξίζθεηαη ε αιιεινπρία ηνπ.  

Έλα ζεκαληηθό κεηνλέθηεκα ηεο ηερληθήο είλαη ε ζπρλή απνκόλσζε ησλ ιεγόκελσλ 

„false-positive interactors‟. Πξσηεΐλεο-ζεξάκαηα πνπ πξνζδέλνληαη ζην DNA αλνδηθά ησλ 

γνληδίσλ αλαθνξάο, κπνξνύλ λα ελεξγνπνηήζνπλ ηε κεηαγξαθή, ρσξίο λα αιιειεπηδξνύλ 

κε ηελ πξσηεΐλε-δόισκα, ελώ άιιεο κπνξνύλ λα ηξνπνπνηήζνπλ ην κεηαβνιηζκό ζηε 

δύκε, κε ηξόπν ώζηε ηα θύηηαξα λα αλαπηύζζνληαη ζηα ζξεπηηθά πιηθά δηαινγήο, ρσξίο 

ηε κεηαγξαθή ησλ γνληδίσλ αλαθνξάο. Όιεο νη πξσηεΐλεο πνπ πξνθύπηνπλ από ηε 

ζάξσζε, ινηπόλ, ειέγρνληαη γηα ηελ αιιειεπίδξαζή ηνπο κε ηελ πξσηεΐλε-δόισκα, κε 

ρξήζε κηαο ζηξαηεγηθήο δηαζηαύξσζεο. πγθεθξηκέλα, ε πξσηεΐλε-δόισκα πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ αξρηθή ζάξσζε, θαζώο επίζεο θαη νξηζκέλα δνιώκαηα-κάξηπξεο 

(LexA-laminC, LexA-p53) κεηαζρεκαηίδνληαη ζε ζηέιερνο αλαθνξάο ηύπνπ 

δηαζηαύξσζεο α, ελώ νη πξσηεΐλεο πνπ έρνπλ πξνθύςεη από ηε ζάξσζε ζε έλα ηύπνπ a 

ζηέιερνο αλαθνξάο. Σα ζηειέρε δηαζηαπξώλνληαη ζε έλα πιήξεο ζξεπηηθό πιηθό θαη ζηε 

ζπλέρεηα κεηαθέξνληαη ζε ζξεπηηθά πιηθά δηαινγήο. Σα δηπινεηδή ζηειέρε πνπ εθθξάδνπλ 

ηελ πξσηεΐλε-δόισκα θαη ζήξακα αλαπηύζζνληαη ζην ζξεπηηθό δηαινγήο κόλν αλ νη 

πξσηεΐλεο απηέο αιιειεπηδξνύλ. Μόλν νη πξσηεΐλεο-ζεξάκαηα πνπ ελεξγνπνηνύλ θαη ηα 

δύν γνλίδηα αλαθνξάο, όηαλ ζπλεθθξάδνληαη κε ηελ πξσηεΐλε-δόισκα, αιιά όρη κε ηα 

δνιώκαηα-κάξηπξεο, ζεσξνύληαη αμηόπηζηεο.    

Ζ δνθηκαζία απηή πξαγκαηνπνηήζεθε από ηελ εηαηξία Dualsystems Biotech AG, 

(Zurich, Switzerland), ζην πιαίζην ζπλεξγαζίαο κε ην εξγαζηήξηό καο ζην πξόγξακκα “ 

Pulmotension ” ηνπ FP6.  

 

2.4 Παξαζθεπαζηηθέο Μέζνδνη 
 

2.4.1 Παξαζθεπή θπηηαξνπιαζκαηηθνύ θαη κεκβξαληθνύ εθρπιίζκαηνο από 

αλζξώπηλν πιαθνύληα 

Αλζξώπηλνο πιαθνύληαο, αθνύ πιύζεθε κε παγσκέλν δηάιπκα PBS, 

νκνγελνπνηήζεθε, παξνπζία δηαιύκαηνο 20 mM Hepes, pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM 
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DTT θαη θπγνθεληξήζεθε ζηηο 4.200 g γηα 30 ιεπηά, ζηνπο 4
o
C, πξνθεηκέλνπ λα 

απνκαθξπλζνύλ ππξήλεο θαη κηηνρόλδξηα. ην ππεξθείκελν πξνζηέζεθε θνθηέηι 

αλαζηνιέσλ πξσηεαζώλ (ηακπιέηεο Roche) θαη αθνινύζεζε θπγνθέληξεζε ζηα 100.000 g 

ζηνπο 4
o
C γηα 1 ώξα. Σν ππεξθείκελν ηεο ππεξθπγνθέληξεζεο απνηέιεζε ην 

θπηηαξνπιαζκαηηθό εθρύιηζκα, ελώ ην ίδεκα επαλαησξήζεθε ζε δηάιπκα 20 mM Hepes, 

pH:7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA θαη νκνγελνπνηήζεθε ζηνλ 

νκνγελνπνηεηή Wheaton, κέρξη λα γίλεη ιεπηόξεπζην. Αθνινύζεζε δηαιπηνπνίεζε ησλ 

κεκβξαληθώλ πξσηετλώλ κε πξνζζήθε 1% TritonX-100, αλάδεπζε γηα 30 ιεπηά ζηνπο 4
o
C 

θαη ππεξθπγνθέληξεζε ζηα 100.000 g ζηνπο 4
o
C γηα 1 ώξα. Σν ππεξθείκελν απνηέιεζε ην 

κεκβξαληθό παξαζθεύαζκα πιαθνύληα. Σν θπηηαξνπιαζκαηηθό εθρύιηζκα ππέζηε 

δηαπήδεζε, ζε παγσκέλν δηάιπκα 20 mM Hepes, pH:7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 

πξνθεηκέλνπ λα απνκαθξπλζνύλ ηα λνπθιενηίδηα, πνπ πηζαλώο επεξεάζνπλ ηε 

λνπθιενηηδηθή θαηάζηαζε ηεο Rab27a. 

Οη αληίζηνηρεο παξαζθεπέο από εγθέθαιν θαη ζπιήλα κνζραξηνύ πξαγκαηνπνηήζεθαλ, 

κε ηελ ίδηα αθξηβώο δηαδηθαζία. 

 

2.4.2 Πξνεηνηκαζία ησλ θνιώλσλ ρξσκαηνγξαθίαο ζπγγέλεηαο ηεο Rab27a 

Ζ δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηήζεθε ζύκθσλα κε ηελ αλαθνξά (Christoforidis and Zerial, 

2000). Οη ρηκαηξηθέο πξσηεΐλεο GST-Rab27a θαη GST-Rab5α ππεξεθθξάζηεθαλ ζην 

βαθηήξην E.coli BL21(DE3), ην νπνίν, ύζηεξα από κεηαζρεκαηηζκό, έθεξε έλα 

αλαζπλδπαζκέλν pGEX πιαζκίδην. Ζ πξσηετληθή έθθξαζε από απηό ην πιαζκίδην 

ππόθεηηαη ζηνλ έιεγρν ηνπ ππνθηλεηή tac (tac promoter), ν νπνίνο επάγεηαη 

ρξεζηκνπνηώληαο ην αλάινγν ηεο ιαθηόδεο, ην IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactoside). 

Έηζη, κόιηο ε βαθηεξηαθή θαιιηέξγεηα αλαπηύρζεθε έσο O.D.600 nm~0,5, ζηνπο 21
ν
C, ε 

πξσηετληθή έθθξαζε επάρζεθε κε 0,05 mM IPTG, γηα 16 ώξεο, ζηελ ίδηα ζεξκνθξαζία. 

Μεηά ηελ επαγσγή, ε θαιιηέξγεηα θπγνθεληξήζεθε θαη ηα θύηηαξα ζπιιέρζεθαλ κε 

παγσκέλν δηάιπκα PBS, 5 mM MgCl2 , 5 κg/ml DNase, 5 κg/ml RNase, 5 mM β-

mercaptoethanol, pepstatin θαη θνθηέηι αλαζηνιέσλ πξσηεαζώλ (ηακπιέηεο Roche). Από 

εδώ θαη πέξα, εθηόο θαη αλ αλαθέξεηαη αιιηώο, ζηα δηαιύκαηα πεξηέρεηαη λνπθιενηίδην, 

GDP ή GTPγS, αλάινγα κε ηελ επηζπκεηή θαηάζηαζε ηεο Rab. ηε Rab27a ρνξεγήζακε 

GDP ή GTPγS, ελώ ζηε Rab5α, ηελ νπνία ρξεζηκνπνηνύκε σο αξλεηηθό κάξηπξα, 

ρνξεγήζακε GDP. Παξνπζία, ινηπόλ, 200 κΜ ηνπ εθάζηνηε λνπθιενηηδίνπ, 

πξαγκαηνπνηήζεθε ιύζε ησλ θπηηάξσλ, κε ρξήζε ηεο ζπζθεπήο French pressure cell 
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(SIM-AMINCO). Αθνινύζεζε ππεξθπγνθέληξεζε, ελώ ην ππεξθείκελν θαζαξίζηεθε κε 

ρξήζε ζηήιεο γινπηαζεηόλεο (glutathione sepharose beads), πνπ έρεη ηελ ηδηόηεηα λα 

θαηαθξαηεί ηηο GST-ζεκαζκέλεο πξσηεΐλεο.  

Σα ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο-αγαξόδεο, πνπ είραλ θαηαθξαηήζεη ηηο GST-Rabs, 

ζπιιέρζεθαλ κε θπγνθέληξεζε θαη αθνινύζεζαλ πιύζεηο κε PBS, 5 mM MgCl2, 5 mM β-

Me, 10 κΜ λνπθιενηίδην, αξρηθά, θαη ζηε ζπλέρεηα κε PBS, 5 mM β-Me, 10 mΜ EDTA. 

Σν EDTA απνκαθξύλεη δηζζελή θαηηόληα από ην δηάιπκα. Γεδνκέλνπ όηη ε πξόζδεζε ηνπ 

λνπθιενηηδίνπ από ηε Rab είλαη κία Mg
+2

-εμαξηώκελε δηαδηθαζία, απνκάθξπλζε ηνπ Mg
+2

 

απνκαθξύλεη ην ήδε πξνζδεκέλν λνπθιενηίδην από απηή. Γηα ην ιόγν απηό, κεηά ηηο 

πιύζεηο αθνινύζεζε επώαζε κε ην παξαπάλσ EDTA δηάιπκα, γηα 30 ιεπηά ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Δθόζνλ έρνπκε απνκαθξύλεη ην ήδε πξνζδεκέλν λνπθιενηίδην, 

κπνξνύκε λα ρνξεγήζνπκε ην επηζπκεηό λνπθιενηίδην ζηε Rab. Έηζη, αθνύ πιύλακε γηα 

λα απνκαθξύλνπκε ην EDTA, επσάζακε ηηο θνιώλεο, γηα 2 ώξεο ζηνπο 4
ν
C, κε δηάιπκα 

PBS, 5 mM MgCl2, 5 mM β-Me θαη 200 κΜ από ην εθάζηνηε λνπθιενηίδην.           

2.4.3 Έθθξαζε θαη απνκόλσζε ηεο SHD πεξηνρήο ηεο πξσηεΐλεο Slac-2b  

Πξνθεηκέλνπ λα εθθξάζνπκε θαη λα απνκνλώζνπκε ηελ SHD πεξηνρή (78 ακηλνμέα) 

ηεο πξσηεΐλεο Slac-2b, αθνινπζήζακε ηελ παξαπάλσ δηαδηθαζία (2.4.2), ρσξίο, όκσο, ην 

ζηάδην ρνξήγεζεο λνπθιενηηδίνπ, αθνύ ε πξσηεΐλε απηή δελ πξνζδέλεη λνπθιενηίδηα. Ζ 

πξνζδεκέλε ζηε ζηήιε γινπηαζεηόλεο αλαζπλδπαζκέλε GST-SHD επσάζηεθε, ζηε 

ζπλέρεηα, κε ην prescission enzyme, ζε αλαινγία 1 κg prescission enzyme γηα θάζε 100 κg 

πξσηεΐλεο, πξνθεηκέλνπ λα εθινύζνπκε θαζαξή κόλν ηελ SHD πεξηνρή. Ζ πξσηεάζε 

prescission επηηξέπεη ηελ πέςε ησλ GST-ζπδεπγκέλσλ πξσηετλώλ, θόβνληαο κεηαμύ ησλ 

θαηαινίπσλ Gln θαη Gly ζηελ αιιεινπρία αλαγλώξηζεο LeuGluValLeuPheGln/GlyPro. Ζ 

αληίδξαζε πξαγκαηνπνηήζεθε γηα 16 ώξεο ζηνπο 4
ν
C ππό αλάδεπζε, παξνπζία δηαιύκαηνο 

50 mM Tris pH 7.0, 150 mM NaCl, 5 mM β-Me, 1 mM EDTA. Μεηά από θπγνθέληξεζε, 

ζπιιέρηεθε ζην ππεξθείκελν ε θαζαξή SHD, ε νπνία επσάζηεθε κε 50 κl θαζαξά 

ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο, πξνθεηκέλνπ λα απνκαθξπλζνύλ νη πξσηεΐλεο GST θαη GST-

presc. enzyme, πνπ ηπρόλ απειεπζεξώλνληαη. Αθνινύζεζε δηαπήδεζε, όπνπ σο δηάιπκα 

δηαπήδεζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ην PBS. H όιε απηή παξαζθεπή πξαγκαηνπνηήζεθε από ηελ 

Αιεμάλδξα Παπαθσηίθα.    
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2.5 Βηνρεκηθέο κέζνδνη 
 

2.5.1. Πξνζπάζεηα απνκόλσζεο ηειεζηώλ ηεο Rab27a κέζσ ρξσκαηνγξαθίαο 

ζπγγέλεηαο  

Σα ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο-αγαξόδεο, πνπ είραλ πξνζδέζεη ηηο GST-Rab27α-GDP ή - 

GTPγS ή ηε GST-Rab5α-GDP (βι.2.4.2), επσάζηεθαλ ζηε ζπλέρεηα κε ην κεκβξαληθό ή 

ην θπηηαξνπιαζκαηηθό παξαζθεύαζκα πιαθνύληα (βι.2.4.1), παξνπζία ηνπ αληίζηνηρνπ 

λνπθιενηηδίνπ. Αθνινύζεζαλ πιύζεηο, αξρηθά παξνπζία θαη, ζηε ζπλέρεηα, απνπζία 

MgCl2, ελώ ε έθινπζε πξαγκαηνπνηήζεθε, κε επώαζε γηα 30 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ, κε δηάιπκα έθινπζεο ηεο αθόινπζεο ζύζηαζεο: 20 mM Hepes, pH 7.5, 100 

mM NaCl, 1 mM DTT, 20 mM EDTA. Σν EDTA απνκαθξύλεη ην ήδε πξνζδεκέλν 

λνπθιενηίδην από ηε Rab, κε απνηέιεζκα απηή λα αιιάδεη δηακόξθσζε, ειεπζεξώλνληαο 

ηνπο ηειεζηέο πνπ είρε πξνζδέζεη. Πξνθεηκέλνπ λα απνκαθξπλζεί από ην έθινπζκα ε 

GST-Rab, πνπ πηζαλώο είρε δηαξξεύζεη από ηα ζθαηξίδηα, πξαγκαηνπνηήζεθε επώαζε 

απηνύ κε ζθαηξίδηα γινπηαζεηόλεο-αγαξόδεο, ηα νπνία απνκαθξύλζεθαλ ζηε ζπλέρεηα κε 

θπγνθέληξεζε. Σν ππεξθείκελν ζπκππθλώζεθε 3 θνξέο θαη ρξεζηκνπνηήζεθε γηα 

ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή SDS-αθξπιακηδίνπ, 6% θαη 15%, γηα ηελ αλάιπζε ηόζν ησλ 

κεγάινπ όζν θαη ησλ κηθξνύ κνξηαθνύ βάξνπο πξσηετλώλ. Αθνινύζεζε ρξώζε ησλ 

πξσηετλώλ κε ηε ρξσζηηθή Coomassie Brilliant Blue G θαη, ζηε ζπλέρεηα, ρξώζε ληηξηθνύ 

αξγύξνπ.  

Γηα ηε κειέηε ηεο εμάξηεζεο ηεο αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ Rab27a θαη SHD (πεξηνρή 

ηεο πξσηεΐλεο Slac-2b) από ην GTP, πξαγκαηνπνηήζεθε επώαζε ησλ GST-Rab27α-GDP ή 

-GTPγS ή GST-Rab5α-GDP, πνπ είραλ πξνεγνπκέλσο πξνζδεζεί ζηα ζθαηξίδηα 

γινπηαζεηόλεο-αγαξόδεο, κε ηελ θαζαξή πξσηεΐλε SHD (of Slac-2b) (βι.2.4.2), όπσο θαη 

πξνεγνπκέλσο. Ζ έθινπζε έγηλε ζε δύν ζηάδηα. ην πξώην ρξεζηκνπνηήζεθε ην δηάιπκα 

έθινπζεο 20 mM Hepes, pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 20 mM EDTA, ελώ ζην 

δεύηεξν, ην δηάιπκα 100 mM Tris, pH 8.5, 5 mM β-Me, 15 mM γινπηαζεηόλεο (reduced 

glutathione). Σα θιάζκαηα γηα ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε πεθηή SDS-αθξπιακηδίνπ, 16% θαη 

αθνινύζεζε ρξώζε ησλ πξσηετλώλ κε ηε ρξσζηηθή Coomassie Brilliant Blue G. 

Ζ πεηξακαηηθή απηή πξνζέγγηζε, ιόγσ αλεπαξθνύο δηακόξθσζεο ηεο Rab27a, 

παξνπζίαζε απνηειέζκαηα κεησκέλεο αμηνπηζηίαο, πνπ δελ αμηνπνηήζεθαλ.  
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2.5.2 Γνθηκαζία, in vivo, αλνζνθαηαθξύκληζεο   

Κύηηαξα 293 δηακνιύλζεθαλ ηαπηόρξνλα κε ηηο DNA θαηαζθεπέο myc-Munc13-4 θαη 

GFP ή GFP-Rab27a ή GFP-Rab3a ή GFP-Rab15 ή GFP-Rab33a ή GFP-Rab37 ή GFP-

Rab5 ή GFP-Rab4 ή GFP-Rab11. 48 ώξεο αξγόηεξα, ηα θύηηαξα ιύζεθαλ κε δηάιπκα 

ιύζεο πνπ πεξηείρε: 50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 100 κΜ GTPγS, 

0,5% Triton θαη 1x κίγκα αλαζηνιέσλ πξσηεαζώλ (EDTA-free) (Roche Applied science, 

Indianapolis, USA) θαη θπγνθεληξήζεθαλ ζηα 10.000g γηα 5 ιεπηά, ζηνπο 4
ν
C. Σν 

ππεξθείκελν ππεξθπγνθεληξήζεθε ζηα 100.000 g γηα 1 ώξα, ζηνπο 4
ν
C. ην ππεξθείκελν 

ηεο ππεθπγνθέληξεζεο πξαγκαηνπνηήζεθε πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηεο πξσηεΐλεο κε ηε 

κέζνδν Bradford, θξαηήζεθε πνζόηεηα 50 κg, ώζηε λα ειεγρζεί ε έθθξαζε ησλ 

πξσηετλώλ, ησλ νπνίσλ κειεηάηαη ε ελδερόκελε αλνζνθαηαθξήκληζε, ελώ ην ππόινηπν (1 

mg) επσάζηεθε κε anti-GFP αληίζσκα πνπ ήηαλ νκνηνπνιηθά ζπλδεδεκέλν κε ζθαηξίδηα 

ζεθαξόδεο-πξσηεΐλεο Α, γηα 2 ώξεο ζηνπο 4
ν
C, ππό αλάδεπζε. Αθνινύζεζε έθπιπζε ησλ 

ζθαηξηδίσλ 5 θνξέο κε δηάιπκα ιύζεο θαη 1 θνξά κε δηάιπκα 50 mM Tris pH 7.5, 150 

mM NaCl, 0,1% Triton. Οη πξνζδεκέλεο ζηα ζθαηξίδηα πξσηεΐλεο εθινύζηεθαλ κε 

δηάιπκα γιπθίλεο (0,1 M glycine pH 2.5, 0,1% Triton). 

Γηα ηελ νκνηνπνιηθή πξόζδεζε ησλ anti-GFP αληηζσκάησλ ζηα ζθαηξίδηα ζεθαξόδεο-

πξσηεΐλεο Α, 1300 κl anti-GFP νξνύ (πνπ είραλ εμηζνξξνπεζεί κε 65 κl 1 Μ Tris pH 8) 

επσάζηεθαλ κε 400 κl ζθαηξίδηα ζεθαξόδεο-πξσηεΐλεο Α, γηα 2 ώξεο ζηνπο 4
ν
C, ππό 

αλάδεπζε. Αθνινύζεζαλ 5 πιύζεηο κε 1 ml borate-NaOH, pH 8.6 θαη επώαζε κε 2 ml 20 

mM DMP ζε 0,2 M borate-NaOH, γηα κηζή ώξα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Ζ αληίδξαζε 

ηεξκαηίζηεθε κε πξνζζήθε 2 ml 0,2 M αηζαλνιακίλεο, pH 8.2, θαη επώαζε γηα 2 ώξεο ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, ππό αλάδεπζε. Σέινο, πξαγκαηνπνηήζεθαλ πιύζεηο ησλ 

ζθαηξηδίσλ 8 θνξέο κε δηάιπκα 0,1 M γιπθίλεο pH 2.3, 0,1% Triton, γηα ηελ 

απνκάθξπλζε ηνπ αληηζώκαηνο πνπ δελ είρε πξνζδεζεί νκνηνπνιηθά ζηα ζθαηξίδηα, θαη ηα 

ζθαηξίδηα δηαηεξήζεθαλ ζε δηάιπκα θσζθνξηθώλ ζηνπο 4
ν
C.       

 

2.5.3. ELISA 

Ζ  ELISA είλαη κία πνζνηηθή κέζνδνο, ε νπνία ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηνλ πνζνηηθό 

πξνζδηνξηζκό ηνπ εθθξηλόκελνπ vWF από ηα ελεξγνπνηεκέλα HUVEC. 

Πξαγκαηνπνηήζεθε ζύκθσλα κε ηελ αλαθνξά. ηε κέζνδν απηή ρξεζηκνπνηήζεθε 

ηξπβιίν 96-θξεαηίσλ θαη πξαγκαηνπνηήζεθε επώαζε 16 σξώλ ππό αλάδεπζε ζηνπο  4
ν
C 

κε ην 1
ν
 πνιπθισληθό αληίζσκα (αληί-human vWF, A0082 DakoCytomation), ζε αξαίσζε 
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1:400 ζε δηάιπκα PBS. Αθνινύζεζαλ 4 πιύζεηο ησλ 200 κl/θξεάηην κε PBS + 0.1% Triton 

(δηάιπκα πιύζεο) ππό αλάδεπζε γηα 2 ιεπηά θαη έπεηηα επώαζε κε 200 κl/θξεάηην PBS + 

0.1% Triton + 0.2% δειαηίλε (blocking buffer) ππό αλάδεπζε γηα κία ώξα ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. ηε ζπλέρεηα, πξνζηέζεθε ην αληηγόλν, κέρξη 200κl, από ην πιηθό πνπ 

ζπιιέρηεθε ζύκθσλα κε ηε δηαδηθαζία πνπ πεξηγξάθεθε ζην εδάθην 2.2.4. Αθνινύζεζε 

επώαζε γηα κία ώξα ππό αλάδεπζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Καηόπηλ, 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ 3 πιύζεηο ησλ 200 κl, κε δηάιπκα πιύζεο, θαη κία κε blocking buffer. 

Αθνινύζεζε επώαζε κε ην 2
ν
 αληίζσκα (αληί-human vWF, ζπδεπγκέλν κε ηε ξαθαληδηθή 

ππεξνμεηδάζε, Ρ0226, πνιπθισληθό ηεο εηαηξίαο DakoCytomation). Καηά ηε δεύηεξε 

επώαζε ην αληίζσκα πξνζδέλεηαη ζην αληηγόλν, πνπ είλαη ήδε πξνζδεκέλν ζην 1
ν
 

αληίζσκα. Έπεηηα από 4 πιύζεηο κε blocking buffer, πξαγκαηνπνηήζεθε αληίδξαζε 

ππεξνμεηδάζεο κε πξνζζήθε 200 κl/θξεάηην θαηάιιεινπ ππνζηξώκαηνο [25 ml δηάιπκα 

θηηξηθνύ-θσζθνξηθώλ + 0,01 g o-Phenylenediamine (OPD) + 0,01 ml H2O2, όπνπ ην 

δηάιπκα θηηξηθνύ-θσζθνξηθώλ, pH 5, απνηεινύληαλ από 100 mM θηηξηθό νμύ θαη 200 

mM Na2HPO4, ζε αλαινγία 1:1,06]. Ζ πξνζζήθε 50 κl H2SO4 2N/θξεάηην ηεξκάηηζε ηελ 

αληίδξαζε, θαζώο άιιαμε ην pH ηνπ δηαιύκαηνο θαη απελεξγνπνίεζε ηελ ππεξνμεηδάζε. 

Αθνινύζεζε θσηνκέηξεζε ζηα 492 nm, ην νπνίν αληηζηνηρεί ζην κέγηζην απνξξόθεζεο 

ηνπ ρξσκνγόλνπ πξντόληνο. Ζ κεηαηξνπή ηεο νπηηθήο απνξξόθεζεο ζε Α.U. (arbitary 

units), πξαγκαηνπνηήζεθε κε ρξήζε πξόηππεο θακπύιεο πνπ ζπζρέηηδε ηα δύν απηά 

κεγέζε. 

  

2.5.4 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ζπγθέληξσζεο πξσηεΐλεο 

 Γηα ηε κέηξεζε ζπγθέληξσζεο ζπλνιηθήο πξσηεΐλεο ζηα θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη κέζνδνη BCA (BCA
TM

 Protein Assay Kit ηεο εηαηξίαο Pierce) θαη 

Bradford (αληηδξαζηήξην Bradford ηεο εηαηξίαο Biorad), αλάινγα κε ηελ πνζόηεηα 

απνξξππαληηθνύ πνπ ππήξρε ζην θπηηαξηθό εθρύιηζκα.  

Ο ρεκηθόο κεραληζκόο ηεο πξώηεο κεζόδνπ ζηεξίδεηαη ζηελ αληίδξαζε Biuret, 

ζύκθσλα κε ηελ νπνία ελώζεηο, όπσο νη πξσηεΐλεο, πνπ πεξηέρνπλ δύν ή πεξηζζόηεξνπο 

πεπηηδηθνύο δεζκνύο, ζε αιθαιηθέο ζπλζήθεο δεκηνπξγνύλ ζύκπινθα κε ηόληα Cu
+2

. ην 

αιθαιηθό απηό πεξηβάιινλ ηα ηόληα Cu
+2 

αλάγνληαη ζε Cu
+1 

. Σα αλεγκέλα θαηηόληα 

ραιθνύ αληηδξνύλ κε ην βηθηλρξσκηθό νμύ, παξάγσληαο έλα έληνλν κπιε-πξάζηλν ρξώκα, 

ην νπνίν απνξξνθά ζηα 540nm. 
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Ζ κέζνδνο Bradford βαζίδεηαη ζην όηη ε ρξσζηηθή Coomassie Brilliant Blue G-250 

έρεη θόθθηλν ρξώκα, σο ειεύζεξε, ελώ σο ζπλδεκέλε κε πξσηεΐλεο έρεη κπιε ρξώκα, πνπ 

απνξξνθά ζηα 595nm. Γελ επεξεάδεηαη από ηηο πεξηζζόηεξεο ελώζεηο πνπ δεκηνπξγνύλ 

πξόβιεκα ζηε κέζνδν BCA (νπξία, κεξθαπηάλεο, αληηδξαζηήξηα ζεηνιώλ, EDTA θ.άι.), 

αιιά επεξεάδεηαη από πςειέο ζπγθεληξώζεηο (1%) απνξξππαληηθώλ, όπσο ηα Triton X-

100 θαη SDS. πλνπηηθά, θπηηαξηθό εθρύιηζκα αξαηώζεθε ζε δηάιπκα 20% 

αληηδξαζηεξίνπ Bradford ζε λεξό θαη θσηνκεηξήζεθε. Γηα ηελ πξόηππε θακπύιε 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ δηαδνρηθά απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο BSA (2 κg/κl).  

 

2.5.5 Ζιεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ ζε πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ 

Οη πξσηεΐλεο θπηηαξηθώλ εθρπιηζκάησλ αλαιύζεθαλ κε ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή 

πνιπαθξπιακηδίνπ, ππό αλαγσγηθέο ζπλζήθεο. Αξρηθά, ζηα θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα 

πξνζηέζεθε 1xLaemli sample buffer, ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 62,5 mM Tris-HCl pH 6.8, 

2,3% SDS, 10% (v/v) γιπθεξόιε θαη 0,05% (w/v) κπιε ηεο βξσκνθαηλόιεο, παξνπζία 

100 mM DTT, γηα ηελ αλαγσγή ησλ δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ, θαη ηα δείγκαηα ππέζηεζαλ 

βξαζκό γηα 5 ιεπηά ζηνπο 100
ν
C. Σα αληόληα ηνπ SDS δεζκεύνληαη ζηηο θύξηεο αιπζίδεο 

ησλ πξσηετλώλ, κε ιόγν έλα πεξίπνπ κόξην SDS γηα θάζε δύν ακηλνμέα. Σν γεγνλόο απηό 

δίλεη ζην ζύκπινθν πξσηεΐλεο/SDS έλα κεγάιν αξλεηηθό θαζαξό θνξηίν πνπ είλαη ζρεδόλ 

αλάινγν κε ηε κάδα ηεο πξσηεΐλεο θαη πνιύ κεγαιύηεξν από ην θπζηθό θνξηίν ηεο, ην 

νπνίν έηζη ζεσξείηαη αζήκαλην. Έηζη, ζηνπο πόξνπο ηνπ πεθηώκαηνο πνιπαθξπιακηδίνπ, 

πνπ ιεηηνπξγεί σο κνξηαθόο εζκόο, νη πξσηεΐλεο θηλνύληαη πξνο ηo ζεηηθό πόιν θαη 

δηαρσξίδνληαη κε βάζε ηε κάδα ηνπο.   

