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2. ΕΙΣΑΓΩΓΗ



2.1. ΑΠΟΚΡΙΣΗ ΘΕΡΜΙΚΟΥ ΣΟΚ (HEAT SHOCK RESPONSE)

Η επαγωγή απόκρισης σε θερμικό σοκ παρατηρήθηκε για πρώτη φορά το 1962 από 

τον Rittosa F., όταν λάρβες της μύγας Drosophila melanogaster αφέθηκαν τυχαία σε 

ανυψωμένη θερμοκρασία κατά τη διάρκεια της νύχτας. Την επόμενη μέρα, τα χρωμοσώματα 

των σιελογόνων αδένων των λαρβών εμφάνισαν μία διογκωμένη διάταξη (puffing pattern), 

υποδεικνύοντας ότι η ανυψωμένη θερμοκρασία προκάλεσε δραματικές αλλαγές στη 

γονιδιακή έκφραση. Αυτή η παρατήρηση οδήγησε στην ανακάλυψη των πρωτεϊνών θερμικού 

σοκ (HSPs), μία εξαιρετικά ποικιλόμορφη ομάδα πρωτεϊνών που επάγονται όταν τα κύτταρα 

εκτίθενται σε στρεσογόνους παράγοντες.

Απόκριση θερμικού σοκ (Heat shock response) ονομάζεται η αλλαγή στην κατάσταση 

ή ενεργότητα ενός κυττάρου ή ενός οργανισμού ως αποτέλεσμα ενός ξαφνικού θερμικού 

εξωτερικού ερεθίσματος, με θερμοκρασία υπεράνω της φυσιολογικής του οργανισμού ή του 

κυττάρου. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα να επηρεάζονται πολλές λειτουργίες μεταξύ των οποίων, 

η κίνηση, η έκκριση, η παραγωγή ενζύμων, η γονιδιακή έκφραση και πολλές άλλες. Τι 

βλάβες μπορεί να υποστεί ο οργανισμός ή το κύτταρο από την ξαφνική και υψηλή 

θερμοκρασία είναι υπό μελέτη. Μέχρι σήμερα αυτό που γνωρίζουμε είναι το ότι μεταξύ 

αυτών των γονιδίων που επηρεάζονται είναι και τα γονίδια των πρωτεϊνών θερμικού σοκ 

(Heat Shock Proteins: HSPs) για τις οποίες είναι αποδεκτό πλέον το ότι λειτουργούν κυρίως 

προς την κατεύθυνση της ποιότητας των πρωτεϊνών αφού οι λειτουργίες στις οποίες 

συμμετέχουν είναι:

• Αναδίπλωση των νεοσυντιθέμενων πρωτεϊνών

• Επαναδίπλωση των μετουσιωμένων πρωτεϊνών

• Προστασία των πρωτεϊνών κατά την διάρκεια του στρες

• Ενδοκυτταρική κυκλοφορία των πρωτεϊνών

• Συμμετοχή στον καταβολισμό λανθασμένων πρωτεϊνών

2.2. ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΉ ΑΝΑΔΙΠΛΩΣΗ

Ο όρος πρωτεϊνική αναδίπλωση (protein folding) αναφέρεται στη διαδικασία κατά την 

οποία ένα πολυπεπτίδιο μετατρέπεται από μία γραμμική αλληλουχία αμινοξέων σε μία
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τρισδιάστατη δομή η οποία και αποτελεί τη λειτουργική πρωτεΐνη. Ο όρος αυτός 

συμπεριλαμβάνει και την έννοια της επαναδίπλωσης (refolding), η οποία αναφέρεται σε 

πρωτεΐνες που έχουν χάσει τη φυσική διαμόρφωσή τους λόγω μετουσίωσης (π.χ. μετά από 

έκθεση σε υψηλές θερμοκρασίες ή σε χημικούς παράγοντες) ή λόγω τροποποιήσεων που 

μπορεί να υφίστανται κατά τη διάρκεια μεταφοράς στο στόχο τους (translocation) και οι 

οποίες θα πρέπει να επανέλθουν στην αρχική τους κατάσταση. Η κατανόηση της πορείας που 

ακολουθεί μία πρωτεΐνη προς την πλήρη αναδίπλωσή της καθώς και η περιγραφή των 

μηχανισμών και των παραγόντων που συμμετέχουν σε αυτήν αποτελούν ένα από τα 

βασικότερα πεδία της σύγχρονης Βιολογίας με έντονο ερευνητικό ενδιαφέρον.

Η στερεοχημική πληροφορία που είναι απαραίτητη για τις νεοσυντιθέμενες 

πρωτεϊνικές αλυσίδες ώστε να αναδιπλωθούν σωστά μέσα στα κύτταρα, βρίσκεται 

αποκλειστικά στην πρωτοταγή δομή του αρχικού μεταφραστικού προϊόντος, αρχή που 

θεμελιώθηκε από τον Anfmsen το 1973 και επιβεβαιώθηκε τα επόμενα χρόνια (Anfinsen JR., 

1973, Ellis R.J. and Hartl F.U., 1999). Δηλαδή, μία νεοσυντιθέμενη πρωτεΐνη ή μία πρωτεΐνη 

που έχει αποδιαταχθεί λόγω ύπαρξης κάποιου μετουσιωτικού παράγοντα κατέχει όλη την 

απαιτούμενη πληροφορία ώστε να αναδιπλωθεί αυθόρμητα in vitro και να υιοθετήσει μία 

φυσική τρισδιάστατη δομή, μετά την απομάκρυνση του αποδιατακτικού παράγοντα (Rose 

GD, et al., 2006). Κατά την αναδίπλωση της πρωτεΐνης τα υδροφοβικά της κατάλοιπα 

εγκλείονται στο εσωτερικό του μορίου δημιουργώντας έναν υδροφοβικό πυρήνα, ενώ στο 

εξωτερικό μένουν εκτεθειμένα τα υδροφιλικά κατάλοιπα, σε επαφή με το υδατικό περιβάλλον 

(Ellis R.J., 2004).

Το φαινόμενο της αυθόρμητης αναδίπλωσης-επαναδίπλωσης in vitro παρατηρήθηκε 

σε πειράματα επαναδίπλωσης με τη χρήση διαλύματος αναδίπλωσης που περιέχει μόνο την 

καθαρή πρωτεΐνη και διαθέτει τις καλύτερες δυνατές συνθήκες (δηλαδή χαμηλές 

συγκεντρώσεις πρωτεϊνών και χαμηλές θερμοκρασίες, συνθήκες που δεν ευνοούν τις 

υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις). Όμως, in vivo, στο εσωτερικό του κυττάρου, μία 

νεοσυντιθέμενη πρωτεΐνη έρχεται αντιμέτωπη με αρκετούς κινδύνους. Καθώς η 

πολυπεπτιδική αλυσίδα επιμηκύνεται, μπορεί να αναδιπλωθεί λανθασμένα πριν ολοκληρωθεί 

η σύνθεσή της, να αποδομηθεί, καθώς δεν είναι πλήρως αναδιπλωμένη και είναι επιδεκτική 

σε πρωτεάσες, ή να συμπλεγματοποιηθεί με παρόμοιες γειτονικές αλυσίδες (Ellis RJ and 

Hartl F.U., 1999).
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Η συμπλεγματοποίηση (aggregation) προκύπτει επειδή κάποιες πρωτεΐνες 

αναδιπλώνονται και ξεδιπλώνονται μέσω ενδιάμεσων που εκθέτουν παροδικά στις επιφάνειές 

τους υδροφοβικά κατάλοιπα, τα οποία φυσιολογικά είναι προστατευμένα στο εσωτερικό του 

μορίου. Σε υδάτινα περιβάλλοντα, όπως είναι και το εσωτερικό των κυττάρων, τέτοιες 

υδροφοβικές περιοχές από διαφορετικά μόρια τείνουν να δεσμοποιούνται με αποτέλεσμα το 

σχηματισμό πρωτεΐνικών συμπλεγμάτων. Δηλαδή, κατά τη σταδιακή σύνθεση της αλυσίδας 

από ένα ριβόσωμα ή κατά τη διάρκεια του ξεδιπλώματος ώριμων πρωτεϊνών λόγω στρες, οι 

παροδικά εκτεθειμένες υδροφοβικές περιοχές μπορούν να αλληλεπιδράσουν με αντίστοιχες 

των γειτονικών αλυσίδων σχηματίζοντας μη λειτουργικά συμπλέγματα (Ellis RJ, 2000). Τα 

συμπλέγματα αυτά εμφανίζονται ως άμορφες δομές, όπως σώματα εγκλεισμού και κοκκία 

θερμικού σοκ, ή ως διατεταγμένες ίνες, όπως αμυλοειδείς πλάκες και σωμάτια μολυσματικών 

πρωτεϊνών {prions). Επιπροσθέτως στην απώλεια της λειτουργίας και στην κυτταρική 

επιβάρυνση, τα συσσωματώματα είναι γενικά mo υδροφοβικά, και μπορούν να βλάψουν τη 

λειτουργία των μεμβρανών, όπως στην περίπτωση των νευροεκφυλιστικών αμυλοειδών 

πλακών (Ben-Zvi A. and Goloubinoff P., 2001).

Η μεγάλη συγκέντρωση μακρομορίων, δηλαδή ο μακρομοριακός συνωστισμός 

(macromolecular crowding), στο εσωτερικό των κυττάρων κάνει το φαινόμενο της 

συμπλεγματοποίησης πολύ έντονο. Για παράδειγμα, στο κύτταρο του E.coli. η συγκέντρωση 

πρωτεϊνών και RNA αγγίζει τα 340mg/ml. Η θεωρία του συνωστισμού προβλέπει ότι τέτοιες 

συγκεντρώσεις αυξάνουν τις σταθερές σύνδεσης των μακρομορίων από ΙΟ2 σε ΙΟ3 (Ellis R.J. 

and Ulrich Η., 1999). Οι υψηλές συγκεντρώσεις των αλληλεπιδρώντων πρωτεΐνικών 

επιφανειών μέσα στα κύτταρα γενούν την ανάγκη για την ύπαρξη μηχανισμών που θα 

αποτρέπουν τις λάθος αλληλεπιδράσεις ανάμεσα σε υδροφοβικές επιφάνειες. Ένας τέτοιος 

μηχανισμός είναι η ύπαρξη πρωτεϊνών που αναγνωρίζουν και δεσμεύονται μεταβατικά σε 

αυτές τις επιφάνειες και έτσι παρεμποδίζουν την πρώιμη ή ακατάλληλη αλληλεπίδραση. 

Αυτές οι πρωτέΐνες καλούνται μοριακοί συνοδοί (molecular chaperones) (Ellis RJ.and Ulrich

H., 1996).

2.3. ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΣΥΝΟΔΟΙ

Ο όρος "μοριακός συνοδός" χρησιμοποιήθηκε αρχικά, για την περιγραφή της 

λειτουργίας της νουκλεοπλασμίνης, μίας πυρηνικής πρωτεΐνης που διευκολύνει τη
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συγκρότηση της χρωματίνης, παρεμποδίζοντας ανορθόδοξες αλληλεπιδράσεις μεταξύ των 

ιστονών και του DNA (Laskey R.A., et al., 1978). Στη συνέχεια ο όρος γενικεύτηκε 

περιλαμβάνοντας ένα μεγάλο σύνολο ετερόλογων αλλά λειτουργικά συσχετιζόμενων 

πρωτεϊνών (πίνακας 1) οι οποίες υποβοηθούν την πρωτεϊνική αναδίπλωση και τη συγκρότηση 

άλλων πρωτεϊνών του κυττάρου (Ellis J., 1987), Προκειμένου μία πρωτεΐνη να χαρακτηριστεί 

ως μοριακός συνοδός, θα πρέπει να πληροί τα εξής κριτήρια:

α) Δέσαευση σε πρωτεΐνες που εκθέτουν στην επιωάνειά τους υδρόφοβα αιιινοΕέα. Η 

βασική ιδιότητα κάθε μοριακού συνοδού είναι η ικανότητά του να αναγνωρίζει και να 

δεσμεύει μετουσιωμένα ή μερικώς αναδιπλωμένα πολυπεπτίδια (εικ.ΙΑ). Κατά τα πρώιμα 

στάδια της de novo αναδίπλωσης ή όταν συμβεί λανθασμένη αναδίπλωση, υδρόφοβα 

αμινοξέα που κανονικά βρίσκονται στο εσωτερικό των πρωτεϊνών, εκτίθενται στην επιφάνεια 

αυτών, με αποτέλεσμα οι πρωτεΐνες να έχουν τάση να συσσωματωθούν (εικ.ΙΕ) (Flynn G.C., 

et al., 1991; Landry S.J., et al., 1992). Η πιθανότητα της συσσωμάτωσης μειώνεται σημαντικά 

καθώς οι μοριακοί συνοδοί συνδέονται με τις υδρόφοβες αυτές περιοχές αποτρέποντας 

τέτοιου είδους ενδοπεπτιδικών και διαπεπτιδικών αλληλεπιδράσεων (Haiti F.U., et al., 1992).

Β) ΕλενΥόμενη απελευθέρωση των προσδεδειιένων πολυπεπτιδίων. Η ικανότητα αυτή 

των μοριακών συνοδών, οφείλεται στη δυνατότητα που έχουν να κινούνται μεταξύ δύο 

εναλλακτικών καταστάσεων, μίας που έχει υψηλή συγγένεια για το υπόστρωμα και μίας που 

έχει χαμηλή συγγένεια για αυτό. Η μετάβαση από την πρώτη στη δεύτερη κατάσταση, έχει ως 

αποτέλεσμα την απελευθέρωση του υποστρώματος και επιτυγχάνεται με κατανάλωση 

ενέργειας που προέρχεται από την υδρόλυση ATP (Palleros D.R., et al., 1993). Η δράση ενός 

μοριακού συνοδού προϋποθέτει την κυκλική εναλλαγή των δύο αυτών καταστάσεων του, με 

επαγόμενο αποτέλεσμα τη διαδοχική και αυστηρά ρυθμιζόμενη δέσμευση και αποδέσμευση 

του μετουσιωμένου υποστρώματος (εικ.ΙΖ), μέχρι αυτό να αναδιπλωθεί (εικ.ΙΔ) ή να 

μεταφερθεί σε ένα άλλο συνοδό (εικ.ΙΣΤ) (Szabo A., et al., 1994; Buchberger A., et al., 

1996).

y) Επανωτή αλλαγών στη δοιιή των πρωτεϊνικών υποστοωιιάτων. Οι μοριακοί σύνοδος κατά 

τη διάρκεια αυτών των διαδοχικών κύκλων δέσμευσης-αποδέσμευσης του υποστρώματος, 

επάγουν αλλαγές στη διαμόρφωσή του. Παράδειγμα αυτής της δράσης τους, αποτελεί το 

ελεγχόμενο ξεδίπλωμα (unfolding) πολυπεπτιδίων, τα οποία έχουν εγκλωβιστεί είτε σε 

ενδιάμεσες μη παραγωγικές μορφές (εικ. I Β, 1Γ) κατά τη διαδικασία της αναδίπλωσης, είτε σε 

συσσωματώματα μετά την πλήρη μετουσίωσή τους και τα οποία θα πρέπει πρώτα να 

ξεδιπλωθούν πριν επιχειρηθεί πάλι η αναδίπλωσή τους (Hubbard T.J., et al., 1991; Zahn R., et
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al., 1994; Goloubinoff P., et al., 1999). Εδώ θα πρέπει να τονιστεί, ότι οι μοριακοί συνοδοί δε 

φέρουν καμία ειδική ή συμπληρωματική πληροφορία για την αναδίπλωση του 

υποστρώματος, παρά μόνο διευκολύνουν την υλοποίηση της πληροφορίας που 

περιλαμβάνεται στην πρωτοταγή δομή της πρωτεΐνης-στόχου.

Για το λόγο αυτό, οι μοριακοί συνοδοί θα πρέπει να διακριθούν από τις πρωτεΐνες 

εκείνες που καλούνται ' 'καταλύτες της αναδίπλωσης" (folding catalysts), όπως οι πεπτιδυλ- 

προλυλο-ισομεράσες (PPIases) και οι δισουλφιδο-ισομεράσες των πρωτεϊνών (PDIs), και οι 

οποίες προωθούν αποφασιστικά τη διαδικασία της αναδίπλωσης με την cis/trans ισομερίωση 

των καταλοίπων προλίνης (Schmid F.X., et al., 1993) και την ανακατάταξη των 

δισουλφιδικών δεσμών στις πρωτεΐνες (Freedman R.B., et al., 1994) αντίστοιχα.

\  /  \  /
μοριακός συνοδός 

" Ζ

ΑΤΡ

ΣΤ

hfrh affray *  Pi towffintty

καθοδική
μηχανή
αναδίπλωσης

α Εικ. 1: Πρωτεϊνική αναδίπλωση υποβοηθούμενη από μοριακούς συνοδούς. Τόσο η βιοσύνθεση 
πρωτεϊνών όσο και το κυτταρικό στρες μπορεί να οδηγήσουν στη δημιουργία πολυπεπτιδίων τα οποία 
έχουν χάσει ή δεν έχουν χάσει την τριτοταγή τους διαμόρφωση (Α). Τα μόρια αυτά θα πρέπει να 
αναδιπλωθούν μέσω διαφόρων ενδιάμεσων μορφών (Β, Γ), μέχρις ότου φθάσουν τη φυσική και 
ταυτόχρονα λειτουργική τους διαμόρφωση (Δ). Οι ενδιάμεσες αυτές μορφές, είναι δυνατό να 

 ̂ εκθέτουν στην επιφάνειά τους υδρόφοβα αμινοξέα, τα οποία και τις καθιστούν ευαίσθητες στη 
συσσωμάτωση (Ε). Οι μοριακοί συνοδοί αναγνωρίζουν και συνδέονται με τις επιφάνειες αυτές και 
παρεμποδίζουν τη συσσωμάτωσή τους. Επιπλέον, πρόσφατα δεδομένα, αναδεικνύουν τη δυνατότητα 

& κάποιων μοριακών συνοδών να επαναδιαλυτοποιούν πρωτεΐνες που είναι εγκλωβισμένες στα 
συσσωματώματα. Στις περισσότερες περιπτώσεις, μία ΑΤΡ-εξαρτώμενη αλλαγή στη διαμόρφωση του
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μοριακού συνοδού, σηματοδοτεί την αποδέσμευση του πολυπεπτιδίου, το οποίο βρίσκεται υπό 
αναδίπλωση. Κάποια από τα μόρια που αποδεσμεύονται, είναι σε θέση να καταλάβουν την ορθή τους 
διαμόρφωση χωρίς επιπλέον βοήθεια από τους μοριακούς συνοδούς, κάποια άλλα μεταφέρονται σε 
άλλη μηχανή αναδίπλωσης (ΣΤ), ενώ τέλος, τα υπολοίποντα επαναδεσμεύονται στον ίδιο μοριακό 
συνοδό και συμμετέχουν σε ένα νέο κύκλο αναδίπλωσης (Ζ). (Με τροποποιήσεις, από Walter S. και 
Buchner J., 2002, Angrew. Chem. Int. Ed. 41,1101)

Οι πρωτεΐνες που ανήκουν στην κατηγορία των μοριακών συνοδών, είναι υψηλά 

συντηρημένες, με ευρεία κατανομή από τα βακτήρια έως τα κύτταρα των θηλαστικών (εικ. 

2). Ένα μεγάλο μέρος από αυτές αποτελούν οι πρωτεΐνες του στρες (stress proteins), οι οποίες 

παράγονται από τα κύτταρα σε υψηλές θερμοκρασίες ή μετά από έκθεσή τους σε 

συγκεκριμένους φυσικούς και χημικούς παράγοντες. Το φαινόμενο αυτό καλείται απόκριση 

θερμικού σοκ (heat shock response) ή απόκριση στρες (stress response) (Lindquist S., et al., 

1998; Morimoto R.I., 1993; Khandjian E.W., 1983). Οι πρωτεΐνες αυτές κατατάσσονται σε 

μεγάλες οικογένειες με βάση το μοριακό τους βάρος, εκ των οποίων οι σπουδαιότερες είναι 

οι οικογένειες των πρωτεϊνών θερμικού σοκ (heat shock proteins ή hsps) των lOOkDa, των 90 

kDa, των 70 kDa, των 60 kDa, των 40 kDa καθώς και η οικογένεια των μικρών πρωτεϊνών 

θερμικού σοκ (Fink L.A., 1999). Στις οικογένειες αυτές περιλαμβάνονται πλέον και πολλά 

μέλη των οποίων η δράση είναι ζωτικής σημασίας για το κύτταρο και κάτω από φυσιολογικές 

συνθήκες.

Εικ. 2: Κατανομή των μοριακών συνοδών στα 3 βασίλεια

Α. Ευβακτήρια Β. Αρχαία Γ. Ευκάρυα
(Hartl F.U. and Hayer-Hartl Μ., 2002, Science)
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2.3.1. ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΕΣ ΜΟΡΙΑΚΟΝ ΣΥΝΟΔΩΝ ΚΑΙ ΟΜΟΣΥΝΟΔΩΝ

Η οικογένεια των μοριακών συνοδών αποτελείται από αρκετά μέλη, εκ των οποίων τα 

βασικότερα ανήκουν στις πρωτεΐνες θερμικού σοκ και αναφέρονται παρακάτω όπως επίσης 

και στον πίνακα 1 που ακολουθεί.

Α . Μ ΙΚΡΕΣ H EAT-SH O CK  Π ΡΩ ΤΕΪΝΕΣ ΚΑΙ α-ΚΡΥΣΤΑΛΛΙΝΗ.

Τα μέλη αυτής της οικογένειας επάγονται μετά από στρες ενώ δεσμεύουν και 

σταθεροποιούν ξεδιπλωμένες πρωτεΐνες για να διευκολύνουν την επαναδίπλωσή τους από τα 

συστήματα των «chaperonin» και της HSP70. Η α-κρυσταλλίνη περιέχεται στο υγρό του 

οφθαλμικού φακού και συμμετέχει στην πρόληψη του καταρράκτη.

Β. Ο ΙΚ Ο ΓΕΝΕΙΑ ΤΗ Σ HSP40

Η οικογένεια Hsp40 η οποία αποτελείται από τουλάχιστον 600 μέλη, χαρακτηρίζεται 

από μεγάλη ετερογένεια (Fink L.A., 1999). Το μοναδικό κριτήριο που απαιτείται για την 

κατάταξη μίας πρωτεΐνης στην ομάδα αυτή, είναι η παρουσία στην αλληλουχία της μίας 

λειτουργικής περιοχής μήκους ~70αα, γνωστή ως J (J domain), η οποία βρίσκεται συνήθως 

στο αμινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης και η οποία έχει αποδειχθεί ότι διεγείρει τη 

δραστικότητα ΑΤΡάσης των πρωτεϊνών Hsp70 (Caplan A J ., et al., 1993; Silver P.A., 1993). 

Η ιδιότητα αυτή δείχθηκε αρχικά για την J domain του βακτηριακού μέλους της οικογένειας 

που καλείται DnaJ και η οποία συμμετέχει στη μηχανή αναδίπλωσης της DnaK (Liberek Κ.„ 

e ta l., 1991).

Δομική ανάλυση της DnaJ (εικ. 3), έδειξε ότι αυτή αποτελείται από τέσσερις 

συντηρημένες περιοχές, ο ι οποίες προφανώς αντανακλούν λειτουργικές περιοχές. Αναλυτικά 

αυτές έχουν ως εξής:

A) J περιοτή. Αποτελεί την καλύτερα συντηρημένη περιοχή μεταξύ των Hsp40 πρωτεϊνών. 

Μ ε φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικσύ συντονισμού (NM R) (Pellechia Μ ., et al., 1996; 

Qian Y.Q., et al., 1996), δείχθηκε ότι έχει το σχήμα ενός προεκτεταμένσυ δακτύλου, ο οποίος 

διαμορφώνεται από τέσσερις α-έλικες. Οι δύο από αυτές (II και ΠΙ), είναι μακριές και 

αντιπαράλληλες, περικλείουν ένα υδρόφοβο πυρήνα, ενώ στο άκρο τους φέρουν το 

λειτουργικά απαραίτητο πρότυπο των τριών αμινοξέων, ιστιδίνη (Η)-προλίνη (Ρ)-ασπαρτικό
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οξύ (D). Το πρότυπο αυτό (HPD motif), βρίσκεται σε όλες τις πρότυπες πρωτεΐνες DnaJ που 

έχουν βρεθεί ως σήμερα, και φαίνεται ότι παίζει καθοριστικό ρόλο στη δράση της J περιοχής, 

αφού μετάλλαξη σε οποιοδήποτε από τα τρία αυτά αμινοξέα, έχει ως αποτέλεσμα την 

αδυναμία της πρωτεΐνης να διεγείρει τη δραστικότητα ΑΤΡάσης της Hsp70 (Tsai J. & 

Douglas M.G., 1996). Η σταθεροποίηση των αντιπαράλληλων ελικών εξασφαλίζεται από την 

παρουσία των υπόλοιπων δύο βραχέων α-ελικών (I και IV), που καταλαμβάνουν θέσεις στο 

αμινοτελικό και καρβοξυτελικό άκρο της J περιοχής αντίστοιχα, καθώς και από τις 

ενδοπεπτιδικές υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις των υψηλά συντηρημένων αμινοξέων, που 

βρίσκονται προς το εσωτερικό του κυρίως σώματος του δακτύλου. Επιπλέον, λιγότερα 

συντηρημένα αμινοξέα, που απαντώνται στη θηλιά που σχηματίζουν οι έλικες Π και III, όπως 

και εκατέρωθεν του τρυιεπτιδίου HPD, θεωρείται ότι παίζουν σημαντικό ρόλο στην 

ειδικότητα των αλληλεπιδράσεων, μεταξύ μελών της οικογένειας και διαφόρων Hsp70 

πρωτεϊνών (Schlenstedt G., et al., 1995; Hennessey F., et al., 2000). Τέλος δεν έχει ακόμη 

διευκρινιστεί, αν η J περιοχή είναι επαρκής για την αλληλεπίδραση μεταξύ DnaJ και hsp70 

πρωτεϊνών, αφού κάποιες αναφορές προτείνουν την εμπλοκή σε αυτή και της παρακείμενης 

G/F περιοχής (Wall D., et al., 1995; Karzai AW . and McMacken R., 1996).

Hsp70-binding Substrate and Hsp70 Binding
I------------------------ II------------------------------------------------1

J- G/F Cys-rlch C-terminal
domain motif Domain Domain

78 108 143 200 376

Enc. 3 : Δομή της DnaJ της E.coli και αναπαράσταση των περιοχών της δομής της. 

(Bukau Β and Horwich AL., 1998, Cell 92, 352-355)

B) G/F περιογύ. Η περιοχή αυτή, μήκους συνήθως 30-40αα, είναι πλούσια σε γλυκίνη και 

φαινυλαλανίνη (40% και 15% αντίστοιχα), ενώ ο λειτουργικός της ρόλος δεν είναι 

αποσαφηνισμένος. Αρχικά θεωρήθηκε ότι αποτελεί απλά ένα ευλύγιστο σύνδεσμο μεταξύ της 

J περιοχής (Caplan A.J., et al., 1993; Silver P.A. and Way J.C., 1993) και του υπόλοιπου 

μορίου. Στη συνέχεια, βρέθηκε ότι σε ορισμένες τουλάχιστον περιπτώσεις, συμμετέχει 

αποφασιστικά στη ρύθμιση της αλληλεπίδρασης ολόκληρου του μορίου της DnaJ με την
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DnaK, είτε άμεσα, ως συνδεόμενη η ίδια με την DnaK (Wall D., et al., 1995; Karzai A.W. 

and McMacken R. 1996), ρυθμίζοντας ταυτόχρονα την ειδικότητα αυτής της σχέσης (Yan W. 

and Graig Ε., 1999), είτε έμμεσα, επηρεάζοντας τη διαμόρφωση της J περιοχής προκειμένου 

αυτή να γίνει κατάλληλη για σύνδεση με την DnaK (Huang Κ., et al., 1999). Γενικά η δράση 

της, θεωρείται ενισχυτική προς αυτή της J περιοχής και περιορίζεται στις πρωτεΐνες Hsp40 

τύπου I και II, που θα αναφερθούν στη συνέχεια.

Γ) CR πεοιοηί. Στη συνέχεια της G/F περιοχής βρίσκεται μία αλληλουχία πλούσια σε 

κυστεΐνες (Cystein Rich domain), στην οποία ανευρίσκεται το εξαιρετικά συντηρημένο 

αμινοξικό πρότυπο C-X-X-C-X-G-X-G (όπου Οκυστεΐνη, 0=γλυκίνη, Χ=οποιοδήποτε 

αμινοξύ) να επαναλαμβάνεται τέσσερις φορές. Μελέτες ανάλυσης βιοφυσικών δεδομένων 

(Banecki Β., et al., 1996; Szabo A., et al., 1996), έδειξαν ότι το πρότυπο αυτό, είναι υπεύθυνο 

για το σχηματισμό δύο δακτύλων Ζη2+ , καθώς και σε κάθε πρωτεϊνικό πρότυπο 

καθηλώνονται δύο άτομα Ζη2+ , με τη βοήθεια ατόμων θείου που ανήκουν σε γειτονικές 

κυστεΐνες. Μεταξύ δε, των δύο δακτύλων Ζη2+ σχηματίζεται ένας πυρήνας υδρόφοβων 

αμινοξέων. Πρόσφατη ανάλυση με φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικσύ συντονισμού, 

αποκάλυψε ότι η CR περιοχή διατάσσεται στο χώρο σε σχήμα V, με τον κάθε δάκτυλο Ζη2+ 

να καταλαμβάνει τη θέση του σε κάθε μία από τις δύο πτέρυγες του σχήματος (Martinez- 

Yamout Μ., et al., 2000). Επιπλέον δείχθηκε ότι η τοπολογία της τρισδιάστατης 

διαμόρφωσης της CR περιοχής, είναι μοναδική και χαρακτηριστική για τις πρωτεΐνες DnaJ 

και δεν προσομοιάζει με περιοχές κυστεΐνών άλλων πρωτεϊνών, που δεσμεύουν άτομα Ζη2+ 

άλλων πρωτεϊνών (Martinez-Yamout Μ., et al., 2000) όπως αρχικά είχε θεωρηθεί (Szabo A., 

et al., 1996; Cyr D.M., et al., 1994). Με τη χρήση, μεταλλαγμένων μορφών της πρωτεΐνης, 

που έφεραν ελλείμματα για την περιοχή αυτή (Banecki Β., et al., 1996), είτε με υπερέκφραση 

της δακτύλου Ζη2+ σε κύτταρα θηλαστικών, απουσία των J και C/R περιοχών (Szabo A., et 

al., 1996), αποδείχθηκε ότι η δομή αυτής της αλληλουχίας της DnaJ, αποτελεί τμήμα και όχι 

το σύνολο της περιοχής δέσμευσης ταυ υποστρώματος. Έτσι είναι εν μέρει υπεύθυνη, 

τουλάχιστον η περιοχή του πρώτου δακτύλου Zn2+ (Linke Κ., et al., 2003), για τις ιδιότητες 

μοριακού συνοδού που έχουν αποδοθεί στην πρωτεΐνη (Langer Τ., et al., 1992; Schroder Η., 

et al., 1993). Σύμφωνα δε με σχετικά πρόσφατα στοιχεία, η περιοχή του δευτέρου δακτύλου 

Ζη2+ μπορεί να αποτελεί μία νέα θέση αλληλεπίδρασης της πρωτεΐνης με την πρωτεΐνη DnaK 

(Linke Κ., et al., 2003).

Δ) Πεοιοτή καρβο&υτελικού άκρου. Η περιοχή αυτή αποτελεί τη λιγότερο συντηρημένη 

μεταξύ των μελών της οικογένειας Hsp40. Ο ρόλος της εξακολουθεί να παραμένει
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αμφιλεγόμενος. Παρόλα αυτά έχει δειχθεί ότι τμήματα αυτής της περιοχής, είναι υπεύθυνα 

για τη δράση της DnaJ, όσον αφορά την αναγνώριση και δέσμευση των πεπτιδικών 

υποστρωμάτων και την περαιτέρω αναδίπλωσή τους μέσω της DnaK (Goffin L., et al., 1998; 

Johnson J.L. et al., 2001). Ο ρόλος της αυτός επιτυγχάνεται πιθανά μέσω συνεργασίας με τη 

C/R περιοχή (Banecki Β., et al., 1996; Lu Ζ. & Cyr D.M., 1998b). Η παραδοχή αυτή φαίνεται 

να ισχύει μόνο όσον αφορά τις πρωτεΐνες Hsp40 τύπου I, μία και σύμφωνα με κάποιες 

αναφορές, στις πρωτεΐνες Hsp40 τύπου II (που δεν περιλαμβάνουν C/R περιοχή), το 

καρβοξυτελικό άκρο αποδεικνύεται από μόνο του επαρκές στη δέσμευση μετουσιωμένου 

υποστρώματος (Lu Ζ. & Cyr D.M., 1998a). Φαίνεται λοιπόν ότι υπάρχουν δύο περιοχές 

σύνδεσης με το υπόστρωμα πάνω την αλληλουχία των πρωτεϊνών Hsp40: η μία βρίσκεται στο 

καρβοξυτελικό τους άκρο, αφορά όλους τους τόπους των πρωτεϊνών αυτών (L, H, ΕΕΓ) και 

αποτελεί θέση πρόσδεσης χαμηλής συγγένειας που απαιτείται για τη δράση τους ως συν- 

συνοδά μόρια. Η άλλη βρίσκεται στον πρώτο δάκτυλο Ζη2+ της περιοχής CR, μόνο των 

πρωτεϊνών Hsp40 τύπου I και αποτελεί θέση πρόσδεσης υψηλής συγγένειας. Η θέση αυτή 

απαιτείται προκειμένου μόνο οι πρωτεΐνες αυτής της κατηγορίας να παίζουν ρόλο μοριακού 

συνοδού, ανεξάρτητα από τη συνεργασία τους με πρωτεΐνες της οικογένειας Hsp70 (Linke 

Κ., et al., 2003; Rudiger S., et al., 2001).

Με βάση την ομολογία που εμφανίζουν προς τις λειτουργικές περιοχές της 

βακτηριακής Hsp40 (DnaJ), τα μέλη της οικογένειας που έχουν βρεθεί μέχρι σήμερα 

κατατάσσονται σε τρεις τύπους (Cheetham Μ., et al., 1998):

Τύπχκ I: περιλαμβάνει εκείνες τις πρωτεΐνες που περιέχουν όλες τις περιοχές που 

απαντώνται στην πρωτεΐνη DnaJ.

Τύποε II: περιλαμβάνει τις πρωτεΐνες που περιέχουν στην αλληλουχία τους μόνο τις 

περιοχές J (στο αμινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης όπως συμβαίνει και στην DnaJ) και G/F (αν 

και η τελευταία τείνει εδώ να έχει μεγαλύτερο μέγεθος και πιο ποικίλο περιεχόμενο σε 

κατάλοιπα γλυκίνης, σε σύγκριση με τις ομόλογες περιοχές των πρωτεϊνών τύπου I).

Τύποο III: ανήκουν οι πρωτεΐνες που φέρουν μόνο την περιοχή J, η οποία μπορεί να 

βρίσκεται σε διαφορετικά θέση πέραν του αμινοτελικού άκρου της πρωτεΐνης.

Παρόλες όμως τις διαφορές που μπορεί να έχουν μεταξύ τους οι πρωτεΐνες Hsp40 των 

διαφόρων τύπων, σε όλες τις περιπτώσεις που εξετάσθηκαν, η δράση τους είναι η ίδια και 

συνοψίζεται στη θετική ρύθμιση των πρωτεϊνών Hsp70 μέσω των ΑΤΡ-εξαρτώμενων κύκλων 

αναδίπλωσης των μετουσιωμένων υποστρωμάτων. Παρακάτω θα γίνει η περιγραφή του 

τρόπου με τον οποίο λαμβάνει χώρα η ρύθμιση αυτή.
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Γ. ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΤΗΣ HSP60

Στην οικογένεια των HSP60 (chaperonins), συμπεριλαμβάνονται τόσο η οικογένεια 

της GroE (που περιλαμβάνει τις GroEL και GroES) όσο και η οικογένεια του συμπλόκου 

δακτυλίου του TCP-1. Η GroEL και τα ομόλογά της βρίσκονται στους προκαρυώτες, καθώς 

και στα μιτοχόνδρια και στους χλωροπλάστες των ευκαρυωτών, ενώ ο TCP-1 και τα ομόλογά 

του στο ευκαρυωτικό κυτταρόπλασμα. Πολλοί από τους HSP60 συνοδούς είναι επίσης 

γνωστοί και ως «chaperonins» (cnp60) και είναι ολιγομερή πρωτεϊνικά σύμπλοκα 

δακτυλιοειδούς μορφής με μία μεγάλη κεντρική κοιλότητα, όπου οι μη φυσιολογικές 

πρωτεΐνες δεσμεύονται και εγκλείονται.

Η GroEL είναι ίσως ο πιο καλά μελετημένος μοριακός συνοδός και σε συνδυασμό με 

το cochaperonin του GroES και την παρουσία ΑΤΡ διευκολύνει την πρωτεϊνική αναδίπλωση, 

όχι μόνο αποτρέπσντας τη συμπλεγματοποίηση αλλά ταυτόχρονα επιτρέποντας σε κάποια 

μερικώς αναδιπλωμένα ενδιάμεσα να  αναδιπλωθούν σε ένα περιβάλλον που συντελεί στη 

σταθεροποίηση της φυσικής τους κατάστασης.

Δ. Ο ΙΚ Ο ΓΕΝΕΙΑ ΤΉΣ H SP70

Οι HSP70s είναι μία οικογένεια μοριακών συνοδών που εμπλέκονται στην πρωτεϊνική 

αναδίπλωση καθώς και σε αρκετές άλλες κυτταρικές λειτουργίες. Η οικογένεια αυτή αριθμεί 

πάρα πολλά μέλη τα οποία θα αναλυθούν εκτεταμένα παρακάτω.

Ε. Ο ΙΚ Ο ΓΕΝΕΙΑ ΤΗ Σ H SP90

Τα μέλη της οικογένειας της HSP90 έχουν ιδιαίτερα συντηρημένη δομή και 

σημαντικοί αντιπρόσωποί τους βρίσκονται σε όλους τους οργανισμούς, από τα βακτήρια 

μέχρι τους ανθρώπους. Παραδείγματα αποτελούν η κυτταροπλασματική μορφή στους 

ευκαρυώτες, Hsp90, η μορφή του ενδοπλασματικού δικτύου, Grp94, και το ανάλογο της 

E.coli, HtpG. Η Hsp90 των θηλαστικών υφίσταται σε μορφή διμερούς. Παρόλο που 

υπάρχουν αρκετές ομοιότητες ανάμεσα στην Hsp90 και την Hsp70, για την πρώτη έχουν 

αναγνωριστεί αρκετές εξειδικευμένες αλληλεπιδράσεις, π.χ. με κυττοσκελετικά στοιχεία, με
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σηματοδοτικές πρωτεΐνες μεταγωγής και πρωτεϊνικές κινάσες. Η Hsp90 εντοπίζεται συχνά σε 

σύμπλοκα με άλλους μοριακούς συνοδούς.

ΣΤ. ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΤΗΣ HSP100

Τα θερμο-επαγόμενα μέλη της οικογένειας της HSP100 (ή Clp) έχουν έναν αριθμό 

περίεργων ιδιοτήτων και μοιράζονται την κοινή λειτουργία του να βοηθούν τους οργανισμούς 

a να επιβιώνουν σε ακραίες συνθήκες. Επιδεικνύουν αρκετές διαφορετικές λειτουργίες, 

περιλαμβανόμενης της πρωτεόλυσης. Είναι υψηλώς διατηρημένα και περιέχουν θέσεις 

δέσμευσης ΑΤΡ και πολυπεπτιδίων. Σχηματίζουν εξαμελή σύμπλοκα δακτυλιδιών με 

i διάμετρο στο εσωτερικό τους πολύ μικρότερη από αυτή της GroEL.

ο Ζ. ΚΑΛΝΕΞΙΝΗ ΚΑΙ ΚΑΛΡΕΤΙΚΟΥΛΙΝΗ

1

η

,3

Η καλνεξίνη (calnexin) είναι ένας διαμεμβρανικός μοριακός συνοδός που εδράζεται 

στο ενδοπλασματικό δίκτυο. Η καλρετικουλίνη (calreticulin), που επιδεικνύει αλληλουχιακή 

ομολογία με την καλνεξίνη, είναι ένας διαλυτός ενδοπλασματικός συνοδός. Και οι δύο 

πρωτεΐνες εμπλέκονται στην αναδίπλωση και στη συγκρότηση πρωτεϊνών στο 

ενδοπλασματικό δίκτυο με έναν εξαρτώμενο από ασβέστιο τρόπο και παίζουν σημαντικό 

ρόλο στην ωρίμανση των γλυκοπρωτεΐνών και στον ποιοτικό έλεγχο στο ενδοπλασματικό 

δίκτυο.

Η. ΠΕΠΤΙΛΥΛΟ-ΠΡΟΛΥΛΟ-ΙΣΟΜ ΕΡΛΣΗ (ΡΡΙ) /  ΕΚ Κ ΙΝΗ ΤΙΚ Ο Σ Π ΑΡΑΓΟ ΝΤΑΣ  

(TF)

f

Οι ΡΡΙ είναι ουμπικιτινικά ένζυμα που στην ουσία βρίσκονται σε όλους τους 

οργανισμούς και όλα τα υποκυτταρικά διαμερίσματα. Σε πολλές περιπτώσεις η παρουσία των 

ΡΡΙ προάγει το ρυθμό αναδίπλωσης. Ο εκκινητικός παράγοντας είναι μία ΡΡΙ με παρόμοια 

δραστηριότητα. Αλληλεπιδρά, in vivo, με την GroEL και προάγει τη δέσμευση αρκετών 

πολυπεπτιδίων. Το συμπλοκο του με την GroEL δείχνει πολύ μεγαλύτερη συγγένεια για 

μερικώς αναδιπλωμένα ενδιάμεσα από ότι η GroEL μεμονωμένη.
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Θ. ΠΡΩΤΕΐΝΙΚΗ ΔΙΣΟΥΛΦΙΔΙΚΗ ΙΣΟΜΕΡΑΣΗ

Η πρωτεϊνική δισουλφιδική ισομεράση (PDI) είναι ένας κρίσιμος συμπαράγοντας 

στην αναδίπλωση πολλών πρωτεϊνών που βρίσκονται στο ενδοπλασματικό δίκτυο των 

ευκαρυωτών. Έ χει ισχυρή συγγένεια για μη αναδιπλωμένα πεπτίδια και πρωτεΐνες ενώ επίσης 

δεσμεύεται σε πολλά υδροφοβικά μόρια όπως τα στεροειδή και οι θυρεοειδείς ορμόνες.

I. Ο Μ Ο ΣΥΝΟ ΔΟ Ι ΤΗΣ HSP70

Εκτός της DnaJ και της GrpE, ο ι οποίες δρουν ως ομο-συνοδοί της DnaK, έχουν 

ανακαλυφθεί και άλλοι πρωτεϊνικοί συμπαράγοντες που αλληλεπιδρσύν με την Hsp70. Αυτοί 

περιλαμβάνουν την Hip (Hsp70 Interacting Protein), Hop (Hsp70/Hsp90 Organizing Protein), 

CHIP (Carboxy terminal Heat shock Interacting Protein), BAG-1 (Bcl-2 associated 

athanogene) και την αοξιλίνη (auxilin). Η ύπαρξη αυτών των συ μπαραγόντων επιβεβαιώνει 

την πολυπλοκότητα του μηχανισμού της Hsp70 στα κύτταρα.

ΙΑ. ΕΞΕΙΔΙΚ ΕΥΜ ΕΝΟ Ι Μ ΟΡΙΑΚΟΙ ΣΥΝΟ ΔΟ Ι

Υπάρχουν πολλές μεγάλες και σύνθετες πρωτέϊνικές μηχανές στα κύτταρα οι οποίες 

σε κάποιες περιπτώσεις χρειάζονται για τη συγκρότησή τους εξειδικευμένους μοριακούς 

συνοδούς όπως η Hsp47 και η RAP. (Flink A .L., 1999, Agashe V.R.and HartI F.U ., 2000)

23.2. Η ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΘΕΡΜΙΚΟΥ ΣΟΚ 70kDa (Hsp70)

H Hsp70 είναι η πιο συντηρημένη πρωτεΐνη εξελικτικά (Lindquist, S. et al., 1988, 

Gupta, R.S. et al.,1994, Hunt, C. et al., 1985). Έ χει βρεθεί σε όλους τους οργανισμούς από τα 

αρχαίο βακτήρια και τα φυτά μέχρι τους ανθρώπους και μάλιστα η προκαρυωτική Hsp70, η 

DnaK, παρουσιάζει 50% ομολογία με τις ευκαρυωτικές Hsp70 πρωτεΐνες. Αναλογικά, η 

Hsp70 αποτελεί έναν υψηλά αξιόπιστο φυλογενετικά δείκτη εξέλιξης σε μοριακό επίπεδο. 

Έ χει χρησιμοποιηθεί για να  φανερώσει τη μονοφυλετική συγγένεια μεταξύ οργανισμών του



βασιλείου των μεταζώων, αλλά και ως ένας αδιάσειστος φυλογενετικός δείκτης συγγένειας 

(91%) μεταξύ των ζώων και των μυκητών (Gupta, R.S. et al, 1994; Borchiellini, C., et al, 

1998; Boorstein, W.R., et al.,1994) Η συντηρημένη αλληλουχία αμινοξέων αντανακλάται 

επίσης και από τις συντηρημένες λειτουργικές της ιδιότητες μεταξύ των ειδών. Για 

παράδειγμα, η Hsp70 της Drosophila όταν εκφράζεται σε θηλαστικά κύτταρα, είναι ικανή να 

τα προστατεύει ικανοποιητικά κατά του θερμικού σοκ (Pelham, H.R.B. 1984) ενώ και η 

Hsp70 των τρωκτικών μπορεί να συμπληρωθεί λειτουργικά από την ανθρώπινη Hsp70, η 

οποία προσφέρει κυτταρική προστασία κατά διαφόρων ειδών στρες και in-vitro ( Li, G.C., et 

al., 1991; Li, G.C., et al., 1992; Jaattela, M., et al., 1992) αλλά και σε διαγονιδιακά ζώα 

(Angelidis, C.E., et al., 1996; Plumier, J.C., et al, 1995; Radford, N.B. et al. 1996).

Όλοι οι ευκαρυωτικοί οργανισμοί έχουν περισσότερα από ένα γονίδια που 

κωδικοποιούν Hsp70 πρωτεΐνες. Για παράδειγμα στο μύκητα Blastocladiella emersonii 

υπάρχουν 10 υποτιθέμενα μέλη της οικογένειας με μεγάλη ομολογία με τις αντίστοιχες Hsp70 

της ζύμης Saccharomyces cerevisiae (Georg Rde, C. et al., 2007). Η ζύμη περιέχει οκτώ 

ομόλογες Hsp70, από τις οποίες οι έξι βρίσκονται στο κυτταρόπλασμα (Ssal, Ssa2, Ssa3, 

Ssa4, Ssbl και Ssb2) και δύο είναι ειδικά διαμερισματοποιημένες η Sscl που βρίσκεται στα 

μιτοχόνδρια και η Ssdl/Kar2 στο ενδοπλασματικό δίκτυο (Wemer-Washbume, Μ. et al., 

1989). Γενετικές μελέτες έχουν αποκαλύψει ότι οι τέσσερις Ssa πρωτεΐνες μπορούν να 

αλληλοσυμπληρώνονται, ενώ η ταυτόχρονη απαλοιφή τους είναι θανατηφόρα ((Wemer- 

Washbume, Μ. et al., 1987). Ενδιαφέρον έχει το γεγονός ότι η ζωτικής σημασίας λειτουργία 

των κυτταροπλασματικών Ssa πρωτεϊνών δεν μπορεί να αντικατασταθεί από τις Ssb, κάτι που 

οδηγεί στο συμπέρασμα ότι τα κυτταροπλασματικά μέλη της οικογένειας των Hsp70, έχουν 

και αλληλοκαλυπτόμενες αλλά και διαφορετικές λειτουργίες στη ζύμη (Boorstein, W.R., et 

al., 1994). Τελευταία δεδομένα δείχνουν ότι παρόμοια με τη ζύμη, έτσι και στον άνθρωπο τα 

μέλη της οικογένειας των Hsp70 πρωτεϊνών έχουν πολλές αλλά και διαφορετικές λειτουργίες 

όπως θα αναφερθούν αναλυτικά παρακάτω.

2.3.2.Ι. Η ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΤΩΝ Hsp70 ΣΤΟΝ ΑΝΘΡΩΠΟ

Η οικογένεια των Hsp70 στον άνθρωπο περιέχει τουλάχιστον οκτώ γονιδιακά 

προϊόντα που διαφέρουν μεταξύ τους στην αλληλουχία αμινοξέων, στο επίπεδο έκφρασης και 

στον υποκυτταρικό εντοπισμό τους (πίν. 2) (Tavaria, Μ., et al., 1996). Ο εντοπισμός της



Hsp70-5 (Bip ή Grp78) και της Hsp70-9 (mtHsp70 ή Grp75) περιορίζονται στον αυλό του 

ενδοπλασματικού δικτύου κάι στην μήτρα του μιτοχονδρίου αντίστοιχα, ενώ οι υπόλοιπες έξι 

Hsp70 πρωτεΐνες κατανέμονται βασικά στο κυτταρόπλασμα και στον πυρήνα γεγονός που 

υποδηλώνει ότι είτε έχουν ειδικότητα για την κάθε πρωτεΐνη που αποτελεί υπόστρωμά τους ή 

εμπλέκονται σε συγκεκριμένες λειτουργίες ανεξάρτητες από αυτές μίας συνοδούς πρωτεΐνης. 

'Οπως συμβαίνει γενικά με όλα τα είδη των Hsp70 πρωτεϊνών, έτσι και με τις ανθρώπινες, η 

αλληλουχία των αμινοξέων τους αλλά και οι περιοχές της δομής τους είναι υψηλά

συντηρημένες και είναι οι εξής:

Localization
signal

ATP
binding
domain

Protease-
sensitive

site

Hsp70-1a
Hsp70-1b
Hsp70-1t
Hsp70-2
Hsp70-6
Hsc70
Hsp70-5
Hsp70-9

Peptide
binding
domain

Variable
region EEVD Retention 

{  f  signal

»■

641 aa 
641 aa 
641 aa 
639 aa 
643 aa 
646 aa 
654 aa 
679 aa

Εικ. 4: Γραμμική αναπαράσταση της δομής των μελών της οικογένειας Hsp70 στον άνθρωπο (Μ. 

Daugaard et at. 2007)

i) μία συντηρημένη περιοχή με λειτουργία ΑΤΡάσης στο αμινοτελικό άκρο

ϋ) μία ενδιάμεση περιοχή με σημεία ευαίσθητα στις πρωτεάσες

iii) μία περιοχή πρόσδεσης πεπτιδίων (18-kDa δίπλα στην ATPase περιοχή) και

ΐν) μία περιοχή στο καρβοξυτελικό άκρο πλούσια σε γλυκίνη και προλίνη (G/P rich domain)

όπως επίσης και ένα μοτίβο των αμινοξέων γλουταμινικό-γλουταμινικό-βαλίνη-ασπαραγινικό

(EEVD motif) το οποίο και ενισχύει την πρόσδεση άλλων Hsp πρωτεϊνών αλλά και ομο-

συνοδών πρωτεϊνών (εικ. 4) (Hard, F.U. 1996; Bukau, Β., et al., 2006; Tavaria, M., et al.,

1996; Chappell, T.G., et al., 1987, Flaherty, K.M., et al., 1990; Wang, T.-F., et al., 1993).

Επιπλέον τα μέλη που βρίσκονται εντοπισμένα σε ειδικά κυτταρικά διαμερίσματα 

έχουν κάποιο σήμα εντοπισμού στο αμινοτελικό τους άκρο και η Hsp70-5 έχει κάποιο σήμα
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συγκράτησης στο καρβοξυτελικό της άκρο που δεν της επιτρέπει να εκκριθεί από το 

ενδοπλασματικό δίκτυο (Munro, S.et al., 1987). Η συντηρημένη δομή των περιοχών των 

Hsp70 πρωτεϊνών ενισχύει ουσιαστικά τη λειτουργία τους ως συνοδές πρωτεΐνες και τις 

καθιστά ικανές να συνδέονται, με έναν ΑΤΡ-εξαρτώμενο τρόπο, με εκτεταμένες περιοχές 

υδροφοβικών αμινοξέων που εκτίθενται λόγω της λανθασμένης αναδίπλωσης των πρωτεϊνών 

στις οποίες ανήκουν, και στη συνέχεια να τις απελευθερώνουν (Hartl, F.U., 1996; Bukau, 

c Β., et al., 2006).

1. Hsp70-la ΚΑΙ H Hsp70-lb

Ένας τεράστιος όγκος πρόσφατα δημοσιευμένων δεδομένων, σχετικά με την 

οικογένεια των Hsp70 στον άνθρωπο, έχει να κάνει με τα βασικά μέλη της οικογένεια αυτής, 

δηλαδή την Hsp70-la και την Hsp70-lb (κοινώς ονομαζόμενες Hsp70-1) οι οποίες και 

επάγονται από διάφορα είδη στρες μεταξύ των οποίων συγκαταλέγονται και οι υψηλές 

περιβαλλοντικές θερμοκρασίες. Τα γονίδια HSPA1A και HSPA1B που κωδικοποιούν τις 

Hsp70-la και Hsp70-lb αντίστοιχα, είναι στενά συνδεδεμένα, επάγονται από το στρες και δεν 

έχουν ιντρόνια (Wu Β., et al 1985, Lindquist, S. & Craig, E.A. 1988, Morimoto, R.I., et al., 

1990, Hightower, L.E., 1991). Επίσης ανήκουν στη ομάδα MHC III (μείζον σύμπλεγμα 

ιστοσυμβατότητας) που εντοπίζεται ανάμεσα στα γονίδια του συμπληρώματος και του TNF 

(Tumor Necrosis Factor) στο μικρό βραχίονα του χρωμοσώματος 6 (Wu, Β., et al., 1985;

, Milner, C.M. et al., 1990).

Σύμφωνα με δημοσιευμένες ακολουθίες πρωτεϊνών οι Hsp70-la (ΝΜ_005345) και 

Hsp70-lb (ΝΜ_005346) έχουν πάνω από 99% ομολογία αφού ουσιαστικά διαφέρουν μόνο 

σε δύο αμινοξέα (E110D, N499S) από τα 641 συνολικά. Κατά τη διάρκεια διαφόρων 

συνθηκών στρες, και τα δύο γονίδια των Hsp70-1 ενεργοποιούνται από την πρόσδεση ενός 

επαγόμενου από το στρες μεταγραφικού παράγοντα του HSF1 (Heat Shock Factor 1) πάνω σε 

;,j ρυθμιστικά στοιχεία του θερμικού σοκ (Heat Shock Elements: HSE) που βρίσκονται σε 

j πολλαπλά αντίγραφα ανοδικά των ρυθμιστικών περιοχών των γονιδίων (Milner, C.M. et al., 

1990. Anckar, J. et al., 2007).

I Υπό φυσιολογικές συνθήκες, η έκφραση των πρωτεϊνών Hsp70-1 εξαρτάται και από

τον τύπο κυττάρων αλλά και από τη συγκεκριμένη φάση του κυτταρικού κύκλου αφού έχει 

παρατηρηθεί συσσώρευσή τους κατά την G1 και S φάση (Milarski, K.L. et al., 1986; Taira, 

. T., et al., 1997). Ανάλογα και οι υποκινητές των Hsp70-1 γονιδίων περιέχουν διάφορες θέσεις
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πρόσδεσης βασικών μεταγραφικών παραγόντων όπως οι ΤΑΤΑ παράγοντες (TATA-factors), 

ο CTF (CCAAT-box-binding transcription factor) και ο SP1 (Greene, J.M.,et al., 1987). Η 

βασική έκφραση των mRNA που παράγονται από τα γονίδια HSPA1Α και HSPA1B διαφέρει 

ελάχιστα στους περισσότερους ιστούς και κυτταρικούς τύπους, αφού λίγο μεγαλύτερη 

έκφραση παρουσιάζει το HSPA1A. Οι επαγόμενες από στρες Hsp70-1 λειτουργούν ως 

συνοδές πρωτεΐνες και καθιστούν το κύτταρο ικανό να χειρίζεται τα βλαβερά 

συσσωματώματα των αποδιαταγμένων πρωτεϊνών κατά τη διάρκεια του στρες αλλά και μετά 

από αυτό (Jaattela, Μ. 1999; Hartl, F.U. 1996).

Στο μοριακό επίπεδο, η Hsp70 είναι μία συνοδός πρωτεΐνη που καθοδηγεί τα 

μονοπάτια πρωτεϊνικής αναδίπλωσης (Beckman, et al., 1990, Frydman, et al., 1994, Rudiger, 

et al., 1997), πρωτεϊνικής μετακίνησης (Chirico, et al., 1988, Murakami, et al., 1988, 

Imamoto, et al., 1992, Shi, et al., 1992) αλλά και πρωτεϊνικού καταβολισμού (Chiang, et al., 

1989, Terlecky, et al., 1992). Επίσης έχει αποδειχθεί ότι οι λειτουργίες της Hsp70 

εκτελούνται σε συνεργασία με μία ομάδα ομο-συνοδών πρωτεϊνών, εκ των οποίων βασικά 

μέλη αποτελούν οι Hsp40 που αναλύθηκαν πριν, οι οποίες συνδυασμένες με την Hsp70 

δημιουργούν λειτουργικές νανομηχανές συνοδών πρωτεϊνών (εικ. 5) (Cyr et al 1994; Minami 

et al 1996; Huang et al 2001; Bozidis et al 2002; Mayer Μ. P. and B. Bukau, 2005). Εντούτοις, 

η δημιουργία των ενεργών μηχανών των συνοδών πρωτεϊνών φαίνεται να εξαρτάται από την 

κατάσταση στην οποία βρίσκεται η Hsp70. Στοιχεία σχετικά με τη ολιγομερή κατάσταση της 

Hsp70 οδήγησαν στις προτάσεις ότι η Hsp70 είναι ανενεργή στην ολιγομερή μορφή της, ενώ 

η λειτουργία της ως συνοδός πρωτεΐνη εκτελείται μόνο υπό τη μονομερή της μορφή 

(Benaroudj et al 1996; Angelidis C., et al 1999).