Ζ παξαζθεπή ησλ πεθηώλ (πεθηή επηζηνίβαμεο, πεθηή δηαρσξηζκνύ), ε ζύζηαζε ηνπ 

δηαιύκαηνο ειεθηξνθόξεζεο θαη νη ζπλζήθεο απηήο, έγηλαλ ζύκθσλα κε ηηο πξόηππεο 

δηαδηθαζίεο πνπ αλαθέξνληαη ζην Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 

 

2.5.6 Αλνζναπνηύπσζε πξσηετλώλ θαηά western (western blotting) 

Οη πξσηεΐλεο, πνπ δηαρσξίζηεθαλ κε ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ, 

κεηαθέξζεθαλ ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο (0,45 mm) κε ξεύκα 200 mA γηα 1 ώξα 

ζηνπο 4
ν
C . Σν ξπζκηζηηθό δηάιπκα, κέζα ζην νπνίν έγηλε ε κεηαθνξά, πεξηείρε 192 mM 

γιπθίλε, 25 mM Tris-base θαη 20% κεζαλόιε. Γηα ηνλ έιεγρν ηεο απνηειεζκαηηθόηεηαο 

ηεο απνηύπσζεο, νη πξσηεΐλεο πνπ βξίζθνληαλ ζηε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο βάθηεθαλ 

κε Ponceau S (0,1% ζε νμηθό νμύ 1%) γηα 1 ιεπηό θαη μεβάθηεθαλ κε λεξό. Οη κεκβξάλεο 
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επσάζηεθαλ ζε 5% άπαρν γάια ζε δηάιπκα Western (PBS – 0.1% Tween 20), ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα κία ώξα ππό αλαηάξαμε, γηα ηε δέζκεπζε ησλ κε εηδηθώλ 

ζέζεσλ δέζκεπζεο πξσηετλώλ. Αθνινύζεζε επώαζε κε ηα πξσηνγελή αληηζώκαηα είηε γηα 

κία ώξα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ είηε ζηνπο 4
ν
C νινλπρηίσο ζε δηάιπκα Western–2% 

δειαηίλε. Πξαγκαηνπνηήζεθαλ 4 πιύζεηο ησλ 5 ιεπηώλ κε δηάιπκα Western θαη νη 

κεκβξάλεο επσάζηεθαλ κε ηα θαηάιιεια δεπηεξνγελή αληηζώκαηα, ζπδεπγκέλα κε ηε 

ξαθαληδηθή ππεξνμεηδάζε (Horse Raddish Peroxidase, HRP) γηα κία ώξα ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ θαη ζε 5% άπαρν γάια ζθόλε, ζε δηάιπκα Western. Αθνινύζεζαλ νη ίδηεο 

αθξηβώο πιύζεηο, όπσο θαη παξαπάλσ, θαη ε εκθάληζε ηνπ ζήκαηνο έγηλε κε ην εκπνξηθό 

αληηδξαζηήξην εληζρπκέλεο ρεκεηνθσηαύγεηαο (Enhaced Chemiluminescence, ECL) ηεο 

εηαηξίαο Roche. 

 

2.6 Μνξθνινγηθέο κέζνδνη 
 

2.6.1 Έκκεζνο αλνζνθζνξηζκόο 

Κύηηαξα HUVE θαιιηεξγήζεθαλ ζε θαιππηξίδεο, πνπ είραλ πξν-επσαζηεί κε 

θνιιαγόλν ηύπνπ 1, θαη ζηε ζπλέρεηα επεμεξγάζηεθαλ ζηηο δηάθνξεο ζπλζήθεο, αλάινγα 

κε ην ζρεδηαζκό ηνπ πεηξάκαηνο. Με ην πέξαο ηεο επεμεξγαζίαο, έγηλε πιύζε ησλ 

θπηηάξσλ κία θνξά κε PBS θαη ζηε ζπλέρεηα κνληκνπνίεζε ζε δηάιπκα 

παξαθνξκαιδεύδεο 3,7% γηα 20 ιεπηά. Σν κέζν κνληκνπνίεζεο εμνπδεηεξώζεθε κε 50 

mM NH4Cl  (ζε PBS) γηα 30 ιεπηά θαη αθνινύζεζε επώαζε κε Triton 0.1% (ζε PBS) γηα 

4 ιεπηά, πξνθεηκέλνπ λα επηηεπρζεί ε δηαπεξαηόηεηα ηεο κεκβξάλεο. Αθνινύζσο, έγηλε 

πιύζε κε PBS θαη επώαζε κε 10% FΒS (πνπ είρε πξηλ ππεξθπγνθεληξεζεί) γηα 20 ιεπηά, 

πξνθεηκέλνπ λα θαιπθζνύλ νη κε εηδηθέο αληηγνληθέο ζέζεηο. ηε ζπλέρεηα, έγηλε επώαζε 

ησλ θπηηάξσλ κε ην δηάιπκα ηνπ πξώηνπ αληηζώκαηνο γηα 1 ώξα. Με ην πέξαο ηεο 

επώαζεο, θαη κεηά 3 πιύζεηο ησλ 5 ιεπηώλ κε PBS, έγηλε επώαζε κε ην δηάιπκα ηνπ 

δεύηεξνπ αληηζώκαηνο. Όια ηα αληηζώκαηα αξαηώζεθαλ ζε νξό 5%. Οη θαιππηξίδεο 

ηνπνζεηήζεθαλ ζε αληηθεηκελνθόξεο πιάθεο ζε δηάιπκα Moviol (Sigma) πνπ πεξηείρε 100 

mg/ml diazabicyclo(2.2.2)octane (DAPCO ηεο εηαηξίαο Sigma) θαη παξαηεξήζεθαλ ζε 

ζπλεζηηαθό κηθξνζθόπην. 
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2.6.2 πλεζηηαθή κηθξνζθνπία  

Υξεζηκνπνηήζεθε κηθξνζθόπην Leica TCS SP, εμνπιηζκέλν κε πεγή εθπνκπήο laser 

αθηηλνβνιίαο (Argon-488), laser ζηεξεάο θαηάζηαζεο 561 θαη ινγηζκηθό Leica TCS.   
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3. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

3.1 Σαπηνπνίεζε ησλ Rab GTPαζώλ πνπ εληνπίδνληαη ζηα WPBs   

Πξνθεηκέλνπ λα ηαπηνπνηήζνπκε ηηο Rab GTPάζεο πνπ εληνπίδνληαη ζηα WPBs, 

πξαγκαηνπνηήζακε κεζνδνινγία ζάξσζεο όισλ ησλ Rab GTPαζώλ ηνπ αλζξώπηλνπ 

γνληδηώκαηνο, Rab1 έσο Rab43, ηηο νπνίεο ππεξεθθξάζακε ζε θύηηαξα HUVE, 

ζπδεπγκέλεο κε ηελ πξάζηλε θζνξίδνπζα πξσηεΐλε (Green Fluorescent Protein – GFP), θαη 

δηεξεπλήζακε, κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία, ηνλ ελδνθπηηάξην εληνπηζκό ηνπο ζε ζρέζε κε 

ηα WPBs. Ωο δείθηε ησλ WPBs ρξεζηκνπνηήζακε ην θπξίαξρν θνξηίν ηνπο, ηελ πξσηεΐλε 

vWF. Ζ πηνζέηεζε απηήο ηεο νιηζηηθήο πξνζέγγηζεο, δειαδή ηεο ζάξσζεο όισλ ησλ 

Rabs, απαληά νξηζηηθά ζην εξώηεκα ησλ WPB-εηδηθώλ Rab GTPαζώλ. Πξόθεηηαη 

εμάιινπ γηα κία ζηξαηεγηθή πνπ είρε πξνεγνπκέλσο ρξεζηκνπνηεζεί κε επηηπρία ζηα 

λεπξνελδνθξηλή θύηηαξα PC12, γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ Rab GTPαζώλ πνπ ειέγρνπλ ηελ 

έθθξηζε λεπξνδηαβηβαζηώλ (Tsuboi and Fukuda, 2006), ελώ ππεξηεξεί έλαληη ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο κάδαο, πνπ είρε ρξεζηκνπνηεζεί επξέσο ζε παιαηόηεξεο κειέηεο, 

δεδνκέλνπ όηη ε απνκόλσζε ελδνθπηηάξησλ νξγαληδίσλ δελ είλαη απόιπηα εηδηθή θαη, 

επηπιένλ, δελ είλαη πάληα εθηθηή ε αλίρλεπζε πξσηετλώλ πνπ εθθξάδνληαη ζε ρακειά 

επίπεδα.  

Ζ παξαπάλσ ζπζηεκαηηθή ζάξσζε καο επέηξεςε όρη κόλν λα ηαπηνπνηήζνπκε ηηο 

Rabs ησλ WPBs, αιιά θαη λα ραξηνγξαθήζνπκε ηνλ ελδνθπηηάξην εληνπηζκό όισλ ησλ 

Rab GTPαζώλ ζηα θύηηαξα HUVE. Σα απνηειέζκαηα ηεο ραξηνγξάθεζεο απηήο 

ζπλνςίδνληαη ζηνλ πίλαθα 3.1, ζηνλ νπνίν επίζεο αλαθέξεηαη ν ελδνθπηηάξηνο εληνπηζκόο 

ησλ Rabs ζύκθσλα κε πξνεγνύκελεο βηβιηνγξαθηθέο αλαθνξέο. ύγθξηζε ησλ 

απνηειεζκάησλ ζάξσζεο ηεο παξνύζαο κειέηεο (3
ε
 ζηήιε) κε απνηειέζκαηα 

πξνεγνύκελσλ κειεηώλ, όπσο απηά ζπγθεληξώζεθαλ από ηνλ Stenmark (Stenmark, 2009),  

(2
ε
 ζηήιε) απνδεηθλύεη ηελ νξζή ελδνθπηηαξηθή ζηόρεπζε ησλ GFP-ζπδεπγκέλσλ Rab 

GTPαζώλ ζηα θύηηαξα HUVE, αθνύ ζηε ζπληξηπηηθή πιεηνςεθία ησλ πεξηπηώζεσλ ε 

ζηόρεπζε πνπ παξαηεξήζακε ήηαλ ζε ζπκθσλία κε απηή πνπ είρε πξνεγνπκέλσο 

αλαθεξζεί. Να ζεκεηώζνπκε, ζην ζεκείν απηό, πσο ε πξάζηλε θζνξίδνπζα πξσηεΐλε είλαη 

ζπδεπγκέλε ζην ακηλν-ηειηθό άθξν ηεο αιιεινπρίαο ησλ Rab, θαζώο ζην θαξβνμπ-ηειηθό 

ηνπο άθξν βξίζθεηαη ην κνηίβν πξελπιίσζεο, πνπ είλαη ππεύζπλν γηα ηε κεκβξαληθή ηνπο 

ζηόρεπζε.    
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Πίλαθαο 3.1: Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκόο ησλ Rab GTPαζώλ ζε θύηηαξα HUVE. 

Kύηηαξα HUVE, πνπ θαιιηεξγήζεθαλ ζε επηζηξσκέλεο κε θνιιαγόλν γπάιηλεο 

θαιππηξίδεο, δηακνιύλζεθαλ κε ηηο GFP-Rab (1-43). Μεηά από παξέιεπζε 48 σξώλ, 

κνληκνπνηήζεθαλ θαη αθνινύζεζε αλνζνθζνξηζκόο κε πνιπθισληθό αληίζσκα έλαληη ηνπ 

GFP θαη κνλνθισληθό έλαληη ηνπ vWF. Σα δείγκαηα αλαιύζεθαλ κε ζπλεζηηαθή 

κηθξνζθόπεζε. Ο ραξαθηεξηζκόο ησλ ελδνθπηηάξησλ δηακεξηζκάησλ, ζηα νπνία 

εληνπίζηεθαλ νη Rabs ζηα θύηηαξα HUVE (3
ε
 ζηήιε), δελ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ρξήζε 

πξσηετλώλ-δεηθηώλ ησλ δηακεξηζκάησλ, αιιά ήηαλ απνηέιεζκα κνξθνινγηθήο 

παξαηήξεζεο, κε εμαίξεζε ηα WPBs, ζηα νπνία ν εληνπηζκόο ησλ Rabs ειέγρζεθε κε ηνλ 

δείθηε vWF. ηε 2
ε
 ζηήιε αλαθέξεηαη ν ελδνθπηηάξηνο εληνπηζκόο ησλ Rabs, ζύκθσλα 

κε πξνεγνύκελεο αλαθνξέο. Ζ αξρηθά ραξαθηεξηζκέλε σο Rab16 πξσηεΐλε απνδείρηεθε 

πσο απνηειεί κία ηζνκνξθή ηεο ππννηθνγέλεηαο Rab3, ηε Rab3d, κε απνηέιεζκα ε 

αξίζκεζε λα πξνρσξά από ηε Rab15 ζηε Rab17. Σν θελό ζηε ζέζε 31 είλαη ε Rab22b.  

 

Rab 

GTPάζε 

Δλδνθπη. Δληνπ. (H. Stenmark, Nat Rev 

2009) 

Δλδνθπη. Δληνπ. ζηα 

HUVEC(παξνύζα κειέηε) 

Rab1 Δλδνπιαζκαηηθό δίθηπν Δλδνπιαζκαηηθό δίθηπν 

Rab2 πξν-Golgi ελδηάκεζν δηακέξηζκα Δλδνπιαζκαηηθό δίθηπν 

Rab3 πλαπηηθά θπζηίδηα, Δθθξηηηθά θνθθία WPBs 

Rab4 Πξώηκα ελδνζώκαηα, Δλδνζώκαηα 

αλαθύθισζεο 

Δλδνζώκαηα 

Rab5 Πξώηκα ελδνζώκαηα, Καβενζώκαηα, 

Κπζηίδηα θαιπκκέλα κε θιαζξίλε, Κπηηαξ. 

κεκβξάλε 

Δλδνζώκαηα 

Rab6 Golgi Golgi 

Rab7 Όςηκα ελδνζώκαηα Δλδνζώκαηα 

Rab8 Γίθηπν trans-Golgi, GLUT4 θπζηίδηα Δλδνπιαζκαηηθό δίθηπν, 

Πεξηππξεληθά θπζηίδηα 

Rab9 Όςηκα ελδνζώκαηα Δλδνζώκαηα 

Rab10 Δλδνπιαζκαηηθό δίθηπν, Γίθηπν trans-Golgi, 

GLUT4 θπζηίδηα  

Golgi 

Rab11 Δλδνζώκαηα αλαθύθισζεο Δλδνζώκαηα αλαθύθισζεο 

Rab12 Γίθηπν trans-Golgi, Δθθξηηηθά θνθθία Golgi 

Rab13 Κπη. πλδέζεηο (TJs), Πξώηκα ελδνζώκαηα  Κπηηαξ. κεκβξάλε 

Rab14 Γίθηπν trans-Golgi, Πξώηκα ελδνζώκαηα Golgi, Δλδνζώκαηα 

Rab15 Πξώηκα ελδνζώκαηα, Δλδνζώκαηα 

αλαθύθισζεο  

Δλδνζώκαηα, WPBs 

Rab17 Δλδνζώκαηα αλαθύθισζεο Δλδνζώκαηα, Κπηηαξ. 

κεκβξάλε  

Rab18 Δθθξηηηθά θπζηίδηα, Κπηηαξ. κεκβξάλε, 

Δλδνπιαζκαηηθό δίθηπν 

Κπηηαξ. κεκβξάλε, νξηζκέλα 

θπζηίδηα 

Rab19 Golgi Golgi 

Rab20 Δλδνθπηησηηθέο δνκέο επηζειηαθώλ 

θπηηάξσλ 

Δλδνζώκαηα 

Rab21 Πξώηκα ελδνζώκαηα Δλδνζώκαηα 

Rab22 Πξώηκα ελδνζώκαηα, Γίθηπν trans-Golgi Δλδνζώκαηα 

Rab23 Κπηηαξ. κεκβξάλε, Πξώηκα ελδνζώκαηα Κπηηαξ. κεκβξάλε, 

Δλδνζώκαηα 

Rab24 Φαγνζώκαηα, Ππξεληθά έγθιεηζηα Δλδνπιαζκαηηθό δίθηπν 
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Rab25 Δλδνζώκαηα αλαθύθισζεο Δλδνζώκαηα 

Rab26 πλαπηηθά θνθθία Πεξηππξεληθά θπζηίδηα 

Rab27 πλαπηηθά θνθθία, Μειαλνζώκαηα, 

Δθθξηηηθά θπζηίδηα 
WPBs 

Rab28 Με ραξαθηεξηζκέλνο Πεξηππξεληθό δηακέξηζκα 

Rab29 Με ραξαθηεξηζκέλνο Πεξηππξεληθό δηακέξηζκα 

Rab30 Golgi Golgi 

Rab32 Μειαλνζώκαηα, Μηηνρόλδξηα Πεξηππξεληθά θπζηίδηα 

Rab33 (κέζν) Golgi, Ππθλά θνθθία ησλ PC12 

θπηηάξσλ   

Golgi, WPBs  

Rab34 Κπηηαξ. κεκβξάλε, Μαθξνπηλνζώκαηα, 

Golgi 

Κπηηαξ. κεκβξάλε 

Rab35 Κπηηαξ. κεκβξάλε, Δλδνζώκαηα 

αλαθύθισζεο 

Κπηηαξ. κεκβξάλε, 

Δλδνζώκαηα 

Rab36 Με ραξαθηεξηζκέλνο Πεξηππξεληθό δηακέξηζκα 

Rab37 Δθθξηηηθά θνθθία ηζηηνθπηηάξσλ WPBs 

Rab38 Μειαλνζώκαηα Πεξηππξεληθά θπζηίδηα 

Rab39 Golgi Δλδνζώκαηα 

Rab40 Golgi Πεξηππξεληθό δηακέξηζκα 

Rab41 Με ραξαθηεξηζκέλνο Golgi 

Rab42 Με ραξαθηεξηζκέλνο Κπηηαξ. κεκβξάλε 

Rab43 Golgi Πεξηππξεληθά ελδνζώκαηα 

 

 

Από ην ζύλνιν ησλ 41 δηαθνξεηηθώλ Rab GTPαζώλ πνπ εμεηάζηεθαλ, πέληε βξέζεθαλ 

λα εληνπίδνληαη ζηα WPBs. Πξόθεηηαη γηα ηηο Rab27a, 3a, 15, 33a θαη 37 (ρήκα 3.1). 

Από απηέο, νη Rab27a θαη 37 εληνπίδνληαη απνθιεηζηηθά ζηα WPBs, ε Rab3a έρεη κία 

έληνλε δηάρπηε θπηηαξνπιαζκαηηθή ρξώζε, αιιά θαη ζαθή εληνπηζκό ζηα WPBs, ελώ νη 

Rab15 θαη 33a, εθηόο από ηα WPBs, εληνπίδνληαη θαη ζε έλα δεύηεξν πεξηππξεληθό 

ελδνθπηηάξην δηακέξηζκα. Πξνεγνύκελεο εξγαζίεο έρνπλ δείμεη πσο ε Rab33b εληνπίδεηαη 

ζηε ζπζθεπή Golgi (Zheng et al., 1998), ελώ ε Rab15 ζπλεληνπίδεηαη κε Rab5- θαη Rab4-

ζεηηθά πξώηκα ελδνζώκαηα, θαζώο επίζεο θαη κε Rab11-ζεηηθά πεξηππξεληθά 

ελδνζώκαηα αλαθύθισζεο (Zuk and Elferink, 1999).  

Ζ ύπαξμε πέληε δηαθνξεηηθώλ Rabs ζηα WPBs είλαη έλα πνιύ ελδηαθέξνλ 

απνηέιεζκα, ην νπνίν όκσο, αθξηβώο ιόγσ ηνπ κεγάινπ αξηζκνύ ησλ εληνπηζζέλησλ Rabs 

ζηα νξγαλίδηα απηά, ζα κπνξνύζε λα γελλήζεη εξσηεκαηηθά σο πξνο ηελ αμηνπηζηία ηεο 

κεζόδνπ θαη ην θαηά πόζν ηα απνηειέζκαηα απηά είλαη εηδηθά. Καηαξρήλ, ε ζπλύπαξμε 

πνιιώλ δηαθνξεηηθώλ Rabs ζε έλα θπηηαξηθό δηακέξηζκα έρεη αλαθεξζεί ζε πξνεγνύκελεο 

κειέηεο. Γηα παξάδεηγκα, ζηα πξώηκα ελδνζώκαηα ζπλεληνπίδνληαη νη Rab5, 4, 11, 7, 9, 

21, 22 (Sonnichsen et al., 2000) (Barbero et al., 2002) (Simpson et al., 2004). Δπηπιένλ, 



 

 

  
     70 

 
  

κία ζεηξά από παξαηεξήζεηο ζπλεγνξνύλ ππέξ ηεο αμηνπηζηίαο ησλ απνηειεζκάησλ καο. 

Πξώηνλ, ηα απνηειέζκαηά καο ήηαλ ζε ζπκθσλία κε ην γλσζηό εληνπηζκό Rab GTPαζώλ 

άιισλ νξγαληδίσλ (π.ρ. Rab1-ER, Rab6-Golgi θ.ι.π. - αξλεηηθνί κάξηπξεο) (Πίλαθαο 3.1), 

δεύηεξνλ, επηβεβαηώζεθε ν εληνπηζκόο ζηα WPBs ησλ δύν κέρξη ζήκεξα γλσζηώλ Rabs 

ησλ νξγαληδίσλ απηώλ (Rab27 θαη Rab3), ελώ, ηέινο, γηα ηηο Rab37 θαη Rab33a έρεη, από 

πξνεγνύκελεο κειέηεο, δεηρηεί λα εληνπίδνληαη ζηα εθθξηηηθά θνθθία ησλ ηζηηνθπηηάξσλ 

(Masuda et al., 2000) θαη ζηα ππθλά θνθθία ησλ λεπξνελδνθξηλώλ PC12 θπηηάξσλ 

(Tsuboi and Fukuda, 2006), αληίζηνηρα. πλεπώο, ηα απνηειέζκαηα ηεο ζάξσζεο 

εληνπηζκνύ ησλ Rabs ζηα WPBs θξίλνληαη εηδηθά.  

Δίλαη, επίζεο, αμηνζεκείσην όηη έλαο κεγάινο αξηζκόο Rab GTPαζώλ, πνπ έρεη κέρξη 

ζήκεξα βξεζεί λα εληνπίδεηαη ζε εθθξηηηθά θπζηίδηα άιισλ θπηηάξσλ, δελ εληνπίδεηαη ζηα 

WPBs (ρήκα 3.2). Σν απνηέιεζκα απηό είλαη κεγάιεο ζεκαζίαο, αθνύ δείρλεη όηη 

εθθξηηηθά νξγαλίδηα δηαθνξεηηθώλ θπηηάξσλ εκθαλίδνπλ ζεκαληηθέο δηαθνξέο σο 

πξνο ηνπο κνξηαθνύο κεραληζκνύο πνπ δηέπνπλ ηε δπλακηθή ηνπο ζην θύηηαξν. Οη 

δηαθνξέο απηέο επηβεβαηώλνπλ ηελ επξέσο δηαδεδνκέλε άπνςε όηη ην πξσηετληθό θνξηίν 

(cargo) πνπ κεηαθέξεηαη ζην εζσηεξηθό ησλ θπζηηδίσλ, θαζνξίδεη ην είδνο ησλ 

ζηξαηνινγνύκελσλ πξσηετλώλ, πνπ είλαη ππεύζπλεο γηα ην ζρεκαηηζκό, κεηαθνξά θαη 

ζύληεμε ηνπ θπζηηδίνπ κε ηε κεκβξάλε ζηόρν.  

Σέινο, αμίδεη λα ζεκεησζεί όηη θάπνηεο Rabs (θπξίσο ελδνζσκηθήο θύζεσο), ελώ δελ 

είραλ ζαθή ζπλεληνπηζκό κε ηελ πξσηεΐλε-δείθηε ησλ WPBs, ηνλ vWF, εληνύηνηο ηα 

δηακεξίζκαηα ζηα νπνία εληνπίδνληαλ παξνπζίαζαλ κηθξήο έθηαζεο επαθέο κε ηα WPBs 

(ρήκα 3.3). Από ηα πην ραξαθηεξηζηηθά παξαδείγκαηα είλαη ε πεξίπησζε ηεο Rab9, κηαο 

Rab ππεύζπλεο γηα ηελ θπζηηδηαθή κεηαθνξά από ηα όςηκα ελδνζώκαηα ζην δίθηπν trans-

Golgi.  

πκπεξαζκαηηθά, από ην ζύλνιν ησλ 41 Rab GTPαζώλ, πέληε Rabs, νη Rab27a, 3a, 

15, 33a θαη 37, εληνπίδνληαη ζηα WPBs. Από απηέο ηηο πέληε, νη Rab27a θαη Rab3 είλαη 

γλσζηέο Rabs ησλ WPBs από πξνεγνύκελεο εξγαζίεο (Hannah et al., 2003) (Knop et al., 

2004), ελώ γηα ηηο Rab15, 33a θαη 37, ε παξνύζα δηαηξηβή απνηειεί ηελ πξώηε κειέηε πνπ 

δείρλεη όηη νη Rabs απηέο εληνπίδνληαη ζηα νξγαλίδηα απηά.       
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ρήκα 3.1: Οη Rab-27a, -3a, -15, -33a θαη -37 εληνπίδνληαη ζηα WPBs. Kύηηαξα 

HUVE, πνπ θαιιηεξγήζεθαλ ζε επηζηξσκέλεο κε θνιιαγόλν γπάιηλεο θαιππηξίδεο, 

δηακνιύλζεθαλ κε ηηο GFP-Rab (1-43). Μεηά από παξέιεπζε 48 σξώλ, ηα θύηηαξα 

κνληκνπνηήζεθαλ θαη αθνινύζεζε αλνζνθζνξηζκόο κε πνιπθισληθό αληίζσκα έλαληη ηνπ 

GFP (πξνο ελίζρπζε ηνπ ζήκαηνο) θαη κνλνθισληθό έλαληη ηνπ vWF. Σα δείγκαηα 

αλαιύζεθαλ κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθόπεζε. ην ζρήκα παξνπζηάδνληαη νη Rabs πνπ 

εληνπίδνληαη ζηα WPBs.    
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ρήκα 3.2: Rab GTPάζεο πνπ έρεη κέρξη ζήκεξα βξεζεί λα εληνπίδνληαη ζε άιινπ 

ηύπνπ εθθξηηηθά θπζηίδηα, δελ εληνπίδνληαη ζηα WPBs. Kύηηαξα HUVE, πνπ 

θαιιηεξγήζεθαλ ζε επηζηξσκέλεο κε θνιιαγόλν γπάιηλεο θαιππηξίδεο, δηακνιύλζεθαλ κε ηηο 

GFP-Rab8/10/12/18/26/32/38. Ο αλνζνθζνξηζκόο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην πνιπθισληθό 

αληίζσκα έλαληη ηνπ GFP θαη ην κνλνθισληθό έλαληη ηνπ vWF θαη ηα δείγκαηα αλαιύζεθαλ κε 

ζπλεζηηαθή κηθξνζθόπεζε.  
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ρήκα 3.3: Υαξαθηεξηζηηθά παξαδείγκαηα ελδνζσκηθώλ Rabs, πνπ δελ 

εληνπίδνληαη ζηα WPBs θαη κε ηηο νπνίεο παξαηεξείηαη κηθξήο έθηαζεο επαθή κε 

ηα WPBs. Kύηηαξα HUVE, πνπ θαιιηεξγήζεθαλ ζε επηζηξσκέλεο κε θνιιαγόλν γπάιηλεο 

θαιππηξίδεο, δηακνιύλζεθαλ κε ηηο GFP-Rab (1-43). Μεηά από παξέιεπζε 48 σξώλ, ηα 

θύηηαξα κνληκνπνηήζεθαλ θαη αθνινύζεζε αλνζνθζνξηζκόο κε πνιπθισληθό αληίζσκα 

έλαληη ηνπ GFP θαη κνλνθισληθό έλαληη ηνπ vWF. Σα δείγκαηα αλαιύζεθαλ κε ζπλεζηηαθή 

κηθξνζθόπεζε. ην ζρήκα παξνπζηάδνληαη ηα ελδνζσκηθά δηακεξίζκαηα κε ηα νπνία 

παξαηεξήζεθε κηθξήο έθηαζεο επαθή κε ηα WPBs.    
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3.2 Οη Rab-27, -3, -15, -33 θαη -37 εληνπίδνληαη ζηα ίδηα WPBs  

ηε ζπλέρεηα, ιακβάλνληαο ππόςε πσο γηα θάζε κία από ηηο πέληε δηαθνξεηηθέο Rabs 

πνπ ηαπηνπνηήζακε παξαηεξήζεθε έλαο αξηζκόο WPBs πνπ ήηαλ αξλεηηθόο γηα ηελ 

εθάζηνηε Rab, ζε ζπλδπαζκό κε βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα πνπ πξνηείλνπλ δηάθξηζε ησλ 

WPBs ζε ππνπιεζπζκνύο αλάινγα κε ην θνξηίν ηνπο (βι. Δηζαγσγή 1.2.4), ζειήζακε λα 

ειέγμνπκε ηελ πηζαλόηεηα νη GTPάζεο απηέο λα εληνπίδνληαη ζε δηαθνξεηηθά WPBs. 

Σαπηόρξνλε δηακόιπλζε HUVEC κε ηηο myc-Rab27a θαη GFP-Rab3a ή GFP-Rab15 ή 

GFP-Rab33a ή GFP-Rab37 απέδεημε πσο νη πξσηεΐλεο απηέο εληνπίδνληαη ζηα ίδηα WPBs 

(Δηθόλα 3.4), αθνύ ζρεδόλ όια ηα Rab27a-ζεηηθά επηκήθε νξγαλίδηα εκθαλίδνληαη επίζεο 

λα είλαη ζεηηθά θαη γηα θάζε κία από ηηο ππόινηπεο ηέζζεξηο Rabs. ε νξηζκέλεο 

πεξηπηώζεηο, ζε έλα ή δύν WPBs αλά θύηηαξν, δελ παξαηεξήζεθε ζπλεληνπηζκόο κεηαμύ 

ησλ δύν δηαθνξεηηθώλ Rabs. Ζ πεηξακαηηθή απηή πξνζέγγηζε, βέβαηα, δελ παξέρεη ηε 

δπλαηόηεηα λα δηαθξίλνπκε αλ ηα WPBs πνπ βξέζεθαλ ζεηηθά σο πξνο κία κόλν GTPάζε 

δελ απνθηνύλ πνηέ ηηο άιιεο ή ηηο απνθηνύλ ζε θάπνην άιιν ζηάδην ηεο σξίκαλζήο ηνπο. 