Αναλογικά, κατά την εφαρμογή διαφόρων ειδών στρες (θερμότητα, ισχαιμία και 

οξειδωτικό στρες) που προκαλούν πρωτεϊνική καταστροφή, η υπερέκφραση των Hsp70-1 

πρωτεϊνών προσφέρει προστασία κατά του στρες σε κυτταροκαλλιέργειες (Li, G.C., et al., 

1991; Jaattela, M. et al., 1993; Mestril, R., et al., 1994; Marber, M.S., et aL, 1995; Wissing, 

D. et al., 1996; Bellmann, K.., et al., 1996; Amin, V., et al., 1996; Chong, K.Y., et al., 1998; 

Kwak, H.J. et al. 1998) και εμπλέκεται με τη βιωσιμότητα των κυττάρων (Angelidis C., et al. 

1991,1996) ή τον κυτταρικό θάνατο (Samali, A., 1996).

Στην περίπτωση εφαρμογής διαφόρων ειδών στρες (θερμότητα, ισχαιμία και 

οξειδωτικό στρες) που προκαλούν πρωτεϊνική καταστροφή, η υπερέκφραση των πρωτεϊνών 

Hsp70-1 προσφέρει προστασία κατά του στρες σε διαγονιδιακά ποντίκια (Angelidis, C.E., et 

al., 1996; Plumier, J.C., et al.,1995; Radford, N.B. et al. 1996; Plunder, J.C., et al., 1997),
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1 οεωού έχει συσχετιστεί με ασθένειες όπως το ισχαιμικό σοκ (Plunder, et al. 1995), οι 

νευροεκφυλιστικές ασθένειες (Cummings CJ, et al., 2001, Adachi H, et al., 2003) και ο 

καρκίνος (Scott and Frydman 2003), ενώ ο βασικός ρόλος των Hsp70-1 στην προστασία κατά 

των διαφόρων εξωτερικών στρες, ενισχύεται και από δεδομένα που προκύπτουν από ποντίκια 

που τους λείπουν οι πρωτεΐνες Hsp70.1 ή Hsp70.3, τα οποία ενώ ζουν και είναι γόνιμα και 

στις δύο περιπτώσεις, μόνο στην πρώτη δείχνουν αυξημένη ευαισθησία σε παγκρεατίτιδα, 

υπεριώδη ακτινοβολία (επιδερμίτιδα), οσμωτικό στρες (μυελώδης μοίρα νεφρού), ισχαιμία 

(εγκέφαλος) και μειωμένη ικανότητα να αποκτήσουν αντίσταση στην τοξικότητα του ήπατος 

ί από TNF αλλά και στο φλεγμονώδες σοκ αφού πριν έχουν υποστεί θερμική προεργασία (Lee 

' S.H.,et al., 2001; Van Mode W., et al., 2001; Shim E.H. et al., 2002; Kwon S.B. et al. 2002; 

i Hwang J.H. et al. 2005).

Μηχανή αναδίπλωσης Μηχανή καταβολισμού

Hsp40

-jC j
Hsp70 ATPase C -

J>  J
Hip Hop 

Υποκινεί την Επιστρατεύει 
αναδίπλωση την Hsp90

Hsp40

HSP70

b a g -1 c h i p
Ε πιστρατεύει Μ εσολαβεί γ ια  

το  πρω τεόσω μα οτ>μπικιτινιλίο>ση

Εικ. 5. Πιθανές νανομηχανές που συγκροτούνται από τη συνοδό πρωτεΐνη Hsp70 και τις 

ομοσυνοδούς πρωτεΐνες της που διαφέρουν ανάλογα με τη λειτουργία της νανομηχανής. 
1 (Αναπαράσταση από Hohfeld J. et al. 2001)

Hi

■jV

Επιπλέον η έλλειψη της Hsp70.1 ή Hsp70.3 σε κύτταρα τα οδήγησε σε 

θερμοευαισθησία (Huang L., et al., 2001). Αξιοσημείωτη είναι η ταυτόχρονη έλλειψη των 

πρωτεϊνών Hsp70.1 και Hsp70.3 σε διαγονιδιακά ποντίκια, τα οποία ενώ ήταν γόνιμα, 

έδειχναν ευαισθησία στη σήψη και μειωμένη ικανότητα ανθεκτικότητας στην καρδιακή 

ισχαιμία, ενώ τα κύτταρά τους είχαν γενομική αστάθεια και ευαισθησία σε ακτινοβολίες 

(Hampton C.R.,et al., 2003; Hunt C.R., et al., 2004; M. Daugaard et al. 2007; Singleton 

K.D.et al., 2006). Τα παραπάνω δεδομένα υποδηλώνουν την προσθετική και συνεργιστική
et

)/>.

29



δράση των δύο αυτών πρωτεϊνών αλλά και την εξελικτική σημαντικάτητα των πολλαπλών 

γονιδίων τους.

Στην περίπτωση θερμικού σοκ, έχει αποδειχτεί ότι η λειτουργία της Hsp70-1 ως 

συνοδού πρωτεΐνης είναι θεμελιώδης για την προστασία του κυττάρου, αφού έχει προταθεί 

ότι αναστέλλει τη συσσώρευση των πρωτεϊνικών συσσωματωμάτων αποσύροντας έτσι το 

ερέθισμα που θα οδηγούσε σε κυτταρικό θάνατο (Nollen, Ε.Α., et al., 1999; Mosser, D.D., et 

al., 2000). Επίσης η Hsp70-1 προστατεύει τα μιτωτικά κύτταρα από ανωμαλίες διαίρεσης που 

συμβαίνουν εξαιτίας της επαγόμενης από θερμότητα καταστροφής του κεντροσώματος (Hut, 

Η.Μ., et al., 2005). Όμως η Hsp70-1 επίσης προστατεύει τα ποντίκια κατά της 

παγκρεατίτιδας και του TNF (Van Molle, W., et al., 2001; Hwang, J.H. et al. 2005) και 

ενισχύει την επιβίωση των κυτταροκαλλιεργειών που εκτίθενται σε διάφορα ερεθίσματα τα 

οποία όμως δεν είναι γνωστό ότι προκαλούν πρωτεϊνική αποδιάταξη και συσσωμάτωση, όπως 

είναι η ενεργότητα των υποδοχέων θανάτου της οικογένειας TNF υποδοχέων (Jaattela Μ., et 

al., 1992; Buzzard Κ.Α., et al., 1998) της ασιτίας λόγω έλλειψης γλυκόζης (Williams R.S., et 

al., 1993), του κεραμιδίου (Buzzard Κ.Α., et al., 1998), της δοξορουβικίνης (Karlseder J., et 

al., 1996), της υπεριώδους ακτινοβολίας (Simon M.M.,et al., 1995), φαρμάκων που 

καταστρέφουν τους μικροσωληνίσκους (Kwak H J. et al. 1998) και κυτταρικών αλλαγών που 

σχετίζονται με τον καρκίνο (Nylandsted J., et al., 2000,2002; Rohde M., et al., 2005).

Νέα δεδομένα προτείνουν ότι στην προστασία κατά των παραπάνω ερεθισμάτων που 

αναφέρθηκαν, εμπλέκεται η Hsp70-1 η οποία εντοπίζεται και στο εσωτερικό της μεμβράνης 

των λυσοσσωμάτων (Nylandsted J. et aL 2004; Gyid-Hansen M., et al., 2004; Bivik C., et al., 

2006; Mambula S.S. et al., 2006; Doulias P.T., et al., 2007). Σε αυτή τη θέση σταθεροποιεί τη 

λυσοσσωμική μεμβράνη και αναστέλλει την απελευθέρωση των λυσοσσωμικών υδρολασών 

στο κυτταρόπλασμα, όπου εκεί μπορούν να ξεκινήσουν κάποιο μονοπάτι αποπτωτικού 

θανάτου (Nylandsted J. et al. 2004; Leist M. et al., 2001; Kroemer G. et al., 2005). H 

παραπάνω ιδέα ενισχύεται από το γεγονός ότι στο πάγκρεας διαγσνιδιακών ποντικιών με 

έλλειψη της Hsp70-1, βρέθηκαν αυξημένα επίπεδα ποσότητας και δραστικότητας της 

λυσοσσωμικής καθεψίνης (lysosomal cathepsin) (Hwang, J.H. et al., 2005).

Τέλος η επαγωγή της Hsp70-1 από τη θερμότητα έχει αποδειχθεί ότι συνοδεύεται και 

από τη μετακίνησής της στον πυρήνα των κυττάρων με συγκεκριμένη μάλιστα συσσώρευσή 

της στους πυρηνίσκους (Welch, W.J. et al. 1984). Για αρκετές δεκαετίες δεν ξέραμε τον 

πραγματικό λόγο για τον οποίο η Hsp70-1 μετακινείται και συσσωρεύεται στον πυρήνα και



τον πυρηνίσκο κατά τη διάρκεια θερμικού σοκ. Ένα cam τα mo πρόσφατα δημοσιευμένα 

στοιχεία, σχετικά με αυτό το σημείο, προτείνει ότι η Hsp70-1 οδηγεί τις αποδιαταγμένες 

λόγω θερμότητας πυρηνικές πρωτεΐνες στον πυρηνίσκο κατά τη διάρκεια του στρες 

προκειμένου να αποτραπεί σε πρώτη φάση η τυχαία συσσωμάτωσή τους μέσα στον πυρήνα 

και στη συνέχεια να επιτευχθεί η επαναδίπλωσή τους σε επιτρεπτά επίπεδα που αποτρέπουν 

την έμμεση βλάβη σε άλλα πυρηνικά συστατικά (Nollen Ε.Α., et al 2001). Οι πυρηνίσκοι 

θεωρούνται από κάποιους ότι είναι ένας σημαντικός κυτταρικός αισθητήρας του στρες 

(Rubbi C.P. and Milner J., 2003). Επίσης, είναι γνωστό ότι οι πυρηνίσκοι είναι 

πολυλειτουργικές πυρηνικές περιοχές που εμπλέκονται στη ρύθμιση διαφόρων κυτταρικών 

διαδικασιών όπως η βιογένεση των ριβοσωμάτων, η βιογένεση των μη-ριβοσωματικών 

ριβονουκλεοπρωτεΐνικών συμπλεγμάτων, η κυτταρική γήρανση και ο κυτταρικός κύκλος. 

Κάθε πυρηνίσκος περιέχει πάνω από 700 πρωτεΐνες (Coute Υ., et al., 2005) και οι περιοχές 

που περιέχουν τα γονίδια rDNA (NORs: nucleolar organizer regions, οργανωτής πυρηνίσκου) 

βρίσκονται στα ανθρώπινα χρωμοσώματα 13, 14,15, 21 και 22. Κάθε ένας NOR (οργανωτής 

πυρηνίσκου) περιλαμβάνει 30-50 επαναλαμβανόμενα γονίδια rDNA σε μία διαδοχική σειρά 

που χωρίζονται από ενδιάμεσα διαστήματα μη-μεταγραφόμενσυ DNA (Henderson A.S, et al., 

1972).

2. H sp 70-lt

To γονίδιο που κωδικοποιεί την H sp70-lt (HSPA1L) δεν έχει ιντρόνια και εδράζεται 

στην ίδια περιοχή (MHC class EH region) όπως και τα γονίδια HSPA1Α και HSPA1B (Milner 

C.M. et al., 1990; Goate A.M., et al., 1987). Η πρωτεΐνη είναι ομόλογη κατά 91% με την 

Hsp70-la (πίνακας 2), αφού η βασική διαφορά τους εντοπίζεται στο καρβοξυτελικό άκρο 

τους (εικ. 4). Το γονίδιο HSPA1L δεν περιέχει καθόλου ρυθμιστικά στοιχεία του θερμικού 

σοκ (Heat Shock Elements: HSE) στην περιοχή του υποκινητή του και εκφράζεται διαρκώς 

σε υψηλά επίπεδα στους άρχεις ενώ σε χαμηλά επίπεδα σε άλλους ιστούς. Η λειτουργία και 

μεταγραφική της ρύθμιση είναι προς το παρόν άγνωστη.

3. Hsp70-2

Η πρωτεΐνη Hsp70-2, εκφράζεται διαρκώς σε χαμηλά επίπεδα στους περισσότερους 

ιστούς και σε υψηλά επίπεδα μόνο τους άρχεις και στον εγκέφαλο (Bonnycastle L.L., et al.,
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1994; Son W.Y., et al., 2000). To γονίδιο HSPA2 που την κωδικοποιεί εντοπίζεται στο 14 

χρωμόσωμα ενώ η πρωτεΐνη'δείχνει ομολογία 84% με την Hsp70-la (πίνακας 2). Η έκφραση 

της είναι συχνά μειωμένη στους άνδρες με ανώμαλη σπερματογένεση (Son W.Y., et al., 

2000) και αρσενικά διαγονιδιακά ποντίκια με έλλειψη του γονιδίου HSPA2 είναι στείρα λόγω 

της μαζικής απόπτωσης των σπερματοζωαρίων τους (Dix D.J., et al., 1996). Στα 

σπερματογόνια των ποντικιών έχουν προσδιοριστεί ειδικοί ρόλοι της Hsp70-2 ως 

θεμελιώδους συνοδούς πρωτεΐνης για το σύμπλεγμα κυκλίνης B/cdc2 κατά τη διάρκεια της 

μειωτικής διαίρεσης (Zhu D., et al., 1997; Dix D.J. et al. 1997) αλλά και για τις μεταβατικές 

πρωτεΐνες -1 και -2 (transition proteins -1 and -2) που εμπλέκονται στο πακετάρισμα του 

DNA κατά τη διαδικασία της μεταμειωτικής αναδιοργάνωσης του γενώματος ( , J. et al. 

2006). Επιπλέον η Hsp70-2 απαιτείται για την ανάπτυξη και την επιβίωση διαφόρων 

ανθρωπίνων καρκινικών κυττάρων (Rohde Μ., et al., 2005; Daugaard Μ., et al., 2007).

4. Hsp70-5, Bip, Grp78

To γονίδιο HSPA5 εδράζεται στο χρωμόσωμα 9 και κωδικοποιεί μία συνεχώς 

εκφραζόμενη ειδικά διαμερισματοπονημένη (compartment-specific) πρωτεΐνη την Hsp70-5 

(πίνακας 2). Η Hsp70-5 (γνωστή και ως Bip ή Grp78) βρίσκεται στο ενδοπλασματικό δίκτυο, 

όπου και διευκολύνει τη μεταφορά των νεοσυντιθέμενων πρωτεϊνών στον αυλό του 

ενδοπλασματικού δικτύου και την περαιτέρω αναδίπλωσή τους (Munro S. et al., 1986; 

Hendershot L.M., et al., 1994; Gething M.J. 1999). H Hsp70-5 περιέχει μία ειδική 

αλληλουχία στο αμινοτελικό της άκρο μέσω της οποίας οδηγείται στο ενδοπλασματικό 

δίκτυο όπου και εντοπίζεται. Στο τέλος του καρβοξυτελικού της άκρου υπάρχει ένα υψηλά 

συντηρημένο μοτίβο των αμινοξέων "KDEL" το οποίο είναι σήμα συγκράτησης στο 

ενδοπλασματικό δίκτυο και είναι κοινό για όλες τις διαλυτές πρωτεΐνες του (εικ. 4) (Munro S. 

et al., 1987). Σύμφωνα με την πηγή πληροφοριών γονιδιακής έκφρασης SymAtlas (Su A.I. et 

al. 2004), η Hsp70-5 βρίσκεται σε όλους τους κυτταρικούς τύπους, αλλά έχει υψηλά επίπεδα 

έκφρασης σε εκκριτικά κύτταρα όπως του θυρεοειδούς και των παγκρεατικών νησιδίων 

(islets). Σε διαγονιδιακά ποντίκια όπου υπάρχει έλλειψη του γονιδίου HspaS, τα έμβρυα 

πεθαίνουν σε 3,5 μέρες, γεγονός που εντάσσει την Hsp70-5 στην κατηγορία των πιο 

θεμελιωδών γονιδίων (Luo S., et al., 2006).



5. Hsp70-6

H Hsp70-6 είναι ένα αυστηρά επαγόμενο από στρες μέλος της οικογένειας των Hsp70 

και κωδικοποιείται από το γονίδιο HSPA6 το οποίο εδράζεται στο χρωμόσωμα 1. Η Hsp70-6 

έχει ομολογία 85% με την Hsp70-la (Leung Τ.Κ., et al., 1990) (πίνακας 2) και επάγεται μόνο 

μετά από σκληρές συνθήκες στρες (Parsian A.J.,et al., 2000). Αν και διαφέρει κατά 15% από

Ι
τις δύο άλλες επαγόμενες από στρες Hsp70 πρωτεΐνες (H sp70-la και Hsp70-lb), είναι πολύ 

πιθανό η Hsp70-6 να λειτουργεί κατά ένα παρόμοιο τρόπο ως ένα εξάρτημα της γενικής 

απόκρισης στο στρες. Σύμφωνα με την πηγή πληροφοριών γονιδιακής έκφρασης SymAtlas 

(Su Α.Ι. et al. 2004), η Hsp70-6 εκφράζεται σε μέτρια επίπεδα στο αίμα, ειδικά στα 

δενδριτικά κύτταρα (dendritic cells), τα μονοκύτταρα και τα κύτταρα φυσικούς φονιάδες, 

αλλά σχεδόν απουσιάζει σε άλλα είδη κυττάρων του αίματος όπως επίσης και σε άλλους 

ιστούς. Διαγονιδιακά ποντίκια με έλλειψη της Hsp70-6 δεν έχουν αναφερθεί μέχρι σήμερα 

και επομένως δεν είναι γνωστό εάν η Hsp70-6 έχει κάποιες συγκεκριμένες λειτουργίες στα 

κύτταρα του αίματος. Το χρωμόσωμα 1 περιέχει επίσης ένα ψευδογονίδιο, το HSPA7, το 

θ7ΐοίο ενώ μεταγράφεται ως α7ΐόκριση σε στρες, δεν κωδικοποιεί κάποια λειτουργική Hsp70 

·■ πρωτεΐνη, λόγω προσθήκης ενός νουκλεοτιδίου στο κωδικόνιο στη θέση 340 το οποίο και 

δημιουργεί μετατόπιση του αναγνωστικού πλαισίου με αποτέλεσμα να προκύπτει κωδικόνιο 

λήξης στη θέση 368 (Parsian A.J.,et al., 2000; Leung T.K., et al., 1992).

6. H sp70-8, H sc70

.1

J To γονίδιο HSPA8 εδράζεται στο χρωμόσωμα 11 και εκφράζεται συνεχώς στους

-ο 7ΐερισσότερους ιστούς (Dwomiczak B.et al., 1987). Το γονίδιο HSPA8 κωδικοτιοιεί το 

> «συγγενές» (cognate) μέλος της Hsp70 οικογένειας την Hsc70 (Hsp70-8), η οποία 

3 παρουσιάζει 86% ομολογία με την Hsp70-la (7άνακας 2). Έ χει αναφερθεί ότι η Hsc70 

j εμπλέκεται σε ένα μεγάλο 7ΐλήθος θεμελιωδών λειτουργιών των συνοδών πρωτεϊνών όπως η 

. αναδίπλωση των νεοσυντιθέμενων πολυπεπτιδίων, πρωτεϊνική μεταφορά διαμέσου 

•■-I μεμβρανών, αυτοφαγοκυττάρωση σχετιζόμενη με συνοδές πρωτεΐνες, αποφυγή 

'ϋ συσσωμάτωσης 7ΐρωτέϊνών υπό συνθήκες στρες και αποσυναρμολόγηση κυστιδίων 

περιβαλλόμενων από κλαθρίνη (Lindquist S. et al., 1988; Bukau B., et al., 2006). Οπότε η 

Hsc70 θεωρείται ως ένα θεμελιώδες για την επιβίωση γονίδιο γι αυτό άλλωστε και δεν έχει 

αναφερθεί μέχρι σήμερα διαγονιδιακό ποντίκι που να παρουσιάζει έλλειψή της (Florin L., et
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al., 2004). Αναλογικά και η γονιδιακή αποσιώπηση της Hsc70 με τεχνολογία siRNA σε 

διάφορους κυτταρικούς τόπόυς έχει οδηγήσει σε μαζικούς θανάτους (Rohde Μ., et al., 2005).

Πρόσφατα η Hsc70 έχει επωμιστεί έναν ενδιαφέροντα ρόλο στην εμπλεκόμενη από 

κυτοκίνη (cytokine) μετα-μεταγραφική ρύθμιση της Bim (μέλος της προαποπτωτικής 

οικογένειας Bcl-2) στα ανθρώπινα κύτταρα αίματος (Matsui Η., et al., 2007). Η Hsc70 

προσδένεται σε σημεία πλούσια σε AU στην 3’ αμετάφραστη περιοχή του mRNA της 

πρωτεΐνης Bim (Bcl2 interacting mediator o f cell death) και έτσι το σταθεροποιεί με τρόπο 

εξαρτώμενο από την παρουσία ομο-συνοδού πρωτεΐνης. Αυτό δείχνει ότι οι δυνατότητες της 

Hsc70, ως συνοδού πρωτεΐνης, δεν περιορίζονται μόνο στις αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

πρωτεϊνών.
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7. Hsp70-9
U

To γονίδιο HSPA-9 εδράζεται στο χρωμόσωμα 5 και δεν επάγεται από στρες. Η 

πρωτεΐνη Hsp70-9 (mtHsp70) έχει ομολογία 52% με την Hsp70-la (πίνακας 2) και 65% με

Πρωτεΐνη Εναλλακτικά
ονόματα

Ομολογία με 
την Hsp70-la 

(%)

Locus Χρωμοσωμι
κή
τοποθεσία

Κυτταρική
τοποθεσία

Επαγόμ 
ενα από 
στρες

Hsp70-la Hsp70, Hsp72, 
Hsp70-1

100 HSPA1A 6p21.3 Κυτταρόπλασμα
Πυρήνας
Λυσοσσώματα

Ναι

Hsp70-lb Hsp70, Hsp72, 
Hsp70-1

99 HSPA1B 6p21.3 Κυτταρόπλασμα
Πυρήνας
Λυσοσσώματα

Ναι

Hsp70-lt Hsp70-hom 91 HSPA1L 6p21.3 Κυτταρόπλασμα
Πυρήνας

Όχι

Hsp70-2 Hsp70-3,
HspA2

84 HSPA2 14q24.1 Κυτταρόπλασμα
Πυρήνας

Όχι

Hsp70-5 Bip, Grp78 64 HSPA5 9q33-q34.1 Ενδοπλασματικό
δίκτυο

Όχι

Hsp70-6 Hsp70B' 85 HSPA6 Icen-qter Κυτταρόπλασμα
Πυρήνας

Ναι

Hsc70 Hsp70-8,
Hsp73

86 HSPA8 1 Iq23.3-q25 Κυτταρόπλασμα
Πυρήνας

Όχι

Hsp70-9 Grp75,
mtHsp75,
Mortaiin

52 HSPA9 5q3I.I Μιτοχόνδρια Όχι
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Πίνακας 2: Χαρακτηριστικά στοιχεία των μελών της οικογένειας Hsp70 στον άνθρωπο όπως και ο 

υποκυτταρικός εντοπισμός τους (Daugaard Μ., et al., 2007).
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την SSC1 (αντίστοιχη μιτοχονδριακή Hsp70 στη ζύμη) (Domanico S.Z., et al., 1993; 

Bhattacharyya T., et al., 1995; Daugaard M., et al., 2007; Deocaris C.C., et al., 2006), κάτι 

που επιδεικνύει ότι, στις μιτοχονδριακές Hsp70 μεταξύ διαφόρων ειδών, υπάρχει υψηλότερο 

επίπεδο συντήρησης αλληλουχιών, παρά μεταξύ των πρωτεϊνών της οικογένειας των Hsp70 

του ίδιου είδους. Ένα ειδικό σήμα 42 αμινοξέων στη δομή της μεταφέρει την Hsp70-9 στη 

μιτοχονδριακή μήτρα, όπου αλληλεπιδρά με τις εισερχόμενες πρωτεΐνες και τις βοηθάει στη 

σωστή αναδίπλωση μετά τη διαμεμβρανική μεταφορά τους (Deocaris C.C., et al., 2006; 

Mizzen L.A., et al., 1989). Η έλλειψη της Sscl στη ζύμη είναι θανατηφόρος (Craig Ε.Α., et 

al., 1989), ενώ δεν έχει κατασκευαστεί ακόμη διαγονιδιακό ποντίκι με την ίδια έλλειψη.

2.4. ΒΛΑΒΕΣ TOY DNA

Η φυσικοχημική σύσταση των γονιδίων δεν μας προσφέρει εγγύηση για την σταθερή
i

και ισόβια λειτουργία τους. Μία περίπλοκη ποικιλομορφία βλαβών του DNA προκύπτουν 

από τρεις βασικές αιτίες (εικ. 6). Κατ' αρχάς, περιβαλλοντικοί παράγοντες όπως η υπεριώδης 

ακτινοβολία (ΙΑΟ,η ιοντική ακτινοβολία και πολυάριθμες γενοτοξικές χημικές ουσίες που 

προκαλούν μεταβολές στη δομή του DNA, οι οποίες, εάν παραμείνουν, μπορεί να οδηγήσουν 

σε μεταλλάξεις που ενισχύουν τον κίνδυνο εμφάνισης καρκίνου. Ένα έντονο παράδειγμα 

είναι η έκθεση στις γενοτοξικές ενώσεις του καπνού των τσιγάρων, οι οποίες είναι υπεύθυνες 

για το συχνότερο καρκίνο των ανθρώπων του Δυτικού κόσμου. Μελέτες επίσης με in vitro 

πειράματα κατέδειξαν ότι η υψηλή θερμότητα ενεργεί ως εξωτερικός παράγοντας πρόκλησης 

βλαβών του DNA, ενδεχομένως μέσω της επίθεσης ελευθέρων ριζών οξυγόνου (ROS) που 

δημιουργούνται μέσω χλωριούχων αλάτων και διττανθρακικών ιόντων και οδηγούν τελικά σε 

οξειδωτική βλάβη του DNA (Reddy M.V., et al, 1992, Bruskov VI, et al, 2002).

Δεύτερον, μερικοί χημικοί δεσμοί ταυ DNA τείνουν αυθόρμητα να αποδιοργανωθούν 

υπό φυσιολογικές συνθήκες. Η υδρόλυση των νουκλεοτιδικών καταλοίπων αφήνουν τις 

περιοχές του DNA χωρίς βάσεις. Αυθόρμητη ή επαγόμενη απαμίνωση της κυτοσίνης, 

αδενίνης, γουανίνης ή της 5-μεθυλκυτοσίνης, μετατρέπει αυτές τις βάσεις σε ουρακίλη, 

υποξανθίνη, ξανθίνη και θυμίνη αντίστοιχα (Lindahl, Τ., 1993). 

ηο Τέλος, προϊόντα του φυσιολογικού κυτταρικού μεταβολισμού αποτελούν έναν μόνιμο

εχθρό της ακεραιότητας του DNA προερχόμενης από το εσωτερικό του ίδιου του κυττάρου. 

Σε αυτά περιλαμβάνονται δραστικές μορφές οξυγόνου (ανιόν σουπεροξειδίου, ρίζα
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υδροξυλίου και υπεροξείδιο του υδρογόνου) που προέρχονται από την οξειδωτική αναπνοή 

και τα προϊόντα της υπεροξείδωσης λιπιδίων. Πάνω από 100 οξειδωτικές τροποποιήσεις 

έχουν προσδιοριστεί στο DNA (Cadet J., et al., 1997).

t ♦ t
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Oxygen radicals UV fight λ -rays
Alkylating agents tolycycb: nematic Anti-tumour agents
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Εικ. 6: Καταστροφή του DNA, μηχανισμοί επιδιόρθωσης και συνέπειες.
a. Κοινοί καταστροφικοί παράγοντες του DNA (πάνω): παραδείγματα βλαβών του DNA που 
προκαλούνται από αυτούς τους παράγοντες (μέση): και οι πιο σχετικοί μηχανισμοί επιδιόρθωσης του 
DNA που είναι υπεύθυνοι για την αποκατάσταση των βλαβών (κάτω).
b. Έντονα φαινόμενα από την καταστροφή ταυ DNA στη διαδικασία του κυτταρικού κύκλου που 
οδηγεί σε προσωρινή διακοπή στην G l, S, G2 και Μ φάση (πάνω) και στις μεταβολικές διαδικασίες 
σχετικές με το DNA (μέση). Μακρυπρόθεσμες συνέπειες βλαβών του DNA (κάτω) 
συμπεριλαμβάνουν μόνιμες αλλαγές της αλληλουχίας του DNA (σημειακές μεταλλάξεις που 
συνδέονται με απλά γονίδια ή και χρωμοσωμικές ανωμαλίες που εμπλέκουν πολλαπλά γονίδια) και τα 
βιολογικά τους φαινόμενα.
Συντομογραφίες: cis-Pt and MMC, cisplatin and mitomycin C, αντίστοιχα (και τα δύο είναι DNA- 
crosslinking agents); (6-4)PP and CPD, 6-4 photoproduct και cyclobutane pyrimidine dimer, 
αντίστοιχα (και τα δύο προκαλούνται από υπεριώδη ακτινοβολία); BER and NER, base and 
nucleotide-excision repair, αντίστοιχα; HR, homologous recombination; EJ, end joining. (Jan H. J. 
Hoeijmakers 2001. Genome maintenance mechanisms for preventing cancer, Nature)

Η εξέλιξη έχει επενδύσει σημαντικά στη μείωση των ανεπιθύμητων επιδράσεων του 

ίδιου του μεταβολισμού εφαρμόζοντας ένα περίπλοκο ανηοξειδωτικό αμυντικό σύστημα στο 

οποίο συμμετέχουν μεταξύ άλλων και η δισμουτάση του σουπεροξειδίου, η καταλάση, η 

υπεροξειδάση γλουταθειόνης και η περοξυρεδοξίνη όπως και μικρομοριακοί-σαρωτές, όπως 

η γλσυταθειόνη (Finkel Τ., and Holbrook Ν. J., 2000).
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Αν σκεφτεί κάποιος ότι οι συνέπειες των βλαβών του DNA είναι τόσο σημαντικές για 

την επιβίωση του κυττάρου, αφού σε αυτές συγκαταλέγονται ονομαστικά :

• η ακινητοποίηση του κυτταρικού κύκλου σε κάποια φάση

• η αναστολή της μεταγραφής, της αντιγραφής αλλά και του διαχωρισμού των 

χρωμοσωμάτων που οδηγούν τελικά στην απόπτωση και τέλος

• οι μεταλλάξεις και οι χρωμοσωμικές ανωμαλίες που οδηγούν σε καρκίνο και πρόωρη 

εκ γενετής γήρανση

τότε λογικό είναι το κύτταρο για να προφυλαχτεί από αυτές να έχει εξοπλιστεί με μία 

πληθώρα επιδιορθωτικών πρωτεϊνών που αποτελούν τα λεγάμενα συστήματα επιδιόρθωσης 

βλαβών του DNA, τα οποία είναι τα εξής:

• Σύστημα επιδιόρθωσης μέσω αποκοπής βάσεων (Base Excision Repair, BER), 

σύστημα επιδιόρθωσης σημειακών θραύσεων (Single Strand Break Repair, SSBR)

•  Σύστημα επιδιόρθωσης μέσω αποκοπής νουκλεοτιδίων (Nucleotide excision repair, 

NER)

• Συστήματα επιδιόρθωσης με ανασυνδυασμό (Recombinational Repair), τα οποία είναι 

το σύστημα του ομόλογου ανασυνδυασμού (Homologous Recombination: HR) και το 

σύστημα μη ομόλογου ανασυνδυασμού τελικής συνένωσης (Non-Homologous End- 

Joining: NHEJ)

• Σύστημα επιδιόρθωσης αταίριαστων βάσεων (Mismatch repair)

Στην εικ. 6 υπάρχουν σχηματικά όλα τα παραπάνω στοιχεία που αναφέρθηκαν.

ι· 2.4.1. ΣΥΣΤΗΜ Α ΕΠΙΔΙΟΡΘΩ ΣΗΣ DN Α  Μ ΕΣΩ  ΑΠ Ο Κ Ο Π Η Σ ΒΑΣΕΩ Ν  

, (BER -SSBR )

,<ο

■J

:.ά

Σήμερα, είναι αποδεκτό ότι διάφορα γνωστά επιδιορθωτικά μόρια του DNA 

συνεργάζονται στην προστασία των κυττάρων από τις βλάβες του DNA. Μεταξύ αυτών η 

PARP-1, η XRCC1, η DNA ροΐβ και η DNA λιγάση-ΙΙΙ συνεργάζονται αποτελώντας βασικά 

συστατικά των συστημάτων BER και SSBR και επιδιορθώνουν σημειακές θραύσεις του 

DNA. Η μόνη διαφορά μεταξύ των παραπάνω συστημάτων είναι στην αρχή, συγκεκριμένα, 

ενώ στην περίπτωση του συστήματος BER μπορεί να δημιουργηθεί κάποια περιοχή χωρίς 

αζωτούχο βάση ή να προκόψει λάθος βάση, η οποία θα αφαιρεθεί από κάποια υδρολάση και 

στη συνέχεια θα σπάσει ο φωσφοδιεστερικός δεσμός από την ΑΡΕΙ (ενδονουκλεάση) για να 

επιδιορθωθεί η βλάβη, στην περίπτωση του συστήματος SSBR, έχουμε απευθείας δημιουργία
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θραύσεως από εξωτερικούς παράγοντες η οποία στη συνέχεια επιδιορθώνεται με την ίδια 

διαδικασία όπως και στο σύστημα BER που θα περιγραφεί παρακάτω.

2 .4 .Ι.Ι. PARP-1

Η PARP-1 [Poly(ADP-ribose) polymerase-1] είναι μία πυρηνική πρωτεΐνη που 

ενεργοποιείται με τη δέσμευση της σε σημειακές και διπλές θραύσεις του DNA (Althaus F.R. 

and C .  Richter, 1987, De Murcia G. and J. Mdnissier de Murcia, et at. 1994). Περιέχει τα 

πυρηνικά σήματα εντοπισμού (nuclear localization signals) και δύο δακτύλους ψευδαργύρου 

(εικ. 7), ενώ καταλύει την αντίδραση πολυ-ΑΟΡ-ριβοσυλίωσης (εικ. 9, 10), μέσω της οποίας 

μεταφέρει τα πολυμερή ADP-ριβόζης σε ιστόνες και σε έναν περιορισμένο αριθμό 

πρωτεϊνικών αποδεκτών που συμμετέχουν στη δομή της χρωματίνης και το μεταβολισμό του 

DNA. Η PARP-1 μετατρέπει το νικοτινάμινο-αδένινο-δινουκλεοτίδιο (ΝΑΕ>+) σε πολυμερή 

ADP-ριβόζης [poly(ADP-ribose) (PAR)] , τα οποία συμμετέχουν στη ρύθμιση της πυρηνικής 

ομοιόστασης (Althaus F.R. and C. Richter 1987). Η ενεργοποίηση της PARP-1 εμφανίζεται 

κατά τη διάρκεια της απόπτωσης, και η παρεμπόδιση του σχηματισμού πολυμερών ADP- 

ριβόζης εξασθενίζει την ενεργοποίηση της απόπτωσης (Masutani Μ., et al., 1999, Kaufrnann 

S.H, 1993).

Συσσωρευμένα στοιχεία της τελευταίας δεκαετίας προτείνουν ότι η PARP-1 

συμμετέχει κυρίως σε πυρηνικά και πυρηνισκικά γεγονότα συμπεριλαμβανομένου και της 

επιδιόρθωσης του DNA μέσω του συστήματος BER (εικ. 9, 10, 11, 12) (Shall S. et al., 1984, 

Molinete M. et al., 1993), της συντήρησης της χρωμοσωμικής σταθερότητας (Wang Z.Q. et 

al., 1997, and Trucco C. et al., 1999) και της απόπτωσης (Lazebnik Y.A. et al., 1994, 

Poltronieri P. et al., 1997, Kaufrnann S.H. et al., 1993, Tewari M. et al., 1995). Εντούτοις, οι 

μοριακοί μηχανισμοί σχετικά με το μονοπάτι της ενεργοποίησης της PARP-1 και της 

επιδιόρθωσης βλαβών του DNA που προκαλούνται από θερμικό σοκ χρειάζονται περαιτέρω 

διευκρίνηση.
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Μία από τις άμεσες αντιδράσεις των ευκαρυωτικών κυττάρων στην απόκριση τσυ]^ 

κυττάρου σε θραύσεις του DNA που προ καλούν παράγοντες όπως η ιονίζσυσα ακτινοβολία,!,^ 

οι αλκυλιωτικοί και οι οξειδωτικοί παράγοντες είναι η μετά-μεταφραστική τροποποίηση τ ω ν ^
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πυρηνικών πρωτεϊνών με πολυμερή ADP-ριβόζης (εικ. 10) (de Murcia G. and Shall S., 2000). 

Η αντίδραση καταλύεται συνήθως από την PARP-1 [poly(ADP-ribose) polymerase-1] η 

οποία είναι μία συνεχώς και σε αφθονία εκφραζόμενη πυρηνική πρωτεΐνη. Πριν μερικά 

χρόνια πειράματα σε ποντίκια που δεν εξέφραζαν την PARP-1, οδήγησαν στη διαφώτιση του 

πεδίου σχετικά με κάποιο νέο μέλος της οικογένειας PARP (που ονομάζεται PARP -2), 

καθώς επιτεύχθηκε κάποιο ποσοστό σύνθεσης πολυμερών ADP-ριβόζης μετά από επίδραση 

καταστροφικών παραγόντων του DNA. (Shieh W.M. et aL, 1998). Επιπλέον, πρέπει να 

σημειωθεί ότι αρκετά νέα πολυπεπτίδια έχουν προσδιοριστεί με την ικανότητα σύνθεσης 

πολυμερών ADP-ριβόζης. Μαζί με την PARP-2 (Ame. J.C. et al, 1999; Johansson Μ., 1999), 

είναι και η PARP -3 (Johansson Μ., 1999), η vPARP, (Kickhoefer V.A. et al, 1999), η 

Τρανσανκυράση 1 και 2, που συσχετίζονται με την τελομερική πρωτεΐνη TRF1 (Chi N.W and 

Lodish H.F., 2000; Kaminker P.G. et al., 2001; Lyons R.J. et al., 2001; Smith S. et al., 1998) 

και η TiPARP (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-/>-dioxin-inducible) (Ma Q. e t  al, 2001). Αυτά τα 

μέλη της οικογένειας PARP έχουν όλα από κοινού μία καταλυτική περιοχή αρμόδια για τη 

σύνθεση πολυμερών ADP-ριβόζης. Όλα, εκτός από την PARP-1 και PARP-2, συνθέτουν 

πολυμερή ADP-ριβόζης ανεξάρτητα από την παρουσία του DNA.

Εντούτοις, το αμινοτελικό άκρο της PARP-1 και PARP-2 των θηλαστικών είναι 

ξεχωριστό (Ame J.C. et al, 1999). Αν και, στην PARP-1 καταλογίζεται το 90% της σύνθεσης 

πολυμερών ADP-ριβόζης, φαίνεται ότι η απουσία της PARP -2 σε κύτταρα ποντικών είναι 

τόσο δραματική όσο και η απουσία της PARP-1 σχετικά με την αποδοτικότητα της 

επιδιόρθωσης (Schreiber V. et al, 2002). Τελευταία προτείνεται ότι ίσως η PARP-1 και η 

PARP-2 μπορούν να δράσουν ως ετεροδιμερή όπου η απουσία της μίας ή της άλλης θα είχε 

την ίδια συνέπεια. Αν και περισσότερη έρευνα απαιτείται για να διασαφηνιστεί ο σχετικός 

ρόλος της πρόσφατα ανακαλυπτόμενης PARP-2, η PARP-1 έχει μελετηθεί εδώ και αρκετές 

-c δεκαετίες και είναι μία καθιερωμένη βασική πρωτεΐνη που εμπλέκεται στις διαδικασίες 

επιδιόρθωσης του DNA και της συντήρησης της γενομικής σταθερότητας κάτω από τη 

γενοτοξικούς παράγοντες.

Η ανθρώπινη PARP-1 είναι ένα ένζυμο μοριακού βάρους 113-kDa (EC 2.4.2.30), που 

κωδικοποιείται από το γονίδιο ADPRT που εδράζεται στην περιοχή Iq41-q42 (Chemey B.W. 

et al, 1987). Οι τρεις κύριες περιοχές που διακρίνονται στη δομή της PARP-1 και οι 

λειτουργίες τους αντίστοιχα είναι οι εξής (εικ. 7): 

jjYI) περιοχή πρόσδεσης στο DNA [DNA-binding domain (DBD)]: περιοχή που βρίσκεται στο 

,* ιμινστελικό της άκρο και είναι υπεύθυνη για τη σύνδεση στο DNA. (εικ. 9). Περιέχει 2
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δακτύλους ψευδαργύρου (FI, FII) και ένα πυρηνικό σήμα εντοπισμού NLS (Nuclear 

Localization Signal)

(II) περιοχή αυτοτροποποίησης [Automodification domain (AUTO)]: περιοχή όπου 

αυτοριβοσυλιώνεται η PARP-1 (εικ. 10) αλλά και μέσω της BRCT περιοχής που εμπεριέχεται 

στην AUTO, συνδέεται με άλλα μόρια PARP και διμερίζεται (εικ. 9) αλλά και με άλλες 

πρωτεΐνες που περιέχουν ή όχι παρόμοιες περιοχές BRCT.

(III) καταλυτική περιοχή [Catalytic domain (CD)]: περιοχή που βρίσκεται στο καρβοξυτελικό 

άκρο της και με την οποία ριβοσυλιώνει η PARP-1 τα υποστρώματά της όπως επίσης και τον 

εαυτό της.

a Human PARP1

DNA-binding
dom ain

Zinc fingers NLG

HgN— C U r J l
1 FI FII

Autom odification
dom ain

BRCT

Catalytic domain

Active site

— OOOH
859 908 9881014

Caspase 
cleavage 
site

Εικ. 7: Γραμμική αναπαράσταση των περιοχών της ανθρώπινης PARP-1

DNA-binding domain (DBD): Περιοχή υπεύθυνη για την σύνδεση στο DNA. Περιέχει 2 δακτυλίους 
ψευδαργύρου (FI, FD) και ένα NLS (Nuclear Localization Signal)
Automodification domain (ΑυΤΟ):Περιοχή όπου αυτοριβοσυλιώνεται η PARP-1 αλλά και μέσω της 
BRCT περιοχής της συνδέεται με άλλες πρωτεΐνες αλλά και με άλλα μόρια PARP 
Catalytic domain (0ϋ):περιοχή με την οποία ριβοσυλιώνει η PARP-1 τα υποστρώματά της.
(Jagtap Ρ. and Szabo C. Nat. Rev. Drug Discov. 2005,4:421)

H PARP-1 εκφράζεται συνεχώς σε διαφορετικό όμως επίπεδο ανάλογα με τον τύπο 

ιστού ή κυττάρου αλλά η καταλυτική της δραστηριότητα εξαρτάται αυστηρά από τη 

δέσμευσή της στις θραύσεις του DNA γεγονός που μπορεί να αυξήσει την ενεργότητά της 

μέχρι και 500 φορές. Είναι ένα ένζυμο ιδιαίτερα συντηρημένο και έχει ανιχνευθεί στους 

περισσότερους ευκαρυώτες. Παρουσία θραύσεων του DNA (που προκαλσύνται σε περιοχές 

χωρίς αζωτούχο βάση, οξειδωμένη ή αλκυλιωμένη βάση ή και άμεσα από ιοντική 

ακτινοβολία), η αμινο-τελική περιοχή PARP-1 (DBD) δεσμεύεται στις θραύσεις με υψηλή ι 

συγγένεια μέσω των δύο δακτύλων ψευδαργύρου, προκαλώντας κατά συνέπεια άμεση καιι 

δραστική ενεργοποίηση της καταλυτικής καρβοξυτελικής περιοχής που δεσμεύει το NAD+
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ι και το χρησιμοποιεί ως υπόστρωμα. Αν και ήταν γνωστό για πολλά χρόνια ότι η PARP-1 

| είναι καταλυτικά ενεργή με τη διμερή της μορφή (Mendoza-Alvarez Η. and Alvarez- 

} Gonzalez R., 1993), μία πιο πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι η PARP-1 και η PARP-2 

ομοδιμερίζονται ή ετεροδιμερίζονται και μορφοποιούν η μία την άλλη in vitro (Schreiber V.

: et al, 2002). Η σχεδόν ίδια διανομή της PARP-1 και της PARP-2 στους διάφορους ιστούς 

r περαιτέρω προτείνει ότι και οι δύο πρωτεΐνες απαιτούνται ταυτόχρονα, αλλά η φυσιολογική 

σημασία του ετεροδιμερισμού PARP-1/PARP-2 δεν έχει διευκρινιστεί πλήρως.

Σε άθικτα κύτταρα, η PARP-1 η ίδια είναι η βασικότερη πρωτεΐνη που υφίσταται 

πολυ-(ΑΟΡ-ριβοσυλίωση). Αυτή η αυτοτροποποίηση (automodification) εμφανίζεται κυρίως 

Ί στην κεντρική περιοχή της που περιλαμβάνει επίσης ένα αμινικό μοτίβο αλληλεπίδρασης την

] BRCT περιοχή. Διάφορες επιπλέον πρωτεΐνες αποδέκτες ή και συνεργάτες της PARP-1 που
!

I συμμετέχουν στην αρχιτεκτονική του DNA ή στο μεταβολισμό του, είναι οι ιστόνες, οι 

τοποϊσομεράσες, η ρ53, η XRCC1 (X-ray Repair Cross Complementing group 1 protein), η 

■ YY-1 (μεταγραφικός παράγοντας Yin Yang 1), oi DNA πολυμεράσες, μερικοί πυρηνικοί 

: υποδοχείς και πρωτεΐνες της πυρηνικής μήτρας. Μερικές από αυτές τις αλληλεπιδράσεις 

συσχετίζονται προφανώς μέσω των πολυμερών ADP-ριβόζης που συνδέονται με την PARP-1 

i κατά τη διάρκεια της συγκεκριμένης αυτοτροποποίησης (de Murcia G and Shall S., 2000).

1 Είναι σημαντικό ότι η διάρκεια ζωής των πολυμερών ADP-ριβόζης σε άθικτα

: κύτταρα είναι σύντομη αφού τα συγκεκριμένα πολυμερή αποικοδομούνται αμέσως, υπό 

. ί συνθήκες που προκαλούν θραύσεις στο DNA, λόγω του αποδοτικού καταβολισμού τους από

Ι
την πολυ-(ΑΟΡ-ριβόζη) γλυκοϋδρολάση [poly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG)] (εικ. 

11) (Alvarez-Gonzalez R and Althaus F.R., 1989).

B. PARP-1 ΚΑΙ ΓΕΝΟΜ ΙΚΗ ΣΤΑΘ ΕΡΟ ΤΗ ΤΑ

ιοί

Ένας μεγάλος αριθμός μελετών έχει καταδείξει το βιολογικό ρόλο της πολυ(ΑΟΡ- 

ριβοσυλίωσης) στην επαναφορά των πολλαπλασιαζόμενων κυττάρων μετά από χαμηλά ή 

μέτρια επίπεδα επεξεργασίας με γενοτοξικούς παράγοντες όπως αλκυλιωτικοί ή ιονίζουσα 

ί ακτινοβολία (de Murcia J.M. et al., 1997; Kupper J.H. et al., 1995; Schreiber V. et al., 1995; 

Wang Z. Q. et al., 1997). Έχουν εφαρμοστεί διάφορες τεχνικές καταστολής της πολυ(ΑΟΡ-

Λ| ριβοσυλίωσης), όπως ανασταλτικοί παράγοντες της PARP, έκφραση μίας επικρατούσας

αρνητικής παραλλαγμένης μορφής PARP-1, γονίδιακή αποσιώπηση του ADPRT με siRNA 

εεχνολογία, ή διάσπαση του γονιδίου Adprtl σε σπερματική σειρά (germline) ποντικού (de
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Murcia G and Shall S., 2000). Η λειτουργία της PARP-1 στο σύστημα BER, ένα 

επιδιορθωτικό μονοπάτι συγκεκριμένο για την αφαίρεση μικρής έκτασης βλαβών του DNA 

που προκαλούνται από τους παραπάνω παράγοντες, ήταν για αρκετό καιρό υποτιθέμενη μέχρι 

που αποδείχτηκε η άμεση εμπλοκή της στο σύμπλεγμα BER, αφού συνδέεται με την XRCC1 

(Caldecott K.W. et al, 1996; Masson M. et al, 1998) και στην DNA πολυμεράση β (Dantzer F. 

et al, 2000).

Τα in vivo στοιχεία επιβεβαίωσαν τη συμμετοχή της PARP-1 στην επιδιόρθωση του 

DNA και τη συντήρηση της γενωμικής σταθερότητας, αφού ποντίκια που δεν εξέφραζαν 

PARP-1 ήταν εντυπωσιακά ευαίσθητα σε γ ακτινοβολία και τα κύτταρά τους επέδειξαν μία 

αυστηρή ατέλεια στην "επούλωση" των θραύσεων του DNA μετά από επεξεργασία με 

γενοτοξικούς παράγοντες (Dantzer F. et al, 1999). Μία από τις διαγονιδιακές σειρές ποντικών 

που δεν εξέφραζαν το γονίδιο Adprtl -  παρουσίασε επίσης σημαντικά αυξημένη ευαισθησία 

σε μία νιτρωδαμίνη, γεγονός που δίνει έμφαση στον προστατευτικό ρόλο της PARP-1 στην 

προκληθείσα καρκινογένεση από αλκυλιωτικούς παράγοντες (Tsutsumi Μ. et al, 2001). 

Επιπλέον διαγενετικά ποντίκια που στερούνταν της δραστικότητας της PARP-1 στα Τ 

λεμφοκύτταρα λόγω της στοχευμένης υπερέκφρασης μίας επικρατούσας παραλλαγμένης 

μορφής της PARP-1 (Kupper J.H. et al, 1990), επέδειξε την ίδια αυξανόμενη ευαισθησία 

στην απόπτωση, παρόμοια παρεμπόδιση της επιδιόρθωσης του DNA και την ίδια θετική 

ρύθμιση της ρ53 ως απόκριση σε βλάβη του DNA, όπως και στα ποντίκια που δεν εξέφραζαν 

το γονίδιο A dprtl (Beneke R. et al, 2000). Κατά τρόπο ενδιαφέροντα, η έκφραση και η 

δραστηριότητα της ρ53 βρέθηκαν υψηλότερα μετά από βλάβη του DNA αλλά η επιδιόρθωση 

του DNA εμποδίστηκε ανεξάρτητα από την κατάσταση του ρ53 , κάτι που οδηγεί στην 

πρόταση ότι κάποια λειτουργική σύνδεση μεταξύ πολυ(ΑΟΡ-ριβοσυλίωσης) και 

συστήματος επιδιόρθωσης μέσω αποκοπής βάσεων ανεξάρτητη της ρ53. Η PARP-2, το 

δεύτερο μέλος της οικογένειας PARP, βρέθηκε να αλληλεπιδρά με τις πρωτεΐνες του 

συστήματος BER, XRCC1, DNA λιγάση III και DNA ροΐβ, και, οι οποίες επίσης 

δεσμεύονται ως συνεργάτες στην PARP-1 (Schreiber V. et al, 2002). Στην ίδια μελέτη, η 

απαίτηση του συστήματος BER για PARP-2, δείχτηκε in vivo με την χρήση της τεχνικής 

comet assay σε εμβρυϊκά κύτταρα ποντικού που δεν εξέφραζαν την PARP-2 και η σύνδεση 

μεταξύ XRCC1 και PARP-2 αποδείχθηκε ότι εξαρτάται από την παρουσία σύνθεσης, 

πολυμερών (όπως και στην περίπτωση της αλληλεπίδρασης PARP-1/XRCC1).
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Λαμβάνοντας υπ’όψιν όλα τα παραπάνω φαίνεται ότι υπάρχει κάποιος κοινός ρόλος 

των PARP-1/PARP-2 ως ετεροδιμερές στο σύστημα BER που συνδέεται πιθανώς με τη 

στρατολόγηση της XRCC1 και εξαρτάται από την πολύ (ADP-ριβοσυλίωση)

Γ. Η  PARP-1 Ω Σ Μ ΕΣΟΛΑΒΗΤΗΣ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟ Υ Θ ΑΝΑΤΟ Υ

.01
Γι

■ 1
-τ

'■'3

<3

■ -I

3!

Σε αντίθεση με την προστασία που προσφέρει η PARP-1 σε κύτταρα 

πολλαπλασιαζόμενα υπό συνθήκες υποθανατηφόρες, στην περίπτωση μαζικής καταστροφής 

του DNA έχουμε υπερλειτουργία της PARP-1 γεγονός που οδηγεί το κύτταρο σε 

"αυτοκτονία" κάτι που παρατηρείται σε παθολογικές καταστάσεις όπως η ισχαιμική 

αναδιάχυση (ischemia-reperfusion), το μυοκαρδιακό έμφραγμα και η φλεγμονή (εικ. 12) 

(Burkle A., 2001). Ποντίκια που δεν εξέφραζαν PARP-1 (A dprtl-/-) έδειξαν τον διπλό αυτό 

ρόλο της PARP-1, όπου παρατηρήθηκε το φαινόμενο "αυτοκτονίας" σε κυτταρικούς τύπους 

που δεν πολλαπλασιάζονται όίτως σε εστίες παγκρεατικών κυττάρων (Heller Β. et al, 1995) 

και σε νευρώνες (Eliasson M J. et aL 1997). Πειράματα in vitro έδειξαν ότι αυτός ο θάνατος 

κυττάρων οφείλεται στην εξαντλητική κατανάλωση των επιπέδων NAD+ σε λίγα λεπτά που 

προκαλούνται από την υπερβολική ενεργοποίηση της πολυ(ΑΟΡ-ριβοσυλίωσης) (εικ. 12) 

(Berger Ν.Α., 1985). Αυτή η "υπόθεση αυτοκτονίας" έχει επικυρωθεί σε πολυάριθμα in vitro 

ιοντέλα γενοτοξικού στρες και αναφέρεται ως αιτιώδες γεγονός που οδηγεί σε νέκρωση (Ha 

d.C and Snyder S.H., 1999).

Ένα άλλο θέμα που συζητείται είναι εάν ο θάνατος των κυττάρων που εξαρτάται από 

την πολύ (ADP-ριβοσυλίωση) είναι αποπτωτικού ή νεκρωτικσύ τύπου. Μία σχετικά 

πρόσφατη μελέτη καταδεικνύει τα κοινά χαρακτηριστικά γνωρίσματα με αυτά της 

απόπτωσης (Yu S.W. et al, 2002). Η συμμετοχή του αποπτωτικού παράγοντα AIF (apoptosis- 

inducing factor), μία μιτοχσνδριακή φλαβοπρωτετνη που απελευθερώνεται ως κυτταρική 

ιαπόκριση σε θανατηφόρα ερεθίσματα, μελετήθηκε στον κυτταρικό θάνατο που συσχετίζεται 

με την PARP-1, σε ινοβλάστες που δεν εξέφραζαν PARP-1 {Adprtl-/-) αλλά και ινοβλάστες 

αγρίου τύπου, οι οποίοι εκτέθηκαν σε MNNG ή υπεροξείδιο του υδρογόνο.

Κάτω από αυτές τις συνθήκες, παρατηρήθηκε ότι ο AIF μετακινήθηκε στον πυρήνα 

των κυττάρων μόνο του αγρίου τύπου και όχι των μεταλλαγμένων και ότι η ενεργοποίηση της 

PARP-1 ήταν απαραίτητη για τη δυνατότητα της μετακίνησής του. Επομένως αφού η 

διάσώση του κυττάρου από θάνατο που μεσολαβεί η PARP-1 είναι πιθανή μέσω καταστολής 

του AIF με αντισώματα, κατά συνέπεια η κατανάλωση NAD+ και επομένως η ενεργειακή
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εκκένωση ίσως να μην είναι αρκετά και ενδεχομένως να ενεργούν ως σήμα που ξεκινά τον 

προγραμματισμένο θάνατο ίω ν κυττάρων μέσω της μετακίνησης του AIF στον πυρήνα.

Αυτός ο παθογενετικός ρόλος μη φυσιολογικής υψηλής ενεργοποίησης της PARP-1 

έχει οδηγήσει στην ανάπτυξη ανασταλτικών παραγόντων της PARP-1, που αποτελεί έναν , 

τομέα έντονης έρευνας (Szabo C. and Dawson V.L, 1998) και αυτή η στρατηγική «ραίνεται να 

αναδύεται ως ελπιδοφόρος θεραπευτική επιλογή για τη διάσωση των κυττάρων κατά τη 

διάρκεια του ισχαιμικού εμφράγματος των ιστών ή των νευροεκφυλιστικών διαδικασιών 

γενικότερα.