πκπεξαζκαηηθά, ινηπόλ, ζηελ πιεηνλόηεηα ησλ WPBs ππάξρεη ζπλεληνπηζκόο θαη ησλ 

πέληε Rab GTPαζώλ, ελώ κόλν έλα πνιύ κηθξό πνζνζηό νξγαληδίσλ έθεξε εμεηδηθεπκέλα 

κία κόλν GTPάζε από ηα δεύγε ησλ Rab πνπ ειέγρζεθαλ.   
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ρήκα 3.4: Οη Rab-27a, -3a, -15, -33a θαη -37 ζπλεληνπίδνληαη ζηα ίδηα νξγαλίδηα.   

Σαπηόρξνλε δηακόιπλζε HUVEC κε ηελ αλαζπλδπαζκέλε myc-Rab27α θαη ηηο GFP-Rab3α,  

GFP-Rab37, GFP-Rab15 θαη GFP-Rab33α. Μεηά από παξέιεπζε 48 σξώλ, ηα θύηηαξα 

κνληκνπνηήζεθαλ θαη αθνινύζεζε αλνζνθζνξηζκόο κε πνιπθισληθό αληίζσκα έλαληη ηνπ GFP 

θαη κνλνθισληθό έλαληη ηνπ επηηόπνπ myc.  
 

 

3.3 Οη  Rab-27a/b, -3a/b/d, -15, -33a/b θαη -37  εθθξάδνληαη ζηα θύηηαξα 

HUVE    

Δπεηδή ε κεζνδνινγία πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε, κέρξη ζηηγκήο, πεξηειάκβαλε 

ππεξέθθξαζε ησλ πξσηετλώλ, ε ηαπηνπνίεζε ησλ πέληε Rab GTPαζώλ ζηα WPBs ζα είρε 

ζεκαζία κόλν εάλ νη πξσηεΐλεο απηέο εθθξάδνληαη ελδνγελώο ζηα ελδνζειηαθά θύηηαξα. 
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Ζ ρξήζε αληηζσκάησλ γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ πξσηετλώλ απηώλ κε αλνζναπνηύπσζε 

θαηέζηε δπλαηή κόλν γηα ηηο Rab27a θαη Rab3d (βι. ρήκα 3.7C, ζηα πιαίζηα πεηξακάησλ 

απνζηώπεζεο), ελώ απνπζηάδνπλ αληηζώκαηα γηα ηηο ππόινηπεο Rabs. Όκσο, αθόκε θαη 

γηα ηελ πεξίπησζε ησλ Rab27a θαη Rab3d, ηα αληηζώκαηα δελ ήηαλ θαηάιιεια γηα ρξώζε 

ζε πεηξάκαηα αλνζνθζνξηζκνύ, ώζηε λα ειεγρζεί ν εληνπηζκόο ησλ ελδνγελώλ Rabs ζηα 

WPBs. πλεπώο, πξνθεηκέλνπ λα δηεξεπλεζεί ε ελδνγελήο έθθξαζε ησλ πέληε Rabs 

επηιέμακε ηε κεζνδνινγία ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο ζε πξαγκαηηθό ρξόλν 

(real time RT-PCR). Δπηπιένλ, επεηδή γηα κεξηθέο Rabs ππάξρνπλ δηαθνξεηηθέο 

ηζνκνξθέο, πνπ κπνξεί λα παξνπζηάδνπλ δηαθνξηθή ηζηνεηδηθή έθθξαζε, 

πξαγκαηνπνηήζεθε RT-PCR γηα ελληά δηαθνξεηηθέο Rab ηζνκνξθέο (Rab-27a/b, -3a/b/d, -

15, -33a/b θαη -37). ην ζεκείν απηό πξέπεη λα ζεκεησζεί όηη ζηε ζπζηεκαηηθή ζάξσζε 

ησλ Rab GTPαζώλ ζε θύηηαξα HUVE, πνπ παξνπζηάζηεθε πην πξηλ, δελ ρξεηάζηεθε ν 

έιεγρνο όισλ ησλ ηζνκνξθώλ ησλ Rab. Κη απηό γηαηί έρεη παξαηεξεζεί όηη, θαηά βάζε, νη 

δηάθνξεο ηζνκνξθέο κηαο Rab πξσηεΐλεο εληνπίδνληαη ζην ίδην ελδνθπηηάξην δηακέξηζκα. 

Γηα παξάδεηγκα, όιεο ν ηζνκνξθέο ηεο Rab5 (Rab5a, b, c) εληνπίδνληαη ζηα πξώηκα 

ελδνζώκαηα (Bucci et al., 1995).  

Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ πεηξακάησλ RT-PCR ρξεζηκνπνηήζεθαλ εηδηθνί γηα θάζε 

Rab εθθηλεηέο, νη νπνίνη ζρεδηάζηεθαλ κε ηε βνήζεηα ηνπ ινγηζκηθνύ DnaStar. ε θάζε 

πεξίπησζε πξαγκαηνπνηήζεθε θακπύιε ηήμεο, πξνθεηκέλνπ λα ειεγρζεί ε εηδηθόηεηα ησλ 

πξντόλησλ, ελώ ηα ηειηθά πξντόληα ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε πεθηή αγαξόδεο, πξνθεηκέλνπ 

λα ειεγρζεί ε νξζόηεηα ηνπ κεγέζνπο ηνπο. Όπσο δείρλεηαη ζην ζρήκα 3.5Α/Β, εθηόο από 

ηε Rab27a, ηα HUVEC εθθξάδνπλ θαη ηε Rab27b. Ζ εηδηθόηεηα ησλ εθθηλεηώλ έλαληη ηεο 

Rab27b ζε ζρέζε κε ηε Rab27a ειέγρζεθε ρξεζηκνπνηώληαο, ζε απιή αιπζηδσηή 

αληίδξαζε πνιπκεξάζεο, ηνπο εθθηλεηέο έλαληη ηεο Rab27b θαη ην cDNA ηεο hRab27a σο 

εθκαγείν (ρήκα 3.5C). Με αληίζηνηρε ζηξαηεγηθή ειέγρζεθε θαη επηβεβαηώζεθε ε 

έθθξαζε θαη ησλ ππνινίπσλ επηά Rab GTPαζώλ (Rab-3a/b/d, -15, -33a/b θαη -37) (ρήκα 

3.6). Ζ ειεθηξνθνξεηηθή θηλεηηθόηεηα ησλ πξντόλησλ ηεο RT-PCR, πνπ παξαηεξείηαη ζηα 

ζρήκαηα 3.5 θαη 3.6, νθείιεηαη ζην όηη γηα θάζε Rab πνιιαπιαζηάζηεθαλ δηαθνξεηηθνύ 

κεγέζνπο ηκήκαηα, αλάινγα κε ηε ζέζε πβξηδηζκνύ ησλ εθθηλεηώλ. Σα ηκήκαηα απηά 

πνηθίιαλ από 100 κέρξη 250 bp, πεξίπνπ. πλεπώο, ζπλνιηθά εθθξάδνληαη ελληά 

κεηάγξαθα ησλ Rab GTPαζώλ ησλ WPBs ζηα ελδνζειηαθά θύηηαξα HUVE.   
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ρήκα 3.5: Έιεγρνο έθθξαζεο ησλ Rab27a θαη Rab27b ζε HUVEC. (Α) 

Ζιεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο ησλ πξντόλησλ ηεο RT-PCR γηα ηνλ έιεγρν ηεο 

έθθξαζεο ηεο Rab27a ζε HUVEC, ρξεζηκνπνηώληαο 200 ng νιηθό εθρύιηζκα HUVEC (tot. 

RNA) ή Ζ2Ο (αξλεηηθόο κάξηπξαο). (Β) Οκνίσο κε (Α) γηα ηε Rab27b. ηελ ηειεπηαία 

δηαδξνκή ηξέρεη ην πξντόλ αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

ηνπο εθθηλεηέο ηεο Rab27b θαη ην cDNA ηεο αλζξώπηλεο Rab27b, σο εθκαγείν. (C) Έιεγρνο 

κε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο  ηεο εηδηθόηεηαο ησλ εθθηλεηώλ έλαληη ηεο Rab27b.  

 

 
 

 ρήκα 3.6: Έιεγρνο έθθξαζεο ησλ Rab3Α/Β/D, Rab15, Rab33A/B θαη Rab37 ζε 

HUVEC κε RT-PCR. Ζιεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο ησλ πξντόλησλ ηεο RT-PCR 

γηα ηνλ έιεγρν ηεο έθθξαζεο ησλ Rab -3a, -3b, -3d (A), -15 (B), -33a, -33b (C) θαη -37 (D) 

ζε HUVEC, ρξεζηκνπνηώληαο 200 ng νιηθό εθρύιηζκα HUVEC (tot. RNA) ή Ζ2Ο 

(αξλεηηθόο κάξηπξαο). ηελ πεξίπησζε ηεο Rab37 (D), ζηελ ηειεπηαία δηαδξνκή ηξέρεη ην 

πξντόλ αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηνπο εθθηλεηέο ηεο 

Rab37 θαη ην cDNA ηεο Rab37. 
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3.4 Οη  Rab27a, 3a, 3d θαη 15 ξπζκίδνπλ ηελ έθθξηζε ησλ WPBs 

Σα πξνεγνύκελα απνηειέζκαηα εγείξνπλ ην εξώηεκα ζρεηηθά κε ηε ζεκαζία ησλ 

πέληε απηώλ Rabs (Rab27a/b, Rab3a/b/d, Rab15, Rab33a/b, Rab37) ζηελ έθθξηζε ησλ 

WPBs. Πξνθεηκέλνπ λα απαληήζνπκε ζην εξώηεκα απηό, απνζησπήζακε κε εμεηδηθεπκέλα 

siRNA νιηγνλνπθιενηίδηα κία πξνο κία ηηο πξσηεΐλεο απηέο θαη κεηξήζακε ηελ επίπησζε 

ζηελ επαγόκελε έθθξηζε ηνπ vWF. 

Έλαληη θάζε κηαο Rab ρξεζηκνπνηήζεθαλ δύν δηαθνξεηηθά εμεηδηθεπκέλα siRNAs, ε 

ιεηηνπξγηθόηεηα ησλ νπνίσλ ειέγρζεθε κε πνζνηηθή RT-PCR (ρήκα 3.7Α). Δπηπιένλ, 

ζηηο πεξηπηώζεηο πνπ ππήξραλ δηαζέζηκα αληηζώκαηα (Rab27a θαη Rab3d),  

επηβεβαηώζεθε πσο ε κείσζε ζε επίπεδν κεηαγξάθνπ ζπλνδεύεηαη από αληίζηνηρε κείσζε 

ζε επίπεδν πξσηεΐλεο (ρήκα 3.7C). ηελ πεξίπησζε ηεο Rab27b ε κηθξή αληρλεπηηθή 

ηθαλόηεηα ηνπ κεηαγξάθνπ, κέζσ RT-PCR, δελ καο επέηξεπε ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηεο 

ιεηηνπξγηθόηεηαο ησλ siRNAs. Διέγμακε, ινηπόλ, κε αλνζναπνηύπσζε ηα πξσηετληθά 

επίπεδα ηεο αλζξώπηλεο myc-Rab27b wt, κεηά από ηαπηόρξνλε δηακόιπλζε θπηηάξσλ 

HEK293 κε ην cDNA ηεο (h)myc-Rab27b θαη ηα αληίζηνηρα siRNAs έλαληη ηεο Rab27b 

(ρήκα 3.7B). Σν ζύλνιν ησλ πην πάλσ πεηξακάησλ έδεημε πσο όια ηα siRNAs πνπ 

εμεηάζηεθαλ ήηαλ ιεηηνπξγηθά, αθνύ πξνθαινύζαλ κείσζε πνπ θπκαηλόηαλ από 50-90% 

αλά πεξίπησζε.       

    Ζ επίδξαζε ηεο απνζηώπεζεο ησλ γνληδίσλ απηώλ ζηελ επαγόκελε έθθξηζε ησλ WPBs 

παξνπζηάδεηαη ζην ζρήκα 3.8. Ζ κέζνδνο κέηξεζεο ηεο έθθξηζεο ζηεξίδεηαη ζε κία 

κεζνδνινγία ηύπνπ ELISA, ζηελ νπνία πξνζδηνξίδεηαη πνζνηηθά ν vWF πνπ εθθξίλεηαη, 

από ηα WPBs, ζηνλ εμσθπηηαξηθό ρώξν. Ζ έθθξηζε πξνθιήζεθε κε ελεξγνπνίεζε 

θπηηάξσλ HUVE κε ην ζπλδπαζκό παξαγόλησλ ATP/bFgf/VEGF. Σν θνθηέηι ησλ ηξηώλ 

απηώλ ελεξγνπνηεηώλ βξέζεθε, από πξνεγνύκελα, κε δεκνζηεπκέλα, πεηξάκαηα ηνπ 

εξγαζηεξίνπ καο, πσο απνηειεί ηνλ ηζρπξόηεξν ελεξγνπνηεηή ηεο έθθξηζεο, ζπγθξηηηθά κε 

άιινπο ζπλδπαζκνύο ή κεκνλσκέλνπο παξάγνληεο (δνθηκάζηεθαλ κεκνλσκέλα ή 

ζπλδπαζκνί ησλ εμήο: ζξνκβίλε, ATP, VEGF, bFgf, PMA) (ρήκα 3.10Α). Μία ηειεπηαία 

παξάκεηξνο ησλ πεηξακάησλ ηεο έθθξηζεο είλαη πσο πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε θύηηαξα 

HUVE πνπ βξίζθνληαλ ζε θαηάζηαζε ζπξξνήο, θαζώο παξαηεξήζακε πσο ην παξάζπξν 

ελεξγνπνίεζεο απμαλόηαλ ζεκαληηθά κε ηε ζπξξνή (ρήκα 3.10Β). 
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ρήκα 3.7: Έιεγρνο ηεο ιεηηνπξγηθόηεηαο ησλ siRNAs έλαληη ησλ Rab27a/b, 

Rab3a/b/d, Rab15 θαη Rab33a/b. (A) Κύηηαξα HUVE δηακνιύλζεθαλ κε siRNA 

νιηγνλνπθιενηίδηα (25 nM) έλαληη ησλ Rab27a, Rab3a, Rab3b, Rab3d, Rab15, Rab33a θαη 

Rab33b. Μεηά από παξέιεπζε 72 σξώλ, απνκνλώζεθε νιηθό RNA θαη κε πνζνηηθή RT-

PCR αλαιύζεθαλ ηα επίπεδα ησλ αληίζηνηρσλ κεηαγξάθσλ, ηα νπνία θαη εθθξάζηεθαλ σο 

% πνζνζηά ησλ επηπέδσλ ησλ θπηηάξσλ καξηύξσλ. Γηα ηελ νκαινπνίεζε ησλ ηηκώλ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα επίπεδα ηνπ κεηαγξάθνπ ηεο GAPDH. (Β) Κύηηαξα 293 

δηακνιύλζεθαλ κε ην πιαζκίδην πνπ εθθξάδεη ηελ myc-hRab27b wt. Μεηά από παξέιεπζε 6 

σξώλ, πξαγκαηνπνηήζεθε δηακόιπλζε κε ηα νιηγνλνπθιενηίδηα (25 nM). Μεηά από 72 

ώξεο, ζπιιέρηεθαλ ηα θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα θαη αλαιύζεθαλ κε αλνζναπνηύπσζε κε ην 

anti-myc αληίζσκα (γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο myc-Rab27b). Ωο δείθηεο ηζνθόξησζεο 

ρξεζηκνπνηήζεθε ε ηνπκπνπιίλε. (C) Κύηηαξα HUVE δηακνιύλζεθαλ κε siRNA 

νιηγνλνπθιενηίδηα (25 nM) έλαληη ησλ Rab27a θαη Rab3d. Μεηά από παξέιεπζε 72 σξώλ, 

πξαγκαηνπνηήζεθε έιεγρνο ηεο απνζηώπεζεο κε αλνζναπνηύπσζε θαη ρξήζε εηδηθώλ 

αληηζσκάησλ. Ωο δείθηεο ηζνθόξησζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ε ηνπκπνπιίλε.    

 

Απνζηώπεζε ηεο Rab27a είρε σο απνηέιεζκα ηε κείσζε ηεο επαγόκελεο έθθξηζεο 

θαηά 50-60%. Παξόκνηα πνζνζηά κείσζεο ηεο έθθξηζεο ηνπ vWF πξνέθπςαλ θαη θαηόπηλ 

απνζηώπεζεο ηεο Rab3a, ηεο Rab3d θαη ηεο Rab15. Αμίδεη λα ζεκεησζεί πσο ελδεηθηηθό 

ηεο εηδηθόηεηαο ηνπ πεηξάκαηνο απνηειεί ην γεγνλόο όηη παξαηεξήζεθαλ παξόκνηα 
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πνζνζηά κείσζεο ηεο έθθξηζεο θαη κε ηα δύν siRNAs πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ θάζε 

Rab, ζε ζπκθσλία κε ηα πεηξάκαηα κέηξεζεο ηεο απνζηώπεζεο ησλ αληίζηνηρσλ 

κεηαγξάθσλ.  

 

  

ρήκα 3.8: Έιεγρνο ηεο επίδξαζεο ηεο απνζηώπεζεο ησλ Rab27a, Rab27b, 

Rab3a, Rab3b, Rab3d, Rab15, Rab33a, Rab33b θαη Rab37 ζηελ επαγόκελε 

έθθξηζε ηνπ vWF. Κύηηαξα HUVE δηακνιύλζεθαλ κε siRNA νιηγνλνπθιενηίδηα (25 

nM) έλαληη ησλ Rab27a, Rab27b, Rab3a, Rab3b, Rab3d, Rab15, Rab33a, Rab33b θαη 

Rab37. Μεηά από παξέιεπζε 72 σξώλ, ηα θύηηαξα ελεξγνπνηήζεθαλ κε ην ζπλδπαζκό 

παξαγόλησλ ATP (100 κΜ)-bFgf (15 ng/ml)-VEGF (50 ng/ml), ζε δηάιπκα HBSS-0,1% 

BSA, γηα 30 ιεπηά. Ο εθθξηλόκελνο vWF πνζνηηθνπνηήζεθε κε ELISA. Γηα ηε δηόξζσζε 

κηθξώλ δηαθπκάλζεσλ ζηνλ αξηζκό ησλ θπηηάξσλ κεηαμύ ησλ δηαθνξεηηθώλ θξεαηίσλ, 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη ηηκέο ηεο ζπλνιηθήο πνζόηεηαο πξσηεΐλεο. Οη ηηκέο έθθξηζεο 

εθθξάζηεθαλ σο % πνζνζηό ηεο ηηκήο ησλ θπηηάξσλ-καξηύξσλ. Σν πείξακα 

πξαγκαηνπνηήζεθε ηξεηο αλεμάξηεηεο θνξέο (ε θάζε ζπλζήθε ζε δηπιόηππα). Οη κπάξεο ζην 

γξάθεκα αληηπξνζσπεύνπλ ην ηππηθό ζθάικα. *P<0,005, **Ρ<0,001, ***Ρ<0,0001.    

 

Δμαίξεζε από ηελ παξαπάλσ παξαηήξεζε απνηέιεζαλ ηα siRNAs έλαληη ηεο Rab3b. 

Δλώ, δειαδή, θαη ηα δύν απνζησπνύζαλ ηε Rab3b ζε παξόκνηα πνζνζηά, ην πξώην 

επέθεξε κείσζε ηεο έθθξηζεο ηνπ vWF θαηά 35%, ελώ ην δεύηεξν κία κηθξή, ζηαηηζηηθώο 

κε ζεκαληηθή, αύμεζε. Διέγμακε, ινηπόλ, ηελ εηδηθόηεηα ησλ siRNAs απηώλ θαη 

παξαηεξήζακε πσο, ελώ ην siRab3b-2 ήηαλ εηδηθό έλαληη ηεο Rab3b, ην siRab3b-1 

απνζησπνύζε επίζεο ηε Rab3d, θαηά 34,78±3,74 % (ρήκα 3.9Α). Γεδνκέλνπ, ινηπόλ, όηη 

ην εμεηδηθεπκέλν siRNA έλαληη ηεο Rab3b (siRab3b-2) δελ επεξέαδε ζεκαληηθά ηελ 
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έθθξηζε ηνπ vWF, ζπκπεξάλακε πσο ε πξσηεΐλε απηή δελ απνηειεί ξπζκηζηή ηνπ 

εθθξηηηθνύ κνλνπαηηνύ ησλ WPBs. 

Σέινο, απνζηώπεζε ησλ Rab27b, Rab33a, Rab33b θαη Rab37 δελ επεξέαζε ζεκαληηθά 

ηελ έθθξηζε ηνπ vWF. Σα δηαθνξεηηθά siRNAs πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ, ζε θάζε 

πεξίπησζε, έδσζαλ παξόκνηα απνηειέζκαηα. 

Γελ κπνξνύκε, όκσο λα παξαβιέςνπκε, πσο εγείξεηαη ζέκα αλαθνξηθά κε ηελ 

εμεηδίθεπζε ησλ siRNAs, θπξίσο κεηαμύ παξαιόγσλ, πνπ παξνπζηάδνπλ ηα κεγαιύηεξα 

πνζνζηά ακηλνμηθήο νκνηόηεηαο κέζα ζηελ νηθνγέλεηα ησλ Rab. Διέγμακε, ινηπόλ, κε 

αλνζναπνηύπσζε ηελ επίδξαζε ησλ siRNAs ηεο Rab27b ζηα επίπεδα ηεο Rab27α θαη ην 

αληίζηξνθν. Παξαηεξήζακε πσο, ελώ ηα siRNAs έλαληη ηεο Rab27b δελ απνζησπνύζαλ 

κε εηδηθά ηε Rab27α (ρήκα 3.9C), ηα siRNAs έλαληη ηεο Rab27α απνζησπνύζαλ ηελ 

ππεξεθθξαζκέλε myc-hRab27b (ρήκα 3.9B). Σν απνηέιεζκα απηό δελ επεξεάδεη, όκσο, 

ηελ εξκελεία ησλ πεηξακάησλ ηεο έθθξηζεο, εθόζνλ ε Rab27b, από κόλε ηεο, δε θαίλεηαη 

λα επεξεάδεη ηελ εθθξηηηθή δηαδηθαζία ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ. Δπίζεο, ειέγμακε κε 

πνζνηηθή RT-PCR ηελ επίπησζε ηεο απνζηώπεζεο ηεο Rab3α ζηα επίπεδα ηνπ 

κεηαγξάθνπ ηεο Rab3d. Καη ηα δύν siRNAs ηεο Rab3α θξίζεθαλ εηδηθά (ρήκα 3.9Α). Γελ 

πξαγκαηνπνηήζακε έιεγρν ηεο εηδηθόηεηαο ησλ siRNAs έλαληη ησλ Rab33a θαη Rab33b, 

εθόζνλ νη πξσηεΐλεο απηέο δελ επεξέαζαλ ηελ έθθξηζε ησλ WPBs. Σέινο, ειέγμακε κε 

αλνζναπνηύπσζε ηελ επίδξαζε ηεο απνζηώπεζεο ησλ Rab3, Rab15, Rab33 θαη Rab37 

ζηελ έθθξαζε ηεο Rab27a, θαζώο θαη ηελ επίδξαζε ηεο απνζηώπεζεο ησλ Rab27a, Rab15, 

Rab33 θαη Rab37 ζηελ έθθξαζε ηεο Rab3d (ρήκα 3.9D-E). Γελ παξαηεξήζακε αιιαγέο 

ζηα επίπεδα ησλ Rab27a θαη Rab3d θαηόπηλ απνζηώπεζεο ησλ ππόινηπσλ Rab. πλνιηθά, 

ηα πεηξάκαηα απηά δείρλνπλ πσο από ηηο πέληε Rabs πνπ εληνπίδνληαη ζηα WPBs, νη Rab3, 

15 θαη 27 εκπιέθνληαη ζην κεραληζκό ηεο έθθξηζεο. 
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ρήκα 3.9: Έιεγρνο ηεο εηδηθόηεηαο ησλ siRNAs πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηα 

πεηξάκαηα έθθξηζεο. (A) Κύηηαξα HUVE δηακνιύλζεθαλ κε siRNA νιηγνλνπθιενηίδηα 

(25 nM) έλαληη ησλ Rab3a θαη Rab3b. 72 ώξεο αξγόηεξα απνκνλώζεθε νιηθό RNA θαη κε 

πνζνηηθή RT-PCR αλαιύζεθαλ ηα επίπεδα ησλ αληίζηνηρσλ κεηαγξάθσλ, ηα νπνία θαη 

εθθξάζηεθαλ σο % πνζνζηά ησλ επηπέδσλ ησλ θπηηάξσλ καξηύξσλ. Γηα ηελ νκαινπνίεζε 

ησλ ηηκώλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα επίπεδα ηνπ κεηαγξάθνπ ηεο GAPDH. (B) Κύηηαξα 293 

δηακνιύλζεθαλ κε ην πιαζκίδην πνπ εθθξάδεη ηελ myc-hRab27b wt θαη 6 ώξεο αξγόηεξα κε 

ηα νιηγνλνπθιενηίδηα έλαληη ησλ Rab27α θαη Rab27b, ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 25nM. Μεηά 

από 72 ώξεο, ζπιιέρηεθαλ ηα θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα θαη αλαιύζεθαλ κε αλνζναπνηύπσζε 

κε ην anti-myc αληίζσκα (γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο myc-Rab27b). Ωο δείθηεο ηζνθόξησζεο 

ρξεζηκνπνηήζεθε ε ηνπκπνπιίλε. (C) Έιεγρνο ηεο επίδξαζεο ηεο απνζηώπεζεο ηεο Rab27b 

ζηα πξσηετληθά επίπεδα ηεο Rab27α. Ωο δείθηεο ηζνθόξησζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ε 

ηνπκπνπιίλε. (D-E) Κύηηαξα HUVE δηακνιύλζεθαλ κε siRNA νιηγνλνπθιενηίδηα (25nM 

ην θαζέλα) όπσο αλαθέξνληαη. Μεηά από 72 ώξεο, ζπιιέρηεθαλ ηα θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα 

θαη αλαιύζεθαλ κε αλνζναπνηύπσζε θαη ρξήζε ησλ αληηζσκάησλ a-Rab27a (D) θαη a-

Rab3d(E). 
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ρήκα 3.10: Γηεξεύλεζε ησλ βέιηηζησλ ζπλζεθώλ ελεξγνπνίεζεο ησλ WPBs. 
(Α) Κύηηαξα HUVE, ζε ζπξξνή γηα 2 κέξεο, ελεξγνπνηήζεθαλ γηα 1 ώξα κε ηνπο 

παξάγνληεο ATP (100 κM), Thrombin (1 U/ml), VEGF (50 ng/ml), bFgf (15 ng/ml) θαη 

PMA (100 ng/ml), κόλνπο ηνπο ή ζε όινπο ηνπο πηζαλνύο ζπλδπαζκνύο θαη ν εθθξηλόκελνο 

vWF πνζνηηθνπνηήζεθε κε ELISA θαη εθθξάζηεθε ζε απζαίξεηεο κνλάδεο. Με θόθθηλν 

πεξίγξακκα έρεη επηζεκαλζεί ν ζπλδπαζκόο πνπ επάγεη ηε βέιηηζηε έθθξηζε. (Β) Κύηηαξα 

HUVE, ζε απμαλόκελα επίπεδα νπηηθήο ππθλόηεηαο, ελεξγνπνηήζεθαλ γηα 1 ώξα κε ΡΜΑ 

(100 ng/ml). Ζ πνζνηηθνπνίεζε ηεο βαζηθήο θαη επαγόκελεο έθθξηζεο ηνπ vWF 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ELISA θαη εθθξάζηεθε ζε απζαίξεηεο κνλάδεο. Σα πεηξάκαηα είλαη 



 

 

  
     92 

 
  

αληηπξνζσπεπηηθά ηξηώλ (Α) θαη δύν (Β) αλεμάξηεησλ πεηξακάησλ. Οη κπάξεο ζην γξάθεκα 

αληηπξνζσπεύνπλ ηππηθή απόθιηζε. 

 

3.5 Δλνξρεζηξσκέλε δξάζε ησλ Rab27a, 3 θαη 15 απαηηείηαη γηα ηελ έθθξηζε 

ησλ WPBs 

Σξεηο Rabs (Rab27/3/15), ινηπόλ, θαίλεηαη λα ξπζκίδνπλ ηελ έθθξηζε ησλ WPBs. 

Κακία από απηέο, όκσο, κεηά από απνζηώπεζή ηεο, δελ πξνθάιεζε κείσζε ηεο έθθξηζεο 

πεξηζζόηεξν από 50%. Ζ ππννηθνγέλεηα ηεο Rab27 απνηειείηαη από δύν κέιε (Rab27a/b), 

εθ ησλ νπνίσλ θαη ηα δύν εθθξάδνληαη ζηα HUVEC. Ζ ππννηθνγέλεηα, από ηελ άιιε, ηεο 

Rab3 απνηειείηαη από ηέζζεξα κέιε (Rab3a/b/c/d), εθ ησλ νπνίσλ ηα δύν (Rab3a/d), 

ξπζκίδνπλ ηελ έθθξηζε ησλ WPBs. Γεδνκέλνπ ηνπ πςεινύ πνζνζηνύ ακηλνμηθήο 

νκνηόηεηαο κεηαμύ ησλ κειώλ ησλ ππννηθνγελεηώλ ησλ Rab, θαζώο επίζεο θαη ηνπ όηη 

αιιειεπηδξνύλ κε ηα ίδηα κόξηα-ηειεζηέο, ζειήζακε λα ειέγμνπκε ηελ ππόζεζε ην έλα 

κέινο ηεο ππννηθνγέλεηαο λα αλαπιεξώλεη κέξνο ηεο δξάζεο ηνπ άιινπ ζηελ έθθξηζε ησλ 

WPBs.    