2.4.1.2. XRCC1

Η XRCC1 (X-ray Repair Cross-Complementing group 1) συντονίζει και διευκολύνει 

τα συστήματα SSBR (επιδιόρθωση σημειακών σχάσεων /  Single-Strand Break Repair) και 

BER (επιδιόρθωση μέσω αποκοπής βάσεων /  Base Excision Repair) στα θηλαστικά κύτταρα 

(εικ. 11) (Nazarkina Ζ. Κ., et al, 2007). Οι λειτουργίες της έχουν αποδοθεί κυρίως στις 

αλληλεπιδράσεις της με τους πρωτεϊνικούς της συνεργάτες (εικ. 8).

ιικ
Jt'·;
ΙΛ;I*
ρό/j
(V.

Εικ. 8: Γραμμική αναπαράσταση των περιοχών της XRCC1 με τις οποίες συνδέεται με τις διάφορες 
πρωτεΐνες συνεργάτες της
Η XRCC1 (X-ray Repair Cross-Complementing group 1) είναι μία πρωτεΐνη με βασικό ρόλο στη 
διευκόλυνση της επιδιόρθωσης των σημειακών θραύσεων του DNA, μέσω της ικανότητάς της να 
αλληλεπιδρά με διάφορους ενζυματικούς παράγοντες που συμμετέχουν στους επιδιορθωτικούς 
μηχανισμούς.
ΝΊΓΐ): Περιοχή αμινοτελικού άκρου, σύνδεση με DNA πολυμεράση β
NLS: nuclear localisation signal
BRCT I: Περιοχή σύνδεση με PARP-1 και ΡARP-2
BRCT II: Περιοχή σύνδεση με DNA Αιγάση 3
(K.W. Caldecott , DNA Repair 2, 2003)
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E uc 9 : Η PARP-1 ενεργοποιείται από τις σημειακές θραύσεις του DNA τα οποία και αναγνωρίζει και 
δεσμεύεται πάνω τους μέσω των δακτύλων ψευδαργύρου της DBD (DNA Binding Domain) περιοχής 
της. Η PARP-1 σχηματίζει ομοδιμερή με τον εαυτό της αλλά και ετεροδιμερή με την PARP-2. Ο 
ρόλος της PARP-2 δεν έχει ακόμη προσδιοριστεί επακριβώς.
(Marie-Laure Muiras, Ageing Research Reviews 2, 2003)

Κατά τη διάρκεια των συστημάτων BER και SSBR, αλληλεπιδρά με την 

.■$. πολυνουκλεοτιδική κινάση (Whitehouse CJ., 2001), την DNA ροΐβ, την PARP-1 και την 

, DNA λιγάση III (Caldecott KW, et al, 1996). Αποτελεί επίσης μία πρωτεΐνη που δεσμεύεται 

" στο DNA, και αλληλεπιδρά με το δημιουργημένο άνοιγμα και την εγκοπή του DNA (εικ. 11, 

12) (Marintchev A., et al, 1999, Mani RS., et aL, 2004). Κύτταρα ανεπαρκή σε XRCC1 

παρουσιάζουν υψηλότερα επίπεδα χρωμοσωμικών θραύσεων και ανταλλαγών αδελφών 

(ρωματίδων σε σχέση με τα φυσιολογικά (Carrano A.V., et al, 1986, Dominquez I., et al, 

1998).
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Modified PARP-1 dimer

Εικ. 10: Η δραστικότητα της PARP-1 εξαρτάται αποκλειστικά από τη δέσμευσή της πάνω στο DNA. I ̂  
Με την καταλυτική της περιοχή (CD), χρησιμοποιώντας ως υπόστρωμα το NAD+, συνθέτει πολυμερή 1̂ · 
ADP-ριβόζης πάνω σε διάφορες πρωτεΐνες (Τοποϊσομεράση, Ιστόνες κ.α) όπως και στον εαυτό της L  
προσθέτοντας τα συγκεκριμένα πολυμερή πάνω στην AD (Automodification Domain) περιοχή της. L  
Υπολογίζεται ότι το 90% της πολύ ADP-ριβοσυλίωσης γίνεται από την PARP-1. Ι(\ί
(Marie-Laure Muiras, Ageing Research Reviews 2, 2003)

<fe,f
Τα κύτταρα που στερούνται λειτουργικής XRCC1 παρουσιάζουν ισχυρή 

υπερευαισθησία σε άλλους γενοτοξικούς παράγοντες όπως το MMS, το EMS, τηνΙΗ 

camptothecin, το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2), τα βαρέα μέταλλα, τις υπεριώδεις Κ, 

ακτινοβολίες UV-C και UV-A και τέλος τις ιονίζουσες ακτινοβολίες (Caldecott KW., et al.,K i 

2003). Προτείνεται ότι οι συνδυασμένες ικανότητες της XRCC1 να αλληλεπιδρά με τα|(ό 

ετπδιορθωτικά ένζυμα του DNA αλλά και με τα τμήματα DNA που είναι υποστρώματα αυτών«ιΤο 

των ενζύμων, επιτρέπουν μία αποδοτικότερη διαδικασία επιδιόρθωσης, κρατώντας το
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ΝΑ ροΙβ

DNA L3 
RCC1

BER machinery

Modified PARP- ative PARP-1

Εικ. 11: H PARP-1 στρατολογεί στη σημειακή θραύση του DNA τις XRCC1, DNA L3 και DNA ροΐβ 
για την ολοκλήρωση της επιδιόρθωσης. Λόγω των πολυμερών ADP-ριβόζης, η PARP-1 φορτίζεται 
αρνητικά και απωθείται από το DNA απελευθερώνοντας έτσι την περιοχή της εγκοπής του DNA για 
να ολοκληρώσουν την επιδιόρθωση τα παραπάνω ένζυμα. Η πρόσθεση πολυμερών ADP-ριβόζης στις 

Ιιστόνες της περιοχής της σημειακής θραύσης ενδεχομένως να οδηγεί επίσης σε τοπικό ξετύλιγμα 
' (relaxation) για να υποβοηθηθεί η επιδιόρθωσή του. Η PARP-1 επανέρχεται στη φυσιολογική της 

-ς μορφή μέσω της PARG [poly(ADP-ribose) glycohydrolase] η οποία καταβολίζει τα πολυμερή ADP- 
: ρψόζης.

(Marie-Laure Muiras, Ageing Research Reviews 2, 2003)

σπασμένο DNA μαζί (Rice PA., 1999), κάνοντας μία παροδική σφράγιση, και επομένως 
.1 εξασφαλίζοντας ότι καμία εγκοπή του DNA δεν αφήνεται μη επιδιορθωμένη (εικ. 11).

Η περιοχή BRCT (BRCA1 C-Terminus), είναι μία 95 αμινοξέων δομή που χρησιμεύει για την

. αλληλεπίδραση μεταξύ των πρωτεϊνών και βρίσκεται σε έναν μεγάλο αριθμό πρωτεϊνών που

, εμπλέκονται στον κυτταρικό κύκλο, τον ανασυνδυασμό και την επιδιόρθωση του DNA

Λ (Zhang X., et al, 1998, Huyton T., 2000). Πρωτοανακαλύφθηκε στο γονίδιο BRCA1

^ καταστολέα του καρκίνου του μαστού (Koonin et al, 1996) και αργότερα σε πολλά άλλα

5πως την XRCC1, την DNA λιγάση III και την PARP-1. Η DNA λιγάση ΙΠ δεσμεύεται
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Επιδιόρθωση DNA 
κσι διατήρηση της 

γενομικής σταθερότητας 
-> Κυτταρική επαναφορά

Λιγότερο από τέλεια επιδιόρθωση και 
εξάντληση αποθεμάτων NAD*

-> Κυτταρικός θάνατος

Εικ. 12: Η PARP-1 συμμετέχει στον εντοπισμό θραύσεων του DNA, στην επιδιόρθωση του DNA 
μέσω αποκοπής βάσεων (συστήματα BER και SSBR), στη ρύθμιση γσνιδιακής σταθερότητας, στη 
μεταγραφή και στην απόπτωση. Τα παθοφυσιολογικά φαινόμενα προξενοόνται λόγω υπερλειτσυργίας 
της PARP-1, η οποία ενδεχομένως προκαλεί εξάντληση των αποθεμάτων NAD* και τελικά 
' κυτταρική αυτοκτονία". Τα τελευταία φαινόμενα ίσως παρατηρηθούν σε ένα μεγάλο φάσμα 
ασθενειών συμπεριλαμβανομένου του διαβήτη τύπου I, των ισχαιμικών εμφράκτων και του σηπτικού 
ή αιμοφαγτκσύ σοκ.
(Marie-Laure Muiras, Ageing Research Reviews 2, 2003)

έντονα στην XRCC1 διαμορφώνοντας ετεροδιμερές, μέσω ειδικών αλληλεπιδράσεων μεταξύ 

των BRCT περιοχών τους που βρίσκονται στο καρβοξυτελικό τους άκρο (Nash et al., 1997). 

Επίσης, μία επιπλέον περιοχή BRCT στο αμινοτελικό άκρο της XRCC1 αλληλεπιδρά με την 

PARP1 (Poly-[ADP-ribose] polymerase) (εικ. 8) (Masson et al, 1998). Τα παραπάνω στοιχεία 

δείχνουν ότι οι περιοχές BRCT κατέχουν ικανότητες αλληλεπίδρασης μεταξύ των πρωτεϊνών 

και μπορούν είτε να συνδέονται μεταξύ διαφορετικών περιοχών BRCT είτε ναι 

αλληλεπιδρούν με άλλες άγνωστες πρωτεϊνικές πτυχές.
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2.5. ΣΚΟΠΟΣ ΠΑΡΟΥΣΑΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Στην παρούσα εργασία προσπαθήσαμε να αποκωδικοποιήσουμε μερικώς μία ερώτηση 

που έχει παραμείνει αναπάντητη από το 1984 (Welch W.J, Feramisco JR. et al., 1984). Ποιος 

είναι ο ρόλος της μετακίνησης και συσσώρευσης της Hsp70 στο πυρηνόπλασμα και τους 

πυρηνίσκους κατά τη διάρκεια θερμικού σοκ; Με μία εκτεταμένη ματιά στη βιβλιογραφία 

μπορούμε να παρατηρήσουμε έναν περιορισμένο αριθμό μελετών που προτείνουν μία πιθανή 

σχέση μεταξύ των επιπέδων Hsp70 και των βλαβών του DNA (Niu Ρ., 2006, Galvano F., et 

al., 2002, Calini V., et al., 2003). Επίσης, κάποια εργαστήρια προτείνουν ότι η Hsp70 ίσως να 

εμπλέκεται στα συστήματα επιδιόρθωσης του DNA (Mendez F., et al., 2003, Bases R., et al.,

1
 2006). Πρόσφατες μελέτες επίσης έδειξαν ότι η Hsp70 ενισχύει το σύστημα επιδιόρθωσης 

του DNA μέσω αποκοπής βάσεων (BER) στα ανθρώπινα λευχαιμικά κύτταρα μετά από 

ακτινοβολία τονισμού (Bases R. et al, 2006, Mendez F, 2003). Η ομάδα μας επίσης έχει 

αποδείξει ότι η Hsp70 εμπλέκεται στο μηχανισμό βλαβών του DNA που προκαλούνται από 

υπεροξείδιο του υδρογόνου (Doulias Ρ-Τ. et al, 2007)

Συνειδητοποιώντας ότι ο πυρηνίσκος είναι βασικό οργανίδιο του συντονισμού της 

σύνθεσης και της οργάνωσης των ριβοσωματικών υπομονάδων (Andersen JS, et al, 2005), 

αναρωτιέται κανείς αν αυτή η περιοχή είναι υπό έλεγχο ενός προστατευτικού μοριακού 

μηχανισμού κατά των θραύσεων του DNA παρόμοιου με αυτόν του πυρηνοπλάσματος και αν 

κατά οποιονδήποτε τρόπο η Hsp70 συμμετέχει και στους δύο από αυτούς.

' Ξεκινώντας την προσπάθειά μας τροποποιήσαμε δύο μεθόδους, μίας για την

απομόνωση πυρηνίσκων και μίας για τις θραύσεις του DNA. Και οι δύο τεχνικές καθιστούν 

μία νέα ισχυρή μέθοδο για περαιτέρω μελέτη της πυρηνικής αποπτωτικής διαδικασίας. 

Χρησιμοποιώντας αυτές τις μεθόδους κατορθώσαμε να μελετήσουμε τις διαφορές στις 

θραύσεις του πυρηνισκικού DNA υπό φυσιολογικές ή συνθήκες θερμικού σοκ. Η τεχνική 

Comet assay σε πυρηνίσκους (“Nucleolar Comet Assay”, NCA) αποκάλυψε ότι στο 

πυρηνισκικό DNA (rDNA), μαζί και στο πυρηνικό DNA, προκαλούνται σημειακές θραύσεις 

του DNA κατά τη διάρκεια της έκθεσης των κυττάρων σε υψηλή θερμότητα ενώ κύτταρα 

■ί' ανεπαρκή σε Hsp70 ήταν πιο ευαίσθητα στην εμφάνιση βλαβών του DNA (σημειακές 

* θραύσεις του DNA). Επιπλέον προσδιορίσαμε ότι η Hsp70 συνεντοπίζετας στο 

-'· πυρηνόπλασμα και τον πυρηνίσκο, με την PARP-1 και την XRCC1 με τις οποίες 

^ αλληλεπιδρά ταυτόχρονα. Λαμβάνοντας όλα τα παραπάνω υπ’ όψιν, μπορούμε να 

καταλήξουμε στο συμπέρασμα ότι η Hsp70 συσσωρεύεται στο πυρηνόπλασμα και τους
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πυρηνίσκους προκειμένου να διευκολύνει τα μόρια επιδιόρθωσης του DNA επιταχύνοντας το 

ρυθμό δημιουργίας των επιδιορθωτικών μηχανών. Αυτό το αποτέλεσμα επιτυγχάνεται 

ενδεχομένως μέσω των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων μεταξύ της Hsp70 και των περιοχών 

BRCT της PARP-1 και της XRCC1.



3. ΥΛΙΚΑ

ΚΑΙ

ΜΕΘΟΔΟΙ



3. ΥΛΠίΑ-ΜΕΘΟΑΟΙ

3.1 ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ

3.1.1. Συνθήκες κυτταρικής καλλιέργειας

Η καλλιέργεια των διαφόρων κυτταρικών σειρών έγινε σε ειδικά διαμορφωμένο χώρο 

(cell culture room), ο οποίος διατηρείται στείρος με τη χρήση υπεριώδους ακτινοβολίας. 

Προκειμένου να αποφευχθούν οι μολύνσεις, όλοι οι χειρισμοί οι σχετικοί με τα κύτταρα, 

πραγματοποιήθηκαν μέσα σε εστία νηματικής ροής (GELMAN Instrument Laminar Air Flow 

class 100). Τα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε επωαστικό κλίβανο (Nuaire, Autoflow, CO2 Water- 

Jacketed Incubator) σταθερής θερμοκρασίας 37 °C, κατάλληλες συνθήκες υγρασίας και 

ατμόσφαιρα εμπλουτισμένη με 5% CO2 για τη διατήρηση του pH στο θρεπτικό υλικό της 

καλλιέργειας. Ανάλογα με τις απαιτήσεις, τα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε φιάλες, τρυβλία ή σε
I
1 πολυτρυβλία, όλα μίας χρήσης. Η παρατήρηση των κυττάρων έγινε σε μικροσκόπιο 

ανάστροφης φάσης (Olympus ΙΜ) ενώ η μακρόχρονη συντήρησή τους έγινε σε δοχείο υγρού 

αζώτου (-192 °C).

3.1.2. Υλικά κυτταρικής καλλιέργειας 

α) θρεπτικά  υλικά

Για την ανάπτυξη των κυτταρικών σειρών χρησιμοποιήθηκε το θρεπτικό υλικό 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) σύμφωνα με τις οδηγίες των κατασκευαστών 

'SIGMA). Το θρεπτικό υλικό διαλύθηκε σε ddl^O , με ταυτόχρονη προσθήκη όξινου 

ϊνθρακικού νατρίου NaHC03 (3.7 g/1). Στη συνέχεια αποστειρώθηκε με διήθηση σε συσκευή 

Γης MILIPORE (cat.no. ΧΧ6700Ρ10) με τη βοήθεια προφίλτρων (MILIPORE: Filter type ΑΡ 

sat. no. A PI504200) και φίλτρων (MILIPORE: Filter type HA 0.45 pm cat. no. HATF04700) 

cai διατηρήθηκε σε θερμοκρασία 4 °C. Πριν τη χρησιμοποίηση του προστέθηκε L- 

'λουταμίνη (Sigma) σε τελική συγκέντρωση 4 mM καθώς και τα αντιβιοτικά πενικιλίνη και 

ιτρεπτομυκίνη (SEROMED) σε συγκεντρώσεις 5xl04 U και 5x10s pg αντίστοιχα ανά λίτρο.
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β) Διάλυμα έκπλυσης (PBS)

mM NaCl, 5.4 mM KC1, 0.37 mM Na2H P04H20 , 0.44 mM ΚΗ2Ρ θ 4, 4.16 mM NaHC03. 

Μετά την παρασκευή του, το διάλυμα αποστειρώνεται για 25 λεπτά, στους 121°C, σε 

αυτόκαυστο (Dr Morand S.A., Switzerland) και διατηρείται στους 4 °C.

γ) Ορός, FCS

Σε όλες τις κυτταρικές καλλιέργειες το θρεπτικό υλικό εμπλουτίζεται αμέσως πριν τη 

χρήση του με ορό εμβρύου βοός (Fetal Calf Serum-SEROMED, Sera Lab, GIBCO BRL) σε 

τελική συγκέντρωση 10%. Η προσθήκη του ορού είναι απαραίτητη για τον εμπλουτισμό του 

θρεπτικού υλικού με αναπτυξιακούς παράγοντες αναγκαίους για τον πολλαπλασιασμό των 

κυττάρων.

δ) Διάλυμα Θρυψίνης/EDTA (Τ rypsin/EDTA)

Η αποκόλληση των κυττάρων από το ταπήτιο των σκευών κυτταροκαλλιέργειας 

επιτυγχάνεται με τη χρήση διαλύματος Θρυψίνης/EDTA (Trypsin/EDTA solution, 

BIOCHROM KG, Berlin) 0.05%/0.02% (w/v) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS ελλειμματικού σε 

ιόντα Ca2+ και Mg2*.

3.1.3. Αποθήκευση ευκαρυωτικών κυτταρικών σειρών

Κατά την αποθήκευση των κυττάρων ακολουθείται η εξής διαδικασία:

Αφαιρείται το θρεπτικό μέσο και τα κύτταρα ξεπλένσνται δύο φορές με διάλυμα PBS (IX). 

Στη συνέχεια προστίθεται στο ταπήτιο διάλυμα θρυψίνης και τα κύτταρα μετά την 

αποκόλλησή τους συλλέγονται σε θρεπτικό υλικό. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 1500 rpm, 

για 5 λεπτά, σε θερμοκρασία δωματίου. Το ίζημα των κυττάρων επαναιωρείται σε κατάλληλοι 

υλικό αποθήκευσης, το οποίο αποτελείται από FCS (90%) και DMSO (10%), ενώ η
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εναιώρημα των κυττάρων μεταφέρεται σε σωληνάριο ψύξης (cryovial), το οποίο μεταφέρεται 

αρχικά στους -70 °C για 24 h και στη συνέχεια σε δοχείο υγρού αζώτου (-192 °C).

3.1.4. Αποθήκευση βακτηριακών κυττάρων

Παίρνουμε ποσότητα 800 μΐ βακτηριακής καλλιέργειας που έχει αναπτυχθεί 

ολονύκτια υπό ανάδευση 250 rpm σε θερμοκρασία 37 °C σε τροχιακό επωαστήρα και τη 

μεταφέρουμε σε ειδικό σωληνάριο ψύξης (cryovial, CML) όπου προσθέτουμε και 200 μΐ 

γλυκερόλη. Αναδεύουμε ήπια το δείγμα και το αποθηκεύουμε στους -70 °C.

η 3.2 Λύση κυττάρων-Απομόνωση πρωτεϊνών από κύτταρα θηλαστικών

Προκειμένου να απομονωθεί το συνολικό κυτταρικό εκχύλισμα πρωτεϊνών, 

ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία:

ί Κύτταρα που σχηματίζουν μονή στοιβάδα σε τρυβλίο, αφήνονται να αναπτυχθούν, έως ότου 

καταλάβουν το 100% περίπου της επιφάνειας του ταπητίου ενός τρυβλίου διαμέτρου 10 cm.

|Το θρεπτικό υλικό αφαιρείται και ακολουθεί διπλή έκπλυση των κυττάρων με 10 ml (ανά 

έκπλυση) διαλύματος PBS (IX).

:ΙΜ ε ένα φύλο σιλικόνης τα κύτταρα αποκολλούνται από το ταπήτιο του τρυβλίου, 
Ι
ισυλλέγονται σε 10 ml PBS (IX ), μεταφέρσνται σε αποστειρωμένα φυγοκεντρικά σωληνάκια 

και φυγοκεντρούνται στις 2000 rpm για 3 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου (Θ.Δ). 

νίετά τη φυγοκέντρηση αφαιρείται το υπερκείμενο, τα κυτταρικά ιζήματα επαναιωρούνται σε 

1 ml PBS (IX ) και μεταφέρσνται σε eppendorf μικροφυγοκεντρικά σωληνάκια. Τα δείγματα 

διατηρούνται στον πάγο. Στη συνέχεια πραγματοποιείται φυγοκέντρηση για 5-7 

δευτερόλεπτα (short spin) στις 11000 rpm στη φυγόκεντρο Eppendorf centrifuge 5417C, σε 

9.Δ. Αφαιρείται το υπερκείμενο πλήρως με αναρρόφηση υπό κενό και τα κύτταρα 

νι ΐπαναιωρούνται σε 300 μΐ διαλύματος RIPA [50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% 

v/v) Triton-X-100, 1% (w/v) Sodium deoxycolate, 0.1% (w/v) SDS ] παρουσία 1 mM 

?MSF, 1 pg/ml leupeptin και 1 pg/ml pepstatin.

b εναιώρημα επωάζεται για 15 λεπτά στον πάγο, με αναδεύσεις ανά 5 λεπτά. Για την τελική 

(||»ιαλυτοποίηση των πρωτεϊνών, το εναιώρημα οδηγείται σε συσκευή υπερήχων όπου και 

Το φαρβόζονται σε αυτό διαδοχικοί παλμοί των 10 sec στα 50 Watt, ο ι οποίοι εναλλάσσονται 

ιε ισόχρονα διαστήματα εναπόθεσης στον πάγο (για να αποφευχθεί η υπερθέρμανσή του) και
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για συνολικό χρόνο 2 λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 15 λεπτά στους 4 I *ίι 

°C. Το υπερκείμενο το οπΟίο αποτελεί και το ολικό κυτταρικό εκχύλισμα των πρωτεϊνών, I c (

Η μέτρηση της ποσότητας των πρωτεϊνών, σε κάθε περίπτωση, έγινε με χρήση υλικών | Ar 

της εταιρείας Bio-Rad. Ο τρόπος υπολογισμού της πρωτεΐνης βασίζεται στη μέθοδο Bradford, I ρ  

κατά την οποία μία χρωστική (Coomassie Brilliant Blue G-250) αλλάζει μέγιστο I 

απορρόφησης από τα 460 nm στα 595 nm, όταν αυτή δεσμευτεί σε μία πρωτεΐνη. Έτσι 

μετρώντας σε ένα φασματοφωτόμετρο τις τιμές απορρόφησης στα 595 nm διαφορετικών Ι\> 

αραιώσεων μίας πρωτεΐνης αγνώστου συγκέντρωσης και συγκρίνοντας αυτές με μία πρότυπη I η - 

καμπύλη τιμών απορρόφησης που αντιστοιχούν σε γνωστές συγκεντρώσεις μίας πρωτεΐνης U  

(συνήθως καθαρής αλβουμίνης βοός), είναι δυνατός ο υπολογισμός της συγκέντρωσης του ρ  

πρωτεϊνικού μας διαλύματος. μ  ν

Η διαδικασία έχει ως εξής: I

Παρασκευάζουμε διαδοχικές αραιώσεις (από 1 pg/ml ως 25 pg/ml) της πρωτεΐνης γνωστής m\ 

συγκέντρωσης, καθώς και κατάλληλες αραιώσεις της άγνωστης πρωτεΐνης. Όλες oijjp 

αραιώσεις γίνονται σε dH20 και έχουν τελικό όγκο 0,8 πιΙ.Ταυτόχρονα ετοιμάζουμε και ένα 

δείγμα που περιέχει μόνο (ΙΗ2Ο και το οποίο θα αποτελέσει τον μάρτυρα κατά τη ljr 

φωτομέτρηση. L

Στη συνέχεια προσθέτουμε σε όλα τα δείγματα 0,2 ml διαλύματος χρωστικής και τα Ι^ 

αναδεύουμε ήπια αρκετές φορές. L. (

Μετά από 5 λεπτά επώασης, ακολουθεί φωτομέτρηση (BECKMAN DU520) σε μήκος 

κύματος 595 nm και με δείγμα αναφοράς αυτό του μάρτυρα, κατασκευή πρότυπης καμπύλης!^ 

και υπολογισμός της άγνωστης συγκέντρωσης. L ν

3.4. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE) I

Ο διαχωρισμός πρωτεϊνών, υπό μετουσιωτικές συνθήκες, πραγματοποιήθηκε με 

ηλεκτροφόρηση μίας διαστάσεως σε πηκτή πολυακρυλαμιδίσυ-SDS, σύμφωνα με τη μέθοδό 

Laemmli. Κατά την ηλεκτροφόρηση, χρησιμοποιείται σύστημα δύο κάθετων γυάλινων

συλλέγεται και μεταφέρεται σε νέο φυγοκεντρικό σωλήνα.

3.3. Υπολογισμός ποσότητας πρωτεϊνών (Bio-Rad protein assay)

&
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πλακών, μεταξύ των οποίων στοιβάζονται η πηκτές πολυακρυλαμιδίου, οι οποίες χωρίζονται 

σε δύο μέρη:

ί) την πηκτή επιστοίβαξης, με τελική συγκέντρωση πολυακρυλαμιδίου 5% [Η2Ο, 30% 

Acrylamide mix, 1 Μ Tris-HCl pH 6.8, 10% SDS, 10% APS, TEMED] με μεγάλο μέγεθος 

πόρων και

ii) την πηκτή διαχωρισμού, με τελική συγκέντρωση πολυακρυλαμιδίου 10% [Η2Ο, 30% 

Acrylamide mix,1.5 Μ Tris-HCl pH 8.8, 10% SDS, 10% APS, TEMED] με μικρότερο 

μέγεθος πόρων.

Ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών έγινε με ηλεκτροφόρηση μίας διάστασης σε πηκτή 

πολυακρυλαμιδίου-SDS σύμφωνα με τη μέθοδο Laemmli (Laemmli U.K., 1970). 

Χρησιμοποιήθηκε σύστημα δύο κάθετων γυάλινων πλακών, μεταξύ των οποίων στοιβάζεται 

η πηκτή πολυακρυλαμιδίου η οποία χωρίζεται σε δύο μέρη, την πηκτή επιστοίβαξης (Ή2Ο, 

30% Acrylamide mix, 1 Μ Tris-HCl pH 6.8, 10% SDS, 10% APS, TEMED] με μεγάλο 

μέγεθος πόρων και την πηκτή διαχωρισμού [Η2Ο, 30% Acrylamide mix, 1.5 Μ Tris-HCl pH 

8.8, 10% SDS, 10% APS, TEMED] με μικρότερο μέγεθος πόρων.

Τα μίγματα των δύο πηκτών, μετά την παρασκευή τους, πολυμερίζονται με προσθήκη 

's TEMED (SIGMA).O πολυμερισμός της πηκτής έγινε σε θερμοκρασία δωματίου για περίπου 

* 20 λεπτά. Πριν την ηλεκτροφόρηση τα δείγματα των πρωτεϊνών ξηραίνονται σε 

5 φυγοκεντρικό συμπυκνωτή κενού, επαναιωρούνται σε 20-30 μΐ διάλυμα φόρτωσης [62.5 mM 

'  Tris-HCl, 3% (w/v) SDS, 10% (ν/ν) glycerol, 5% (ν/ν) 2-mercaptoethanol, 0.01% (w/v) 

bromophenol blue] και θερμαίνονται για 5 λεπτά στους 100° C. Ακολούθως, φορτώνονται 

n στην πηκτή και η ηλεκτροφόρηση ολοκληρώνεται σε περίπου 250V σε κατάλληλο διάλυμα 

Γ|λεκτροφόρησης (25 mM Tris- HCL, 192 mM Glycine, 0.1% SDS). Μετά το τέλος της 

ί  ιλεκτροφόρησης οι πρωτεΐνες γίνονται ορατές με χρώση της πηκτής για 30 λεπτά περίπου, 

•p ιϊπό ανάδευση, σε διάλυμα χρωστικής Coomassie [0.25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue, 

).2% (v/v) acetic acid, 45.5% methanol], Ο αποχρωματισμός γίνεται, υπό ολονύκτια 

τνάδευση, σε διάλυμα αποχρωματισμού [25% (ν/ν) methanol, 7% (ν/ν) acetic acid].