Σαπηόρξνλε απνζηώπεζε ησλ Rab27a θαη Rab27b δελ νδήγεζε ζε κεγαιύηεξε κείσζε 

ηεο έθθξηζεο, από απηή πνπ πξνθαινύζε ε απνζηώπεζε ηεο Rab27a από κόλε ηεο (ρήκα 

3.11Α). Άξα, από ηηο ηζνκνξθέο ηεο Rab27, ε Rab27a ειέγρεη ηελ έθθξηζε ησλ WPBs, ελώ 

ε Rab27b δε θαίλεηαη λα ζπκκεηέρεη. Σν απνηέιεζκα απηό βξίζθεηαη ζε ζπκθσλία κε ηα 

πνιύ ρακειά επίπεδα έθθξαζεο ηεο Rab27b έλαληη ηεο Rab27a (ρήκα 3.5). Δλαιιαθηηθά, 

κπνξεί λα νθείιεηαη ζηελ κε εηδηθόηεηα ησλ siRNAs έλαληη ηεο Rab27a, αθνύ κπνξνύλ λα 

απνζησπνύλ σο έλα βαζκό θαη ηε Rab27b (ρήκα 3.9C). Παξνκνίσο, ηαπηόρξνλε 

απνζηώπεζε ησλ Rab3α θαη Rab3d δελ νδήγεζε ζε δηαθνξεηηθό κνηίβν έθθξηζεο, από 

απηό πνπ πξνθαινύζε ε απνζηώπεζε θάζε κηαο από ηηο παξαπάλσ πξσηεΐλεο μερσξηζηά 

(ρήκα 3.11B). 

ε ελδνγελείο πνζόηεηεο, ινηπόλ, θακία από ηηο ηζνκνξθέο ησλ Rab27 θαη Rab3 δε 

θαίλεηαη λα παίδεη ην ξόιν κεραληζκνύ εθεδξείαο γηα ηελ άιιε ηζνκνξθή θαη, επνκέλσο, 

θακία από ηηο ηξεηο Rabs πνπ ξπζκίδνπλ ηελ έθθξηζε ησλ WPBs δελ έρεη θπξίαξρν ξόιν 

ζηελ έθθξηζε απηή. Μήπσο, ινηπόλ, ε πιήξεο έθθξηζε ησλ WPBs απαηηεί, ηελ 

ελνξρεζηξσκέλε δξάζε θαη ησλ ηξηώλ Rabs; Πξνθεηκέλνπ λα κειεηήζνπκε ηε ζπζρέηηζε 

ησλ δξάζεώλ ηνπο ζηε θπζηνινγηθή έθθξηζε ησλ WPBs, απνζησπήζακε, ζε όινπο ηνπο 

πηζαλνύο ζπλδπαζκνύο, ηηο ηξεηο απηέο πξσηεΐλεο θαη κεηξήζακε ηελ επίδξαζε ζηελ 

επαγόκελε έθθξηζε ηνπ vWF. Παξαηεξήζακε πσο ηαπηόρξνλε απνζηώπεζε ησλ Rab27a 
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θαη Rab15 κεηώλεη ζεκαληηθά πεξηζζόηεξν ηελ έθθξηζε ζε ζρέζε κε ηελ απνζηώπεζε 

θάζε κηαο εθ ησλ δύν απηώλ πξσηετλώλ από κόλε ηεο. Αληίζεηα, ζηελ πεξίπησζε ηεο 

ηαπηόρξνλεο απνζηώπεζεο ησλ Rab27a θαη Rab3 δελ παξαηεξήζεθε πεξαηηέξσ κείσζε 

ηεο έθθξηζεο ζπγθξηηηθά κε ηελ επίδξαζε πνπ είρε ε απνζηώπεζε θάζε Rab μερσξηζηά. 

Σέινο, ζηελ πεξίπησζε  ησλ Rab3 θαη Rab15, ε ηαπηόρξνλε απνζηώπεζή ηνπο δε κεηώλεη 

ηελ έθθξηζε πεξηζζόηεξν από ηα επίπεδα ηεο κνλήο απνζηώπεζεο ηεο Rab15 (ρήκα 

3.12Α). Οη δύν απηέο Rabs, ζε ελδνγελείο πάληα πνζόηεηεο, θαίλεηαη λα ξπζκίδνπλ ηελ 

έθθξηζε ησλ WPBs κε αλεμάξηεηνπο κεραληζκνύο.   

 

 
 

ρήκα 3.11: Κύηηαξα HUVE δηακνιύλζεθαλ κε siRNA νιηγνλνπθιενηίδηα (25 nM ην 

θαζέλα) έλαληη ησλ Rab27a, Rab27b (Α) θαη Rab3a, Rab3d (Β), ζε ζπλδπαζκνύο ησλ δύν. 

Μεηά από παξέιεπζε 72 σξώλ, ηα θύηηαξα ελεξγνπνηήζεθαλ κε ην ζπλδπαζκό παξαγόλησλ 

ATP (100 κΜ)-bFgf (15 ng/ml)-VEGF (50 ng/ml), ζε δηάιπκα HBSS-0,1% BSA, γηα 30 

ιεπηά. Ο εθθξηλόκελνο vWF πνζνηηθνπνηήζεθε κε ELISA. Γηα ηε δηόξζσζε κηθξώλ 

δηαθπκάλζεσλ ζηνλ αξηζκό ησλ θπηηάξσλ κεηαμύ ησλ δηαθνξεηηθώλ θξεαηίσλ, 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη ηηκέο ηεο ζπλνιηθήο πνζόηεηαο πξσηεΐλεο. Σν πείξακα 

πξαγκαηνπνηήζεθε δύν αλεμάξηεηεο θνξέο (ε θάζε ζπλζήθε ζε δηπιόηππα). Οη κπάξεο ζην 

γξάθεκα αληηπξνζσπεύνπλ ηππηθή απόθιηζε. 
 

 

Ζ κηθξόηεξε επίδξαζε ζηελ έθθξηζε, πνπ παξαηεξήζεθε ζην πείξακα ηνπ ζρήκαηνο  

3.12Α, ζε ζρέζε κε ηα πξνεγνύκελα πεηξάκαηα, όπνπ απνζησπνύζακε θάζε κία Rab 

μερσξηζηά, νθείιεηαη ζηε κηθξόηεξε απνηειεζκαηηθόηεηα ηεο απνζηώπεζεο ζηε κείσζε 

ησλ πξσηετληθώλ επηπέδσλ ησλ Rabs, ιόγσ ηεο ηαπηόρξνλεο απνζηώπεζεο ηξηώλ κνξίσλ 

(ε απνζηώπεζε ησλ Rab27 θαη Rab15 δελ μεπέξαζε ην 50%, ελώ ε αληίζηνηρε ηεο Rab3d 

έθηαζε κόιηο ην 20%) (ρήκα 3.12Β). Σν γεγνλόο απηό είλαη, πηζαλώο, απνηέιεζκα ηνπ 
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αληαγσληζκνύ κεηαμύ ησλ νιηγνλνπθιενηηδίσλ σο πξνο ην ζρεκαηηζκό ζπκπιόθνπ κε ην 

θαηηνληθό ιηπίδην, θαζώο ζηα πεηξάκαηα απηά ρξεζηκνπνηήζεθε ηξηπιάζηα πνζόηεηα 

ζπλνιηθνύ siRNA, ιόγσ ηεο ηξηπιήο απνζηώπεζεο, ζπγθξηηηθά κε ηα πεηξάκαηα απιήο 

απνζηώπεζεο. 

 
 

ρήκα 3.12: (Α) Κύηηαξα HUVE δηακνιύλζεθαλ κε siRNA νιηγνλνπθιενηίδηα (25 nM ην 

θαζέλα) έλαληη ησλ Rab27a, Rab3d θαη Rab15 ζε όινπο ηνπο δπλαηνύο ζπλδπαζκνύο. Μεηά 

από παξέιεπζε 72 σξώλ, ηα θύηηαξα ελεξγνπνηήζεθαλ κε ην ζπλδπαζκό παξαγόλησλ ATP 

(100 κΜ)-bFgf (15 ng/ml)-VEGF (50 ng/ml), ζε δηάιπκα HBSS-0,1% BSA, γηα 30 ιεπηά. Ο 

εθθξηλόκελνο vWF πνζνηηθνπνηήζεθε κε ELISA. Γηα ηε δηόξζσζε κηθξώλ δηαθπκάλζεσλ 

ζηνλ αξηζκό ησλ θπηηάξσλ κεηαμύ ησλ δηαθνξεηηθώλ θξεαηίσλ, ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη ηηκέο 

ηεο ζπλνιηθήο πνζόηεηαο πξσηεΐλεο. Οη ηηκέο έθθξηζεο εθθξάζηεθαλ σο % πνζνζηό ηεο 

ηηκήο ησλ θπηηάξσλ-καξηύξσλ. Σν πείξακα πξαγκαηνπνηήζεθε δύν αλεμάξηεηεο θνξέο (ε 

θάζε ζπλζήθε ζε δηπιόηππα). Οη κπάξεο ζην γξάθεκα αληηπξνζσπεύνπλ ην ηππηθό ζθάικα. 

**Ρ<0,001, ***Ρ<0,0001. (Β) Έιεγρνο ηεο απνζηώπεζεο ησλ Rab27a, Rab3d θαη Rab15 ηνπ 

πεηξάκαηνο (Α) κε RT-PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ. (C) Οκνίσο κε (Α), αιιά κε ρξήζε siRNA 

νιηγνλνπθιενηηδίσλ (25 nM ην θαζέλα) έλαληη ησλ Rab27a θαη Rab3a ή Rab3d. Οη κπάξεο 
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ζην γξάθεκα αληηπξνζσπεύνπλ ηελ ηππηθή δηαζπνξά. Σν πείξακα απηό πξαγκαηνπνηήζεθε 

γηα ηνλ έιεγρν ηεο επίδξαζεο ηεο ηαπηόρξνλεο απνζηώπεζεο ησλ Rab27a θαη Rab3 ζηελ 

έθθξηζε ησλ WPBs, θάησ από ζπλζήθεο κεγαιύηεξεο απνζηώπεζεο ζρεηηθά κε απηέο ηνπ 

πεηξάκαηνο (Α). (D) Κύηηαξα HUVE δηακνιύλζεθαλ κε siRNA νιηγνλνπθιενηίδηα (25 nM 

ην θαζέλα) έλαληη ησλ Rab27a θαη Rab3d. Μεηά από 72 ώξεο, ζπιιέρηεθαλ ηα θπηηαξηθά 

εθρπιίζκαηα θαη αλαιύζεθαλ κε αλνζναπνηύπσζε θαη ρξήζε αληηζσκάησλ. 

 

Πξνθεηκέλνπ λα απνθιείζνπκε ηελ πεξίπησζε ε έιιεηςε πεξαηηέξσ κείσζεο ηεο 

έθθξηζεο κεηά από ηαπηόρξνλε απνζηώπεζε ησλ Rab27a θαη Rab3d, λα νθείιεηαη είηε ζην 

κηθξό πνζνζηό απνζηώπεζεο ηεο Rab3d, πνπ παξαηεξήζεθε ζηα πεηξάκαηα ηξηπιήο 

απνζηώπεζεο, είηε ζην όηη είλαη ε Rab3a, ιόγσ πηζαλήο δηαθξηηήο δξάζεο από ηε Rab3d, 

απηή πνπ ζπλεξγάδεηαη κε ηε Rab27a, πξαγκαηνπνηήζακε πεηξάκαηα δηπιήο απνζηώπεζεο, 

είηε ησλ Rab27a θαη Rab3d, είηε ησλ Rab27a θαη Rab3a. Καη πάιη, όκσο, δελ 

παξαηεξήζεθε αύμεζε ηεο αλαζηνιήο ζε θαλέλαλ από ηνπο ζπλδπαζκνύο ησλ Rab πνπ 

απνζησπήζεθαλ (ρήκα 3.12C). ε όια, ινηπόλ, ηα πεηξάκαηα ε απνζηώπεζε είηε ηεο 

Rab27 είηε ηεο Rab3 έδηλε παξόκνηα επίδξαζε ζηελ έθθξηζε, ελώ ε ηαπηόρξνλε 

απνζηώπεζή ηνπο δελ πξνθαινύζε πεξαηηέξσ επίδξαζε ζηελ έθθξηζε. Σν απνηέιεζκα 

απηό ππνδειώλεη πσο νη δύν απηέο πξσηεΐλεο δξνπλ ζην ίδην κνλνπάηη ξύζκηζεο ηεο 

έθθξηζεο ησλ WPBs θαη κάιηζηα δηαδνρηθά, θαη θαηά ζπλέπεηα, όπνηα από ηηο δύν θη αλ 

απνζησπεζεί ην κνλνπάηη απηό ξύζκηζεο ηεξκαηίδεηαη. Μέζσ απηνύ ηνπ κνλνπαηηνύ 

ξπζκίδεηαη ην 50% ηεο έθθξηζεο ησλ WPBs.  

 

 

3.6 Ζ Munc13-4 ξπζκίδεη ηελ έθθξηζε ησλ WPBs 

Πξνθεηκέλνπ λα κειεηήζνπκε ην κεραληζκό έθθξηζεο ησλ WPBs, πξνζπαζήζακε λα 

ηαπηνπνηήζνπκε πξσηεΐλεο-ηειεζηέο ησλ Rab GTPαζώλ πνπ δείμακε λα εληνπίδνληαη ζηα 

νξγαλίδηα απηά. Πην ζπγθεθξηκέλα, εξγαζηήθακε κε ηε Rab27a, ε νπνία είλαη ε πξώηε 

Rab πνπ βξέζεθε λα εληνπίδεηαη ζηα WPBs. Γηα λα ηαπηνπνηήζνπκε πξσηεΐλεο-ηειεζηέο 

ηεο Rab27a ζηα ελδνζειηαθά θύηηαξα ρξεζηκνπνηήζακε ηελ ηερληθή ηνπ ζπζηήκαηνο ησλ 

δύν πβξηδίσλ (βι. Τιηθά θαη Μέζνδνη). Να ζεκεηώζνπκε, ζην ζεκείν απηό, πσο κέρξη 

ζήκεξα ηέζζεξηο από ηνπο ηειεζηέο ηεο Rab27a (νη Slp1, Slp2, Slp4 θαη ε melanophilin) 

έρνπλ ηαπηνπνηεζεί κε ηελ ίδηα ηερληθή, από βηβιηνζήθε θεξαηηλνθπηηάξσλ θαη 

ιεπθνθπηηάξσλ (Strom et al., 2002) (McAdara Berkowitz et al., 2001). Ζ παξνύζα 

ζάξσζε ήηαλ πξνζθνξά ηεο εηαηξίαο Dualsystems Biotech AG, (Zurich, Switzerland), ζηα 

πιαίζηα ζπλεξγαζίαο ζε θνηλό εξεπλεηηθό πξόγξακκα. Ωο δόισκα ρξεζηκνπνηήζεθε ε 

hRab27aQ78L (GTP-locked κνξθή) θαη σο ζήξακα ηα πξντόληα έθθξαζεο κηαο cDNA 
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βηβιηνζήθεο από αλζξώπηλν πιαθνύληα. Ζ επηινγή ηνπ ηζηνύ ζηεξίρηεθε ζην γεγνλόο πσο 

πξόθεηηαη γηα έλαλ ηζηό πινύζην ζε ελδνζειηαθά θύηηαξα, ελώ ε έθθξαζε ηεο Rab27a ζε 

απηόλ είλαη ζεκαληηθά κεγαιύηεξε, αλαθνξηθά κε ηηο πνζόηεηεο πνπ παξαηεξήζεθαλ ζην 

ζπιήλα θαη ζηνλ εγθέθαιν (ρήκα 3.13Β).  

    Σαπηνπνηήζεθαλ, κε ηελ ηερληθή απηή, ηέζζεξηο πξσηεΐλεο, νη νπνίεο δπλεηηθά 

αιιειεπηδξνύλ κε ηε Rab27a. Σα απνηειέζκαηα ηνπ ειέγρνπ εμάξηεζεο ηεο 

αιιειεπίδξαζεο από ην δόισκα (βι. Τιηθά θαη Μέζνδνη), παξνπζηάδνληαη ζην ζρήκα 

3.13C. Από απηά πξνθύπηεη πσο ε πην αμηόπηζηε αιιειεπίδξαζε είλαη κε ηε Munc13-4 (2 

θιώλνη), δεδνκέλνπ όηη ε πξσηεΐλε απηή δελ ελεξγνπνηεί ηα γνλίδηα αλαθνξάο, όηαλ 

ζπλεθθξάδεηαη κε ηα δνιώκαηα-κάξηπξεο (LexA-laminC, LexA-p53), θαη ηα 

κεηαζρεκαηηζκέλα θύηηαξα δύκεο πνπ ηε θέξνπλ αλαπηύζζνληαη ζην πην απζηεξό πιηθό 

δηαινγήο (ρήκα 3.13C). 

H Munc13-4 είλαη έλαο από ηνπο γλσζηνύο ηειεζηέο ηεο Rab27a (Shirakawa et al., 

2004). Ζ πεξηνρή ηεο Munc13-4 πνπ βξέζεθε από ηε ζάξσζε λα είλαη ππεύζπλε γηα ηελ 

αιιειεπίδξαζε κε ηε Rab27a εληνπίδεηαη κεηαμύ ησλ ακηλνμέσλ 345-484 (ρήκα 3.13D).  

πκπιεξσκαηηθά κε ηελ ηερληθή απηή, πξνζπαζήζακε λα θαηαβπζίζνπκε πξσηεΐλεο-

ηειεζηέο από εθρύιηζκα αλζξώπηλνπ πιαθνύληα, κεηά από επώαζε κε αλαζπλδπαζκέλε 

πξσηεΐλε GST-Rab27a, ε νπνία είρε πξνεγνπκέλσο ζηαζεξνπνηεζεί κε GDP ή GTPγS. Σα 

πεηξάκαηα απηά δελ απέδσζαλ, αληίζεηα κε ηελ πεξίπησζε άιισλ Rabs (Christoforidis 

and Zerial, 2000), πηζαλά ιόγσ ειιηπνύο δηακόξθσζεο ηεο Rab27a, πνπ κπνξεί λα 

νθείιεηαη ζηε βαθηεξηαθή έθθξαζε (βι. ΤΜΠΛΖΡΩΜΑΣΗΚΑ ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ, 

ζει.106-Δλόηεηα 3) (Κξίζεθε ζθόπηκν λα παξνπζηαζηνύλ κεξηθά πεηξάκαηα ζε 

μερσξηζηή ελόηεηα, σο «πκπιεξσκαηηθά Απνηειέζκαηα», ζειίδεο 102-112, κεηά ηελ 

ελόηεηα «Απνηειέζκαηα», πξνθεηκέλνπ λα δηεπθνιπλζεί ε ξνή ησλ θύξησλ 

απνηειεζκάησλ). 

Ζ πξσηεΐλε Munc13-4, πνπ πξνέθπςε από ηε ζάξσζε, έρεη βξεζεί, κέρξη ζήκεξα, λα 

εθθξάδεηαη θπξίσο ζε θύηηαξα ηεο αηκνπνηεηηθήο ζεηξάο. Ζ πξόζδεζή ηεο ζηε ελεξγό 

κνξθή ηεο GTPάζεο απνηειεί έλα θξίζηκν βήκα ζην κεραληζκό εμσθπηηάξσζεο ησλ 

αηκνπνηεηηθώλ θπηηάξσλ (Neeft et al., 2005). Διέγμακε, αξρηθά, αλ ε Munc13-4 

εθθξάδεηαη ζηα ελδνζειηαθά θύηηαξα.  Με ρξήζε εηδηθνύ αληηζώκαηνο ε Munc13-4 

αληρλεύηεθε ζε εθρύιηζκα HUVEC (ρήκα 3.14A). Παξάιιεια, κε RT-PCR θαη ρξήζε 

εμεηδηθεπκέλσλ εθθηλεηώλ αληρλεύζακε ην κεηάγξαθό ηεο ζε νιηθό RNA από HUVEC 

(ρήκα 3.14B). Ζ θακπύιε ηήμεο επηβεβαίσζε ηελ εηδηθόηεηα ηνπ πξντόληνο ηεο RT-PCR, 
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ελώ αλάιπζε ζε πεθηή αγαξόδεο έδεημε ηελ νξζόηεηα ηνπ κεγέζνπο ηνπ. Από ηα 

παξαπάλσ, ζπκπεξαίλνπκε πσο ε Munc13-4 εθθξάδεηαη ζηα θύηηαξα HUVE. 

 

 

 

ρήκα 3.13: (Α) ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο ηερληθήο ηνπ ζπζηήκαηνο ησλ δύν πβξηδίσλ. 

(Β) Αλνζναπνηύπσζε ησλ πξσηετληθώλ επηπέδσλ ηεο Rab27a ζε κεκβξάλεο θαη θπηηαξόπιαζκα 

ζπιήλα, πιαθνύληα θαη εγθεθάινπ. (C) Σα απνηειέζκαηα ηνπ ειέγρνπ εμάξηεζεο ηεο 

αιιειεπίδξαζεο από ην δόισκα (βι. Τιηθά θαη Μέζνδνη). ηελ αξηζηεξή ζηήιε εκθαλίδνληαη νη 

πξσηεΐλεο πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ κε ηελ ηερληθή ησλ δύν πβξηδίσλ. (D) ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε 

ηεο δνκήο ηεο Munc13-4. Ζ πεξηνρή 240-543 είλαη ε ήδε δεκνζηεπκέλε πεξηνρή ηεο Munc13-4, 

πνπ είλαη ππεύζπλε γηα ηελ αιιειεπίδξαζε κε ηε  Rab27a, ελώ ε πεξηνρή 345-484 είλαη ε 

αληίζηνηρε πνπ πξνέθπςε από ηε ζάξσζε. 

 

 



 

 

  
     98 

 
  

 



 

 

  
     99 

 
  

 
 

ρήκα 3.14: (A) Αλνζναπνηύπσζε ησλ πξσηετληθώλ επηπέδσλ ηεο ελδνγελνύο Munc13-4 

ζε θύηηαξα HUVE (30 κg ζπλνιηθνύ θπηηαξηθνύ εθρπιίζκαηνο). Ωο κάξηπξαο 

ρξεζηκνπνηήζεθε νιηθό εθρύιηζκα HEK-293 θπηηάξσλ πνπ ππεξέθθξαδαλ ηελ myc-

Munc13-4. (B) Έιεγρνο ηεο έθθξαζεο ηεο Munc13-4 κε RT-PCR. Σν πξντόλ 

ειεθηξνθνξήζεθε ζε 2% πεθηή αγαξόδεο. (C) Kύηηαξα HUVE, πνπ θαιιηεξγήζεθαλ ζε 

επηζηξσκέλεο κε θνιιαγόλν γπάιηλεο θαιππηξίδεο, δηακνιύλζεθαλ κε ηελ πιαζκηδηαθή 

θαηαζθεπή myc-Munc13-4. Μεηά από παξέιεπζε 48 σξώλ, ηα θύηηαξα κνληκνπνηήζεθαλ 

θαη αθνινύζεζε αλνζνθζνξηζκόο κε πνιπθισληθό αληίζσκα έλαληη ηνπ vWF θαη 

κνλνθισληθό έλαληη ηνπ επηηόπνπ myc. (D) Kύηηαξα HUVE δηακνιύλζεθαλ ηαπηόρξνλα κε 

ηηο πιαζκηδηαθέο θαηαζθεπέο GFP-Rab27a θαη myc-Munc13-4. Μεηά από παξέιεπζε 48 

σξώλ, ηα θύηηαξα κνληκνπνηήζεθαλ θαη αθνινύζεζε αλνζνθζνξηζκόο κε πνιπθισληθό 

αληίζσκα έλαληη ηνπ GFP θαη κνλνθισληθό έλαληη ηνπ επηηόπνπ myc. Σα δείγκαηα 

αλαιύζεθαλ κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθόπεζε. (E) Κύηηαξα HUVE δηακνιύλζεθαλ κε siRNA 

νιηγνλνπθιενηίδηα (50 nM) έλαληη ηεο Munc13-4. Μεηά από παξέιεπζε 72 σξώλ, ηα 

θύηηαξα ελεξγνπνηήζεθαλ κε ην ζπλδπαζκό παξαγόλησλ ATP (100 κΜ)-bFgf (15 ng/ml)-

VEGF (50 ng/ml), ζε δηάιπκα HBSS-0,1% BSA, γηα 30 ιεπηά. Ο εθθξηλόκελνο vWF 

πνζνηηθνπνηήζεθε κε ELISA. Γηα ηε δηόξζσζε κηθξώλ δηαθπκάλζεσλ ζηνλ αξηζκό ησλ 

θπηηάξσλ κεηαμύ ησλ δηαθνξεηηθώλ θξεαηίσλ, ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη ηηκέο ηεο ζπλνιηθήο 

πνζόηεηαο πξσηεΐλεο. Οη ηηκέο έθθξηζεο εθθξάζηεθαλ σο % πνζνζηό ηεο ηηκήο ησλ 

θπηηάξσλ-καξηύξσλ. Σν πείξακα πξαγκαηνπνηήζεθε δύν αλεμάξηεηεο θνξέο (ε θάζε 

ζπλζήθε ζε δηπιόηππα). Οη κπάξεο ζην γξάθεκα αληηπξνζσπεύνπλ ηελ ηππηθή απόθιηζε. 

(F) Κύηηαξα HUVE δηακνιύλζεθαλ κε siRNA νιηγνλνπθιενηίδηα (50 nM) έλαληη ηεο 

Munc13-4. Μεηά από παξέιεπζε 72 σξώλ, πξαγκαηνπνηήζεθε έιεγρνο ηεο απνζηώπεζεο κε 

αλνζναπνηύπσζε θαη ρξήζε εηδηθνύ αληηζώκαηνο. Ωο δείθηεο ηζνθόξησζεο 

ρξεζηκνπνηήζεθε ε αθηίλε.  

   

 

ηε ζπλέρεηα, δηεξεπλήζακε ηνλ ελδνθπηηάξην εληνπηζκό ηεο πξσηεΐλεο ζε θύηηαξα 

HUVE. Ζ αλίρλεπζε ηεο ελδνγελνύο Munc13-4 κε αλνζνθζνξηζκό δελ θαηέζηε δπλαηή. 

Πεηξάκαηα ππεξέθθξαζεο ηεο αλαζπλδπαζκέλεο myc-Munc13-4 ζε θύηηαξα HUVE 

αλέδεημαλ κία δηάρπηε θπηηαξνπιαζκαηηθή ρξώζε, αιιά θαη μεθάζαξν εληνπηζκό ζηα 

WPBs (παξαηήξεζε κεηά από ηαπηόρξνλε ρξώζε έλαληη ηνπ vWF) (ρήκα 3.14C). 

Δμεηάζακε, ζηε ζπλέρεηα, ηελ επίδξαζε ηεο Rab27a ζηνλ εληνπηζκό ηεο myc-Munc13-4. 

Τπεξέθθξαζε ηεο Rab27a αύμεζε ηνλ εληνπηζκό ηεο Munc13-4 ζηα WPBs (όπνπ 
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ζπλεληνπηδόηαλ κε ηε Rab27a), κεηώλνληαο από ηελ άιιε πιεπξά ηνλ θπηηαξνπιαζκαηηθό 

εληνπηζκό ηεο (ρήκα 3.14D).  

Πξνθεηκέλνπ λα κειεηήζνπκε ην ξόιν ηεο Munc13-4 ζηελ έθθξηζε ησλ WPBs, 

πξαγκαηνπνηήζακε πεηξάκαηα απνζηώπεζεο, κε ρξήζε εμεηδηθεπκέλσλ 

νιηγνλνπθιενηηδίσλ θαη πξνζδηνξίζακε ηελ επίδξαζή ηεο ζηελ ATP/bFgf/VEGF-

επαγόκελε έθθξηζε ησλ WPBs. Απνζηώπεζε ηεο Munc13-4 νδήγεζε ζε κείσζε ηεο 

έθθξηζεο ησλ WPBs θαηά έλα πνζνζηό ηεο ηάμεο ηνπ 60% (ρήκα 3.14Δ). 

πκπεξαζκαηηθά, ινηπόλ, ε Munc13-4 εθθξάδεηαη ζηα ελδνζειηαθά θύηηαξα HUVE, 

εληνπίδεηαη ζηα Rab27a-ζεηηθά WPBs (εληόπηζε πνπ εληζρύεηαη θαηόπηλ ππεξέθθξαζεο 

ηεο Rab27a) θαη είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ έθθξηζή ηνπο. Απνηειεί, έηζη, έλαλ ηνπιάρηζηνλ 

από ηνπο ηειεζηέο πνπ κεζνιαβνύλ ηε ζεηηθή ξπζκηζηηθή δξάζε ηεο Rab27a ζηελ έθθξηζε 

ησλ WPBs. 

      

3.7 Ζ Munc13-4 αιιειεπηδξά κε ηε Rab15 

Μέρξη ζήκεξα, ε κόλε Rab GTPάζε πνπ είλαη γλσζηό πσο αιιειεπηδξά κε ηε 

Munc13-4 είλαη ε Rab27a. ηα WPBs, όκσο, εληνπίδνληαη ηέζζεξηο επηπιένλ Rab 

GTPάζεο. Διέγμακε, ινηπόλ, αλ ε Munc13-4 αιιειεπηδξά κε θάπνηα από απηέο. Μέρξη 

ζήκεξα, εμάιινπ, έρνπλ πεξηγξαθεί αξθεηνί ηειεζηέο πνπ αιιειεπηδξνύλ κε πεξηζζόηεξεο 

ηεο κηαο Rabs (Fukuda et al., 2008). Δπηπιένλ, ζηα ηζηηνθύηηαξα θαη ηα θπηηαξνηνμηθά Σ 

ιεκθνθύηηαξα, ε Munc13-4 εληνπίδεηαη, εθηόο από ηα Rab27a-ζεηηθά εθθξηηηθά θπζηίδηα 

ησλ θπηηάξσλ απηώλ, θαη ζε ελδνζσκηθά δηακεξίζκαηα, ζηα νπνία δελ ππάξρεη ε Rab27a 

(Menager et al., 2007) (Neeft et al., 2005). Οη παξαπάλσ κειέηεο ππνδειώλνπλ πσο θαη 

άιιεο πξσηεΐλεο, εθηόο ηεο Rab27a, είλαη ππεύζπλεο γηα ηε κεκβξαληθή ζηόρεπζε ηεο 

Munc13-4.         