J.5. Ανοσοαποτύπωση πρω τεϊνώ ν (W estern blot)

, joj Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης και εφόσον λάβει χώρα η τεχνική της

^Ενοσόαποτύπωσης, η πηκτή καταβυθίζεται σε διάλυμα μεταφοράς [0.58% (w/v) Tris-HCl, 

•.292% Glycine, 20% (ν/ν) Methanol] για 10 λεπτά, σε θερμοκρασία δωματίου. Στο ίδιο
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διάλυμα μεταφέρονται και 4 κομμάτια απορροφητικού χαρτιού Whatmann 3ΜΜ, καθώς και 

ένα κομμάτι μεμβράνης νιτρόκυτταρίνης Hybond C (AMERSHAM), τα οποία έχουν ακριβώς 

τις ίδιες διαστάσεις με αυτές της πηκτής.

Στη συνέχεια και προκειμένου για πηκτές μικρών διαστάσεων (mini gels), τα 

κομμάτια τα εμποτισμένα με το διάλυμα μεταφοράς, φέρονται στην επιφάνεια του ακίνητου 

ηλεκτροδίου συσκευής ημι-ξηρής πρωτεϊνικής ηλεκτρομεταφοράς (Trans-Blot SD Semi-Dry 

Transfer Cell, BIORAD) με την ακόλουθη σειρά: 2 κομμάτια χαρτιού Whatmann-μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης-πηκτή-2 κομμάτια χαρτιού Whatmann. Με τη βοήθεια πιπέτας Pasteur, 

απομακρύνουμε τις φυσαλίδες μεταξύ των κομματιών και εν συνεχεία εφαρμόζουμε στην 

επιφάνειά τους το δεύτερο ηλεκτρόδιο της συσκευής (αρνητικός πόλος). Η ηλεκτρομεταφορά 

των πρωτεϊνών γίνεται σε σταθερή τάση 15 Volt για 30 λεπτά. Μετά το τέλος αυτής, η 

μεμβράνη μεταφέρεται σε διάλυμα PBSw (western blot, IX) παρουσία σκόνης μη λιπαρού 

γάλακτος [3% (w/v)], και ακολουθεί επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για τουλάχιστον 2h 

προκειμένου να καλυφθούν οι μη ειδικές συνδέσεις της μεμβράνης.

Ακολούθως η μεμβράνη υφίσταται 2 διαδοχικές εκπλύσεις, διάρκειας 5 λεπτών η 

κάθε μία, με 300 ml διαλύματος PBSw (IX ). Στη συνέχεια, η μεμβράνη επωάζεται με το 

ειδικό αντίσωμα έναντι της πρωτεΐνης που θέλουμε να ανιχνεόσσυμε σε 10 ml διαλύματος 

PBSw (IX ), παρουσία BSA [3% (w/v)], σε θερμοκρασία δωματίου για τουλάχιστον lh υπό 

ανακίνηση.

Μετά το τέλος της επώασης, η μεμβράνη υφίσταται 2 διαδοχικές εκπλύσεις, διάρκειας 

5 λεπτών η κάθε μία, με 300 ml διαλύματος PBSw (IX ), παρουσία Tween-20 [0.05% 

(w/v)],προκειμένου να απομακρυνθεί η περίσσεια του αντισώματος. Κατόπιν η μεμβράνη 

επωάζεται με αντίσωμα έναντι ανοσοσφαιρινών του είδους προέλευσης του πρωτοταγούς 

αντισώματος. Η επώαση γίνεται σε 10 ml διαλύματος PBSw (IX ), παρουσία σκόνης μτ 

λιπαρού γάλακτος [2.5% (w/v)], και διαρκεί για 45 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου 

Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν τα αντισώματα anti-Hsp70 (Stressgen, SPA-810) (αραίωση^, 

1:2500), anti-Hsc70 (Stressgen, SPA-815) (αραίωση 1:2500), anti-Hsp40 (Stressgen, SPA- 

810) (αραίωση 1:500), anti-PARP-1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc. , H-250, sc-7150 

(αραίωση 1:1000), anti-XRRCl (Santa Cruz Biotechnology, In c ., H-250, sc-7150) (αραίωση 

1:1000), anti-α tubulin (Sigma, T 5168) (αραίωση 1:10000), anti-GST (Amersham) (αραίωση ^ 

1:1000)

To δευτεροταγές αντίσωμα φέρει συζευγμένο το ένζυμο της υπεροξειδάσης τοτΚ 

ραπανιού (HRP), το οποίο είναι υπεύθυνο για την αντίδραση χημειοφωταύγειας
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Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν τα αντισώματα anti-mouse IgG (H+L) Peroxidase 

conjugated (Pierce, 31430) (αραίωση 1:5000), anti-rabbit IgG (H+L) Peroxidase conjugated 

(Pierce, 31460) (αραίωση 1:5000) , anti-goat IgG (H+L) Peroxidase conjugated (Jackson 

ImmunoResearch, 67771) (αραίωση 1:5000).

Μετά το τέλος και της δεύτερης επώασης, η μεμβράνη υφίσταται 2 εκπλύσεις με τις 

ίδιες συνθήκες, όπως παραπάνω, και ακολουθεί η τεχνική της ενισχομένης χημειοφωταύγειας 

(ECL) και η ανίχνευση της πρωτεΐνης.

Ί3

3.6. Α νοσοκαθίζηση πρω τεϊνώ ν (im m unoprecipitation)

Προκειμένου να ελέγξουμε τις ειδικές αλληλεπιδράσεις των προς εξέταση πρωτεϊνών 

χρησιμοποιήσαμε την μέθοδο της ανοσοκαθίζησης, σύμφωνα με την οποία πραγματοποιούμε 

τα εξής:

Λαμβάνεται ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα από κύτταρα που καλύπτουν πλήρως την 

επιφάνεια του ταπητίου τρυβλίου διαμέτρου 10 cm.

Στο κυτταρικό εκχύλισμα προσθέτουμε 20 μΐ εναιωρήματος μίγματος πρωτεϊνών A 

και G (σε αναλογία 1:1) συνδεδεμένων σε σφαιρίδια σεφαρόζης. Ακολουθεί επώαση υπό 

ανακίνηση, στους 4 °C για 2 h, προκειμένου να επιτευχθεί η προ-προσρόφηση του 

κυτταρικού εκχυλίσματος, κατά την οποία απομακρύνονται πρωτεΐνες οι οποίες συνδέονται 

ιχη ειδικά με τις πρωτεΐνες Α και G.

Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 2500 ipm, στους 4 °C για 5 λεπτά. Συλλέγεται το 

υπερκείμενο και μεταφέρεται σε νέο μικροφυγοκεντρικό σωλήνα, όπου προστίθεται 

τοσότητα 1 μg του αντισώματος έναντι της εξεταζόμενης πρωτεΐνης, καθώς και διάλυμα 

l\ 3SA (1 mg/ml) για την κάλυψη μη ειδικών θέσεων στα σφαιρίδια σεφαρόζης. Το δείγμα 

επωάζεται υπό ανακίνηση, στους 4 °C για τουλάχιστον 12 h. Στο δείγμα προστίθενται 20 μΐ 

ναιωρήματος αποτελούμενο από σφαιρίδια σεφαρόζης και μίγμα πρωτεϊνών A/G και η 

πώαση συνεχίζεται στις ίδιες συνθήκες για επιπλέον 2 h.

Στη συνέχεια το δείγμα φυγοκεντρείται στις 2500 rpm, στους 4 °C για 5 λεπτά. Το 

ιπερκείμενο (μη δεσμευμένη πρωτεΐνη) συλλέγεται, προκειμένου να χρησιμοποιηθεί ως 

,fi ιάρτυρας, για τον τελικό προσδιορισμό της ποσότητας της πρωτεΐνης που δεσμεύτηκε στο 

Λαίσωμα. Το ίζημα υφίσταται 3 διαδοχικές εκπλύσεις με 1 ml διαλύματος RIP Α κάθε φορά 

mini κάτω από τις ίδιες συνθήκες φυγοκέντρησης, όπως και προηγουμένως.
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Μετά το τέλος και της τρίτης φυγοκέντρησης, το υπερκείμενο απομακρύνεται και το 

ίζημα επαναιωρείται σε *40 μΐ διάλυμα φόρτωσης SDS-PAGE (1.5Χ). Πριν την 

ηλεκτροφόρηση σε SDS-PAGE, το δείγμα υφίσταται αφενός μεν, βρασμό στους 100 °C και 

ισχορή ανάδευση ώστε να απελευθερωθεί η πρωτεΐνη από τα σφαιρίδια σεφαρόζης, αφετέρου 

δε, φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 5 sec σε μικροφυγόκεντρο Eppendorf έτσι ώστε να 

ιζηματοποιηθούν πάλι τα σφαιρίδια και να μείνουν στο υπερκείμενο οι πρωτεΐνες.

(α,’Ί
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3.7. Ανοσοφθορισμός πρωτεϊνών (Im munofluorecense)
1».

:

Ο ενδοκυτταρικός εντοπισμός των εξεταζόμενων πρωτεϊνών κατέστη δυνατός με τη 

χρήση της τεχνικής του έμμεσου ανοσοφθορισμού, σύμφωνα με την οποία ακολουθούμε τα 

εξής:

: IP

Κύτταρα τοποθετούνται πάνω σε αποστειρωμένες γυάλινες καλυπτρίδες (2x2 cm) ^  

εντός τρυβλίου διαμέτρου 10 cm, σε πυκνότητα 2,5 106 κυτταρα/τρυβλίο και αφήνονται να 

αναπτυχθούν για δύο ημέρες. &

Στη συνέχεια το θρεπτικό υλικό αφαιρείται και ακολουθεί διπλή έκπλυση των 

κυττάρων με 10 ml (ανά έκπλυση) διαλύματος PBS (IX ). Κατόπιν τα κύτταρα α,, 

μονιμοποιούνται για 10 λεπτά με διάλυμα παραφορμαλδεΰδης [2% (w/v) σε PBS] σε β,(ι 

θερμοκρασία δωματίου.

Μετά την μονιμοποίησή τους, τα κύτταρα εκπλένονται 2-3 φορές με διάλυμα PBS 

(IX ) και επωάζονται με παγωμένη καθαρή μεθανόλη για 3-5 λεπτά στους 20 °C. Ακολουθεί L.; 

ξανά έκπλυση των κυττάρων με διάλυμα PBS (IX ) και επώαση αυτών με διάλυμα PBS (IX ) 1 ,̂ 

παρουσία BSA [3% (w/v)] για 30-60 λεπτά στους 37 °C για κάλυψη των μη ειδικών θέσεων. L ,, 

Στη συνέχεια οι καλυπτρίδες επωάζονται με κατάλληλη αραίωση του ειδικού αντισώματος,L ,( 

έναντι της πρωτεΐνης που εξετάζουμε, σε διάλυμα PBS (IX ), παρουσία BSA [1% (w/v)] γ ια ΐ^  

30-40 λεπτά στους 37 °C. Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν τα αντισώματα anti-Hsp70| 

(Stressgen, SPA-810) (αραίωση 1:200), anti-Hsp40 (Stressgen, SPA-810) (αραίωση 1:200),L 

anti-PARP-l (Santa Cruz Biotechnology, Inc. , H-250, sc-7150) (αραίωση 1:200), anti-L 

XRRC1 (Santa Cruz Biotechnology, In c ., H-250, sc-7150) (αραίωση 1:200). L

Ακολουθεί ξανά έκπλυση των κυττάρων με διάλυμα PBS (IX ) και επώαση αυτών μι| 

κατάλληλη αραίωση αντισώματος, έναντι ανοσοσφαιρινών είδους προέλευσης του πρώτου 

αντισώματος και συγκεκριμένα anti-mouse IgG F1TC conjugate (Sigma -  Aldrich, F 58971 

(αραίωση 1:400) ή anti-rabbit IgG TRIC conjugate (Texas Red) (Sigma -  Aldrich, T 6778]
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Sj (αραίωση 1:400). To αντίσωμα βρίσκεται σε διάλυμα PBS (IX ), παρουσία BSA [1% (\ν/ν)] 

jj και η επώαση γίνεται στους 37 °C και διαρκεί για 30-40 λεπτά.

ί Τέλος οι καλυπτρίδες εκπλένονται με διάλυμα PBS (IX ), μεταφέρονται σε

I
1 αντικειμενοφόρους πλάκες και ακολουθεί παρατήρηση των δειγμάτων σε μικροσκόπιο 

φθορισμού (Nicon Microphot-FXA) και φωτογράφηση σε φιλμ Fujicolor 400 ASA.

I 3.8. Απονόμωση πυρήνων-πυρηνίσκων από κύτταρα
Συλλέγουμε τα κύτταρα (3T08 κύτταρα) σε παγωμένο PBS και τα τοποθετούμε στον 

πάγο. Τα φυγοκεντρούμε σε 500 g για 5 λεπτά.

! Τα κύτταρα επαναιωρούνται σε δεκαπενταπλάσιο όγκο (1,5 ml) υποτονικού

διαλύματος (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 10 mM NaCl και 1 mM MgCl2) και αφήνονται στον 

πάγο για 30 λεπτά.

Στη συνέχεια προστίθεται σε κάθε δείγμα 0,3% Nonidet P-40 (Roche Applied 

'Science, Mannheim, Germany) και κάνουμε ομογενοποίηση.

Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 1200 g για 3 λεπτά και οι πυρήνες (ίζημα) 

αιωρούνται σε δεκαπλάσιο όγκο (500 μΐ) διαλύματος 0,25 Μ σουκρόζης, 10 mM MgCl2, 

ώ το υπερκείμενο (κυτταροπλασματικό κλάσμα) μπορεί να συλλεχθεί για περαιτέρω 

άλυση.

Οι πυρήνες καθαρίζονται, περνώντας τους από 500 μΐ διαλύματος 0,88 Μ σουκρόζης, 

a 10,05 μΜ MgClj αφού φυγοκεντρηθούν σε 1200 g για 10 λεπτά. Ο ι καθαροί πυρήνες 

ϊπαναιωρούνται σε δεκαπλάσιο όγκο (250 μΐ) διαλύματος 0,34 Μ σουκρόζης και 0,05 mM 

SigCh- Στην συνέχεια η πυρηνική μεμβράνη τους διασπάται με υπέρηχους. Το διάλυμα που 

τροκύπτει, μετά τους υπέρηχους, το περνάμε από 250 μΐ διαλύματος 0,88 Μ σουκρόζης, 0,05 

iflJxM MgCh φυγοκεντρώντας σε 2000 g για 20 λεπτά.

Οι καθαροί πυρηνίσκοι (ίζημα) επαναιωρούνται σε 100 μΐ διαλύματος 0,34 Μ 

Λ ουκρόζης, 0,05 mM MgCl2 ή σε διάλυμα RIPA αν είναι να χρησιμοποιηθούν για πειράματα 

D- ινοσοκαθίζησης, ενώ το υπερκείμενο (πυρηνικό κλάσμα) μπορεί να συλλεχθεί για περαιτέρω 

ιναλύσεις.
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3.9 Ηλεκτροφόρηση μεμονωμένων πυρήνων-πυρηνίσκων σε πηκτή αγαρόζης 

(Com et Assay In nucleus-nucleolus, NCA)

Τα δείγματά μας (πυρήνες, πυρηνίσκοι) επαναιωρούνται σε 100 μΐ 1,5% αγαρόζης | | »: 

χαμηλού σημείου τήξεως (L.M.P. Agarose) σε PBS, pH 7 .4 , στους 37 °C.

Τα δείγματά μας με την αγαρόζη (L.M.P) τοποθετούνται με την πιπέτα επάνω σε μία I (κ 

αντικειμενοφόρο που έχει επικαλυφθεί με μία στρώση 1% κανονικής αγαρόζης σε PBS και 

αμέσως τοποθετούμε από πάνω μία καλυπτρίδα χωρίς να την πιέσουμε. (Στρώση 

αντικειμενοφόρων: το δ/μα κανονικής αγαρόζης θερμαίνεται σε ποτηράκι και το ύψος του | So·, 

όγκου του δ/τος φροντίζουμε να είναι ίσο με το ύψος μίας καλυπτρίδας, έτσι ώστε όταν 

βουτήξουμε την αντικειμενοφόρο μέσα στο δ/μα κανονικής αγαρόζης να σχηματιστεί μία I 

πλάκα διαστάσεων ίδιων με αυτές της καλυπτρίδας. Σκουπίζουμε το κάτω μέρος των |)κχ 

αντικειμενοφόρων και αφήνουμε να στεγνώσουν καλά). ι C(

Το όλο σύνολο αφήνεται στους 4 °C για 10 λεπτά και στη συνέχεια αφαιρσύμε τις 

καλυπτρίδες προσεκτικά και εμβαπτίζεται σε διάλυμα λύσης (2.5 Μ NaCl, 100 mMJpf;· 

Na2EDTA, 10 mM Tris, NaOH to pH 10, και 1% Triton X-100) στους 4 °C για 60 λεπτά, για| 

την απομάκρυνση των κυτταρικών πρωτεϊνών. ΚΙ ',

Στη συνέχεια το σύνολο πλένεται με ψυχρό PBS pH 7.4 (3 πλύσεις των 5 λεπτών) KaiL, 

τοποθετείται στο δοχείο της ηλεκτροφορητικής συσκευής που φέρει ψυχρό διάλυι 

αποδιάταξης (unwinding buffer) 0.3 Μ NaOH και 1 mM NaaEDTA (ρΗ>13), (το δ/μα αυτό| 

φτιάχνεται πάντα φρέσκο).Αφήνουμε για 40 λεπτά στους 4 °C. (Καλό είναι να υπάρχειμγ 

σκοτάδι γιατί το φως προκαλεί καταστροφή στο DNA. Οι αντικειμενοφόροι τοποθετούνται^ 

με την ίδια φορά πάνω στη συσκευή).

Ηλεκτροφορούμε με το ίδιο διάλυμα στα 30 V και 300 mA για 30 λεπτά 

θερμοκρασία 4 °C (η θερμοκρασία δεν πρέπει να ξεπεράσει τους 15 °C).

Μετά οι αντικειμενοφόροι με τα δείγματα πλένονται με ψυχρό PBS pH 7.4 (3 πλύσι 

των 5 λεπτών) και στη συνέχεια βάφουμε με 50 μΐ DAPI (5 pg/ml PBS). Ξεπλένουμε μ^ 

ψυχρό PBS pH 7.4 μία φορά (5 λεπτά) και παρατηρούμε τα δείγματα στο φωτόμετρο (35( |( 

nm).
Cl
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3.10. DNA fragm entation (laddering) of nucleus-nucleolus

a

a

:ovl

λ

Συλλέγουμε τα κύτταρα (3 10 κύτταρα) σε παγωμένο PBS και τα τοποθετούμε στον 

πάγο. Τα φυγοκεντρούμε σε 500 g για 5 λεπτά.

Τα κύτταρα επαναιωρούνται σε δεκαπενταπλάσιο όγκο (1,5 ml) υποτονικού 

διαλύματος (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 10 mM NaCl και 1 mM MgCl2) και αφήνονται στον 

πάγο για 30 λεπτά.

Στη συνέχεια προστίθεται σε κάθε δείγμα 0,3% Nonidet P-40 (Roche Applied 

Science, Mannheim, Germany) και κάνουμε ομογενοποίηση.

Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 1200 g για 3 λεπτά και οι πυρήνες (ίζημα)
i

^ιΙεπαναιωρούνται σε δεκαπλάσιο όγκο (500 μΐ) διαλύματος 0,25 Μ σουκρόζης, 10 mM 

jVli'MgCl2, ενώ το υπερκείμενο (κυτταροπλασματικό κλάσμα) μπορεί να συλλεχθεί για 

περαιτέρω ανάλυση.

Οι πυρήνες καθαρίζονται, περνώντας τους από 500 μΐ διαλύματος 0,88 Μ σουκρόζης, 

ί^Ο,05 μΜ MgCl2 αφού φυγοκεντρηθούν σε 1200 g για 10 λεπτά.

Οι καθαροί πυρήνες (ίζημα) επαναιωρούνται σε 100 μΐ παγωμένο DNA Lysis Buffer 

(IX) [10 mM Tris-HCl pH 7.4, 10 mM EDTA pH 8, 0.5% Triton X-100]. Ακολουθεί επώαση 

®ίγια 10 λεπτά στον πάγο.

je| Στη συνέχεια το διάλυμα που προκύπτει (σπασμένοι πυρήνες) το περνάμε από 

φ ιά λυμ α  0,88 Μ σουκρόζης, 0,05 μΜ MgCL φυγοκεντρώντας σε 2000 g για 20 λεπτά στους

*°C.

$ Μεταφέρουμε το υπερκείμενο (νουκλεοπλασμικό DNA) σε νέο eppcndorf και επαναιωρείται 

ϊε παγωμένο DNA Lysis Buffer (6Χ), ενώ το ίζημα (πυρηνίσκοι) επαναιωρείται σε 

(φαγωμένο DNA Lysis Buffer (IX). Ακολουθεί επώαση για 5 λεπτά στον πάγο. 

Φυγοκεντρούμε τα δείγματα στις 13000 rpm για 20 λεπτά στους 4 °C.

Μεταφέρουμε το υπερκείμενο (DNA) σε καθαρά eppendorf και τα δείγματα 

Επωάζονται στους 37 °C παρουσία 0,2 mg/ml RNase Α για 2 h, και στη συνέχεια για άλλες 2 

5' ι στις ίδιες συνθήκες παρουσία 0,25 mg/ml Proteinase Κ.

Προσθέτουμε 20 μΐ διαλύματος 5Μ NaCl και 120 μΐ ισοπροπυλικής αλκοόλης (οι 

■γκοι αυτοί αντιστοιχούν σε 100 μΐ δείγματος) και τα δείγματα αφήνονται στους 20 °C Ο/Ν.

Φυγοκεντρούμε τα δείγματα στις 13000 rpm για 15 λεπτά στους 4 °C, αφαιρούμε το 

περκέίμενο, ξηραίνουμε το ίζημα και τέλος το επαναιωρούμε προσεκτικά σε 15 μΐ 

ιαλύματος ΤΕ pH 7,4.
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Προσθέτουμε στα δείγματα DNA loading buffer και τα ηλεκτροφορούμε σε 1,2% 

πηκτή αγαρόζης.

3.11. Απομόνωση κυτταροπλασματικού RNA (PARIS kit, ΑΜΒΙΟΝ)

pi;

ί·-.

Ι.α) Τρυψινοποίηση. Επαναιώρηση σε 10 ml DMEM σε universal. Φυγοκέντρηση στις 2000 Π ΙΙι 

rpm για 3 λεπτά. Αφαιρούμε το υπερκείμενο και επαναιωρούμε σε 1 ml DMEM σε 11 

eppendorf. 1 3.1i

β) Φυγοκέντρηση στις 2000 rpm για 3 λεπτά. Αφαιρούμε το υπερκείμενο και επαναιωρούμε |  

σε 1 ml PBS. Αφήνεται το δείγμα στον πάγο. |  Π ·

2. α) Φυγοκέντρηση στις 2000 rpm για 3 λεπτά και αφαιρούμε το υπερκείμενο. Προσθέτουμε |  οι 

300 μΐ Cell Fractionation Buffer. Διατηρείται στον πάγο. Η fb

β) Πιπετάρουμε ήπια. (Μ

3) Επώαση για 10 λεπτά πάγο. |Πρ.

4) Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά  στους 4 °C σε 500xg. Ιφκ

5) Αφαιρούμε το υπερκείμενο και το βάζουμε σε eppendorf (στον πάγο). Iac-i

6) Προσθέτω 300 μΐ 2χ Lysis/Binding Solution σε θερμοκρασία δωματίου. Πιπετάρουμε Ιφ.

ήπια. ΙΠι

7) Προσθέτουμε 300 μΐ 100% αιθανόλης σε θερμοκρασία δωματίου. Πιπετάρουμε ήπια. L ,

8) Εφαρμόζουμε το Filter cartridge στο Collection tube. Βάζουμε το πολύ 700 μΐ δείγματος k„(

στο Filter cartridge και φυγοκεντρούμε στις 11000 ipm για 1 λεπτό. Πετάμε το υγρό KoujAr, 

φιλτραρίστηκε και βάζουμε το υπόλοιπο δείγμα να φιλτραριστεί ακριβώς με τον ίδιο τρόπο. L  

Πετάμε και το υπόλοιπο φιλτραρισμένο υγρό ενώ κρατάμε το Collection tube. If]̂

9) Βάζουμε σε κάθε Filter cartridge 700 μΐ Wash Solution 1 και φυγοκεντρούμε στις 11000L.

rpm για 1 λεπτό. Πετάμε το φιλτραρισμένο υγρό. k r

i) Προσθέτουμε 500 μΐ Wash Solution 2/3 και φυγοκεντρούμε στις 11000 rpm για 1 λεπτό. 

Πετάμε το φιλτραρισμένο υγρό.

ϋ) Προσθέτουμε ξανά 500 μΐ Wash Solution 2/3 και φυγοκεντρούμε στις 11000 rpm για 1 

λεπτό. Πετάμε το φιλτραρισμένο υγρό.

iii) Φυγοκεντρούμε για 30sec για να απομακρυνθούν και τα τελευταία ίχνη του Wasl ^  

Solution 2/3.

10) Εφαρμόζουμε καινούριο Collection tube στα Filter cartridges.

V - ,
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i) Προσθέτουμε 40 μΐ Elution Solution το οποίο πριν έχει θερμανθεί στους 95 °C (για να 

καταστραφούν οι ΙΙΝασες αν υπάρχουν ενώ στη συνέχεια το αφήνουμε σε θερμοκρασία 

δωματίου). Το ρίχνουμε στο κέντρο του Filter cartridge και φυγοκεντρούμε στις 11000 rpm 

για 30 sec.

ii) Προσθέτουμε ξανά 10 μΐ Elution Solution και φυγοκεντρούμε όπως και πριν.

11) Αποθηκεύουμε το RNA που υπάρχει στα Collection tubes στους -80 °C.

3.12. Καθαρισμός R NA με ϋΝ αση.

Προσθέτουμε 5 μΐ DNAse (free RNAse) σε 50 μΐ RNA (διάλυμα).Επωάζουμε για 30 λεπτά 

σε 37 °C.

1 Προσθέτουμε 50 μΐ ακόμη Elution Solution για να έχουμε μεγαλύτερο όγκο δείγματος (100

m -

ΪΠροσθέτω ίδιο όγκο (100 μΐ) φαινόλης και πιπετάρουμε.

Φυγοκεντρούμε στις 12000 rpm για 2 λεπτά σε 4 °C.

|Αφαιρούμε προσεκτικά το υπερκείμενο, όπου υπάρχει διαλυμένο το RNA, και το βάζω σε 

iieppendorf στον πάγο.

ΙΠροσθέτουμε 100 μΐ διαλύματος 49/1 χλωροφόρμιο /  ισοαμυλική αλκοόλη και 

ρνακατεύουμε.

Κ>υγοκεντρούμε στις 12000 rpm για 2 λεπτά σε 4 °C.

X) \φαιρούμε προσεκτικά το υπερκείμενο (RNA διαλυμένο) και το βάζουμε σε νέο eppendorf 

ro. ττον πάγο.

Ιροσθέτουμε 50 μΐ οξικό αμμώνιο 7.5 Μ και 250 μΐ απόλυτη αιθανόλη και πιπετάρουμε. 

Αφήνουμε το μίγμα να επωασθεί για 1 ώρα σε -80 °C.

[Φυγοκεντρούμε στις 12000 rpm για 15 λεπτά σε 4 °C. Πετάμε το υπερκείμενο και 

<ο· παναιωρούμε το ίζημα (RNA) σε 1 ml παγωμένη αιθανόλη.

Φυγοκεντρούμε στις 12000 rpm για 15 λεπτά σε 4 °C. Πετάμε το υπερκείμενο, ξηραίνουμε το 

ζημα (RNA) στους 37 °C και τέλος το επαναιωρούμε σε 50 μΐ dH20.

.13. RT-PCR

Η μελέτη των επιπέδων RNA της Hsp70 έγινε με τη βοήθεια των οδηγιών του 

ακέτου QLAGEN One Step RT-PCR:
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•  Για κάθε αντίδραση χρησιμοποιήσαμε 1 pg RNA, 3,4 μΐ πρότυπων εκκινητών (100 

ng/μΐ), 2 μΐ dNTPs (10 mM), 10 μΐ 5x QIAGEN One Step RT-PCR Buffer, 2 μΐ QIAGEN 

One Step RT-PCR Enzyme Mix και συμπληρώσαμε με νερό αποστειρωμένο σε τελικό 

όγκο 50 μΐ και στη συνέχεια προσθέσαμε 40 μΐ αποστειρωμένου λαδιού.

Οι συνθήκες για την RT-PCR αντίδραση ήταν οι παρακάτω:

• Αντίστροφη μεταγραφή (reverse transcription): 50 °C , (30 λεπτά)

• Αρχικό βήμα ενεργοποίησης PCR (initial PCR activation step): 95 °C, (15 λεπτά)

• Θερμική αποδιάταξη (denaturation): 94 °C , (1 λεπτό).

• Πρόσδεση εκκινητών (annealing) : 66 °C , (1 λεπτό)

•  Επιμήκυνση αλυσίδων (elogadon) : 72 °C , (1 λεπτό)

•  Αριθμός θερμικών κύκλων: 25

• Τελική επιμήκυνση (final elongation): 72 °C, (10 λεπτά)

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήσαμε ήταν : 

για την Hsp70

(5'-Hsp70-UTR, 5'-TTCCAGCCCCCAATCTCAGAGCCGAGCCGACAGAGA-3' και 

3 '-TRG, 5 '-CAT GAAGC ACTGGCCTTTCC AGGTGATCAACGACGG AG AC), 

για την dj2

(Dnaj 5' Sail, 5'- ACCGGCAGTCGACGATGGTG AAAGAAACAACTTA-3'; και 

3-Jdom-EcoRI, 5 '-CCCTCTTTGAATTCCTGTTCTCCTCCTTTG- 30-

3.14. Διαδικασία δημιουργίας επιδεκτικών κυττάρων BL21/ED

A ·1

rtf*·

c:--

C'·

a!:y

Jm

3.1?

01VJ 

mi

hr.

01·. Λ

or.'/

ign

o)ji

« ί

iJH·

If,

Εμβολιάζουμε μικρή ποσότητα (περίπου 50 μΐ) με βακτήρια BL21/ED3 σε ποσότητα^ 

20 ml θρεπτικού υλικού καλλιέργειας βακτηρίων LB (Luria Broth, 10 gr Bacto-Tryptone, 5gr 

Yeast extract και 10 gr NaCl σε 1L H2O το οποίο και αποστειρώνεται) χωρίς αμπικιλλίνη 

κάτω από ασηπτικές συνθήκες. Αφήνουμε την καλλιέργεια να αναπτυχθεί υπό ανάδευση 250 ^ 

rpm σε θερμοκρασία 37 °C σε τροχιακό επωαστήρα, έως ότου η οπτική πυκνότητα της ^ 

καλλιέργειας έχει τιμή Α$οο= 0.3-0.6 (περίπου 2 ώρες). Μοιράζουμε το διάλυμα των 20 ml σε ^ 

δύο σωληνάκια των 10 ml κάτω από ασηπτικές συνθήκες. Φυγοκεντρούμε στις 4000 rpm γιο $ 

10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Αφαιρούμε το υπερκείμενο και επαναιωρούμε τ ι 9· 

κύτταρα σε 2 ml διαλύματος CaCh (60 mM CaCh, 15% γλυκερόλη, 10 mM PIPES) για κάθι •Κι 

σωληνάκι. Φυγοκεντρούμε στις 3500 rpm για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου

V»
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<iι
3 Αφαιρούμε το υπερκείμενο και επαναιωρούμε τα κύτταρα σε 2 ml διαλύματος CaCb για 

j κάθε σωληνάκι. Ακολουθεί επώαση στον πάγο για 30 λεπτά. Στη συνέχεια φυγοκεντρούμε 

? στις 3500 rpm για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Αφαιρούμε το υπερκείμενο και 

| επαναιωρούμε τα κύτταρα σε διάλυμα CaCl2 κατάλληλου όγκου ανάλογα με τον αριθμό των 

ij aliquots που θέλουμε στη συνέχεια να μοιράσουμε τα κύτταρα (κάθε aliquot έχει 100 μΐ). 

Τέλος αποθηκεύουμε τα aliquots των επιδεκτικών κυττάρων στους -70 °C.

3.15. Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων (Transformation)

Τοποθετούμε τα aliquots με τα επιδεκτικά κύτταρα στον πάγο για να ξεπαγώσουν 

σιγά-σιγά. Στη συνέχεια μεταφέρουμε τα 100 μΐ από κάθε aliquot σε σωληνάκι των 10 mlιI
ικαι προσθέτουμε 1 μg πλασμιδίου. Ακολουθεί ήπια ανάδευση με το χέρι. Επωάζουμε 30 

(λεπτά στον πάγο. Ακολουθεί θερμικό σοκ 42 °C σε υδατόλσυτρο για 2 λεπτά. Τοποθετούμε 

ιστόν πάγο για 1 λεπτό και στη συνέχεια προσθέτουμε 1 ml διαλύματος LB σε κάθε δείγμα το 

:ο7ΐοίο και αναδεύουμε ήπια με το χέρι. Στη συνέχεια ακολουθεί επώαση στους 37 °C σε 

|υδατόλουτρο για 1 ώρα. Κατόπιν απλώνουμε σε τρυβλία με άγαρ (περιέχει αμπικιλλίνη 100 

|ig/m l) κάποια ποσότητα κυττάρων από το κάθε δείγμα (συνήθως 25-100 μΐ) και επωάζουμε 

(ολονύκτια στον κλίβανο στους 37 C (τοποθέτηση των τρυβλίων ανάποδα). Εάν επιθυμούμε
I
να έχουμε αρνητικό control τότε σε κάποιο δείγμα αντί για πλασμίδιο προσθέτουμε 1 μΐ 

idH20 .

1.16. Παρασκευή πλασμιδιακού DNA μικρής κλίμακας (Plasmid Mini-Preparation 

. DNA).

Μεταφέρουμε, νπό ασηπτικές συνθήκες, από κάθε τρυβλίο με άγαρ όπου υπάρχουν οι 

Ιακτηριακοί κλώνοι, μία μοναδιαία αποικία και την εμβολιάζουμε σε μία ποσότητα 3 ml 

(ρεπτικσύ υλικού LB 7ΐου περιέχει αμπικιλλίνη 100 pg/ml σε σωληνάκι των 10 ml. 

Αφήνουμε την καλλιέργεια να αναπτυχθεί υπό ανάδευση 250 rpm σε θερμοκρασία 37 °C σε 

ροχιακό επωαστήρα ολονύκτια, (τα τρυβλία με άγαρ που περιέχουν τους βακτηριακούς 

λώνους αποθηκεύονται στους 4 °C, μέχρι να ε7ηβεβαιωθούν ότι οι αποικίες που 7τήραμε 

Jivai οι κατάλληλες και στη συνέχεια να αποθηκευτούν).

Από κάθε βακτηριακή καλλιέργεια παίρνουμε 1 ml και το μεταφέρουμε σε 

ικροφυγοκεντρικά σωληνάκια. Φυγοκεντρούμε σε 13000 g για 10 λεπτά σε θερμοκρασία

67



' '·< -ι.-τώ»ΜΜ

δωματίου. Αφαιρούμε το υπερκείμενο και στη συνέχεια προσθέτουμε σε κάθε κυτταρικό 

ίζημα 70 μΐ διαλύματος STET buffer (8% sucrose, 5% Triton Χ-100, 50 mM EDTA pH 8 και m'·· 

50 mM Tris-HCl pH 8) στο οποίο και επαναιωρούμε τα κύτταρα. Στη συνέχεια προσθέτουμε Pi 

25 μΐ λυσοζύμη (από stock 10 mg/ml) και κάνουμε vortex 3-5 sec. Ακολουθεί επώαση για 2 κα: 

λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και βρασμός για 45 sec για να απενεργοποιηθεί η 

λυσοζύμη. Στη συνέχεια φυγοκεντρούμε σε 13000 g για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου nw 

και συλλέγουμε προσεκτικά το υπερκείμενο και το μεταφέρουμε σε νέο μικροφυγοκεντρικό κ> 

σωληνάκι. Προσθέτουμε 100 μΐ ισοπροπανόλη και κάνουμε vortex για 2-3 sec. Ακολουθεί λπ 

επώαση στους -70 °C για 15 λεπτά και τα δείγματα φυγοκεντρούνται σε 13000 g για 10 λεπτά jjro

σε θερμοκρασία δωματίου. Αφαιρούμε το υπερκείμενο και αφήνουμε το ίζημα (πλασμίδιο) j
\

να στεγνώσει για 15 λεπτά. Τέλος επαναιωρούμε το ίζημα σε 20 μΐ ΤΕ (lx) (ίσως χρειαστεί k|&.

να θερμανθεί το ίζημα στους 37 °C για 5 λεπτά για την καλύτερη επαναδιαλυτοποίησή του) 

και το αποθηκεύουμε στους -20 °C.

Η επιβεβαίωση του κάθε πλασμιδίου γίνεται με πέψη με κατάλληλα περιοριστικά ένζυμα και 

ηλεκτροφόρηση των προϊόντων σε πηκτή αγαρόζης.

3.17. Επαγωγή έκφρασης πρωτεϊνών σε βακτηριακά στελέχη σε μικρή κλίμακα

|0 Α Α

Για την επαγωγή της έκφρασης των χιμαιρικών πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκε το 

στέλεχος BL21/ED3 της E.coli ως πλέον κατάλληλο για την υπερέκφραση τ 

κλωνοποιημένων cDNAs (GST fusion proteins). Η διαδικασία που ακολουθήθηκε (Ausube 

et al., 1994) με τις κατάλληλες τροποποιήσεις έχει ως εξής:

Από τις αποικίες που προήλθαν μετά το βακτηριακό μετασχηματισ 

ενοφθαλμίστηκαν 7 υγρές καλλιέργειες LB με αμπικιλλίνη των 5 ml σε βακτηριακού 

σωλήνες, ένα για κάθε υπό μελέτη κλώνο cDNA, οι οποίες αναπτύχθηκαν ολονύχτια 

ανάδευση 250 rpm σε θερμοκρασία 37 “C σε τροχιακό επωαστήρα. 100 μΐ από κάθ 

καλλιέργεια ενοφθαλμίστηκαν σε 10 ml καλλιεργητικού μέσου LB με αμπικιλλίνη (10 ^ 

μg/mI) και αφέθηκαν να αναπτυχθούν υπό ανάδευση 250 rpm σε θερμοκρασία 37 °C σ (, 

τροχιακό επωαστήρα έως ότου η οπτική πυκνότητα της καλλιέργειας έχει τιμή Α$οο= 0.6-0. ^  

(περίπου 3 ώρες), γεγονός που σηματοδοτεί ότι η βακτηριακή καλλιέργεια βρίσκεται ο qj 

εκθετική φάση, εξασφαλίζοντας έτσι τη μέγιστη πρωτεϊνική έκφραση. Οι αρχικές υγρι 

καλλιέργειες υγρού LB αποθηκεύτηκαν στους 4 °C.

'h
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' Στις καλλιέργειες των αποικιών των οποίων η οπτική πυκνότητα έφτασε τις

επιθυμητές τιμές, έγινε προσθήκη IPTG (ISOPROPYL β-D-THIOGALACTO-

- 1 PYRANOSEDE) σε συγκέντρωση 1 mM. Μετά την προσθήκη του IPTG οι καλλιέργειες

- ϊ αφέθηκαν να αναπτυχθούν στις ίδιες συνθήκες για ακόμη 3 ώρες.

Κατά τη διάρκεια της διαδικασίας έγινε συλλογή δειγμάτων όγκου 1 ml από τις 

* καλλιέργειες πριν την προσθήκη IPTG και μετά το πέρας 1, 2 και 3 ωρών από την προσθήκη 

ΐτου. Τα δείγματα μεταφέρθηκαν σε μικροφυγοκεντρικούς σωλήνες, φυγοκεντρήθηκαν για 2 

ϊλεπτά στις 12000 rpm, αφαιρέθηκε το υπερκείμενο και αποθηκεύτηκαν στους -20 °C για να 

"ΐ ^ακολουθήσει αργότερα η εκχύλιση των πρωτεϊνών τους και ανάλυση με SDS PAGE.

3.18. Εκχύλιση πρω τεϊνώ ν από βακτηριακές καλλιέργειες σε μικρή κλίμακα υπό 

'ταποδιατακτικές συνθήκες.

Η διαδικασία που ακολουθήθηκε (Ausubel et al., 1994) με τις κατάλληλες 

τροποποιήσεις έχει ως εξής:

Τα ιζήματα των δειγμάτων που προέκυψαν από την επαγωγή έκφρασης των 

χιμαιρικών πρωτεϊνών επαναιωρήθηκαν σε 100 μΐ διαλύματος λύσης ουρίας (8 Μ ουρία, 0.1 

Λ NaH2P04, 0.01 Μ Tris base, pH 8 ρύθμιση με NaOH). Ακολούθησε επώαση 20 λεπτών σε 

rc| Ιερμοκρασία δωματίου με διαδοχικές επαναιωρήσεις ανά 5 λεπτά.

•jv Ακολούθησε υπερηχοβολισμός (sonication) του επαναιωρημένου ιζήματος σε 

t  Γυσκευή sonicator Branson με πλάτος (amplitude 40% για 3 sec, 10 φορές με ενδιάμεσες 

πωάσεις σε πάγο).

■>’ Στη συνέχεια έγινε φυγοκέντρηση σε μικροφυγόκεντρο για 10 λεπτά στις 12000 rpm 

·■: τους 4 °C και τα υπερκείμενα (100 μΐ) μεταφέρθηκαν σε νέα σωληνάκια που περιείχαν 25 

ι, 1 διαλύματος Laemmli buffer (5x), θερμάνθηκαν στους 95 °C για 5 λεπτά και 

, #ί ποθηκευτηκαν στους -20 °C, έτσι ώστε να χρησιμοποιηθούν στη συνέχεια για 

>λεκτροφόρηση πρωτεϊνών SDS PAGE και να δούμε την επαγωγή των χιμαιρικών 

f σωτεϊνών αλλά και τη βέλτιστη χρονική στιγμή που επάγονται. Μετά την εξακρίβωση της 

J. τιτυχίας της επαγωγής των χιμαιρικών πρωτεϊνών, έγινε επανακαλλιέργεια των αρχικών 

^ β ιλλιεργειών που είχαν κρατηθεί και αποθήκευσή τους σε γλυκερόλη στους -70 °C.
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3.19. Επαγωγή έκφρασης πρωτεϊνών βε βακτηριακά στελέχη σε μεγάλη κλίμακα

Arc
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ψ·0
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i n

Η διαδικασία της επαγωγής της έκφρασης που ακολουθήθηκε (Ausubel et al., 1994) 

με τις κατάλληλες τροποποιήσεις έχει ως εξής:

Έγινε ενοφθαλμισμός 5 ml υγρής καλλιέργειας LB/αμπικιλλίνης για κάθε βακτηριακό 

κλώνο σε 500 ml LB/αμπικιλλίνης καλλιεργητικού υλικού. Οι βακτηριακοί κλώνοι 

προέρχονταν από ανακαλλιέργεια των υγρών καλλιεργειών που αποθηκεύτηκαν κατά την 

επαγωγή έκφρασης σε μικρή κλίμακα.

Οι καλλιέργειες αναπτύχθηκαν σε τροχιακό επωαστήρα υπό ανάδευση 250 rpm σε 

θερμοκρασία 37 °C μέχρι η οπτική τους πυκνότητα να έχει τιμή Α6οο= 0.6. Στη συνέχεια έγινε 

προσθήκη IPTG σε συγκέντρωση 1 mM σε κάθε καλλιέργεια.

Ακολούθησε ανάπτυξη των βακτηρίων για ακόμη 3 ώρες στις ίδιες ακριβώς συνθήκες 

και τελικά τα βακτηριακά εναιωρήματα φυγοκεντρήθηκαν σε φυγόκεντρο Sorvall (κεφαλή 

JA14) σε πλαστικούς σωλήνες (250 ml) για 15 λεπτά στις 5500 rpm σε θερμοκρασία 4 °C. Το 

υπερκείμενο αφαιρέθηκε και το ίζημα αποθηκεύτηκε στους -80 °C.

Κατά τη διαδικασία ελήφθησαν δείγματα βακτηριακής καλλιέργειας 1 ml πριν την 

προσθήκη IPTG και 3 ώρες μετά την προσθήκη, με τον ίδιο τρόπο όπως και στην επαγωγή σε in 

μικρή κλίμακα, για να εξακριβωθεί η επιτυχία της επαγωγής έκφρασης των χιμαιρικών ί#-, 

πρωτεϊνών. «,

Ψ·
3.20. Εκχύλιση πρωτεϊνών από βακτηριακές καλλιέργειες σε μεγάλη κλίμακα υπό μη 

αποδιατακτικές συνθήκες. ή I.

into
Τα ιζήματα των βακτηριακών καλλιεργειών που προ έκυψαν από την επαγωγή σι ^ 

μεγάλη κλίμακα επαναιωρήθηκαν σε 13 ml διαλύματος λύσης (0.058 mM β· 

μερκαπτοαιθανόλη, 1 mM Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluoride, Δ/της PBS: 137 mM NaCl, 2.' 

mM KC1, 4.3 mM Na2HPC>4'7H20, 1.4 mM KH2PO4, pH 7.2, Pepstatin, Leupeptin 1 °/oo) σι 

πλαστικό σωλήνα φυγοκέντρου των 25 ml. (Για κάθε gr κυτταρικού βάρους χρησιμοποιούμ it 

περίπου πενταπλάσιο όγκο διαλύματος λύσης). Vi

Στη συνέχεια προστέθηκε λυσοζύμη σε συγκέντρωση 1 mg/ml και ακολούθηα 

επώαση σε τιάγο για 30 λεπτά. ^

Ακολούθησε υπέρηχοβολισμός (sonicalion) του μίγματος με πλάτος (amplitude) 40*! .

Ak'

rf
«Ρ

για 30 δευτερόλεπτα, 10 φορές με ενδιάμεσες επωάσεις του ενός λεπτού στον πάγο. *0,5
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Κατόπιν προστέθηκε απορρυπαντικό Triton-X 100 σε συγκέντρωση 1% ν/ν και τα 

μίγματα αφέθηκαν υπό ήπια ανάδευση στους 4 °C για 30 λεπτά.

Ακολούθησε φυγοκέντρηση σε φυγόκεντρο Sorvall (κεφαλή SW27) για 30 λεπτά στις 25000 

rpm σε θερμοκρασία 4 °C και τα υπερκείμενα χρησιμοποιήθηκαν στη συνέχεια για 

καθαρισμό πρωτεΐνης.

Στη συνέχεια χρησιμοποιήθηκαν τα σφαιρίδια γλουταθειόνης-σεφαρόζης της εταιρίας 

Amersham. Για κάθε πρωτεϊνικό εκχύλισμα χρησιμοποιήθηκε 1 ml σφαιριδίων (μικτό 

διάλυμα, ενώ ο καθαρός όγκος σφαιριδίων είναι 500 μΐ) τα οποία πλύθηκαν ως εξής: 

Φυγοκέντρηση σε 500 g για 30 sec σε θερμοκρασία δωματίου, προσεκτική αφαίρεση του 

-τυπερκειμένου και ήπια (με το χέρι) επαναιώρηση των σφαιριδίων σε 500 μΐ διαλύματος 

(χωρίς Triton Χ-100). Η παραπάνω διαδικασία επαναλήφθηκε 3 φορές και στο τέλος 

α σφαιρίδια επαναιωρήθηκαν στο πρωτεϊνικό εκχύλισμα (προερχόμενο από την εκχύλιση 

1̂ «πρωτεϊνών από βακτηριακές καλλιέργειες σε μεγάλη κλίμακα υπό μη αποδιατακτικές 

ΐορυνθήκες) και ακολούθησε επώαση υπό ήπια ανάδευση στους 4 °C για 1 ώρα έτσι ώστε να 

Ιαίνει η πρόσδεση της χιμαιρικής GST-πρωτεΐνης πάνω στα σφαιρίδια.

Τ Στη συνέχεια το μίγμα (GST-πρωτέΐνης και σφαιριδίων) μεταφέρθηκε σε

« ιποστειρωμένη πλαστική στήλη με φίλτρο στο άκρο και ελεγχόμενη ροή. Αφέθηκε για λίγα 

)3< ιεπτά να δημιουργηθεί ένα στρώμα σφαιριδίων στο κάτω μέρος της στήλης και ακολούθως 

mb χαμηλή ροή εκλούσθηκε το διάλυμα που περιείχε όσες πρωτεΐνες δεν δεσμεύθηκαν στα 

κραιρίδια (flow trough) και αποθηκεύτηκε στους -70 °C. 

ιιΐ Ακολούθησε πλύση των σφαιριδίων με 10 ml διαλύματος λύσης με Triton Χ-100 (1% 

7ν) το οποίο στη συνέχεια συλλέχθηκε και αποθηκεύτηκε στους -70 °C.

Ιατόπιν τα σφαιρίδια πλύθηκαν με 10 ml διαλύματος PBS/PMSF(1 mM) το οποίο στη 

υνέχεια συλλέχθηκε και αποθηκεύτηκε στους -70 °C. 

jy Στη συνέχεια προστέθηκαν 5 ml διαλύματος έκλουσης (Elution buffer) στο οπαίο 

\ 3. φέθηκαν να επωαστούν τα σφαιρίδια για 5 λεπτά και μετά συλλέχθηκαν υπό χαμηλή ροή σε 

S 0 μικροφυγοκεντρικούς σωλήνες δείγματα καθαρής πρωτεΐνης 500 μΐ το καθένα.

; ,κολούθησε πλύση της στήλης με 10 ml διαλύματος PBS/PMSF (1 mM) το οποίο στη 

υνέχεια συλλέχθηκε και αποθηκεύτηκε στους -70 °C.

Τέλος έγινε η αναγέννηση των σφαιριδίων για πιθανή επαναχρησιμοποίησή τους ή 

τοθήκευση ως εξής:

Πλύση σφαιριδίων με 2 ml διαλύματος χαμηλού pH (0.1 Μ Sodium acetate pH 4.5 

ιι 0.5 Μ NaCl), επώαση για 2 λεπτά και αφήνουμε να τρέξει η στήλη.
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Πλύση σφαιριδίων με 2 ml διαλύματος υψηλού pH (0.1 Μ Tris-HCl pH 8.5 και 0.5 Μ 

NaCl), επώαση για 2 λεπτά και αφήνουμε να τρέξει η στήλη.

Πλύση σφαιριδίων με 10 ml διαλύματος PBS και αφήνουμε να τρέξει η στήλη.

Η παραπάνω διαδικασία επαναλαμβάνεται 3φορές.

Στο τέλος προσθέτουμε 5 ml διαλύματος PBS, 0.02% Sodium azide στο οποίο και 

αποθηκεύονται τα σφαιρίδια σε θερμοκρασία 4 °C.
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3.21. Καθαρισμός πρωτεΐνικού εκχυλίσματος από μικρά μόρια μέσω διαπίδυσης 

(dialysis)

Χρησιμοποιήθηκαν μεμβράνες διαπίδυσης (SIGMA dialysis tubing) οι οποίες 

τεμαχίστηκαν σε κομμάτια μεγέθους περίπου 10cm και θερμάνθηκαν στους 100 °C για 10 

λεπτά σε 1 λίτρο υδατικού διαλύματος που περιείχε 2% w/v NaHCO^ και 1 mM EDTA.

Στη συνέχεια οι μεμβράνες πλύθηκαν με δις απεσταγμένο νερό και θερμάνθηκαν Μ- 

στους 100 °C για 10 λεπτά σε 1 λίτρο υδατικού διαλύματος που περιείχε 1 mM EDTA και y/i· 

μετά αφέθηκαν να αποκτήσουν θερμοκρασία δωματίου.

Τα επιλεγμένα πρωτέϊνικά εκλούσματα τοποθετήθηκαν σε μεμβράνη κατάλληλου 

μεγέθους (χωρητικότητα μεμβράνης περίπου 2 ml/cm) και στεγανοποιήθηκαν με τη χρήση jjp, 

ειδικών σφιγκτήρων (clips).

Ακολούθησε επώαση σε ένα λίτρο διαλύματος διαπίδυσης (150 mM NaCl, 20 mN 

Tris-HCl pH 7.4, 2 mM MgCl2, 0.1 mM EGTA, 0.25M ή 85% Sucrose, 0.1 mM DTT και 

mM PMSF) υπό ήπια ανάδευση στους 4 °C για 12 ώρες περίπου.

Τέλος τα πρωτέϊνικά διαλύματα μεταφέρθηκαν σε αποστειρωμένα^, 

μικροφυγοκεντρικά σωληνάκια και αποθηκεύτηκαν στους -70 °C. y,

Ipa
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3.22. Συγκατακρήμνιση καθαρών πρωτεϊνών in vitro (Pull down of GST fusion 

proteins) (Makatsori D, et al., 2004).

Φυγοκεντρούμε τα πρωτέϊνικά δείγματα σε 13000 rpm για 30 λεπτά στους 4 °( 

(preclearing) και μεταφέρουμε το υπερκείμενο σε νέα μικροφυγοκεντρικά σωληνάκια 

Ηλεκτροφορσύμε κάποια ποσότητα των πρωτεΐνικών δειγμάτων σε SDS-PAGE έτσι ώστε νι ^  

τις εξισορροπήσουμε μεταξύ τους για να τις χρησιμοποιήσουμε στη συνέχεια στο pull down.

kioi 
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11 Εξισορροπούμε το συνολικό όγκο σφαιριδίων (για κάθε πρωτεϊνικό δείγμα χρησιμοποιούμε 

\ 30 μΐ) σε 1 ml διαλύματος διαπίδυσης χωρίς Triton Χ-100 (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl
j

i pH 7.4, 2 mM MgCl2, 0.1 mM EGTA, 0.25 Μ ή 85% Sucrose, 0.1 mM DTT και 1 mM
ί
| PMSF). Επαναιωρούμε ή7ηα τα σφαιρίδια και φυγοκεντρούμε σε 13000 rpm για 20 sec σε

ι| θερμοκρασία δωματίου. Αφαιρούμε το υπερκείμενο και επαναλαμβάνουμε την παραπάνω
<

διαδικασία 3 φορές.

Χωρίζουμε τα σφαιρίδια σε όσα δείγματα θέλουμε να μελετήσουμε (για κάθε 

> πρωτεϊνικό δείγμα χρησιμοποιούμε 30 μΐ σφαιριδίων) και προσθέτουμε κάποια ποσότητα 

! πρωτεΐνης (την οποία έχουμε υπολογίσει μετά το SDS-PAGE), 30 μΐ ζελατίνης δέρματος 

ψαριού (fish skin gelatin) και συμπληρώνουμε με διάλυμα διαπίδυσης (με Triton Χ-100 1% 

-νίν/ν) μέχρι τελικό όγκο 200 μΐ.

M'j· Ακολουθεί επώαση για 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου υπό ανάδευση.

Φυγοκεντρούμε σε 13000 rpm για 20 sec σε θερμοκρασία δωματίου. Αφαιρούμε το

^ΐυπερκείμενο και επαναιωρούμε ήπια σε 1 ml διαλύματος διαπίδυσης (με Triton Χ-100 1%
ι

flijV/v). Η παραπάνω πλύση επαναλαμβάνεται 3 φορές.

j Στη συνέχεια προσθέτουμε σε κάθε δείγμα κατάλληλη ποσότητα καθαρής πρωτεΐνης 

»IHsp70 (η ποσότητα της πρωτεΐνης που μελετάμε την πρόσδεσή της στις διάφορες gst 

ιψρωτεΐνες υπολογίζεται και αυτή από το SDS-PAGE που αναφέραμε πριν για την 

βξισορρόπηση) και συμπληρώνουμε με διάλυμα διαπίδυσης (με Triton Χ-100 1% ν/ν) μέχρι 

nM ελικό όγκο 200 μΐ..

Ακολουθεί επώαση για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου υπό ανάδευση. 

Φυγοκεντρούμε σε 13000 rpm για 20 sec σε θερμοκρασία δωματίου. Αφαιρούμε το 

ιί»β(>περκείμενο και επαναιωρούμε ήπια σε 1 ml διαλύματος διαπίδυσης (με Triton Χ-100 1% 

7ν). Η παραπάνω πλύση επαναλαμβάνεται 6 φορές, ενώ η τελευταία γίνεται με διάλυμα 

ιαπίδυσης χωρίς Triton Χ-100.

Προσθέτουμε στο τελικό ίζημα 40 μΐ διαλύματος Laemmli buffer (lx ), βράζουμε τα 

είγματα στους 100 °C για 5 λεπτά και τα φυγοκεντρούμε σε 13000 rpm για 20 sec σε 

ερμοκρασία δωματίου.

Τα δείγματα αποθηκεύονται στους -20 °C και μπορούν να χρησιμοποιηθούν για SDS- 

AGE για την εξακρίβωση της σύνδεσης της υπό μελέτη πρωτεΐνης (π.χ. Hsp70) με τις 

^ μ α ιρ ικ ές gst-πρωτεΐνες.

I #
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3.23. Καθαρισμός His χιμαιρικών πρωτεϊνών από βακτηριακές καλλιέργειες με χρήση 

χρωματογραφίας συγγένειας tll'!