Υξεζηκνπνηώληαο ηελ ηερληθή ηεο αλνζνθαηαβύζηζεο ειέγμακε ηελ αιιειεπίδξαζε 

ηεο myc-Munc13-4 κε ηηο ζεκαζκέλεο GFP-Rab27a, GFP-Rab3a, GFP-Rab15, GFP-

Rab33a, GFP-Rab37, θαζώο επίζεο θαη κε ηηο GFP-Rab5, GFP-Rab4 θαη GFP-Rab11. 

Οπζηαζηηθά, δειαδή, ειέγμακε όιεο ηηο Rabs, πνπ βξήθακε λα εληνπίδνληαη ζηα WPBs, αλ 

αιιειεπηδξνύλ κε ηε Munc13-4. Δπίζεο, επεηδή κέρξη ζήκεξα ε Rab15 έρεη αλαθεξζεί σο 

απνθιεηζηθά ελδνζσκηθή Rab, ε νπνία ζπλεληνπίδεηαη κε ηηο Rab5, Rab4 θαη Rab11, 

ζπκπεξηιάβακε ηηο ηξεηο ηειεπηαίεο ζηνλ έιεγρν. Όπσο θαίλεηαη ζην ζρήκα 3.15, ε κόλε 

άιιε Rab GTPάζε πνπ παξαηεξήζεθε λα δεζκεύεηαη, ζηνλ ίδην βαζκό κε ηε Rab27a, ζηε 
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Munc13-4, είλαη ε Rab15, ελώ κία κηθξή, αιιά κε επαλαιήςηκε αιιειεπίδξαζε, 

παξαηεξήζεθε θαη κε ηε Rab37. 

Πξνθεηκέλνπ, ηέινο, λα εληνπίζνπκε ην ελδνθπηηάξην δηακέξηζκα, ζην νπνίν κπνξεί 

λα πξαγκαηνπνηείηαη απηή ε αιιειεπίδξαζε, δεδνκέλνπ όηη ηόζν ε Munc13-4 όζν θαη ε 

Rab15 εληνπίδνληαη θαη ζε άιια ελδνθπηηάξηα δηακεξίζκαηα, δηαθξηηά ησλ WPBs, 

ππεξεθθξάζακε ζε θύηηαξα HUVE ηηο myc-Munc13-4 θαη GFP-Rab15 θαη παξαηεξήζακε 

ζαθή ζπλεληνπηζκό ησλ δύν πξσηετλώλ ζε νξγαλίδηα πνπ θέξνπλ ην ραξαθηεξηζηηθό 

ζρήκα ησλ WPBs (ρήκα 3.16).  

πκπεξαζκαηηθά, ινηπόλ, ε Rab15 αιιειεπηδξά κε ηε Munc13-4, κία αιιειεπίδξαζε 

πνπ δπλεηηθά παξέρεη ηε κεραληζηηθή βάζε ηεο αζξνηζηηθήο επίδξαζεο πνπ έρεη ε 

ηαπηόρξνλε απνζηώπεζε ησλ Rab27 θαη Rab15 ζηελ έθθξηζε ησλ WPBs.       

                  

 

 

ρήκα 3.15: Γηεξεύλεζε ηεο πηζαλήο αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ ησλ Rab15 θαη 

Munc13-4. (Α) Κύηηαξα 293 δηακνιύλζεθαλ ηαπηόρξνλα κε ηηο DNA θαηαζθεπέο myc-

Munc13-4 θαη GFP ή GFP-Rab27a ή GFP-Rab3a ή GFP-Rab15 ή GFP-Rab33a ή GFP-

Rab37 ή GFP-Rab5 ή GFP-Rab4 ή GFP-Rab11. Μεηά από παξέιεπζε 48 σξώλ, ηα θύηηαξα 

ιύζεθαλ παξνπζία 100 κΜ GTPγS θαη 0,5% Triton θαη θπγνθεληξήζεθαλ ζηα 100.000 g γηα 

1 ώξα, ζηνπο 4
ν
C. 1 mg εθρπιίζκαηνο επσάζηεθε κε anti-GFP αληίζσκα πνπ ήηαλ 

νκνηνπνιηθά ζπλδεδεκέλν κε ζθαηξίδηα ζεθαξόδεο-πξσηεΐλεο Α. Ζ έθινπζε 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε δηάιπκα γιπθίλεο (0,1 M glycine pH 2,5). Αθνινύζεζε 

αλνζναπνηύπσζε κε ρξήζε ηνπ anti-myc αληηζώκαηνο, ελώ κε ponceau ρξώζε ειέγρζεθε ε 

αλνζνθαηαβύζηζε ησλ GFP-Rab. (Β) 50 κg ηνπ αξρηθνύ εθρπιίζκαηνο, πξηλ ηελ 

αλνζνθαηαβύζηζε, αλαιύζεθε κε αλνζναπνηύπσζε θαη ρξήζε αληηζσκάησλ έλαληη ησλ myc 

θαη GFP επηηόπσλ.  
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ρήκα 3.16: Οη Munc13-4 θαη Rab15 ζπλεληνπίδνληαη ζε νξγαλίδηα πνπ θέξνπλ ην 

ραξαθηεξηζηηθό ζρήκα ησλ WPBs. Kύηηαξα HUVE δηακνιύλζεθαλ ηαπηόρξνλα κε ηηο 

πιαζκηδηαθέο θαηαζθεπέο GFP-Rab15 θαη myc-Munc13-4. Μεηά από παξέιεπζε 48 σξώλ, ηα 

θύηηαξα κνληκνπνηήζεθαλ θαη αθνινύζεζε αλνζνθζνξηζκόο κε πνιπθισληθό αληίζσκα έλαληη 

ηνπ GFP θαη κνλνθισληθό έλαληη ηνπ επηηόπνπ myc. Σα δείγκαηα αλαιύζεθαλ κε ζπλεζηηαθή 

κηθξνζθόπεζε. 
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ΤΜΠΛΖΡΩΜΑΣΗΚΑ ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

.1 Τπεξέθθξαζε ηεο Rab27a απμάλεη ηελ επαγόκελε έθθξηζε ησλ WPBs  

Καηά ηε δηάξθεηα ηεο παξνύζαο κειέηεο, πξόζθαηα δεκνζηεπκέλε εξγαζία έδεημε πσο 

ε απνζηώπεζε ηεο Rab27a απμάλεη ηελ επαγόκελε έθθξηζε ησλ WPBs (Nightingale et al., 

2009). Δπεηδή ην απνηέιεζκα απηό έξρεηαη ζε αληίζεζε κε ηηο δηθέο καο παξαηεξήζεηο, 

ρξεζηκνπνηήζακε κία ζπκπιεξσκαηηθή κεζνδνινγία γηα λα ειέγμνπκε πεξαηηέξσ ην ξόιν 

ηεο Rab27a. Τπεξεθθξάζακε, ινηπόλ, κε ην ζύζηεκα ησλ αδελντώλ ηόζν ηελ αγξίνπ 

ηύπνπ κνξθή ηεο Rab27a (ad Flag-Rab27a wt), όζν θαη ηε δηαξθώο ελεξγή ad Flag-

Rab27a Q78L (GTP-locked) ζε θύηηαξα HUVE. Ζ ππεξέθθξαζε ηεο Rab27a wt νδήγεζε 

ζε αύμεζε ηεο επαγόκελεο έθθξηζεο θαηά 20% πεξίπνπ, ελώ ζηελ πεξίπησζε 

ππεξέθθξαζεο ηεο δηαξθώο ελεξγνύο κνξθήο ηεο Rab27a (Rab27a Q78L) ε ΑΣΡ-

επαγόκελε έθθξηζε απμήζεθε θαηά 40% (ρήκα .1Α). Έιεγρνο ησλ πξσηετληθώλ 

επηπέδσλ ηεο flag-Rab27a, ηόζν ηεο αγξίνπ ηύπνπ, όζν θαη ηεο δηαξθώο ελεξγνύο κνξθήο, 

κε αλνζναπνηύπσζε, έδεημε πσο ζε θάζε πεξίπησζε εκθαληδόηαλ κία δώλε κεγαιύηεξεο 

ειεθηξνθνξεηηθήο ηαρύηεηαο από ηελ αλακελόκελε, πνπ πηζαλά απνηειεί πξσηενιπηηθό 

πξντόλ (ρήκα .1Β). ηελ πεξίπησζε κόιπλζεο ησλ HUVEC κε ΜΟΗ (multiplicity of 

infection) 150 ην πξσηενιπηηθό απηό πξντόλ ήηαλ ακειεηέν, ελώ ε ππεξεθθξαζκέλε 

πξσηεΐλε ήηαλ ζε επίπεδα παξόκνηα ηεο ελδνγελνύο θαη επνκέλσο ε ζπλζήθε απηή 

επηιέρηεθε γηα ηα πεξάκαηα έθθξηζεο. Σν 60-70% ησλ θπηηάξσλ είραλ κνιπλζεί, θάησ 

από ηηο ζπλζήθεο απηέο θαη νη αδελντηθά ππεξεθθξαζκέλεο Flag-Rab27a wt θαη Flag-

Rab27a Q78L εληνπίδνληαλ ζηε κεκβξάλε ησλ WPBs (ρήκα .2). Πξνζπαζήζακε επίζεο 

λα ππεξεθθξάζνπκε ηε Flag-Rab27a Ν133Η (δηαξθώο αλελεξγή κνξθή ηεο Rab27a) ζε 

θύηηαξα HUVE, ρσξίο όκσο επηηπρία (ρήκα .1Β, .2). Σν απνηέιεζκα απηό πηζαλώο 

νθείιεηαη ζε πςειό βαζκό πξσηεόιπζεο ηεο κεηαιιαγκέλεο απηήο κνξθήο ηεο Rab27a, 

όπσο έρεη ήδε αλαθεξζεί βηβιηνγξαθηθά (Ramalho et al., 2002). 
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ρήκα .1: Ζ ππεξέθθξαζε ηεο Rab27a επάγεη ηελ έθθξηζε ηνπ vWF. (Α) 

Κύηηαξα HUVE κνιύλζεθαλ κε ηνπο αδελντνύο Flag-Rab27a wt θαη  Flag-Rab27a Q78L, 

ζε 150 ΜΟΗ, θαη 48 ώξεο αξγόηεξα, ελεξγνπνηήζεθαλ κε ΑΣΡ (100 κM), ή Thrombin (1 

U/ml), ζε δηάιπκα HBSS-0,1% BSA, γηα 30 ιεπηά. Ο εθθξηλόκελνο vWF 

πνζνηηθνπνηήζεθε κε ELISA. (Β) Αλνζναπνηύπσζε ησλ πξσηετληθώλ επηπέδσλ ησλ 

αδελντηθά ππεξεθθξαζκέλσλ κνξθώλ ηεο Rab27a, κεηά από κόιπλζε θπηηάξσλ HUVE ζε 

δηαθνξεηηθά ΜΟΗ. Δθηόο από ηελ ππεξεθθξαζκέλε θαη ηελ ελδνγελή Rab27a, 

παξαηεξείηαη κία δώλε ειάρηζηα κεγαιύηεξεο ειεθηξνθνξεηηθήο ηαρύηεηαο από απηή ηεο 

ελδνγελνύο (ζεκεηώλεηαη κε θόθθηλν βέινο), πηζαλό πξσηενιπηηθό πξντόλ ηεο 

ππεξεθθξαζκέλεο κνξθήο. Ωο δείθηεο ηζνθόξησζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ε ηνπκπνπιίλε.  
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ρήκα .2: Δληνπηζκόο ησλ αδελντηθά εθθξαζκέλσλ κνξθώλ ηεο Rab27a. Κύηηαξα 

HUVE κνιύλζεθαλ κε ηνπο αδελντνύο β-gal., Flag-Rab27a wt, Flag-Rab27a Q78L θαη Flag-
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Rab27a Ν133Η, ζε 150 ΜΟΗ. Μεηά από παξέιεπζε 48 σξώλ, ηα θύηηαξα κνληκνπνηήζεθαλ θαη 

αθνινύζεζε αλνζνθζνξηζκόο κε κνλνθισληθό αληίζσκα έλαληη ηνπ flag επηηόπνπ θαη 

πνιπθισληθό αληίζσκα έλαληη ηνπ vWF.    

 

 

.2 Ο ξόινο ηεο Rab27a ζηελ έθθξηζε ησλ WPBs είλαη αλεμάξηεηνο ηνπ 

ελεξγνπνηεηή  

ηελ ελόηεηα απηή, ειέγμακε θαηά πόζν ν ξόινο ηεο Rab27a ζηελ έθθξηζε ησλ WPBs 

εμαξηάηαη από ηε θύζε ηνπ ελεξγνπνηεηή. Ωο ελεξγνπνηεηέο ρξεζηκνπνηήζεθαλ ην ATP 

(νδεγεί ζε αύμεζε ελδνθπηηάξηαο ζπγθέληξσζεο αζβεζηίνπ θαη θπθιηθνύ ΑΜΡ), ε 

ζξνκβίλε (νδεγεί ζε αύμεζε ελδνθπηηάξηαο ζπγθέληξσζεο αζβεζηίνπ) θαη ην PMA 

(αλάινγν ηεο DAG πνπ ελεξγνπνηεί ηελ PKC). ε όιεο ηεο πεξηπηώζεηο παξαηεξήζακε 

κείσζε ηεο έθθξηζεο, κεηά από απνζηώπεζε ηεο Rab27a (ρήκα .3Α). Να ζεκεησζεί ζην 

ζεκείν απηό, πσο ε απνζηώπεζε ηεο Rab27a δελ επεξεάδεη ηα ζπλνιηθά επίπεδα 

ελδνθπηηάξηνπ vWF (ρήκα .3Β), νύηε ηε κνξθνινγία ησλ WPBs (ρήκα .3C).  
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ρήκα .3: O ξόινο ηεο Rab27a ζηελ έθθξηζε ηνπ vWF είλαη αλεμάξηεηνο ηνπ 

ελεξγνπνηεηή.  (Α) Κύηηαξα HUVE δηακνιύλζεθαλ κε siRNA νιηγνλνπθιενηίδην (25 nM) 

έλαληη ηεο Rab27a. Μεηά από παξέιεπζε 72 σξώλ, ηα θύηηαξα ελεξγνπνηήζεθαλ κε ηνπο 

παξάγνληεο ATP (100 κΜ), Thrombin (1 U/ml) θαη PMA (100 ng/ml), ζε δηάιπκα HBSS-
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0,1% BSA, γηα 30 ιεπηά. Ο εθθξηλόκελνο vWF πνζνηηθνπνηήζεθε κε ELISA. Γηα ηε 

δηόξζσζε κηθξώλ δηαθπκάλζεσλ ζηνλ αξηζκό ησλ θπηηάξσλ κεηαμύ ησλ δηαθνξεηηθώλ 

θξεαηίσλ, ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη ηηκέο ηεο ζπλνιηθήο πνζόηεηαο πξσηεΐλεο. Οη ηηκέο 

εθθξάζηεθαλ σο % πνζνζηό ηεο ηηκήο ησλ θπηηάξσλ-καξηύξσλ. Σα πεηξάκαηα είλαη 

αληηπξνζσπεπηηθά ηνπιάρηζηνλ δύν αλεμάξηεησλ πεηξακάησλ, ελώ νη κπάξεο ζην γξάθεκα 

αληηπξνζσπεύνπλ ηππηθή απόθιηζε. (Β) Πνζνηηθνπνίεζε ηνπ νιηθνύ vWF ζε θπηηαξηθό 

εθρύιηζκα HUVEC, κεηά από απνζηώπεζε ηεο Rab27a, κε ELISA. (C) Παξαηήξεζε ησλ 

WPBs, ζε ζπλζήθεο απνζηώπεζεο ηεο Rab27a. 

 

πκπεξαζκαηηθά, ινηπόλ, ρξεζηκνπνηώληαο δύν δηαθνξεηηθέο κεζνδνινγίεο, 

απνζηώπεζε θαη ππεξέθθξαζε ηεο Rab27a, παξαηεξήζακε πσο ε GTPάζε απηή είλαη 

απαξαίηεηε γηα ηελ έθθξηζε ησλ WPBs θαη, επηπιένλ, ε δξάζε ηεο είλαη αλεμάξηεηε ηνπ 

ελεξγνπνηεηή.    

 

.3 Πξνζπάζεηα θαηαβύζηζεο πξσηετλώλ-ηειεζηώλ ηεο Rab27a από 

αλζξώπηλν πιαθνύληα, κεηά από επώαζε κε αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε GST-

Rab27a.  

ηελ πξνζπάζεηά καο λα θαηαβπζίζνπκε πξσηεΐλεο-ηειεζηέο από εθρύιηζκα 

αλζξώπηλνπ πιαθνύληα, κεηά από επώαζε κε αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε GST-Rab27a, ε 

νπνία είρε πξνεγνπκέλσο ζηαζεξνπνηεζεί κε GDP ή GTPγS, παξαηεξήζακε όηη ε Rab27a 

θαηαβύζηδε ηηο ίδηεο πξσηεΐλεο, είηε ηεο ρνξεγνύζακε GDP είηε GTPγS (ρήκα .4), ελώ 

είλαη γλσζηό πσο νη Rab GTPάζεο αιιειεπηδξνύλ κε ηνπο ηειεζηέο ηνπο ζηελ ελεξγό, 

GΣP-πξνζδεκέλε, δηακόξθσζή ηνπο. Διέγμακε, ζηε ζπλέρεηα, ηε ιεηηνπξγηθόηεηα ηεο 

αλαζπλδπαζκέλεο GST-Rab27a, ζηαζεξνπνηεκέλε είηε κε GDP είηε κε GTPγS, 

ρνξεγώληαο ηεο ηκήκα ηεο πξσηεΐλεο Slac2b (SHD-Slac2b, πξόθεηηαη γηα ηε ζπληεξεκέλε 

πεξηνρή ζην ακηλν-ηειηθό άθξν ηεο Slac2b, γλσζηνύ ηειεζηή ηεο Rab27a, ππεύζπλεο γηα 

ηελ πξόζδεζε ηνπ ηειεζηή ζηε GTPάζε). Παξαηεξήζακε πσο ε SHD πεξηνρή ηεο Slac2b 

αιιειεπηδξνύζε ηόζν κε ηε GDP- όζν θαη κε ηε GTPγS- Rab27a (ρήκα .5 glutathione 

elution). Ζ αιιειεπίδξαζε, ινηπόλ, ζπλέβαηλε αλεμάξηεηα ηνπ πξνζδεκέλνπ 

λνπθιενηηδίνπ, δειαδή αλεμάξηεηα από ηε ζεσξεηηθά δηαθνξεηηθή δηακόξθσζε ηεο 

Rab27a όηαλ πξνζδέλεη GDP ζε ζρέζε κε GTP, γεγνλόο πνπ εληζρπόηαλ από ηελ 

παξαηήξεζε πσο ε ρνξήγεζε EDTA, πνπ απνκαθξύλεη ην λνπθιενηίδην από ηε Rab27a, 

θαζώο ε ζύλδεζε ησλ λνπθιενηηδίσλ είλαη Mg
+2 

–εμαξηώκελε, δελ ειεπζεξώλεη ηνλ 

ηειεζηή Slac2b (ρήκα .5 EDTA elution). Με βάζε ηηο παξαπάλσ παξαηεξήζεηο, 

ππνζέηνπκε πσο ε ειιηπήο δηακόξθσζε ηεο Rab27a κπνξεί λα νθείιεηαη ζηε βαθηεξηαθή 

έθθξαζε θαη θαηαιήγνπκε ζην ζπκπέξαζκα πσο ε παξαπάλσ κεζνδνινγία δελ καο 
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επηηξέπεη λα εμάγνπκε αμηόπηζηα απνηειέζκαηα όζνλ αθνξά ηελ ηαπηνπνίεζε ηειεζηώλ 

ηεο Rab27a  

 

ρήκα .4: Πξνζπάζεηα ηαπηνπνίεζεο ηειεζηώλ ηεο Rab27a από εθρύιηζκα 

αλζξώπηλνπ πιαθνύληα. Οη βαθηεξηαθά εθθξαζκέλεο GST-Rab27a θαη GST-Rab5a, νη 

νπνίεο είραλ ζηαζεξνπνηεζεί κε GDP, GTP ή GTPγS, επσάζηεθαλ κε κεκβξαληθό ή 

θπηηαξνπιαζκαηηθό εθρύιηζκα αλζξώπηλνπ πιαθνύληα. Ζ έθινπζε πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

δηάιπκα ζπγθέληξσζεο 20 mM EDTA. Σν έθινπζκα ζπκππθλώζεθε 3 θνξέο θαη 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή SDS-αθξπιακηδίνπ, 6% θαη 15%, γηα ηελ 

αλάιπζε ηόζν ησλ κεγάινπ όζν θαη ησλ κηθξνύ κνξηαθνύ βάξνπο πξσηετλώλ. Αθνινύζεζε 

ρξώζε ησλ πξσηετλώλ κε ηε ρξσζηηθή Coomassie θαη, ζηε ζπλέρεηα, ρξώζε ληηξηθνύ 

αξγύξνπ, ηελ νπνία θαη παξαηεξνύκε ζηελ εηθόλα. Να ζεκεηώζνπκε πσο ζηελ επώαζε κε 

ην θπηηαξνπιαζκαηηθό εθρύιηζκα, κόλν ζε κία πεξίπησζε ε Rab27a ζηαζεξνπνηήζεθε κε 

GDP (GDP(ex) ), ελώ ζηηο άιιεο πξαγκαηνπνηήζεθε απιώο ρνξήγεζε ηνπ λνπθιενηηδίνπ.     

 

SHD-Slac2b

(96Da)

SHD-Slac2b

(96Da)

 

ρήκα .5: Μειέηε ηεο αιιειεπίδξαζεο ηεο Rab27a κε ηελ SHD πεξηνρή ηεο 

Slac2b. Οη βαθηεξηαθά εθθξαζκέλεο GST-Rab27a θαη GST-Rab5a, νη νπνίεο είραλ 

ζηαζεξνπνηεζεί κε GDP ή GTPγS, επσάζηεθαλ κε ηελ επίζεο βαθηεξηαθά εθθξαζκέλε 
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SHD πεξηνρή ηεο Slac2b. Ζ έθινπζε έγηλε ζε δύν ζηάδηα. ην πξώην ρξεζηκνπνηήζεθε ην 

δηάιπκα έθινπζεο 20 mM Hepes, pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 20 mM EDTA, ελώ 

ζην δεύηεξν, ην δηάιπκα 100 mM Tris, pH 8,5, 5 mM β-Me, 15 mM γινπηαζεηόλεο (reduced 

glutathione). Σα θιάζκαηα γηα ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε πεθηή SDS-αθξπιακηδίνπ, 16% θαη 

αθνινύζεζε ρξώζε ησλ πξσηετλώλ κε ηε ρξσζηηθή Coomassie Brilliant Blue G. 

 

.4 ηνίρηζε ησλ αιιεινπρηώλ εθθξηηηθώλ θαη ελδνζσκηθώλ Rabs  

Ζ θνηλή δξάζε ησλ ηξηώλ δηαθνξεηηθώλ Rabs ζηελ έθθξηζε ησλ WPBs ππνδειώλεη 

ηελ ύπαξμε θνηλώλ ηειεζηηθώλ ή ξπζκηζηηθώλ κνξίσλ κεηαμύ ησλ δηαθξηηώλ Rabs. Με ηε 

ζεηξά ηεο, ε αιιειεπίδξαζε κε θνηλά κόξηα κπνξεί λα νθείιεηαη ζε θάπνην βαζκό 

ζπληήξεζεο κεηαμύ ησλ κνξίσλ. Γηα ηηο Rab27 θαη Rab3 είλαη γλσζηό πσο αιιειεπηδξνύλ 

κε θνηλά ηειεζηηθά θαη ξπζκηζηηθά κόξηα, ελώ παξνπζηάδνπλ 42% ακηλνμηθή νκνηόηεηα. 

ηνίρηζε ησλ αιιεινπρηώλ κε ηε Rab15 έδεημε πσο ην πνζνζηό ακηλνμηθήο νκνηόηεηαο ηεο 

Rab15 κε ηελ Rab27 ήηαλ 31,5%, ελώ ην αληίζηνηρν κε ηε Rab3 ήηαλ 36,5%, πνζνζηά 

θνληά ζην κέζν όξν ακηλνμηθήο νκνηόηεηαο κεηαμύ ησλ κειώλ ηεο νηθνγέλεηαο ησλ Rab 

(Πίλαθαο 3.2). Αλάιπζε, όκσο, ησλ θξπζηαιιηθώλ δνκώλ ησλ Rab27 θαη Rab3, ζε κνξθή 

ζπκπιόθνπ κε θάπνην ηειεζηή ηνπο, έρεη θαλεξώζεη ηε ζεκαζία ησλ RabSF πεξηνρώλ ησλ 

Rab (βι.Δηζαγσγή 1.4.1) γηα ηηο αιιειεπηδξάζεηο απηέο. πγθεθξηκέλα, νη RabSF Η, ΗΗΗ θαη 

IV είλαη ζηξακκέλεο πξνο ηε κία πιεπξά ηνπ κνξίνπ θαη ζπκκεηέρνπλ ζηηο κέρξη ζήκεξα 

γλσζηέο αιιειεπηδξάζεηο, ελώ ε RabSF ΗΗ είλαη ζηξακκέλε πξνο ηελ αληίζεηε πιεπξά ηνπ 

κνξίνπ θαη πηζαλώο κεζνιαβεί ηελ πξόζδεζε ζε άιινπο ηειεζηέο. Οη πεξηνρέο απηέο έρνπλ 

ζεκεησζεί ζηηο ζηνηρηζκέλεο αιιεινπρίεο ηνπ ζρήκαηνο .6. Δθόζνλ νη πεξηνρέο απηέο 

ζπκκεηέρνπλ ζηηο αιιειεπηδξάζεηο ησλ Rab27 θαη Rab3 κε ηνπο ηειεζηέο ηνπο, 

ππνινγίζακε ην πνζνζηό ακηλνμηθήο νκνηόηεηαο κέζα ζε απηέο, κεηαμύ ησλ 

Rab27/3/15/33/37 (πνπ εληνπίδνληαη ζηα WPBs) θαζώο θαη ησλ Rab11/7/9/5/4 (Rabs 

ελδνζσκηθώλ δηακεξηζκάησλ) θαη Rab2 (Golgi-Rab). Σα απνηειέζκαηα παξνπζηάδνληαη 

ζηνλ Πίλαθα 3.2. Φαίλεηαη από απηά, ε Rab27 λα παξνπζηάδεη ηα ίδηα πνζνζηά ακηλνμηθήο 

νκνηόηεηαο, ζε ηξεηο από ηηο ηέζζεξηο απηέο πεξηνρέο, κε ηε Rab3 θαη κε ηε Rab15. 

Δπηπιένλ, από ηηο Rabs πνπ εμεηάζηεθαλ, ε Rab15 εκθαλίδεη πςειά πνζνζηά ακηλνμηθήο 

νκνηόηεηαο ζε δύν από ηηο ηέζζεξηο RabSF πεξηνρέο κε ηε Rab27. Ζ νκνηόηεηα ζηηο 

πεξηνρέο απηέο ζα κπνξνύζε λα απνηειεί ηε δνκηθή βάζε ηεο ύπαξμεο θνηλνύ ηειεζηή 

κεηαμύ ησλ Rab27 θαη Rab15.      
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ρήκα .6: ηνίρηζε αιιεινπρηώλ 11 Rab GTPαζώλ. Ζ ζηνίρηζε πξαγκαηνπνηήζεθε 

κε ην ινγηζκηθό CLUSTΑL W, ην ζρήκα έρνπλ ζεκεησζεί ζε έγρξσκα πιαίζηα νη πεξηνρέο 

RabSF I-IV θαη Switch I-II, ζην πάλσ κέξνο ησλ αιιεινπρηώλ έρνπλ ζεκεησζεί νη β-πηπρσηέο 

επηθάλεηεο θαη νη α-έιηθεο, ελώ, ηέινο, ζηε δνκή ηεο Rab27α έρνπλ ζεκεησζεί θάπνηα 

ζεκαληηθά θαηάινηπα γηα ηελ αιιειεπίδξαζή ηεο κε ηνλ ηειεζηή Slac2-a.   
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Πίλαθαο 3.2: Πνζνζηά ακηλνμηθήο νκνηόηεηαο κεηαμύ ησλ RabSF πεξηνρώλ 11 Rab 

GTPαζώλ. Με αζηεξίζθν ζεκεηώλνληαη ηα πνζνζηά πνπ είλαη πάλσ από ην κέζν όξν πνπ 

παξαηεξείηαη κεηαμύ ησλ κειώλ ηεο νηθνγέλεηαο ησλ Rab.   
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4. ΤΕΖΣΖΖ 

 

ηελ παξνύζα κειέηε ηαπηνπνηήζεθε ην πιήξεο εύξνο ησλ Rab GTPαζώλ πνπ 

εληνπίδνληαη ζηε κεκβξάλε ησλ εμεηδηθεπκέλσλ εθθξηηηθώλ θπζηηδίσλ ησλ ελδνζειηαθώλ 

θπηηάξσλ, ησλ WPBs. Πέληε κέιε ηεο νηθνγέλεηαο απηήο θαη πην ζπγθεθξηκέλα, νη Rab3, 

Rab15, Rab27, Rab33 θαη Rab37 βξέζεθαλ λα εληνπίδνληαη ζηε κεκβξάλε ησλ νξγαληδίσλ 

απηώλ. Καη νη πέληε απηέο GTPάζεο ζπλεληνπίδνληαη ζηα ίδηα WPB, όπσο απέδεημαλ 

πεηξάκαηα ζπλεζηηαθήο κηθξνζθνπίαο θπηηάξσλ HUVE, κεηά από ηαπηόρξνλε 

δηακόιπλζε κε ηηο myc-Rab27a θαη GFP-Rab3a ή GFP-Rab15 ή GFP-Rab33a ή GFP-

Rab37. 

Ζ ύπαξμε πνιιώλ Rabs ζην ίδην εθθξηηηθό θπζηίδην δε ζα πξέπεη λα καο πξνθαιεί 

εληύπσζε. Μειέηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο άιισλ εθθξηηηθώλ θπζηηδίσλ έρνπλ 

απνθαιύςεη έλα πνιύ κεγάιν αξηζκό δηαθνξεηηθώλ Rabs ζηηο κεκβξάλεο απηώλ (ίζσο 

κεγαιύηεξν από ηνλ πξαγκαηηθό – βιέπε Δηζαγσγή 1.5). Αιιά θαη ζε ελδνζσκηθήο 

θύζεσο θπζηίδηα έρεη βξεζεί λα ζπλππάξρνπλ πεξηζζόηεξεο ηεο κίαο Rabs (έλαο 

ππνπιεζπζκόο ελδνζσκάησλ πεξηέρεη ηηο Rab4, 5, 11 (Sonnichsen et al., 2000), ελώ 

επηπιένλ, ζηα ελδνζώκαηα έρνπλ βξεζεί νη Rab7, 9, 21, 22 (Barbero et al., 2002; Simpson 

et al., 2004)). Ζ ζεκαζία ηεο ύπαξμεο δηθνξεηηθώλ Rabs ζην ίδην νξγαλίδην έρεη απνδνζεί 

ζην όηη απηέο είλαη ππεύζπλεο γηα δηαθνξεηηθέο ιεηηνπξγίεο ησλ νξγαληδίσλ. Μάιηζηα, ζε 

θάπνηεο πεξηπηώζεηο έρεη αλαθεξζεί όηη νη δηαθνξεηηθέο Rabs ζπγθξνηνύλ δηαθνξεηηθέο 

ππό-πεξηνρέο ζηε κεκβξάλε ηνπ νξγαληδίνπ. Οη δηαθνξεηηθέο απηέο ππό-πεξηνρέο 

παξνπζηάδνπλ δηαθνξεηηθή ιεηηνπξγία θαη δηαρσξίδνληαη κεηαμύ ηνπο κέζσ 

αιιειεπηδξάζεσλ κε επηπιένλ κόξηα ηεο κεκβξάλεο, ελώ ελνξρήζηξσζε ησλ δξάζεώλ 

ηνπο έρεη επίζεο πεξηγξαθεί θαη απνδίδεηαη ζηελ ύπαξμε θνηλώλ ηειεζηώλ ησλ δηαθξηηώλ 

Rabs. ηελ πεξίπησζε ησλ WPBs, νη πέληε Rabs, πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ, ζα κπνξνύζαλ λα 

είλαη ππεύζπλεο γηα δηαθξηηέο ιεηηνπξγίεο θαηά ηε δηαδηθαζία σξίκαλζεο, κεηαθνξάο ησλ 

WPBs ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε θαη ζύληεμεο κε απηή. Ζ ρώξν-ρξνληθή 

νξγάλσζε ησλ δηαθνξεηηθώλ απηώλ ιεηηνπξγηώλ ζα κπνξνύζε λα επηηεπρζεί κέζσ ησλ 

θνηλώλ ηειεζηώλ θαη ξπζκηζηώλ (GEFs, GAPs) πνπ κνηξάδνληαη νη Rab3 θαη Rab27 

(Figueiredo et al., 2008), θαζώο επίζεο θαη κέζσ ηεο Munc13-4 (θνηλόο ηειεζηήο ησλ 

Rab27 θαη Rab15, όπσο απέδεημε ε παξνύζα κειέηε). 

Τπάξρεη, ινηπόλ, θάπνηα ζπγθεθξηκέλε νκάδα Rab, πνπ λα εμππεξεηεί απηή ηε ρώξν-

ρξνληθή νξγάλσζε θαη, επνκέλσο, ηα κέιε ηεο λα ζπλεληνπίδνληαη ζηαζεξά ζε όια ηα 
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εθθξηηηθά νξγαλίδηα; Σα επξήκαηα ηεο παξνύζαο κειέηεο, ζε ζπλδπαζκό κε ηελ εύξεζε 

ησλ Rab27-3-33-37 ζηα ππθλά θνθθία ησλ λεπξνελδνθξηλώλ PC12 θπηηάξσλ (Tsuboi and 

Fukuda, 2006), ησλ Rab27-33-37 ζηα ιπηηθά θνθθία ησλ θπηηάξσλ θπζηθώλ θνλέσλ 

(Casey et al., 2007) θαη ησλ Rab27-3-37 ζηα θνθθία ηλζνπιίλεο ησλ παγθξεαηηθώλ 

θπηηάξσλ (Brunner et al., 2007), ζπλεγνξνύλ πξνο ηελ θαηεύζπλζε ύπαξμεο κηαο ηέηνηαο 

βαζηθήο ξπζκηζηηθήο κεραλήο ησλ εθθξηηηθώλ θπζηηδίσλ. Δίλαη ζαθήο, βέβαηα ε αλάγθε 

πεξηζζόηεξσλ ζπζηεκαηηθώλ κειεηώλ, θαζώο επίζεο θαη ε επηβεβαίσζε ησλ επξεκάησλ 

ησλ πξσηενκηθώλ αλαιύζεσλ θπζηηδίσλ, πξνθεηκέλνπ απηό λα κπνξεί λα ππνζηεξηρζεί κε 

βεβαηόηεηα. Από ηελ άιιε κεξηά, ν εληνπηζκόο ηεο Rab15 ζηα WPBs (πξώηε θνξά 

δείρλεηαη λα εληνπίδεηαη ζε εθθξηηηθά θπζηίδηα) θαη ε κε εύξεζε ζε απηά, άιισλ Rabs, 

ραξαθηεξηζηηθώλ άιισλ εθθξηηηθώλ νξγαληδίσλ, δείρλεη όηη, εθηόο από ηηο βαζηθέο 

εθθξηηηθέο Rabs, ππάξρεη θαη έλαο αξηζκόο απηώλ πνπ εληνπίδνληαη απνθιεηζηηθά ζε 

ζπγθεθξηκέλα θπζηίδηα, εμππεξεηώληαο ηηο εμεηδηθεπκέλεο αλάγθεο ηνπ εθάζηνηε 

ζπζηήκαηνο. Υαξαθηεξηζηηθό παξάδεηγκα απνηειεί ε Rab4 ησλ αηκνπεηαιίσλ, πνπ 

εληνπίδεηαη ζηε κεκβξάλε ησλ α-θνθθίσλ (θνθθία πνπ θέξνπλ ηνλ vWF ησλ 

αηκνπεηαιίσλ) θαη ξπζκίδεη ηελ έθθξηζή ηνπο (Shirakawa et al., 2000), ελώ ε ίδηα Rab δελ 

εληνπίδεηαη ζηα WPBs ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ (παξνύζα κειέηε).                 

Θα ρξεηαζηνύλ, βεβαίσο, αξθεηέο αλάινγεο κειέηεο πξηλ δηαπηζησζεί αλ ε Rab15 

απνηειεί κία εηδηθή Rab ησλ WPBs ή αλ εληνπίδεηαη θαη ζε εθθξηηηθά νξγαλίδηα άιισλ 

θπηηάξσλ. Ο εληνπηζκόο ηεο ζηα νξγαλίδηα απηά πηζαλόλ απνηειεί απνηέιεζκα ζύληεμεο 

ελδνζσκάησλ αλαθύθισζεο κε ηα WPBs, θαζώο ε Rab15 εληνπίδεηαη επίζεο θαη ζε έλα 

ελδνζσκηθήο θύζεσο δηακέξηζκα. Έλα ηέηνην ζελάξην ζα κπνξνύζε λα εμππεξεηεί ηε 

κεηαηόπηζε ηεο CD63, ελόο θνξηίνπ ησλ WPBs, από ηα ελδνζώκαηα ζηα WPBs, θαζώο 

έρεη βξεζεί πσο ην θνξηίν απηό, κεηά ηε κεηαθνξά ηνπ ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή 

κεκβξάλε (σο απνηέιεζκα ηεο έθθξηζεο ησλ WPBs), αλαθπθιώλεηαη, κέζσ ελδνζσκηθώλ 

δηακεξηζκάησλ, μαλά ζηα  WPBs (Arribas and Cutler, 2000). Οη επαθέο πνπ 

παξαηεξήζακε κεηαμύ ησλ WPBs θαη ησλ Rab4- θαη Rab11-ζεηηθώλ ελδνζσκάησλ 

εληζρύνπλ ηελ ππόζεζε απηή.  

Από ηηο πέληε Rabs πνπ εληνπίζηεθαλ ζηα WPBs, νη Rab-27, -3 θαη -15 ξπζκίδνπλ 

ζεηηθά ηελ έθθξηζή ηνπο. Ο ξόινο ηεο Rab27, ζε άιια ζπζηήκαηα, είλαη άιινηε ζεηηθόο 

θαη άιινηε αξλεηηθόο ζηελ έθθξηζε. Πην ζπγθεθξηκέλα, έρεη βξεζεί, κεηαμύ άιισλ, λα 

ξπζκίδεη ζεηηθά ηελ έθθξηζε ηλζνπιίλεο (Yi et al., 2002) θαη γιπθνγόλνπ από παγθξεαηηθά 

β θαη α θύηηαξα αληίζηνηρα, ηελ έθθξηζε ησλ ιπηηθώλ θνθθίσλ ησλ θπηηαξνηνμηθώλ Σ 



 

 

  
     117 

 
  

ιεκθνθπηηάξσλ (Stinchcombe et al., 2001), ηελ απειεπζέξσζε αθεηπινρνιίλεο από ηα 

AtT20 θύηηαξα (Zhao et al., 2002), ηελ έθθξηζε ησλ δπκνγόλσλ θνθθίσλ ησλ 

παγθξεαηηθώλ βνηξπνεηδώλ θπηηάξσλ (Chen et al., 2004) θαη ησλ ππθλώλ θνθθίσλ ησλ 

αηκνπεηαιίσλ (Shirakawa et al., 2004). Αληίζεηα, ππεξέθθξαζή ηεο νδήγεζε ζε κεησκέλε 

έθθξηζε ησλ ππθλώλ θνθθίσλ ησλ PC12 θπηηάξσλ (Desnos et al., 2003), αλ θαη άιιεο 

αλαθνξέο εκθαλίδνπλ έλα ζεηηθό ξόιν ηεο Rab27a θαη ζε απηό ην ζύζηεκα (Tsuboi and 

Fukuda, 2006). Σα πξάγκαηα είλαη πεξηζζόηεξν μεθάζαξα ζε επίπεδν knockout πνληηθηώλ, 

ηα νπνία εκθαλίδνπλ ηόζν κεησκέλε κεηαθνξά ησλ θπζηηδίσλ ζε πεξηθεξεηαθέο ζέζεηο 

(Gomi et al., 2007), όζν θαη κεησκέλε έθθξηζή ηνπο. 

Σα απνηειέζκαηά καο, ινηπόλ, ζπκθσλνύλ κε ηελ θπξίαξρε άπνςε γηα ην ξόιν ηεο 

πξσηεΐλεο απηήο ζηε δηαδηθαζία ηεο έθθξηζεο. Έξρνληαη, όκσο, ζε αληίζεζε κε πξόζθαηα 

δεκνζηεπκέλε κειέηε, ε νπνία έδεημε όηη ε Rab27a είλαη αξλεηηθόο ξπζκηζηήο ηεο 

έθθξηζεο ησλ WPBs. ηελ εξγαζία απηή ρξεζηκνπνηήζεθε, όπσο θαη ζηε δηθή καο, ε 

κεζνδνινγία απνζηώπεζεο κε siRNAs (Nightingale et al., 2009).  

Ζ πξνθαλήο απηή αζπκθσλία πηζαλώο λα νθείιεηαη ζηα ζρεηηθά πνζά ώξηκσλ θαη 

αλώξηκσλ WPBs ηε ζηηγκή ηεο ελεξγνπνίεζεο, θαζώο νη Nightingale et al.  

πξαγκαηνπνίεζαλ ηα πεηξάκαηά ηνπο ζε θύηηαξα πνπ δελ βξίζθνληαλ ζε θαηάζηαζε 

ζπξξνήο, ιόγσ απμεκέλνπ θπηηαξηθνύ ζαλάηνπ, σο απνηέιεζκα ηεο κεζνδνινγίαο 

δηακόιπλζεο πνπ αθνινύζεζαλ. Ζ ππόζεζε ηεο δηαθξηηήο δξάζεο ηεο Rab27a, ζηα ώξηκα 

ζε ζρέζε κε ηα αλώξηκα WPBs, ζα κπνξνύζε λα εληζρπζεί από ηα απνηειέζκαηα ηεο 

κειέηεο ησλ D. Liu et al (2010) ζηα ιπηηθά θνθθία ησλ θπηηάξσλ θπζηθώλ θνλέσλ, 

ζύκθσλα κε ηα νπνία ε Rab27a είλαη απαξαίηεηε γηα ηε κεηαθίλεζε ησλ θνθθίσλ ζηελ 

θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε, αιιά πεξηνξίδεη ηελ θίλεζή ηνπο ζην θπηηαξόπιαζκα (Liu 

et al.). Ζ σξίκαλζε ελόο νξγαληδίνπ θαη ε κεηαθίλεζή ηνπ ζηελ πεξηθέξεηα ηνπ θπηηάξνπ 

είλαη έλλνηεο πνπ έρνπλ πξνεγνπκέλσο ζρεηηζηεί. Πξέπεη, βέβαηα, λα αλαθέξνπκε ζην 

ζεκείν απηό, πσο πξαγκαηνπνηήζακε πεηξάκαηα απνζηώπεζεο ηεο Rab27a ζε θύηηαξα 

HUVE ζε θαηάζηαζε δηαζπνξάο. Παξαηεξήζακε κηθξόηεξε επίδξαζε ζηελ έθθξηζε ησλ 

WPBs, ζε ζρέζε κε θύηηαξα ζε θαηάζηαζε ζπξξνήο, αιιά θαη πάιη δελ είδακε 

αλαζηαιηηθό ξόιν γηα ηε Rab27a. Υσξίο λα κπνξνύκε λα έρνπκε ηηο αθξηβείο ζπλζήθεο 

πξαγκαηνπνίεζεο ησλ πεηξακάησλ ησλ Nightingale et al., αλαθέξνπκε πσο ζηα ρέξηα καο 

ε ηερλνινγία AMAXA, ηερλνινγία πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε από ηνπο ζπγγξαθείο ηεο 

αλαθνξάο, πξνθαινύζε 50% θπηηαξηθό ζάλαην θαη ζεκαληηθά κεησκέλε έθθξηζε ησλ 

WPBs.     
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ηελ παξνύζα κειέηε, ν ζεηηθόο ξπζκηζηηθόο ξόινο ηεο Rab27a ζηελ έθθξηζε ησλ 

WPBs, απνδείρηεθε ηόζν κε πεηξάκαηα ππεξέθθξαζεο όζν θαη απνζηώπεζεο, ελώ ε 

εύξεζε ηεο Munc13-4, ελόο γλσζηνύ ηειεζηή ηεο Rab27a (Shirakawa et al., 2004), σο 

ζεηηθνύ ξπζκηζηή ηεο έθθξηζεο ησλ WPBs, επηβεβαηώλεη πεξαηηέξσ ην ζεηηθό ξόιν ηεο 

Rab27a θαη, επηπιένλ, παξέρεη κέξνο ηεο κεραληζηηθήο βάζεο απηήο ηεο ζεηηθήο ξύζκηζεο. 

Πεξαηηέξσ κειέηε ηεο αηκνξξαγηθήο δηάζεζεο ζε αζζελείο κε Griscelli syndrome ή ζε 

ashen πνληίθηα (αληίζηνηρν ηνπ Griscelli syndrome κνληέιν ζε πνληίθηα) ζα πξνζθέξεη 

ζεκαληηθά ζηε δηαιεύθαλζε ηνπ ξόινπ ηεο Rab27a ζηελ έθθξηζε ησλ WPBs.  

Ζ Rab27b, από ηελ άιιε πιεπξά, δε θάλεθε λα επεξεάδεη ηελ εθθξηηηθή δηαδηθαζία. 

Αλ θαη ην κεηάγξαθό ηεο αληρλεύηεθε ζε νιηθό mRNA HUVEC, ε επίδξαζε ηεο 

απνζηώπεζήο ηεο δελ θξίζεθε ζεκαληηθή γηα ηελ έθθξηζε ησλ WPBs, ελώ θαη ε 

ηαπηόρξνλε απνζηώπεζε ησλ Rab27b θαη Rab27a δε θάλεθε λα κεηώλεη ηελ έθθξηζε 

πεξηζζόηεξν, από όζν ε απνζηώπεζε ηεο Rab27a από κόλε ηεο, απνηειέζκαηα πνπ 

απνδίδνληαη είηε ζηε κηθξή έθθξαζε ηεο Rab27b ζηα θύηηαξα HUVE, είηε ζηε κε 

απόιπηε εηδηθόηεηα ησλ siRNAs ηεο Rab27a, ηα νπνία απνζησπνύλ ελ κέξεη θαη ηε 

Rab27b.    

Ζ εύξεζε πσο δύν κέιε ηεο ππννηθνγέλεηαο ησλ Rab3 πξσηετλώλ (Rab3A θαη Rab3D) 

ξπζκίδνπλ ηελ έθθξηζε ησλ WPBs, δελ ήηαλ αλαπάληερε, θαζώο είλαη επξέσο απνδεθηή ε 

άπνςε πσο ηα κέιε ηεο ππννηθνγέλεηαο απηήο παίδνπλ ζεκαληηθό ξόιν ζηα ηειηθά ζηάδηα 

ηνπ κνλνπαηηνύ ηεο έθθξηζεο, ζε δηάθνξνπο θπηηαξηθνύο ηύπνπο. Ζ εύξεζή ηνπο σο 

ζεηηθνύο ξπζκηζηέο ηεο έθθξηζεο ησλ WPBs, έξρεηαη ζε ζπκθσλία κε αλάινγνπο ζεηηθνύο 

ξόινπο πνπ έρεη βξεζεί λα δηαδξακαηίδνπλ, ηα παξάινγα απηά, ζηε βαζηθή απειεπζέξσζε 

λεπξνδηαβηβαζηώλ (αθεηπινρνιίλεο) ζηηο λεπξνκπτθέο ζπλάςεηο (Schluter et al., 2002), 

ζηελ έθθξηζε ησλ κειαλνηξόθσλ θπηηάξσλ ηεο ππόθπζεο (Rupnik et al., 2007) θαη ησλ 

PC12 θπηηάξσλ (Tsuboi and Fukuda, 2006).  

Από ηελ άιιε κεξηά, όκσο, ππάξρεη έλαο επίζεο κεγάινο αξηζκόο βηβιηνγξαθηθώλ 

αλαθνξώλ, πνπ παξνπζηάδνπλ έλαλ αξλεηηθό ξόιν ησλ πξσηετλώλ απηώλ ζηελ εθθξηηηθή 

δηαδηθαζία (Schluter et al., 2002) (Johannes et al., 1994) (Regazzi et al., 1996). Γηα ηελ 

αθξίβεηα, γηα ειάρηζηεο πξσηεΐλεο έρνπλ απνδνζεί ηόζν αληηθξνπόκελνη ξόινη, όζν γηα ηε 

Rab3. Σα ηόζα αληηθξνπόκελα απνηειέζκαηα, αθόκα θαη ζηηο ίδηεο θπηηαξηθέο ζεηξέο, 

απνδίδνληαη ζην γεγνλόο, όηη, ζπλήζσο, πεξηζζόηεξεο ηεο κηαο ηζνκνξθέο ηεο Rab3 (νη 

νπνίεο λα ζεκεησζεί πσο παξνπζηάδνπλ 77-85% νκνηόηεηα ζε ακηλνμηθό επίπεδν θαη 

έρνπλ ηελ ηθαλόηεηα αιιειεπίδξαζεο κε ηα ίδηα κόξηα-ηειεζηέο) εθθξάδνληαη ζηνπο 
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ίδηνπο θπηηαξηθνύο ηύπνπο, κε απνηέιεζκα λα επεκβαίλνπλ ζηηο δηάθνξεο εμσγελείο 

παξεκβάζεηο, επεξεάδνληαο ηα ηειηθά ζπκπεξάζκαηα. ηελ πεξίπησζε ηεο ππεξέθθξαζεο, 

ε είζνδνο κηαο εηεξόινγεο πξσηεΐλεο αληαγσλίδεηαη όιεο ηηο ελδνγελείο (Rab3A, Rab3B, 

Rab3C θαη Rab3D, αλάινγα κε ην πνηα ή πνηεο εθθξάδνληαη ζην εθάζηνηε ζύζηεκα) γηα 

ηνπο ίδηνπο ηειεζηέο. Δμάιινπ, ζηελ πεξίπησζε ηεο κειέηεο κηαο ιεπηά ξπζκηδόκελεο 

δηαδηθαζίαο, όπσο ε έθθξηζε, όπνπ ε θάζε Rab, κε δηαθξηηό θαη δηαδνρηθό ηξόπν, ζα 

αιιειεπηδξάζεη κε κία αιιεινπρία ηειεζηώλ, πξνθεηκέλνπ λα κεζνιαβήζεη ηε δξάζε ηεο, 

ν θνξεζκόο απηήο ηεο κεραλήο (ηόζν ησλ ξπζκηζηώλ, όζν θαη ησλ ηειεζηώλ ηεο Rab), 

ίζσο δελ απνηειεί ηελ θαιύηεξε κεζνδνινγία θαη, κάιινλ, ζα πξέπεη λα απνηειεί 

ζπλνδεπηηθό εξγαιείν. Από ηελ άιιε πιεπξά, ζηελ πεξίπησζε ηεο απαινηθήο ελόο 

παξαιόγνπ, ηα ππόινηπα παξάινγα είλαη δπλαηό, αιιειεπηδξώληαο κε θνηλνύο ηειεζηέο, 

λα θαιύςνπλ ηελ απώιεηά ηνπ. 

Πξνο επηβεβαίσζε ησλ παξαπάλσ, κειέηεο ζε knockout πνληίθηα έδεημαλ όηη ε 

ηαπηόρξνλε απαινηθή ηξηώλ, από ηα ηέζζεξα, παξαιόγσλ ηεο Rab3, νδήγεζε ζε 30% 

κεησκέλε πηζαλόηεηα επαγόκελεο απειεπζέξσζεο λεπξνδηαβηβαζηή ζηε λεπξνκπτθή 

ζύλαςε (Schluter et al., 2004), ελώ νη κνλέο απαινηθέο δελ είραλ ζεκαληηθή επίδξαζε ζηε 

δηαδηθαζία απηή. Σέινο, ζε επίπεδν ελόο πην απινύ νξγαληζκνύ, όπσο ν C.elegans, όπνπ 

ππάξρεη έλα κόλν Rab3 γνλίδην, ε απαινηθή ηνπ ππέδεημε έλα ζεηηθό ξπζκηζηηθό ξόιν ηεο 

πξσηεΐλεο απηήο ζηνλ εθθξηηηθό κεραληζκό.    

Ο αξλεηηθόο ξόινο πνπ είρε πξνεγνπκέλσο απνδνζεί ζηε Rab3D, σο ξπζκηζηή ηεο 

έθθξηζεο ησλ WPBs (Knop et al., 2004) θαη, επνκέλσο, ε αζπκθσλία κε ηελ παξνύζα 

κειέηε, πηζαλώο νθείιεηαη ζηε δηαθνξεηηθή κεζνδνινγία πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηηο δύν 

πεξηπηώζεηο. Δίλαη πηζαλό, δειαδή, ε ππεξέθθξαζε ηεο  Rab3 λα πξνθαιεί θνξεζκό ηεο 

εθθξηηηθήο κεραλήο ή, ελαιιαθηηθά, ε Rab3 λα απαηηεί ηνλ θύθιν ηνπ λνπθιενηηδίνπ γηα 

ηε θπζηνινγηθή ηεο δξάζε θαη επoκέλσο, ε ππεξέθθξαζε ηεο δηαξθώο ελεξγνύο κνξθήο 

ηεο λα ηελ εθηξέπεη από απηόλ. Γηα ηελ πξσηεΐλε απηή, είλαη γλσζηό πσο ελαιιάζζεηαη 

δηαξθώο κεηαμύ θπηηαξνπιάζκαηνο θαη κεκβξάλεο (Handley et al., 2007). 

Σα πεηξάκαηα ηαπηόρξνλεο απνζηώπεζεο ησλ Rab3A θαη Rab3D έδεημαλ πσο, ζε 

ελδνγελείο πνζόηεηεο, ε κία δελ αλαπιεξώλεη ηε δξάζε ηεο άιιεο. Γηαθξηηνί ξόινη κεηαμύ 

ησλ ηζνκνξθώλ ηεο Rab3 έρνπλ πξνεγνπκέλσο αλαθεξζεί. Οη Rab3A θαη Rab3B έρνπλ 

δηαθξηηνύο ξόινπο ζε κειαλνηξόθα θύηηαξα αξνπξαίνπ, όπνπ, ελώ ε Rab3A ξπζκίδεη 

ζεηηθά ηελ έθθξηζε, ε Rab3B δελ ηελ επεξεάδεη (Rupnik et al., 2007), ελώ γηα ηε Rab3D 

έρεη, επηπξόζζεηα, πξνηαζεί ξόινο ζηε δηαηήξεζε ηνπ θπζηνινγηθνύ κεγέζνπο ησλ 
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εθθξηηηθώλ θπζηηδίσλ (Riedel et al., 2002). Δλαιιαθηηθά, είλαη πηζαλό, ζην πείξακα ηεο 

ηαπηόρξνλεο απνζηώπεζεο ησλ Rab3A θαη Rab3D, λα αλαιακβάλνπλ κέξνο ηεο δξάζεο 

ησλ απνζησπεζέλησλ πξσηετλώλ νη άιιεο δύν ηζνκνξθέο ηεο Rab3.  

Δπηπιένλ, νη Rab27 θαη Rab3 θαίλεηαη λα δξνπλ ζην ίδην κνλνπάηη ξύζκηζεο ηεο 

έθθξηζεο ησλ WPBs θαη κάιηζηα δηαδνρηθά, αθνύ όπνηα από ηηο δύν θη αλ απνζησπεζεί ην 

κνλνπάηη απηό ηεξκαηίδεηαη. Σν κνλνπάηη απηό ειέγρεη ην 50% ηεο έθθξηζεο ησλ WPBs. 

Δθεδξεία ζηε δξάζε κεηαμύ ησλ δύν απηώλ Rab, ζηηο ελδνγελείο ηνπο πνζόηεηεο, δελ 

παξαηεξήζεθε. Δπηπιένλ, δελ παξαηεξήζεθε νύηε έλα κηθξό πνζνζηό ζπλεξγαζίαο, όπσο 

είρε πξνεγνύκελα παξαηεξεζεί ζηα ππθλά θνθθία ησλ PC12 θπηηάξσλ (Tsuboi and 

Fukuda, 2006). Ζ δηαθνξά απηή κπνξεί λα νθείιεηαη ζηηο ζρεηηθέο πνζόηεηεο ησλ θνηλώλ 

ηειεζηώλ κεηαμύ θπηηάξσλ HUVE θαη PC12 θπηηάξσλ.    

Σν πην απξόζκελν απνηέιεζκα ηεο παξνύζαο εξγαζίαο ήηαλ ε αλαθάιπςε όηη ε 

Rab15, κία Rab πνπ κέρξη ζήκεξα έρεη ραξαθηεξηζηεί σο απνθιεηζηηθά ελδνζσκηθή, όρη 

κόλν εληνπίδεηαη ζε εθθξηηηθά θπζηίδηα, αιιά, επηπξόζζεηα, ξπζκίδεη ζεηηθά ηελ έθθξηζή 

ηνπο. Πξνεγνύκελεο κειέηεο έρνπλ δείμεη όηη ε Rab15 εληνπίδεηαη ζηα πξώηκα 

ελδνζώκαηα, όπνπ ζπλεληνπίδεηαη κε ηηο Rab4 θαη Rab5, αιιά θαη ζηα Rab11-ζεηηθά 

πεξηθεληξηθά ελδνζώκαηα αλαθύθισζεο (Zuk and Elferink, 1999). Τπεξέθθξαζή ηεο 

νδεγεί ζε κείσζε ηεο ελδνθπηηάξσζεο, ηεο δηακεζνιαβνύκελεο από ππνδνρείο, κείσζε 

ηνπ ξπζκνύ αλαθύθισζεο ηεο 125I-Tfn (ξαδηελεξγώο ζεκαζκέλε ηξαλζθεξίλε), δελ 

επεξεάδεη ηελ έμνδν ηνπ θνξηίνπ από ηα πξώηκα ελδνζώκαηα, ελώ, κάιινλ, εκπνδίδεη ηε 

ζύληεμε κεηαμύ ησλ πξώηκσλ ελδνζσκάησλ in vitro (Zuk and Elferink, 2000).  

Ζ αιιειεπίδξαζε ηεο Rab15 κε ηε Munc13-4, κία ηειεζηηθή πξσηεΐλε ηεο έθθξηζεο, 

πεξηγξάθεηαη, επίζεο, γηα πξώηε θνξά. Αμίδεη λα ζεκεησζεί πσο ε Munc13-4 

πεξηιακβάλεη εθηεηακέλε coiled coil δνκή πνπ ραξαθηεξίδεη ηελ αιιεινπρία κεηαμύ ησλ 

C2 πεξηνρώλ ηεο (Feldmann et al., 2003). Μέρξη ζήκεξα έρνπλ πεξηγξαθεί αξθεηνί 

ηειεζηέο πνπ αιιειεπηδξνύλ κε πεξηζζόηεξεο ηεο κηαο Rabs (Fukuda et al., 2008). Από ηα 

ραξαθηεξηζηηθόηεξα παξαδείγκαηα είλαη πξσηεΐλεο πνπ εληνπίδνληαη απνθιεηζηηθά ζηε 

ζπζθεπή Golgi. Πξόθεηηαη γηα ηηο golgins, πξσηεΐλεο κε θύξην δνκηθό ραξαθηεξηζηηθό ηελ 

εθηεηακέλε coiled coil δνκή ηνπο. πγθεθξηκέλα ε golgin GCC185 (ή GCC2) έρεη βξεζεί 

λα έρεη ζέζεηο πξόζδεζεο γηα νρηώ δηαθνξεηηθέο Rab GTPάζεο (Rab1, Rab2, Rab6, Rab9, 

Rab15, Rab27b, Rab30, Rab33b) (Hayes et al., 2009). Ζ αιιειεπίδξαζε απηή, πηζαλώο, 

εξκελεύεη ηελ αζξνηζηηθή δξάζε πνπ παξνπζηάδνπλ νη Rab15 θαη Rab27 ζηελ έθθξηζε 

ησλ WPBs. 
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Ζ Munc13-4 εθθξάδεηαη, θπξίσο ζε θύηηαξα ηεο αηκνπνηεηηθήο ζεηξάο (Neeft et al., 

2005) θαη κεηάιιαμή ηεο είλαη ππεύζπλε γηα ην ζύλδξνκν FLH-3 (familial 

hemophagocytic lymphohistiocytosis syndrome subtype 3), πνπ ραξαθηεξίδεηαη από 

ειαηησκαηηθή έθθξηζε ησλ ιπηηθώλ θνθθίσλ ησλ θπηηαξνηνμηθώλ Σ ιεκθνθπηηάξσλ 

(CTLs) (Yamamoto et al., 2004). Έρεη, κάιηζηα, δεηρζεί πσο ε πξσηεΐλε απηή δξα ζε έλα 

ζηάδην θαζνδηθά ηνπ ειιηκεληζκνύ ησλ θπηηαξνηνμηθώλ θνθθίσλ ζηελ 

θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε. Δπηπιένλ, άιιεο κειέηεο έρνπλ εμαθξηβώζεη ην ζεηηθό 

ξπζκηζηηθό ηεο ξόιν ζηελ έθθξηζε ησλ ππθλώλ θνθθίσλ ησλ αηκνπεηαιίσλ (Shirakawa et 

al., 2004), ησλ θπζηηδίσλ ησλ ηζηηνθπηηάξσλ (Neeft et al., 2005) θαη νπδεηεξόθηισλ 

(Pivot-Pajot et al., 2008), ησλ ιπηηθώλ θνθθίσλ ησλ CTLs (Yamamoto et al., 2004) θαη 

ησλ θπηηάξσλ θπζηθώλ θνλέσλ (ΝΚ- natural killer cells) (Wood et al., 2009). Σα 

απνηειέζκαηά καο έξρνληαη λα πξνζζέζνπλ θαη ηα WPBs ησλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ 

ζηελ παξαπάλσ ιίζηα ησλ θπζηηδίσλ. Ο κεραληζκόο, κέζσ ηνπ νπνίνπ δηακεζνιαβεί ηε 

ζεηηθή ηεο δξάζε ζηελ έθθξηζε ησλ WPBs ρξεηάδεηαη πεξαηηέξσ δηεξεύλεζε. Από κειέηεο 

ζε άιια εθθξηηηθά νξγαλίδηα γλσξίδνπκε πσο αιιειεπηδξά κε θσζθνιηπίδηα ηεο 

κεκβξάλεο (Pivot-Pajot et al., 2008), ελώ ε ηζνκνξθή Munc13-1 κεζνιαβεί ζηελ 

απνζύλδεζε ηεο Munc18-1 από ηε syntaxin 1, επηηξέπνληαο, έηζη, ην ζρεκαηηζκό ηνπ 

trans-SNARE ζπκπιέγκαηνο (Betz et al., 1997). 

Σέινο, νη πξσηεΐλεο  Rab33 θαη Rab37 δε θάλεθε λα επεξεάδνπλ ηελ έθθξηζε ησλ 

WPBs. Αλαθνξηθά κε ηελ πξώηε, είλαη γλσζηό πσο ε Rab33 είλαη κία πξσηεΐλε πνπ 

εληνπίδεηαη ζηε ζπζθεπή Golgi θαη ξπζκίδεη ηε κεηαθίλεζε θπζηηδίσλ από απηό ην 

δηακέξηζκα πξνο ην ελδνπιαζκαηηθό δίθηπν (Zheng et al., 1998). Ο εληνπηζκόο ηεο ζηε 

κεκβξάλε ησλ WPBs παξαηεξείηαη γηα πξώηε θνξά, ελώ ππάξρεη κία αθόκε αλαθνξά 

εληνπηζκνύ ηεο ζε εθθξηηηθά θπζηίδηα, ζηα ππθλά θνθθία ησλ PC12 θπηηάξσλ (Tsuboi and 

Fukuda, 2006). Καη ζηηο δύν πεξηπηώζεηο, όκσο, δελ θαηέζηε δπλαηό λα παξνπζηαζηεί 

θάπνηνο ξόινο απηνύ ηνπ εληνπηζκνύ ζηελ επαγόκελε έθθξηζε ησλ θπζηηδίσλ απηώλ. 

Δίλαη, ινηπόλ, πηζαλό λα πξόθεηηαη γηα ππνιείκκαηα αλώξηκσλ θπζηηδίσλ πνπ έρνπλ 

πξνθύςεη από ην TGN, ρσξίο ιεηηνπξγηθή ζεκαζία. 

Ζ Rab37, από ηελ άιιε κεξηά, θάλεθε λα εληνπίδεηαη απνθιεηζηηθά ζηα WPBs. 

Πξνεγνύκελεο κειέηεο έδεημαλ πσο ε Rab37 εθθξάδεηαη απνθιεηζηηθά ζηα ηζηηνθύηηαξα, 

θαη πην εηδηθά, ζηε κεκβξάλε ησλ εθθξηηηθώλ ηνπο θνθθίσλ (Masuda et al., 2000). 

Μεηέπεηηα κειέηεο ηελ εληόπηζαλ ζε εθθξηηηθά θπζηίδηα ηλζνπιίλεο (Brunner et al., 2007) 

θαη ζε εθθξηηηθά ιπζνζώκαηα θπηηάξσλ θπζηθώλ θνλέσλ (Casey et al., 2007). Μέρξη 
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ζήκεξα, όκσο, όπσο θαη ζηελ πεξίπησζε ησλ WPBs, δελ έρεη δηεπθξηληζηεί ν ξόινο απηνύ 

ηνπ εληνπηζκνύ. Πηζαλώο, ινηπόλ, λα επεξεάδεη άιιε ιεηηνπξγία ησλ WPBs, πέξαλ ηεο 

έθθξηζεο.  

πλνπηηθά, ινηπόλ, ζηελ παξνύζα εξγαζία παξαηεξήζακε πσο πέληε δηαθνξεηηθέο 

Rabs εληνπίδνληαη ζηε κεκβξάλε ησλ WPBs, ηξεηο από ηηο νπνίεο ξπζκίδνπλ ηελ έθθξηζε 

ησλ νξγαληδίσλ απηώλ. Δίλαη, πιένλ, ζαθέο πσο ε ξύζκηζε ηεο έθθξηζεο ησλ WPBs δελ 

είλαη ππόζεζε κηαο πξσηεΐλεο, θαη κάιινλ δε ζα κπνξνύζε λα είλαη. Αληίζεηα, είλαη 

απνηέιεζκα ελόο κεραληζκνύ ζύλζεηεο ξύζκηζεο πνπ παξέρεηαη από δηαθνξεηηθέο Rabs. 

Ζ αλαπιήξσζε κέξνπο ηεο δξάζεο ηεο Rab27 από ηε Rab15 πηζαλώο απνηειεί κεραληζκό 

εθεδξείαο ηνπ θπηηάξνπ. Γελ απνθιείεηαη δε, ε δπζθνιία αλίρλεπζεο αηκνξξαγηθήο 

δηάζεζεο ζε αζζελείο κε Griscelli syndrome ή ζε ashen πνληίθηα λα νθείιεηαη ζηε δξάζε 

ηεο Rab15.  
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Πεξίιεςε 

Σα WPBs είλαη εμεηδηθεπκέλα εθθξηηηθά νξγαλίδηα, απνθιεηζηηθά ησλ ελδνζειηαθώλ 

θπηηάξσλ. Πεξηέρνπλ έλα πιήζνο κνξίσλ-θνξηίσλ, ηα νπνία δηαδξακαηίδνπλ ζεκαληηθό ξόιν ζηε 

δηαηήξεζε ηνπ αγγεηαθνύ ηόλνπ, ηε ζξόκβσζε, ηε θιεγκνλή θαη ηελ αγγεηνγέλεζε. Σν θπξίαξρν 

θνξηίν ηνπο, ν παξάγνληαο von Willebrand (vWF), είλαη κία πνιπκεξήο γιπθνπξσηεΐλε κε 

ζεκαληηθό ξόιν ζηε ζξόκβσζε θαη πήμε ηνπ αίκαηνο, ελώ, απνηειεί θαη ην ππεύζπλν κόξην γηα 

ηε βηνγέλεζε ησλ WPBs. Σα WPBs ζρεκαηίδνληαη ζην δίθηπν trans-Golgi (TGN), πθίζηαληαη κία 

δηαδηθαζία σξίκαλζεο, θαηά ηελ νπνία κεηαθέξνληαη ζηελ πεξηθέξεηα ηνπ θπηηάξνπ θαη, θαηόπηλ 

εξεζίζκαηνο, ζπληήθνληαη κε ηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε θαη ειεπζεξώλνπλ ηα θνξηία 

ηνπο ζηελ θπθινθνξία. Τπεύζπλα κόξηα γηα ηε ζύληεμε ησλ θπζηηδίσλ θαη ηεο κεκβξάλεο ζηόρνπ 

είλαη ηα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ Rabs θαη SNAREs. Δλώ νη SNAREs θαίλεηαη λα ζπκκεηέρνπλ 

κόλν ζην ηειηθό ζηάδην ζύληεμεο ησλ κεκβξαλώλ, νη Rabs έρνπλ πην ζύλζεην ξόιν ειέγρνληαο 

όρη κόλν ηε δξάζε ησλ SNAREs, αιιά θαη πξνεγνύκελα ζηάδηα, όπσο ηε δεκηνπξγία ηνπ 

θπζηηδίνπ, ηε κεηαθίλεζή ηνπ θαη ηνλ ειιηκεληζκό ηνπ κε ηε κεκβξάλε-ζηόρν. Οη δξάζεηο απηέο 

ησλ Rabs επηηεινύληαη κέζσ αιιειεπίδξαζεο κε πξσηεΐλεο-ηειεζηέο. Μέρξη ζήκεξα, δύν κέιε 

ηεο νηθνγέλεηαο ησλ Rabs, νη Rab27a θαη Rab3d, έρνπλ βξεζεί λα εληνπίδνληαη ζηε κεκβξάλε ησλ 

WPBs. Καη νη δύν απηέο Rabs αλαζηέιινπλ ηελ έθθξηζε ησλ WPBs.  

Πξνθεηκέλνπ λα θαηαλνήζνπκε ην κνξηαθό κεραληζκό, κέζσ ηνπ νπνίνπ επηηπγράλεηαη ε 

έθθξηζε, πξαγκαηνπνηήζακε κεζνδνινγία ζάξσζεο όισλ ησλ Rab GTPαζώλ ηνπ αλζξώπηλνπ 

γνληδηώκαηνο, Rab1 έσο Rab43. ηε ζάξσζε απηή, ππεξεθθξάζακε ζε θύηηαξα HUVE ηηο Rab 

GTPάζεο ζπδεπγκέλεο κε ηελ πξάζηλε θζνξίδνπζα πξσηεΐλε θαη ειέγμακε ηνλ εληνπηζκό ηνπο. 

Πέληε κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ Rabs αληρλεύηεθαλ ζηα WPBs. Πξόθεηηαη γηα ηηο Rab27, Rab3, 

Rab15, Rab33 θαη Rab37. Οη πέληε απηέο Rabs, θαηά θαλόλα, ζπλεληνπίδνληαη ζηα ίδηα 

νξγαλίδηα. Ζ ελδνγελήο έθθξαζε απηώλ ησλ Rab επηβεβαηώζεθε κε RT-PCR. 

Γηα λα κειεηήζνπκε ην ξόιν ηνπο ζηελ έθθξηζε ησλ WPBs, απνζησπήζακε κε εμεηδηθεπκέλα 

siRNA νιηγνλνπθιενηίδηα κία πξνο κία ηηο πξσηεΐλεο απηέο θαη κεηξήζακε ηελ επίπησζε ζηελ 

επαγόκελε έθθξηζε ηνπ vWF. Σα πεηξάκαηα απηά έδεημαλ όηη νη Rab27a, Rab3a, Rab3d θαη 

Rab15 είλαη απαξαίηεηεο γηα ηελ έθθξηζε ησλ WPBs, ελώ νη Rab27b, Rab3b, Rab33a, Rab33b θαη 

Rab37 δε θάλεθε λα ηελ επεξεάδνπλ ζεκαληηθά. Πξνθεηκέλνπ λα κειεηήζνπκε ηε ζπζρέηηζε ησλ 

δξάζεσλ ησλ Rab27, Rab3, θαη Rab15  ζηε θπζηνινγηθή έθθξηζε ησλ WPBs, απνζησπήζακε, ζε 

όινπο ηνπο πηζαλνύο ζπλδπαζκνύο, ηηο ηξεηο απηέο πξσηεΐλεο. Καηαιήμακε ζην ζπκπέξαζκα πσο 

νη Rab27 θαη Rab3 δξνπλ ζην ίδην κνλνπάηη ξύζκηζεο ηεο έθθξηζεο ησλ WPBs θαη κάιηζηα 

δηαδνρηθά, θαζώο ε ηαπηόρξνλε απνζηώπεζή ηνπο έδηλε ην ίδην πεξίπνπ πνζνζηό κείσζεο ηεο 
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έθθξηζεο κε ηε κνλή απνζηώπεζε είηε ηεο Rab27 είηε ηεο Rab3. Αληίζεηα, ε ηαπηόρξνλε 

απνζηώπεζε ησλ Rab27a θαη Rab15 κείσζε ζεκαληηθά πεξηζζόηεξν ηελ απειεπζέξσζε ηνπ vWF 

ζε ζρέζε κε ηελ απνζηώπεζε θάζε κηαο εθ ησλ δύν απηώλ πξσηετλώλ από κόλε ηεο. 

Πξνθεηκέλνπ λα κειεηήζνπκε ην κεραληζκό, κέζσ ηνπ νπνίνπ ε Rab27a ξπζκίδεη ηελ έθθξηζε 

ησλ WPBs, πξαγκαηνπνηήζακε ζάξσζε δηπινύ πβξηδίνπ ζε θύηηαξα δύκεο, ρξεζηκνπνηώληαο σο 

δόισκα ηε Rab27aQ78L, κόληκα ελεξγνπνηεκέλε κνξθή ηεο Rab27a, θαη σο ζήξακα ηα cDNA 

ηεο βηβιηνζήθεο από αλζξώπηλν πιαθνύληα. Ζ κόλε αμηόπηζηε αιιειεπίδξαζε πνπ πξνέθπςε 

ήηαλ κε ηε Munc13-4, έλα γλσζηό, από άιια ζπζηήκαηα, ηειεζηή ηεο Rab27a. Πεηξάκαηα 

αλνζναπνηύπσζεο, αλνζνθζνξηζκνύ θαη απνζηώπεζεο απέδεημαλ πσο ε πξσηεΐλε απηή 

εθθξάδεηαη ζηα θύηηαξα HUVE, εληνπίδεηαη ζηα WPBs θαη είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ έθθξηζή 

ηνπο, απνηειώληαο, έηζη, έλαλ ηνπιάρηζηνλ από ηνπο ηειεζηέο πνπ κεζνιαβνύλ ηε ζεηηθή 

ξπζκηζηηθή δξάζε ηεο Rab27a ζηελ έθθξηζε ησλ WPBs. ηε ζπλέρεηα, ιακβάλνληαο ππόςε ηε 

δηαθξηηή δνκή ηεο Munc13-4 από απηή ησλ ππόινηπσλ γλσζηώλ ηειεζηώλ ηεο Rab27a, θαζώο 

επίζεο θαη ην γεγνλόο πσο ε πξσηεΐλε απηή απνηειεί ην κνλαδηθό από ηνπο ηειεζηέο ηεο Rab27a 

πνπ έρεη δεηρηεί λα εληνπίδεηαη θαη ζε δηακεξίζκαηα ζηα νπνία δελ βξίζθεηαη ε Rab27a, ειέγμακε 

αλ ε πξσηεΐλε απηή αιιειεπηδξά, επίζεο, κε ηε Rab15, παξέρνληαο, έηζη, ηε κεραληζηηθή βάζε 

ηεο αζξνηζηηθήο επίδξαζεο πνπ έρεη ε ηαπηόρξνλε απνζηώπεζε ησλ Rab27 θαη Rab15 ζηελ 

έθθξηζε ησλ WPBs.       Πεηξάκαηα αλνζνθαηαβύζηζεο έδεημαλ πσο ε Munc13-4 αιιειεπηδξά κε 

ηε Rab15, ελώ δελ αιιειεπηδξά κε θακία από ηηο ππόινηπεο ηξεηο Rabs ησλ WPBs. Οη δύν απηέο 

πξσηεΐλεο, Munc13-4 θαη Rab15, ζηα θύηηαξα HUVE, ζπλεληνπίδνληαη ζε νξγαλίδηα πνπ θέξνπλ 

ην ραξαθηεξηζηηθό ζρήκα ησλ WPBs. 

πκπεξαζκαηηθά, ινηπόλ, από ηηο πέληε Rabs πνπ βξήθακε λα εληνπίδνληαη ζηα WPBs 

(Rab27, Rab3, Rab15, Rab33 θαη Rab37), ηξεηο είλαη ππεύζπλεο γηα ηελ έθθξηζε ησλ νξγαληδίσλ 

απηώλ. Πξόθεηηαη γηα ηηο Rab27, Rab3 θαη Rab15, εθ ησλ νπνίσλ νη δύν πξώηεο θαίλεηαη λα 

ξπζκίδνπλ ην ίδην κνλνπάηη θαη κάιηζηα δηαδνρηθά, ελώ νη Rab27 θαη Rab15 παξνπζηάδνπλ 

αζξνηζηηθή δξάζε ζηε ξύζκηζε ηεο έθθξηζεο. Ζ εύξεζε ηεο Munc13-4 σο ξπζκηζηή ηεο έθθξηζεο 

ησλ WPBs θαη, επηπιένλ, σο θνηλό αιιειεπηδξώλ κόξην ησλ Rab27 θαη Rab15 παξέρεη, πηζαλόλ, 

ηε κεραληζηηθή βάζε ηεο αζξνηζηηθήο επίδξαζεο πνπ έρεη ε ηαπηόρξνλε απνζηώπεζε ησλ Rab27 

θαη Rab15 ζηελ έθθξηζε ησλ WPBs   
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Summary 

WPBs are endothelial cell - specific secretory organelles. They carry a variety of bioactive 

molecules with important roles in the maintenance of vascular tone, in thrombosis, inflammation 

and angiogenesis. The main constituent protein of WPBs is a multimeric glycoprotein called von 

Willebrand Factor (vWF), with important roles in thrombosis and haemostasis. This factor is also 

responsible for the formation itself of WPBs. WPBs are formed at the trans-Golgi network (TGN), 

undergo a maturation process during which they are transported to the cell periphery and upon 

stimulation they fuse with the plasma membrane, releasing their contents to the blood stream. 

Members of the Rab and SNARE families of proteins are the responsible molecules for the 

transport and fusion of granules with their target-membrane. While SNAREs participate only in 

the final fusion reaction, Rabs possess a more complex role, controlling granule biogenesis, their 

transport and docking to the plasma membrane, as well as the fusion reaction. Rabs mediate their 

functions through interactions with effector molecules. So far, two members of this family, 

Rab27a θαη Rab3d, are known to localize on WPB membrane. They are both known to inhibit 

WPB secretion. 

In order to study the molecular mechanism through which WPB secretion is achieved, we 

aimed first to find the whole spectrum of Rabs which localize on these organelles. We performed, 

thus, a screening of all known Rabs, Rab1 to 43, each one GFP tagged, in HUVEC, and found five 

members of this family decorating WPB membrane. These were Rab27, Rab3, Rab15, Rab33 and 

Rab37. These five Rabs, mainly, colocalize on the same WPBs. The endogenous expression of 

them and their isoforms was studied and verified by RT-PCR experiments.  

To study their role in vWF secretion we followed a knocking down approach and we showed 

that Rab27a, Rab3a, Rab3d and Rab15 are necessary for vWF regulated secretion, while Rab27b, 

Rab3b, Rab33a, Rab33b and Rab37 are not. Finally, in order to study if Rab27, Rab3 and Rab15 

cooperate in the secretory process of WPB release, we knocked them down simultaneously, in all 

possible combinations. We concluded that Rab27 and Rab3 act in a linear manner in the 

regulatory pathway of WPB secretion, since their simultaneous knockdown had the same result in 

WPB secretion as the single knock down of each one of them. On the other hand, simultaneous 

knockdown of Rab27 and Rab15 resulted in a much more significant reduction of WPB secretion 

than did the knocking down of each one of these proteins alone.  

In order to study the mechanism through which Rab27 mediates its function on WPB 

secretion, we performed a yeast-two hybrid screening in collaboration with Dualsystems. By using 

hRab27aQ78L as a bait and a cDNA library of human placenta as a prey, we identified Munc13-4 
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as the most reliable interactor. Munc13-4 is a known Rab27a-effector. Immunoblotting, 

immunofluorescence and knocking down experiments showed that Munc13-4 is expressed in 

HUVEC, localizes on WPBs and is necessary for their regulated secretion. It seems, thus, that 

Munc13-4 is at least one of the effectors through which Rab27a mediates its positive role on WPB 

secretion. Munc13-4 has a distinct structure than the rest of Rab27a effectors. In addition, it is the 

only of the Rab27a effectors which has been shown to localize as well in membranes devoid of 

Rab27a. We tested, thus, whether Munc13-4 interacts with Rab15, providing the mechanism of 

the additive function of Rab27a and Rab15 on WPB secretion. Immunoprecipitation experiments 

showed that indeed Munc13-4 interacts as well with Rab15, while no interaction was observed 

with Rab3a, Rab33a, and Rab37. Rab15 and Munc13-4 colocalize on WPB-like structures in 

HUVEC.    

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

  
     127 

 
  

Βηβιηνγξαθία 

 

Ali, B.R. and Seabra, M.C. (2005) Targeting of Rab GTPases to cellular membranes. 

Biochem Soc Trans, 33, 652-656. 

Ali, B.R., Wasmeier, C., Lamoreux, L., Strom, M. and Seabra, M.C. (2004) Multiple 

regions contribute to membrane targeting of Rab GTPases. J Cell Sci, 117, 6401-

6412. 

Arribas, M. and Cutler, D.F. (2000) Weibel-Palade body membrane proteins exhibit 

differential trafficking after exocytosis in endothelial cells. Traffic, 1, 783-793. 

Arvan, P. and Castle, D. (1998) Sorting and storage during secretory granule biogenesis: 

looking backward and looking forward. Biochem J, 332 ( Pt 3), 593-610. 

Babich, V., Meli, A., Knipe, L., Dempster, J.E., Skehel, P., Hannah, M.J. and Carter, T. 

(2008) Selective release of molecules from Weibel-Palade bodies during a lingering 

kiss. Blood, 111, 5282-5290. 

Barbero, P., Bittova, L. and Pfeffer, S.R. (2002) Visualization of Rab9-mediated vesicle 

transport from endosomes to the trans-Golgi in living cells. J Cell Biol, 156, 511-

518. 

Betz, A., Okamoto, M., Benseler, F. and Brose, N. (1997) Direct interaction of the rat unc-

13 homologue Munc13-1 with the N terminus of syntaxin. J Biol Chem, 272, 2520-

2526. 

Blagoveshchenskaya, A.D., Hannah, M.J., Allen, S. and Cutler, D.F. (2002) Selective and 

signal-dependent recruitment of membrane proteins to secretory granules formed 

by heterologously expressed von Willebrand factor. Mol Biol Cell, 13, 1582-1593. 

Blazquez, M. and Shennan, K.I. (2000) Basic mechanisms of secretion: sorting into the 

regulated secretory pathway. Biochem Cell Biol, 78, 181-191. 

Blott, E.J. and Griffiths, G.M. (2002) Secretory lysosomes. Nat Rev Mol Cell Biol, 3, 122-

131. 

Brunner, Y., Coute, Y., Iezzi, M., Foti, M., Fukuda, M., Hochstrasser, D.F., Wollheim, 

C.B. and Sanchez, J.C. (2007) Proteomics analysis of insulin secretory granules. 

Mol Cell Proteomics, 6, 1007-1017. 

Brzezinska, A.A., Johnson, J.L., Munafo, D.B., Crozat, K., Beutler, B., Kiosses, W.B., 

Ellis, B.A. and Catz, S.D. (2008) The Rab27a effectors JFC1/Slp1 and Munc13-4 

regulate exocytosis of neutrophil granules. Traffic, 9, 2151-2164. 

Bucci, C., Lutcke, A., Steele-Mortimer, O., Olkkonen, V.M., Dupree, P., Chiariello, M., 

Bruni, C.B., Simons, K. and Zerial, M. (1995) Co-operative regulation of 

endocytosis by three Rab5 isoforms. FEBS Lett, 366, 65-71. 

Bunte, M.C., Patnaik, M.M., Pritzker, M.R. and Burns, L.J. (2008) Pulmonary veno-

occlusive disease following hematopoietic stem cell transplantation: a rare model of 

endothelial dysfunction. Bone Marrow Transplant, 41, 677-686. 

Cambien, B. and Wagner, D.D. (2004) A new role in hemostasis for the adhesion receptor 

P-selectin. Trends Mol Med, 10, 179-186. 

Carroll, K.S., Hanna, J., Simon, I., Krise, J., Barbero, P. and Pfeffer, S.R. (2001) Role of 

Rab9 GTPase in facilitating receptor recruitment by TIP47. Science, 292, 1373-

1376. 

Casey, T.M., Meade, J.L. and Hewitt, E.W. (2007) Organelle proteomics: identification of 

the exocytic machinery associated with the natural killer cell secretory lysosome. 

Mol Cell Proteomics, 6, 767-780. 



 

 

  
     128 

 
  

Chavrier, P., Gorvel, J.P., Stelzer, E., Simons, K., Gruenberg, J. and Zerial, M. (1991) 

Hypervariable C-terminal domain of rab proteins acts as a targeting signal. Nature, 

353, 769-772. 

Chen, X., Li, C., Izumi, T., Ernst, S.A., Andrews, P.C. and Williams, J.A. (2004) Rab27b 

localizes to zymogen granules and regulates pancreatic acinar exocytosis. Biochem 

Biophys Res Commun, 323, 1157-1162. 

Christoforidis, S. and Zerial, M. (2000) Purification and identification of novel Rab 

effectors using affinity chromatography. Methods, 20, 403-410. 

Chung, S.H., Song, W.J., Kim, K., Bednarski, J.J., Chen, J., Prestwich, G.D. and Holz, 

R.W. (1998) The C2 domains of Rabphilin3A specifically bind 

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate containing vesicles in a Ca2+-dependent 

manner. In vitro characteristics and possible significance. J Biol Chem, 273, 10240-

10248. 

Cines, D.B., Pollak, E.S., Buck, C.A., Loscalzo, J., Zimmerman, G.A., McEver, R.P., 

Pober, J.S., Wick, T.M., Konkle, B.A., Schwartz, B.S., Barnathan, E.S., McCrae, 

K.R., Hug, B.A., Schmidt, A.M. and Stern, D.M. (1998) Endothelial cells in 

physiology and in the pathophysiology of vascular disorders. Blood, 91, 3527-3561. 

Colicelli, J. (2004) Human RAS superfamily proteins and related GTPases. Sci STKE, 

2004, RE13. 

De Meyer, S.F., Deckmyn, H. and Vanhoorelbeke, K. (2009) von Willebrand factor to the 

rescue. Blood, 113, 5049-5057. 

de Wit, T.R. and van Mourik, J.A. (2001) Biosynthesis, processing and secretion of von 

Willebrand factor: biological implications. Best Pract Res Clin Haematol, 14, 241-

255. 

Desnos, C., Schonn, J.S., Huet, S., Tran, V.S., El-Amraoui, A., Raposo, G., Fanget, I., 

Chapuis, C., Menasche, G., de Saint Basile, G., Petit, C., Cribier, S., Henry, J.P. 

and Darchen, F. (2003) Rab27A and its effector MyRIP link secretory granules to 

F-actin and control their motion towards release sites. J Cell Biol, 163, 559-570. 

Echard, A., Jollivet, F., Martinez, O., Lacapere, J.J., Rousselet, A., Janoueix-Lerosey, I. 

and Goud, B. (1998) Interaction of a Golgi-associated kinesin-like protein with 

Rab6. Science, 279, 580-585. 

Feldmann, J., Callebaut, I., Raposo, G., Certain, S., Bacq, D., Dumont, C., Lambert, N., 

Ouachee-Chardin, M., Chedeville, G., Tamary, H., Minard-Colin, V., Vilmer, E., 

Blanche, S., Le Deist, F., Fischer, A. and de Saint Basile, G. (2003) Munc13-4 is 

essential for cytolytic granules fusion and is mutated in a form of familial 

hemophagocytic lymphohistiocytosis (FHL3). Cell, 115, 461-473. 

Figueiredo, A.C., Wasmeier, C., Tarafder, A.K., Ramalho, J.S., Baron, R.A. and Seabra, 

M.C. (2008) Rab3GEP is the non-redundant guanine nucleotide exchange factor for 

Rab27a in melanocytes. J Biol Chem, 283, 23209-23216. 

Fontijn, R.D., Goud, B., Echard, A., Jollivet, F., van Marle, J., Pannekoek, H. and 

Horrevoets, A.J. (2001) The human kinesin-like protein RB6K is under tight cell 

cycle control and is essential for cytokinesis. Mol Cell Biol, 21, 2944-2955. 

Fu, J., Naren, A.P., Gao, X., Ahmmed, G.U. and Malik, A.B. (2005) Protease-activated 

receptor-1 activation of endothelial cells induces protein kinase Calpha-dependent 

phosphorylation of syntaxin 4 and Munc18c: role in signaling p-selectin 

expression. J Biol Chem, 280, 3178-3184. 

Fukuda, M. (2005) Versatile role of Rab27 in membrane trafficking: focus on the Rab27 

effector families. J Biochem, 137, 9-16. 



 

 

  
     129 

 
  

Fukuda, M. (2006) Rab27 and its effectors in secretory granule exocytosis: a novel 

docking machinery composed of a Rab27.effector complex. Biochem Soc Trans, 

34, 691-695. 

Fukuda, M. (2008) Regulation of secretory vesicle traffic by Rab small GTPases. Cell Mol 

Life Sci, 65, 2801-2813. 

Fukuda, M., Kanno, E., Ishibashi, K. and Itoh, T. (2008) Large scale screening for novel 

rab effectors reveals unexpected broad Rab binding specificity. Mol Cell 

Proteomics, 7, 1031-1042. 

Fukuda, M., Kanno, E., Saegusa, C., Ogata, Y. and Kuroda, T.S. (2002) Slp4-

a/granuphilin-a regulates dense-core vesicle exocytosis in PC12 cells. J Biol Chem, 

277, 39673-39678. 

Fukuda, M., Kanno, E. and Yamamoto, A. (2004) Rabphilin and Noc2 are recruited to 

dense-core vesicles through specific interaction with Rab27A in PC12 cells. J Biol 

Chem, 279, 13065-13075. 

Galley, H.F. and Webster, N.R. (2004) Physiology of the endothelium. Br J Anaesth, 93, 

105-113. 

Goldberger, A.L., Amaral, L.A., Hausdorff, J.M., Ivanov, P., Peng, C.K. and Stanley, H.E. 

(2002) Fractal dynamics in physiology: alterations with disease and aging. Proc 

Natl Acad Sci U S A, 99 Suppl 1, 2466-2472. 

Goligorsky, M.S., Patschan, D. and Kuo, M.C. (2009) Weibel-Palade bodies--sentinels of 

acute stress. Nat Rev Nephrol, 5, 423-426. 

Gomi, H., Mizutani, S., Kasai, K., Itohara, S. and Izumi, T. (2005) Granuphilin 

molecularly docks insulin granules to the fusion machinery. J Cell Biol, 171, 99-

109. 

Gomi, H., Mori, K., Itohara, S. and Izumi, T. (2007) Rab27b is expressed in a wide range 

of exocytic cells and involved in the delivery of secretory granules near the plasma 

membrane. Mol Biol Cell, 18, 4377-4386. 

Goody, R.S., Rak, A. and Alexandrov, K. (2005) The structural and mechanistic basis for 

recycling of Rab proteins between membrane compartments. Cell Mol Life Sci, 62, 

1657-1670. 

Gowans, J.L. (1959) The recirculation of lymphocytes from blood to lymph in the rat. J 

Physiol, 146, 54-69. 

Hales, C.M., Vaerman, J.P. and Goldenring, J.R. (2002) Rab11 family interacting protein 2 

associates with Myosin Vb and regulates plasma membrane recycling. J Biol Chem, 

277, 50415-50421. 

Handley, M.T., Haynes, L.P. and Burgoyne, R.D. (2007) Differential dynamics of Rab3A 

and Rab27A on secretory granules. J Cell Sci, 120, 973-984. 

Hannah, M.J., Hume, A.N., Arribas, M., Williams, R., Hewlett, L.J., Seabra, M.C. and 

Cutler, D.F. (2003) Weibel-Palade bodies recruit Rab27 by a content-driven, 

maturation-dependent mechanism that is independent of cell type. J Cell Sci, 116, 

3939-3948. 

Hannah, M.J., Williams, R., Kaur, J., Hewlett, L.J. and Cutler, D.F. (2002) Biogenesis of 

Weibel-Palade bodies. Semin Cell Dev Biol, 13, 313-324. 

Hayes, G.L., Brown, F.C., Haas, A.K., Nottingham, R.M., Barr, F.A. and Pfeffer, S.R. 

(2009) Multiple Rab GTPase binding sites in GCC185 suggest a model for vesicle 

tethering at the trans-Golgi. Mol Biol Cell, 20, 209-217. 

He, T.C., Zhou, S., da Costa, L.T., Yu, J., Kinzler, K.W. and Vogelstein, B. (1998) A 

simplified system for generating recombinant adenoviruses. Proc Natl Acad Sci U S 

A, 95, 2509-2514. 



 

 

  
     130 

 
  

Hoepfner, S., Severin, F., Cabezas, A., Habermann, B., Runge, A., Gillooly, D., Stenmark, 

H. and Zerial, M. (2005) Modulation of receptor recycling and degradation by the 

endosomal kinesin KIF16B. Cell, 121, 437-450. 

Hume, A.N., Tarafder, A.K., Ramalho, J.S., Sviderskaya, E.V. and Seabra, M.C. (2006) A 

coiled-coil domain of melanophilin is essential for Myosin Va recruitment and 

melanosome transport in melanocytes. Mol Biol Cell, 17, 4720-4735. 

Izumi, T. (2007) Physiological roles of Rab27 effectors in regulated exocytosis. Endocr J, 

54, 649-657. 

Jaffe, E.A., Nachman, R.L., Becker, C.G. and Minick, C.R. (1973) Culture of human 

endothelial cells derived from umbilical veins. Identification by morphologic and 

immunologic criteria. J Clin Invest, 52, 2745-2756. 

Johannes, L., Lledo, P.M., Roa, M., Vincent, J.D., Henry, J.P. and Darchen, F. (1994) The 

GTPase Rab3a negatively controls calcium-dependent exocytosis in 

neuroendocrine cells. Embo J, 13, 2029-2037. 

Johnson, J.L., Ellis, B.A., Noack, D., Seabra, M.C. and Catz, S.D. (2005) The Rab27a-

binding protein, JFC1, regulates androgen-dependent secretion of prostate-specific 

antigen and prostatic-specific acid phosphatase. Biochem J, 391, 699-710. 

Knop, M., Aareskjold, E., Bode, G. and Gerke, V. (2004) Rab3D and annexin A2 play a 

role in regulated secretion of vWF, but not tPA, from endothelial cells. Embo J, 23, 

2982-2992. 

Koch, H., Hofmann, K. and Brose, N. (2000) Definition of Munc13-homology-domains 

and characterization of a novel ubiquitously expressed Munc13 isoform. Biochem 

J, 349, 247-253. 

Kotake, K., Ozaki, N., Mizuta, M., Sekiya, S., Inagaki, N. and Seino, S. (1997) Noc2, a 

putative zinc finger protein involved in exocytosis in endocrine cells. J Biol Chem, 

272, 29407-29410. 

Kukimoto-Niino, M., Sakamoto, A., Kanno, E., Hanawa-Suetsugu, K., Terada, T., 

Shirouzu, M., Fukuda, M. and Yokoyama, S. (2008) Structural basis for the 

exclusive specificity of Slac2-a/melanophilin for the Rab27 GTPases. Structure, 16, 

1478-1490. 

Kuroda, T.S. and Fukuda, M. (2004) Rab27A-binding protein Slp2-a is required for 

peripheral melanosome distribution and elongated cell shape in melanocytes. Nat 

Cell Biol, 6, 1195-1203. 

Kuroda, T.S., Fukuda, M., Ariga, H. and Mikoshiba, K. (2002a) The Slp homology domain 

of synaptotagmin-like proteins 1-4 and Slac2 functions as a novel Rab27A binding 

domain. J Biol Chem, 277, 9212-9218. 

Kuroda, T.S., Fukuda, M., Ariga, H. and Mikoshiba, K. (2002b) Synaptotagmin-like 

protein 5: a novel Rab27A effector with C-terminal tandem C2 domains. Biochem 

Biophys Res Commun, 293, 899-906. 

Kuroda, T.S., Itoh, T. and Fukuda, M. (2005) Functional analysis of slac2-a/melanophilin 

as a linker protein between Rab27A and myosin Va in melanosome transport. 

Methods Enzymol, 403, 419-431. 

Leung, K.F., Baron, R. and Seabra, M.C. (2006) Thematic review series: lipid 

posttranslational modifications. geranylgeranylation of Rab GTPases. J Lipid Res, 

47, 467-475. 

Liu, D., Meckel, T. and Long, E.O. Distinct role of rab27a in granule movement at the 

plasma membrane and in the cytosol of NK cells. PLoS One, 5, e12870. 

Lowenstein, C.J., Morrell, C.N. and Yamakuchi, M. (2005) Regulation of Weibel-Palade 

body exocytosis. Trends Cardiovasc Med, 15, 302-308. 



 

 

  
     131 

 
  

Lui-Roberts, W.W., Collinson, L.M., Hewlett, L.J., Michaux, G. and Cutler, D.F. (2005) 

An AP-1/clathrin coat plays a novel and essential role in forming the Weibel-

Palade bodies of endothelial cells. J Cell Biol, 170, 627-636. 

Maison, C., Horstmann, H. and Georgatos, S.D. (1993) Regulated docking of nuclear 

membrane vesicles to vimentin filaments during mitosis. J Cell Biol, 123, 1491-

1505. 

Maison, C., Pyrpasopoulou, A., Theodoropoulos, P.A. and Georgatos, S.D. (1997) The 

inner nuclear membrane protein LAP1 forms a native complex with B-type lamins 

and partitions with spindle-associated mitotic vesicles. Embo J, 16, 4839-4850. 

Malsam, J., Kreye, S. and Sollner, T.H. (2008) Membrane fusion: SNAREs and regulation. 

Cell Mol Life Sci, 65, 2814-2832. 

Marcus, A.J., Broekman, M.J., Drosopoulos, J.H., Islam, N., Pinsky, D.J., Sesti, C. and 

Levi, R. (2003) Heterologous cell-cell interactions: thromboregulation, 

cerebroprotection and cardioprotection by CD39 (NTPDase-1). J Thromb Haemost, 

1, 2497-2509. 

Masuda, E.S., Luo, Y., Young, C., Shen, M., Rossi, A.B., Huang, B.C., Yu, S., Bennett, 

M.K., Payan, D.G. and Scheller, R.H. (2000) Rab37 is a novel mast cell specific 

GTPase localized to secretory granules. FEBS Lett, 470, 61-64. 

Matsumoto, M., Miki, T., Shibasaki, T., Kawaguchi, M., Shinozaki, H., Nio, J., Saraya, A., 

Koseki, H., Miyazaki, M., Iwanaga, T. and Seino, S. (2004) Noc2 is essential in 

normal regulation of exocytosis in endocrine and exocrine cells. Proc Natl Acad Sci 

U S A, 101, 8313-8318. 

Matsushita, K., Morrell, C.N., Cambien, B., Yang, S.X., Yamakuchi, M., Bao, C., Hara, 

M.R., Quick, R.A., Cao, W., O'Rourke, B., Lowenstein, J.M., Pevsner, J., Wagner, 

D.D. and Lowenstein, C.J. (2003) Nitric oxide regulates exocytosis by S-

nitrosylation of N-ethylmaleimide-sensitive factor. Cell, 115, 139-150. 

McAdara Berkowitz, J.K., Catz, S.D., Johnson, J.L., Ruedi, J.M., Thon, V. and Babior, 

B.M. (2001) JFC1, a novel tandem C2 domain-containing protein associated with 

the leukocyte NADPH oxidase. J Biol Chem, 276, 18855-18862. 

Meier, J. and Georgatos, S.D. (1994) Type B lamins remain associated with the integral 

nuclear envelope protein p58 during mitosis: implications for nuclear reassembly. 

Embo J, 13, 1888-1898. 

Menager, M.M., Menasche, G., Romao, M., Knapnougel, P., Ho, C.H., Garfa, M., Raposo, 

G., Feldmann, J., Fischer, A. and de Saint Basile, G. (2007) Secretory cytotoxic 

granule maturation and exocytosis require the effector protein hMunc13-4. Nat 

Immunol, 8, 257-267. 

Menasche, G., Pastural, E., Feldmann, J., Certain, S., Ersoy, F., Dupuis, S., Wulffraat, N., 

Bianchi, D., Fischer, A., Le Deist, F. and de Saint Basile, G. (2000) Mutations in 

RAB27A cause Griscelli syndrome associated with haemophagocytic syndrome. 

Nat Genet, 25, 173-176. 

Metcalf, D.J., Nightingale, T.D., Zenner, H.L., Lui-Roberts, W.W. and Cutler, D.F. (2008) 

Formation and function of Weibel-Palade bodies. J Cell Sci, 121, 19-27. 

Michaux, G., Abbitt, K.B., Collinson, L.M., Haberichter, S.L., Norman, K.E. and Cutler, 

D.F. (2006a) The physiological function of von Willebrand's factor depends on its 

tubular storage in endothelial Weibel-Palade bodies. Dev Cell, 10, 223-232. 

Michaux, G. and Cutler, D.F. (2004) How to roll an endothelial cigar: the biogenesis of 

Weibel-Palade bodies. Traffic, 5, 69-78. 



 

 

  
     132 

 
  

Michaux, G., Pullen, T.J., Haberichter, S.L. and Cutler, D.F. (2006b) P-selectin binds to 

the D'-D3 domains of von Willebrand factor in Weibel-Palade bodies. Blood, 107, 

3922-3924. 

Moyer, B.D., Allan, B.B. and Balch, W.E. (2001) Rab1 interaction with a GM130 effector 

complex regulates COPII vesicle cis--Golgi tethering. Traffic, 2, 268-276. 

Nashida, T., Imai, A. and Shimomura, H. (2006) Relation of Rab26 to the amylase release 

from rat parotid acinar cells. Arch Oral Biol, 51, 89-95. 

Neeft, M., Wieffer, M., de Jong, A.S., Negroiu, G., Metz, C.H., van Loon, A., Griffith, J., 

Krijgsveld, J., Wulffraat, N., Koch, H., Heck, A.J., Brose, N., Kleijmeer, M. and 

van der Sluijs, P. (2005) Munc13-4 is an effector of rab27a and controls secretion 

of lysosomes in hematopoietic cells. Mol Biol Cell, 16, 731-741. 

Nico, B., Crivellato, E. and Ribatti, D. (2007) The importance of electron microscopy in 

the study of capillary endothelial cells: an historical review. Endothelium, 14, 257-

264. 

Nightingale, T.D., Pattni, K., Hume, A.N., Seabra, M.C. and Cutler, D.F. (2009) Rab27a 

and MyRIP regulate the amount and multimeric state of VWF released from 

endothelial cells. Blood, 113, 5010-5018. 

Ostermeier, C. and Brunger, A.T. (1999) Structural basis of Rab effector specificity: 

crystal structure of the small G protein Rab3A complexed with the effector domain 

of rabphilin-3A. Cell, 96, 363-374. 

Padilla, A., Moake, J.L., Bernardo, A., Ball, C., Wang, Y., Arya, M., Nolasco, L., Turner, 

N., Berndt, M.C., Anvari, B., Lopez, J.A. and Dong, J.F. (2004) P-selectin anchors 

newly released ultralarge von Willebrand factor multimers to the endothelial cell 

surface. Blood, 103, 2150-2156. 

Pavlos, N.J., Gronborg, M., Riedel, D., Chua, J.J., Boyken, J., Kloepper, T.H., Urlaub, H., 

Rizzoli, S.O. and Jahn, R. Quantitative analysis of synaptic vesicle Rabs uncovers 

distinct yet overlapping roles for Rab3a and Rab27b in Ca2+-triggered exocytosis. 

J Neurosci, 30, 13441-13453. 

Pearson, J.D. (1999) Endothelial cell function and thrombosis. Baillieres Best Pract Res 

Clin Haematol, 12, 329-341. 

Pereira-Leal, J.B. and Seabra, M.C. (2000) The mammalian Rab family of small GTPases: 

definition of family and subfamily sequence motifs suggests a mechanism for 

functional specificity in the Ras superfamily. J Mol Biol, 301, 1077-1087. 

Pereira-Leal, J.B. and Seabra, M.C. (2001) Evolution of the Rab family of small GTP-

binding proteins. J Mol Biol, 313, 889-901. 

Pivot-Pajot, C., Varoqueaux, F., de Saint Basile, G. and Bourgoin, S.G. (2008) Munc13-4 

regulates granule secretion in human neutrophils. J Immunol, 180, 6786-6797. 

Pulido, I.R., Jahn, R. and Gerke, V. VAMP3 is associated with endothelial Weibel-Palade 

bodies and participates in their Ca(2+)-dependent exocytosis. Biochim Biophys 

Acta. 

Ramalho, J.S., Anders, R., Jaissle, G.B., Seeliger, M.W., Huxley, C. and Seabra, M.C. 

(2002) Rapid degradation of dominant-negative Rab27 proteins in vivo precludes 

their use in transgenic mouse models. BMC Cell Biol, 3, 26. 

Raposo, G., Marks, M.S. and Cutler, D.F. (2007) Lysosome-related organelles: driving 

post-Golgi compartments into specialisation. Curr Opin Cell Biol, 19, 394-401. 

Regazzi, R., Ravazzola, M., Iezzi, M., Lang, J., Zahraoui, A., Andereggen, E., Morel, P., 

Takai, Y. and Wollheim, C.B. (1996) Expression, localization and functional role 

of small GTPases of the Rab3 family in insulin-secreting cells. J Cell Sci, 109 ( Pt 

9), 2265-2273. 



 

 

  
     133 

 
  

Riedel, D., Antonin, W., Fernandez-Chacon, R., Alvarez de Toledo, G., Jo, T., Geppert, 

M., Valentijn, J.A., Valentijn, K., Jamieson, J.D., Sudhof, T.C. and Jahn, R. (2002) 

Rab3D is not required for exocrine exocytosis but for maintenance of normally 

sized secretory granules. Mol Cell Biol, 22, 6487-6497. 

Rondaij, M.G., Bierings, R., Kragt, A., van Mourik, J.A. and Voorberg, J. (2006) 

Dynamics and plasticity of Weibel-Palade bodies in endothelial cells. Arterioscler 

Thromb Vasc Biol, 26, 1002-1007. 

Rupnik, M., Kreft, M., Nothias, F., Grilc, S., Bobanovic, L.K., Johannes, L., Kiauta, T., 

Vernier, P., Darchen, F. and Zorec, R. (2007) Distinct role of Rab3A and Rab3B in 

secretory activity of rat melanotrophs. Am J Physiol Cell Physiol, 292, C98-105. 

Sadler, J.E. (1998) Biochemistry and genetics of von Willebrand factor. Annu Rev 

Biochem, 67, 395-424. 

Sadler, J.E. (2005) von Willebrand factor: two sides of a coin. J Thromb Haemost, 3, 1702-

1709. 

Sadler, J.E. (2008) Von Willebrand factor, ADAMTS13, and thrombotic thrombocytopenic 

purpura. Blood, 112, 11-18. 

Sadler, J.E. (2009) von Willebrand factor assembly and secretion. J Thromb Haemost, 7 

Suppl 1, 24-27. 

Schluter, O.M., Khvotchev, M., Jahn, R. and Sudhof, T.C. (2002) Localization versus 

function of Rab3 proteins. Evidence for a common regulatory role in controlling 

fusion. J Biol Chem, 277, 40919-40929. 

Schluter, O.M., Schmitz, F., Jahn, R., Rosenmund, C. and Sudhof, T.C. (2004) A complete 

genetic analysis of neuronal Rab3 function. J Neurosci, 24, 6629-6637. 

Schwartz, S.L., Cao, C., Pylypenko, O., Rak, A. and Wandinger-Ness, A. (2007) Rab 

GTPases at a glance. J Cell Sci, 120, 3905-3910. 

Schwartz, S.M., Heimark, R.L. and Majesky, M.W. (1990) Developmental mechanisms 

underlying pathology of arteries. Physiol Rev, 70, 1177-1209. 

Seabra, M.C. and Wasmeier, C. (2004) Controlling the location and activation of Rab 

GTPases. Curr Opin Cell Biol, 16, 451-457. 

Semerdjieva, S., Shortt, B., Maxwell, E., Singh, S., Fonarev, P., Hansen, J., Schiavo, G., 

Grant, B.D. and Smythe, E. (2008) Coordinated regulation of AP2 uncoating from 

clathrin-coated vesicles by rab5 and hRME-6. J Cell Biol, 183, 499-511. 

Shirakawa, R., Higashi, T., Tabuchi, A., Yoshioka, A., Nishioka, H., Fukuda, M., Kita, T. 

and Horiuchi, H. (2004) Munc13-4 is a GTP-Rab27-binding protein regulating 

dense core granule secretion in platelets. J Biol Chem, 279, 10730-10737. 

Shirakawa, R., Yoshioka, A., Horiuchi, H., Nishioka, H., Tabuchi, A. and Kita, T. (2000) 

Small GTPase Rab4 regulates Ca2+-induced alpha-granule secretion in platelets. J 

Biol Chem, 275, 33844-33849. 

Simpson, J.C., Griffiths, G., Wessling-Resnick, M., Fransen, J.A., Bennett, H. and Jones, 

A.T. (2004) A role for the small GTPase Rab21 in the early endocytic pathway. J 

Cell Sci, 117, 6297-6311. 

Sivars, U., Aivazian, D. and Pfeffer, S.R. (2003) Yip3 catalyses the dissociation of 

endosomal Rab-GDI complexes. Nature, 425, 856-859. 

Sonnichsen, B., De Renzis, S., Nielsen, E., Rietdorf, J. and Zerial, M. (2000) Distinct 

membrane domains on endosomes in the recycling pathway visualized by 

multicolor imaging of Rab4, Rab5, and Rab11. J Cell Biol, 149, 901-914. 

Starling, E.H. (1896) On the Absorption of Fluids from the Connective Tissue Spaces. J 

Physiol, 19, 312-326. 



 

 

  
     134 

 
  

Stenmark, H. (2009) Rab GTPases as coordinators of vesicle traffic. Nat Rev Mol Cell 

Biol, 10, 513-525. 

Stenmark, H. and Olkkonen, V.M. (2001) The Rab GTPase family. Genome Biol, 2, 

REVIEWS3007. 

Stenmark, H., Valencia, A., Martinez, O., Ullrich, O., Goud, B. and Zerial, M. (1994) 

Distinct structural elements of rab5 define its functional specificity. Embo J, 13, 

575-583. 

Stinchcombe, J.C., Barral, D.C., Mules, E.H., Booth, S., Hume, A.N., Machesky, L.M., 

Seabra, M.C. and Griffiths, G.M. (2001) Rab27a is required for regulated secretion 

in cytotoxic T lymphocytes. J Cell Biol, 152, 825-834. 

Strom, M., Hume, A.N., Tarafder, A.K., Barkagianni, E. and Seabra, M.C. (2002) A family 

of Rab27-binding proteins. Melanophilin links Rab27a and myosin Va function in 

melanosome transport. J Biol Chem, 277, 25423-25430. 

Sudhof, T.C. and Rothman, J.E. (2009) Membrane fusion: grappling with SNARE and SM 

proteins. Science, 323, 474-477. 

Sumpio, B.E., Riley, J.T. and Dardik, A. (2002) Cells in focus: endothelial cell. Int J 

Biochem Cell Biol, 34, 1508-1512. 

Takamori, S., Holt, M., Stenius, K., Lemke, E.A., Gronborg, M., Riedel, D., Urlaub, H., 

Schenck, S., Brugger, B., Ringler, P., Muller, S.A., Rammner, B., Grater, F., Hub, 

J.S., De Groot, B.L., Mieskes, G., Moriyama, Y., Klingauf, J., Grubmuller, H., 

Heuser, J., Wieland, F. and Jahn, R. (2006) Molecular anatomy of a trafficking 

organelle. Cell, 127, 831-846. 

ten Klooster, J.P. and Hordijk, P.L. (2007) Targeting and localized signalling by small 

GTPases. Biol Cell, 99, 1-12. 

Thiele, C. and Huttner, W.B. (1998) Protein and lipid sorting from the trans-Golgi network 

to secretory granules-recent developments. Semin Cell Dev Biol, 9, 511-516. 

Tsuboi, T. and Fukuda, M. (2006) Rab3A and Rab27A cooperatively regulate the docking 

step of dense-core vesicle exocytosis in PC12 cells. J Cell Sci, 119, 2196-2203. 

Tsuboi, T., Kanno, E. and Fukuda, M. (2007) The polybasic sequence in the C2B domain 

of rabphilin is required for the vesicle docking step in PC12 cells. J Neurochem, 

100, 770-779. 

Tsukita, S., Furuse, M. and Itoh, M. (2001) Multifunctional strands in tight junctions. Nat 

Rev Mol Cell Biol, 2, 285-293. 

Valentijn, K.M., Valentijn, J.A., Jansen, K.A. and Koster, A.J. (2008) A new look at 

Weibel-Palade body structure in endothelial cells using electron tomography. J 

Struct Biol, 161, 447-458. 

Valentijn, K.M., van Driel, L.F., Mourik, M.J., Hendriks, G.J., Arends, T.J., Koster, A.J. 

and Valentijn, J.A. Multigranular exocytosis of Weibel-Palade bodies in vascular 

endothelial cells. Blood, 116, 1807-1816. 

van Mourik, J.A., Romani de Wit, T. and Voorberg, J. (2002) Biogenesis and exocytosis of 

Weibel-Palade bodies. Histochem Cell Biol, 117, 113-122. 

Wagner, D.D., Saffaripour, S., Bonfanti, R., Sadler, J.E., Cramer, E.M., Chapman, B. and 

Mayadas, T.N. (1991) Induction of specific storage organelles by von Willebrand 

factor propolypeptide. Cell, 64, 403-413. 

Wang, J., Takeuchi, T., Yokota, H. and Izumi, T. (1999) Novel rabphilin-3-like protein 

associates with insulin-containing granules in pancreatic beta cells. J Biol Chem, 

274, 28542-28548. 



 

 

  
     135 

 
  

Waselle, L., Coppola, T., Fukuda, M., Iezzi, M., El-Amraoui, A., Petit, C. and Regazzi, R. 

(2003) Involvement of the Rab27 binding protein Slac2c/MyRIP in insulin 

exocytosis. Mol Biol Cell, 14, 4103-4113. 

Weibel, E.R. and Palade, G.E. (1964) New Cytoplasmic Components in Arterial 

Endothelia. J Cell Biol, 23, 101-112. 

Wood, S.M., Meeths, M., Chiang, S.C., Bechensteen, A.G., Boelens, J.J., Heilmann, C., 

Horiuchi, H., Rosthoj, S., Rutynowska, O., Winiarski, J., Stow, J.L., Nordenskjold, 

M., Henter, J.I., Ljunggren, H.G. and Bryceson, Y.T. (2009) Different NK cell-

activating receptors preferentially recruit Rab27a or Munc13-4 to perforin-

containing granules for cytotoxicity. Blood, 114, 4117-4127. 

Wu, X.S., Rao, K., Zhang, H., Wang, F., Sellers, J.R., Matesic, L.E., Copeland, N.G., 

Jenkins, N.A. and Hammer, J.A., 3rd. (2002) Identification of an organelle receptor 

for myosin-Va. Nat Cell Biol, 4, 271-278. 

Wu, Y.W., Tan, K.T., Waldmann, H., Goody, R.S. and Alexandrov, K. (2007) Interaction 

analysis of prenylated Rab GTPase with Rab escort protein and GDP dissociation 

inhibitor explains the need for both regulators. Proc Natl Acad Sci U S A, 104, 

12294-12299. 

Yamamoto, K., Ishii, E., Sako, M., Ohga, S., Furuno, K., Suzuki, N., Ueda, I., Imayoshi, 

M., Yamamoto, S., Morimoto, A., Takada, H., Hara, T., Imashuku, S., Sasazuki, T. 

and Yasukawa, M. (2004) Identification of novel MUNC13-4 mutations in familial 

haemophagocytic lymphohistiocytosis and functional analysis of MUNC13-4-

deficient cytotoxic T lymphocytes. J Med Genet, 41, 763-767. 

Yi, Z., Yokota, H., Torii, S., Aoki, T., Hosaka, M., Zhao, S., Takata, K., Takeuchi, T. and 

Izumi, T. (2002) The Rab27a/granuphilin complex regulates the exocytosis of 

insulin-containing dense-core granules. Mol Cell Biol, 22, 1858-1867. 

Yu, M., Kasai, K., Nagashima, K., Torii, S., Yokota-Hashimoto, H., Okamoto, K., 

Takeuchi, T., Gomi, H. and Izumi, T. (2007) Exophilin4/Slp2-a targets glucagon 

granules to the plasma membrane through unique Ca2+-inhibitory phospholipid-

binding activity of the C2A domain. Mol Biol Cell, 18, 688-696. 

Zenner, H.L., Collinson, L.M., Michaux, G. and Cutler, D.F. (2007) High-pressure 

freezing provides insights into Weibel-Palade body biogenesis. J Cell Sci, 120, 

2117-2125. 

Zerial, M. and McBride, H. (2001) Rab proteins as membrane organizers. Nat Rev Mol 

Cell Biol, 2, 107-117. 

Zhao, S., Torii, S., Yokota-Hashimoto, H., Takeuchi, T. and Izumi, T. (2002) Involvement 

of Rab27b in the regulated secretion of pituitary hormones. Endocrinology, 143, 

1817-1824. 

Zheng, J.Y., Koda, T., Fujiwara, T., Kishi, M., Ikehara, Y. and Kakinuma, M. (1998) A 

novel Rab GTPase, Rab33B, is ubiquitously expressed and localized to the medial 

Golgi cisternae. J Cell Sci, 111 ( Pt 8), 1061-1069. 

Zuk, P.A. and Elferink, L.A. (1999) Rab15 mediates an early endocytic event in Chinese 

hamster ovary cells. J Biol Chem, 274, 22303-22312. 

Zuk, P.A. and Elferink, L.A. (2000) Rab15 differentially regulates early endocytic 

trafficking. J Biol Chem, 275, 26754-26764. 

 

 

 


	Sofia Zografou phd
	Binder2.pdf
	βεβαίωση
	Sofia Zografou phd.pdf