ι :<Ο καθαρισμός των επαγόμενων His χιμαιρικών πρωτεϊνών από βακτηριακές 

καλλιέργειες μεγάλης κλίμακας πραγματοποιήθηκε υπό μη αποδιατακτικές συνθήκες. Η 

διαδικασία καθαρισμού περιλαμβάνει τα ίδια στάδια με τον καθαρισμό Gst χιμαιρικών 

πρωτεϊνών με τις εξής τροποποιήσεις:

Χρησιμοποιήσαμε τη μέθοδο της χρωματογραφία συγγένειας ακινητοποιημένου Ιμ 

μετάλλου (immobilized-metal affinity chromatography-IMAC) με νιτριλοτριοξικό οξύ 

(nitrilotriacetic acid-NTA). Το ΝΤΑ είναι μία τετραεδρική χηλική ένωση η οποία |πη 

καταλαμβάνει τέσσερις από τις έξι διαθέσιμες θέσεις πρόσδεσης του συνδεόμενου ιόντος του|ικ , 

νικελίου, αφήνοντας ελεύθερες δυο θέσεις, οι οποίες αλληλεπιδρούν με τους δακτύλους των 

πρόσθετων έξι ισηδινών της ανασυνδιασμένης πρωτεΐνης. Η δέσμευση των πρωτεϊνών στη 

στήλη Ni-NTA είναι ανεξάρτητη της διαμόρφωσής τους και δεν επηρεάζεται από τιςΐ»; 

περισσότερες μετουσιωτικές και απορρυπαντικές ουσίες. Οι δεσμευμένες στη στήλη Ni-NTA urr. 

πρωτεΐνες εκλούονται παρουσία καθαρού ιμιδαζολίου σε υψηλή συγκέντρωση. Ο δακτύλιος 

του ιμιδαζολίου αποτελεί τμήμα της δομής της ιστιδίνης και για το λόγο αυτό σε υψηλές ^ 

συγκεντρώσεις ανταγωνίζεται πιο αποτελεσματικά, για τις ίδιες θέσεις δέσμευσης, τις έξι n» ,· 

ιστιδίνες της ανασυνδιασμένης πρωτεΐνης. w

Χρησιμοποιήσαμε το διάλυμα SB (50 mM NaH2P04 ρΗ8.0, 150 mM NaCl, 10 mNi n,Jr 

imidazole, 1 mM PMSF) για τη λύση των βακτηριακών κυττάρων. Εναλλακτικά ^ 

χρησιμοποιήσαμε διάλυμα SB υψηλής συγκέντρωσης αλάτων (300 mM NaCl) όπου αυτί π, 

ήταν αναγκαίο. Η εξισορρόπηση των σφαιριδίων Ni-NTA έγινε με διάλυμα SB, ενώ μετά τι 

πακετάρισμα των σφαιριδίων στη στήλη τα εκπλύναμε με περίσσεια WB (50 mM NaHjPO 0;. 

ρΗ8.0, 150 mM NaCl, 20 mM imidazole, 1 mM PMSF). Τέλος πραγματοποιήσαμε τη 

έκλουση των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών με τη χρήση διαλύματος SB υψηλή^ 

συγκέντρωσης ιμιδαζολίου (100-250 mM). 4,

Η επεξεργασία της μεμβράνης διαπίδυσης γίνεται με τον τρόπο που περιγράφηκ 

παραπάνω ενώ το διάλυμα διαπίδυσης που χρησιμοποιήσαμε ήταν το εξής: 50 mM NaHzPC 

ρΗ 8.0,150-300 mM NaCl, 250 mM sucrose, 1 mM PMSF). p ,

tfii-
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^ij 3.24.Απομόνωση και καθαρισμός πρωτεϊνών από εοκαρυωτικά κύτταρα με το σύστημα  

λ του βακουλοϊού

3.24.1. Δημιουργία κα ι απομόνωση σνασυνδυασμένω ν βακεμιδίω ν.

Προκειμένου να κατασκευάσουμε ανασυνδυασμένα βακεμίδια ακολουθήσαμε το 

πρωτόκολλο Bac-To-Bac Baculovirus Expression System, της GEBCO BRL, Life

!
Technologies. Η διαδικασία πραγματοποιήθηκε ως εξής:

Αρχικά, κλωνοποιούμε το γονίδιο ενδιαφέροντος στο MCS (Multiple Cloning Site) 

- του κατάλληλου φορέα pFastBac-HT. Το σημείο εισδοχής βρίσκεται καθοδικά του δυνατού 

υποκινητή πολυεδρίνης του βακιλλοϊόύ A.califomica (ίός πολυέδρωσης AcNPV). 

λ Στη συνέχεια, με το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο μετασχηματίζουμε επιδεκτικά

γτ κύτταρα του στελέχους DHIOBac του βακτηρίου Ε. coll Στο φορέα pFastBac-HT υπάρχουν, 

χ εκατέρωθεν του υποκινητή πολυεδρίνης και του MCS, αλληλουχίες του mini-a«Tn7 

Α τεταθετού στοιχείου (Tn7Right και Tn7Left). Οι ίδιες αλληλουχίες υπάρχουν και στα 

oc Ιακτήρια του στελέχους DH10BAC και συγκεκριμένα στο ιϊκό γενομικό DNA (βακεμίδιο) 

έ ίου διαθέτουν, με αποτέλεσμα κατά το μετασχηματισμό να πραγματοποιείται ομόλογος 

ϊ  ινασυνδυασμός in vivo, μεταξύ των ομόλογων Τη7 αλληλουχιών. Αυτό οδηγεί στην εισδοχή 

ου ετερόλογου γονιδίου στο γονιδίωμα του ιού. Για την πραγματοποίηση του γενετικού 

Λ ινασυνδυασμού απαιτούνται επίσης πρωτεΐνες μετάθεσης (transposition proteins) που 

£ αρέχονται από ένα βοηθητικό πλασμίδιο, (ρΜΟΝ7124 helper plasmid) το οποίο βρίσκεται 

ΐ π ι  αυτό εντός των DH10BAC κυττάρων. Οι αλληλουχίες Tn7Right και Tn7Left του 

ί ακεμιδίου εντοπίζονται εντός του γονιδίου lacZa με αποτέλεσμα, όταν συμβεί μετάθεση με 

0 ο ε7ηθυμητό γονίδιο, αυτό να εισέρχεται εντός της κωδικής περιοχής του lacZa γονιδίου. Το 

γεγονός αυτό εμποδίζει την παραγωγή λειτουργικής πρωτεΐνης, κάτι που μπορεί να 

νιχνευθεί με την προσθήκη του τροποποιημένου σακχάρου X-gal (5 βρωμο-4 χλωρο-3 

'δολυλ-β-Ο-γαλακτοσίδιο), σε κατάλληλα τρυβλία επιλογής, 

it Στη συνέχεια μοιράζουμε ποσότητα 100 μΐ επιδεκτικών κυττάρων DH10BAC σε 

^Αποστειρωμένους σωλήνες όγκου 15 ml. Στον κάθε σωλήνα προσθέτουμε ποσότητα 5 ng του 

^ασυνδυασμένου φορέα και επωάζουμε για 30 λεπτά στον πάγο. Ακολουθεί θερμικό σοκ, με 

ιώαση των δειγμάτων στους 42 °C, για 45 δευτερόλεπτα και στη συνέχεια επωάζουμε για 2 

ηπλεόν λεπτά στον πάγο.
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Κατόπιν, στον κάθε σωλήνα προσθέτουμε 400 μΐ θρεπτικού υλικού SOC και τα 

μίγματα επωάζονται σε τρόχιακό επωαστήρα θερμοκρασίας 37 °C για 4 ώρες.

Στη συνέχεια επιστρώνουμε 100 μΐ από κάθε σωλήνα σε προθερμασμένα τρυβλία που 

περιέχουν θρεπτικό υλικό Luria Broth Agar, 50 pg/ml καναμυκίνη (ανθεκτικότητα από το 

βακεμίδιο), 10 μg/ml τετρακυκλίνη (ανθεκπικότητα από το helper) και 7 pg/ml γενταμυκίνη 

(ανθεκτικότητα από τον φορέα), ενώ στην επκράνειά τους είχαμε, προηγουμένως, 

τοποθετήσει 50 μΐ του επαγωγέα EPTG (100 mM) και 30 μΐ X-gal (100 pg/pl). Τα τρυβλία mi 

επωάζονται ολονύκτια στους 37 °C και κατόπιν για δύο ώρες στους 4 °C, για την ανάπτυξη PCR 

χρώματος. Τα βακτήρια με το ανασυνδυασμένο βακεμίδιο δίνουν άσπρο χρώμα. ^

Επιλέγουμε όλες τις λευκές αποικίες από τα τρυβλία και τις αναπτύσσουμι [1̂  

ολονύχτια, υπό ανάδευση, στους 37 °C, σε αποστειρωμένους σωλήνες των 10 ml, ποτ 

περιέχουν 2 ml LB με 50 pg/μΐ καναμυκίνη, 10 pg/μΐ τετρακυκλίνη, 7 pg/μΐ γενταμυκίνη.^, 

Μεταφέρουμε ποσότητα 1.5 ml από κάθε καλλιέργεια σε νέα αποστειρωμένο 

μικροσωληνάρια, φυγοκεντρούμε, στις 12000 rpm, για 1 λεπτό και επαναιωρούμε τ< ,[ι 

κυτταρικό ίζημα σε 0.3 ml διαλύματος I (15 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pg/m m 

Rnase A).

Ακολούθως προσθέτουμε 0.3 ml διαλύματος Π (0.1 N NaOH, 1% SDS) κα ^  

επωάζουμε το μίγμα για 5 λεππά σε θερμοκρασία δωματίου. Κατόπιν προσθέτουμε 0.3 m 

NaOH (pH 5.5) και επωάζουμε στον πάγο για 5 λεπτά.

Φυγοκεντρούμε το μίγμα στις 12000 rpm, για 10 λεπτά, μεταφέρουμε το υπερκείμενΑ* 

σε καινούριο μικροσωληνάριο και προσθέτουμε σε αυτό 0.6 ml ισοπροπανόληι l1D 

Τοποθετούμε το διάλυμα στον πάγο για 10 λεπτά και φυγοκεντρούμε στις 12000 rpn ^ 

για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Απορρίπτουμε το υπερκείμενο και εκπλένουμε 

ίζημα (που περιέχει DNA) δύο φορές με 70 % αιθανόλη και το επαναδιαλύουμε σε 40 μΐ 

pH 8. Τέλος, επιβεβαιώνουμε την απομόνωση DNA μεγάλου μοριακού βάρους 

ηλεκιροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 0,5%.

τ *ό· 

*

3.24.2.Αλνσιδωτή αντίδραση ηολυμεράσης (PCR).

Η μετάθεση του προς μελέτη γονιδίου στο DNA του βακεμιδίσυ, επιβεβαιώθηκε 

PCR, με τη βοήθεια του πακέτου KLENTAQ LA CORE της SIGMA, η οποία έχει ως εξής:

6γι

U,
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Για κάθε αντίδραση χρησιμοποιήσαμε 5 μΐ απομονωμένου βακεμιδίου, 4 μΐ πρότυπων 

εκκινητών pUC/M13 (5 ng/μΐ), 1 μΐ dNTPs (100 mM) και ρυθμιστικό διάλυμα σε τελικό 

όγκο 50 μΐ και στη συνέχεια προσθέσαμε 40 μΐ αποστειρωμένου λαδιού.

Προθερμάναμε το μίγμα στη συσκευή PCR (Thermal Cycler της Perkin Elmer) στους 

1 96 °C για 3 λεπτά προκειμένου το δίκλωνο βακεμιδιακό DNA να αποδιαταχθεί. Κατόπιν, 

προσθέσαμε σε κάθε αντίδραση 0.5 μ! (2.0 Units) πολυμεράσης KLENTAQ LA Polymerase 

mix, που επιτρέπει την ενίσχυση εκμαγείων μεγάλου μοριακού βάρους. Οι συνθήκες για τη 

PCR αντίδραση ήταν οι παρακάτω: 

θερμική αποδιάταξη (denaluration): 94 °C, (1 λεπτό).

Ίρόσδεση εκκινητών (annealing) : 60 °C, (1 λεπτό)

35 Επιμήκυνση αλυσίδων (elogation) : 72 °C, (5 λεπτά)

Αριθμός θερμικών κύκλων : 25 

)ι εκκινητές που χρησιμοποιήσαμε ήταν :

^UC/M 13 πρόσθιος( Forward) : 5'-CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAAC-3'

JC/M13 ανάστροφος (Reverse) : 5'-AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG-3'.-I

C 24.3 Δημιουργία  ανασυνδυασμένω ν βακιλλοϊώ ν

Για την παραγωγή ανασυνδυασμένων βακιλλοϊών ακολουθήσαμε το εξής 

ρωτόκολλο:

JS ιαμολύνουμε Κύτταρα Sf9 με ανασυνδυασμένο βακεμίδιο όπως περιγράφεται στη σχετική 

-ΐ /ότητα. Μετά το πέρας της επώασης συλλέγουμε τα ανασυνδυασμένα σωματίδια του ιού, 

: πό το υπερκείμενο της κάθε καλλιέργειας. Για τη δημιουργία αποθέματος ανασυνδυασμένου 

ύ , φυγοκεντρούμε ήπια (στις 1500 rpm, για 5 λεπτά) το υπερκείμενο των καλλιεργειών. Σε 

ίΐ κρή ποσότητα του υπερκειμένου (1 ml) προσθέτουμε FCS σε τελική συγκέντρωση 2% και 

ιοθηκεύουμε το προκύ7ΐτον δείγμα στους 4 °C, σε σκοτεινό δοχείο, ενώ φυλάσσουμε το 

ιόλοιπο υπερκείμενο στους -80 °C.

24.4. Τιτλοποίηση αγρίου τόπου και μεταλλαγμένου (H 42Q  SV 40) ιού  SV 40 (plaque 

-aifsay).

Προκειμένου να ελέγξουμε το τίτλο του ιού SV40 (αγρίου τύπου και μεταλλαγμένου), 

ολουθήσαμε την εξής διαδικασία:
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Διαμοιράζουμε CV1 κύτταρα σε πολυτρυβλία εσωτερικής διαμέτρου 35 mm σε 

πυκνότητα περίπου 150.000 κύτταρα /τρυβλίο και αφήνουμε να αναπτυχθούν για 24 h. υΐ'λ 

Σημαντικό βήμα στη πειραματική διαδικασία αποτελεί η ομοιόμορφη κατανομή των 15'|! 

κυττάρων στο ταπήτιο του τρυβλίου.

Στη συνέχεια αραιώνουμε 100 μΐ από το στοκ του ιού, σε 900 μΐ θρεπτικού υλικούΙΙΐζη  ̂

που περιέχει 2,5% ορό. Ακολουθούν άλλες 19 διαδοχικές αραιώσεις έτσι ώστε η τελική||)ί( 

αραίωση του ιού στο θρεπτικό μέσο να είναι 1/ 10'20.

Κατόπιν, αφαιρούμε το θρεπτικό υλικό από τα κύτταρα, τα οποία στη συνέχε 

εκπλένουμε τρεις φορές με παγωμένο διάλυμα PBS (lx ) και τα διαμολύνσυμε με 1 ml 

κάθε αραίωση. Η διαμόλυνση επαναλαμβάνεται εις διπλούν για κάθε αραίωση.

Ακολούθως επωάζουμε τα κύτταρα για μιάμιση ώρα και στη συνέχεια προσθέτουιιακτ ι 

σε κάθε τρυβλίο 2 ml διαλύματος που αποτελείται από DMEM με 2,5% ορό και 4% 

αγαρόζης, το οποίο διατηρούμε στους 45 °C. L ·,

Επιστρέφουμε τις καλλιέργειες στον επωαστικό κλίβανο και αφήνουμε για 6 με 1C ^  

ημέρες, μέχρις ότου αρχίσει η λύση των κυττάρων και ο σχηματισμός πλακών.

Μετά από περίπου 10 μέρες, προσθέτουμε στα κύτταρα 2,5 ml διαλύματος ποι 

αποτελείται από DMEM με 2% ορό και 1% χρωστικής neutral red. Αφήνουμε για επώαστ 

τρεις με τέσσερις ώρες στους 37 °C, αφαιρούμε το διάλυμα της χρωστικής και γ ί 

καταμέτρηση του αριθμού των πλακών για κάθε αραίωση.

Για την τελική τιτλοποίηση του ιού χρησιμοποιούμε τον παρακάτω τύπο:

pfu/ml αρχικού στοκ = 1 x αριθμός χ ______ 1______

του ιού αραίωση πλακών ml ιού/τρυβλίο

3.24.5. Παραγωγή πρωτεϊνών από διαμολνσμένα με βακούλοϊό εοκαροωακά κύτταρα.

ΓΙρο κειμένου να παρασκευάσουμε χιμαιρικές πρωτεΐνες με τη βοήθι 

ανασυνδυασμένων βακιλλοϊών πραγματοποιήσαμε την εξής διαδικασία:

Ποσότητες 150 μΐ από τους υποθηκευμένους ανασυνδυασμένσυς βακιλλοϊ 

χρησιμοποιήθηκαν για τη διαμόλυνση Sf9 κυττάρων. Συγκεκριμένα, καλλιεργούμε .w,, ^

Sf9 σε τρυβλία 6 φρεατίων, όπου σε κάθε φρεάτιο προσθέτουμε 150 μΐ ανασυνδυασμένα ^ 

βακιλλοϊών και αφήνουμε τα κύτταρα να αναπτυχθούν στους 27 °C.



Σε συγκεκριμένα χρονικά διαστήματα (6, 7, 8, 9 και 10 ημέρες), μετά τη διαμόλυνση, 

συλλέγουμε τα κύτταρα σε αποστειρωμένα μικροσωληνάρια και φυγοκεντρούμε ήπια στις 

1500 rpm, για 5 λεπτά.

Απορρίπτουμε το υπερκείμενο θρεπτικό μέσο και επαναιωρούμε το κάθε κυτταρικό 

ίζημα σε διάλυμα λύσεως (50 πιΜ Tris-HCl pH 8.5, 5 mM β-μερκαπτοαιθανόλη, 100 mM 

KC1, 1% Nonident P-40, 1 mM PMSF). Μετά από ήπια ανάδευση και παραμονή στον πάγο 

μα 20 λεπτά, φυγοκεντρούμε στις 12000 rpm, για 10 λεπτά.

Μεταφέρουμε τα υπερκείμενα από κάθε μικροσωλήνα σε καινούρια σωληνάκια και 

ω3ιναμειγνύουμε με κατάλληλες ποσότητες διαλύματος φόρτωσης πρωτεϊνών (Laemmli 

puffer). Το περιεχόμενό τους ελέγχεται για την ύπαρξη χιμαιρικής πρωτεΐνης (π.χ. 6His- 

M§isc70) σε πήκτωμα 10% SDS- πολυακρυλαμιδίου και ανοσοαποτύπωση κατά Western.

αο

ill

'.24.6. Κ αθαρισμός πρω τεϊνώ ν από διαμολυσμένα μ ε  βακιλλοϊό εηκαρνω τικά κύτταρα μ ε  

ρήση χρω ματογραφίας συγγένειας.

:ο| Σε τρυβλία των 100 mm καλλιεργούμε κύτταρα εντόμων Sf9, τα οποία διαμολύνουμε 

■ σι ε 600 μΐ ανασυνδυασμένων βακιλλοϊών και επωάζουμε σε κλίβανο στους 27 °C, για 6-8 

rro μέρες. Στη συνέχεια συλλέγουμε τα κύτταρα, τα φυγοκεντρούμε ήπια και επαναιωρούμε το 

άθε κυτταρικό ίζημα σε διάλυμα λύσεως, στο οποίο έχει ήδη προστεθεί ιμιδαζόλιο σε τελική 

υγκέντρωση 10 mM. Το υπερκείμενο θρεπτικό μέσο που περιέχει ιϊκά σωματίδια 

τοθηκεύεται στους -70  °C.

Κατόπιν προσθέτουμε το αιώρημα της κυτταρικής λύσεως σε φυγοκεντρικό 

υληνάριο που περιέχει 0.05 g σφαιριδίων αγαρόζης-νικελίου-νιτριλοξικού οξέος, η 

;ισορρόπηση των οποίων έγινε σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή (πρωτόκολλο 

ic-To-Bac Baculovirus Expression Systems, της GIBCO BRL, Life Technologies).

Επωάζουμε τα μίγματα, υπό διαρκή ανακίνηση, στους 4 °C, για 2 ώρες. Η διαδικασία 

ιθαρισμού περιλαμβάνει τα ίδια στάδια με τον καθαρισμό His χιμαιρικών πρωτεϊνών με τις 

ής τροποποιήσεις:

Αρχικά πλένουμε τα σφαιρίδια με 10 ml διαλύματος A (20 mM Tris-HCl pH 8.5, 5 

VI β-μερκαπτοαιθανόλη, 10 mM ιμιδαζόλιο, 500 mM KC1, 10% γλυκερόλη), στη συνέχεια 

15 ml διαλύματος Β (20 mM Tris-HCl pH 8.5, 5 mM β-μερκαπτοαιθανόλη, 20 mM 

δαζόλιο, 500 mM KC1, 10% γλυκερόλη) και ακολουθεί έκλουση των προοδεμένων

79



^fTFMttrirtri

πρωτεϊνών με διάλυμα έκλουσης (20 mM Tris-HCl pH 8.5, 5 mM β-μερκαπτοαιθανόλη, 1 Μ 

KC1, 60 mM ιμιδαζόλιο 10% γλυκερόλη).

Συλλέγουμε δείγματα των 100 μΐ από κάθε έκλουση, προσθέτουμε σε αυτά Laemmli 

buffer και ακολουθεί ηλεκτροφόρήση σε πήκτωμα 10% δωδεκυλθειϊκού πολυακρυλαμιδίου.

Επωάζουμε το πήκτωμα με χρωστική Coomassie brilliant για 2 h και στη συνέχεια με 

διάλυμα αποχρωματισμού (distaining buffer) για άλλες 2 h. Τέλος, στα σφαιρίδια!! 

πραγματοποιούμε αναγέννηση σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή.

3.25. Κ υτταρομετρία ροής

Η ανάλυση της έκφρασης της Hsp70 στους κυτταρικούς κλώνους πσα 

κατασκευάστηκαν μέσω siRNA τεχνολογίας έγινε και με κυτταρομετρία ροής (Parteoj 

CyFlow ML). Κύτταρα HeLa ή HeLa-siRNA-Hsp70 πλύθηκαν δύο φορές με παγωμένο PBS 

και επαναιωρήθηκαν σε διάλυμα 1% παραφορμαλδεΟδη/PBS σε συγκέντρωση 1x10 

κύτταρα/ml και επωάστηκαν για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Τα δείγματο 

προετοιμάστηκαν για ανάλυση FACScan κυτταρομετρίας ροής, χρησιμοποιώντας ποσότητο

1.5 μg από MAb C92 όπως έχει περιγράφει παλαιότερα από τους Dressel R, et al., 1998.

Η απόπτωση των κυττάρων HeLa-siRNA-Hsp70 που δεν εκφράζουν Hsp70 σι J 

σύγκριση με τα πατρικά κύτταρα HeLa αναλύθηκε και με κυτταρομετρία ροής. Συγκεκριμέν» 

κύτταρα HeLa και HeLa-siRNA-Hsp70 αφού εκτέθηκαν σε διάφορα χρονικά διαστήματα C 

15, 30 και 60 λεπτά σε θερμικό σοκ 45 °C και επανήλθαν για 90 λεπτά σε 37 °C, επωάστηκα 

σε 20 μg/ml χρωστικής Hoechst 33342 για 60 λεπτά και αναλύθηκαν με κατάλληλ 

πρόγραμμα για την απόπτωση που εμφάνιζαν (Partec FloMax software).
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

4.1. Επιλογή κυτταρικών κλώνων γονιδιακής αποσιώπησης με τεχνολογία siRNA για τις  

πρωτεΐνες Hsp70 (Α) και Hsp40 (Β).

A.
HeLa 

- +

HeLa hsp70-siRNA clones 
, 14 23 24 26 25 27 |

- +  +  43.5°C/90 min

hsp70

hsc70

[ R T HeLa siRNA-Hsp40 clones 
HeLa Nol2Nol No5 No3 No2 No4

o.43.5 C/90 min

Hsp40

a-tubulin

lk. 13: Ε π ιλο γή  κ υ τ τα ρ ικ ώ ν  κ λ ώ νω ν H eL a  π ο υ  δ εν  ε κ φ ρ ά ζο υ ν  τ ις  H sp 7 0  κ α ι H sp 4 0 . Οι
:αθερές μετασχηματισμένες κυτταρικές σειρές HeLa, που δεν εκφράζουν τις Hsp70 και Hsp40 
'τασκευάστηκαν με διαμόλυνση (transfection) των γονικών κυττάρων με τα πλασμίδια που φέρνουν 
φ70 (Ενθετο Α, επάνω) και Hsp40 siRNAs (Ένθετο Β, επάνω). Οι κλώνοι ετπλέχτηκαν μετά από 
λλιέργεια των κυττάρων παρουσία του αντιβιοτικού όπως περιγράφεται στα νλνκά και τις μεθόδους. 
ι εκχυλίσματα κυττάρων από διάφορους αντιπροσωπευτικούς κλώνους που εκτέθηκαν ή όχι σε 
ρμικό σοκ (43.5 °C για 90 λεπτά και επαναφορά σε 37 °C για 90 λεπτά) προετοιμάστηκαν και 
οβλήθηκαν σε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση με τα αντίστοιχα αντισώματα για κάθε πρωτεΐνη 
ως επίσης και για την Hsc70 (Ένθετο Α, κάτω) και α-τουμπουλίνη (Ένθετο Β, κάτω) για τον έλεγχο 
οφόρτωσης. Οι κλώνοι 25 (ένθετο Α) και 1, 2 και 3 (ένθετο Β) παρουσιάζουν έλλειψη των 
ωτεϊνών Hsp70 και Hsp40 αντίστοιχα και χρησιμοποιήθηκαν για τα επόμενα πειράματα.
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Η διαμόλυνση κυττάρων HeLa έγινε με το πλασμίδιο pSUPER που έφερε τα ειδικά 

siRNAs για τις πρωτεΐνες Hsp70 και Hsp40 και η επιλογή των σταθερών μετασχηματισμένων 

κλώνων έγινε με το αντιβιοτικό Hygromycin. Τα εκχυλίσματα των κλώνων που συλλέχθηκαν 

αναλύθηκαν με SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση χρησιμοποιώντας avci-Hsp70 και αντι- 

Hsp40 ειδικά αντισώματα για την ανίχνευση κάθε πρωτεΐνης στους κυτταρικούς κλώνους σε: 

φυσιολογικές αλλά και συνθήκες θερμικού σοκ. Η χρησιμοποίηση του αντισώματος για την 

Hsc70 (ένθετο Α) έγινε όχι μόνο για την ισοφόρτωση των δειγμάτων αλλά και για τον έλεγχο 

της ειδικότητας του siRNA της Hsp70, αφού η συγκεκριμένη αλληλουχία (oligos) που. 

επιλέχθηκε για την κατασκευή του διέφερε μόνο σε δύο νουκλεοτίδια με το αντίστοιχη 

αλληλουχία της Hsc70. Αυτό που αποδείχθηκε είναι το ότι είμαστε σε θέση να παραγάγουμε 

σταθερά μετασχηματισμένους κυτταρικούς κλώνους στους οποίους απουσιάζει η Hsp70 είτε 

η Hsp40 χωρίς να επηρεάζεται εμφανώς ο κυτταρικός τους κύκλος (αποτελέσματα τα οποία 

δεν παρουσιάζονται) και η απόπτωσή τους κάτω από φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης όπακ 

θα δούμε παρακάτω. Σαφώς όμως επηρεάζονται κάποια ρυθμιστικά κυρίως μ σνοπάτια στί 

οποία οι δύο πρωτεΐνες συμμετέχουν όπως φαίνεται σε επόμενα αποτελέσματα. Οι κυτταρικέ» 

αυτές σειρές χρησιμοποιήθηκαν στα επόμενα πειράματα σαν κυτταρικό σύστημα μελέτης τηι 

λειτουργίας κυρίως της Hsp70 στο πυρηνικό ή πυρηνισκικό τμήμα των κυττάρων.
Α),
κ

4.2. Ανάλυση με ανοσοφθορισμό τω ν κλώνων HeLa-siRNA-Hsp70 και HeLa-siRNA 

Hsp40 για τον έλεγχο της παραγωγής και κατανομής τω ν πρωτεϊνών Hsp70 (Α) κ 

Hsp40 (Β) κάτω  από φυσιολογικές ή συνθήκες θερμικού σοκ.

Με σκοπό να αναλύσουμε περαιτέρω και με άλλες τεχνικές την απουσία τ< 

πρωτεϊνών Hsp70 και Hsp40 στα κυτταρικά μας συστήματα χρησιμοποιήσαμε την τεχνική ί 

του διπλού ανοσοφθορισμού. Χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα HeLa και οι κυτταρικοί 

HeLa-siRNA-Hsp70 και HeLa-siRNA-Hsp40 που επιλέχθηκαν για ανάλυσή τους με τιΓ% 

τεχνική του ανοσοφθορισμού. Όλα τα κύτταρα εκτέθηκαν ή όχι σε θερμικό σοκ (90 λεπτά «(^

43,5 °C και 90 λεπτά επαναφοράς σε 37 °C) στερεοποιήθηκαν με φορμαλδεΰδη 2% και 

συνέχεια ακολούθησε ανοσοφθορισμός με ειδικό αντίσωμα για την Hsp70 (Α) και Hsp40 ίΤΐ4. 

Παρατηρήθηκε στα HeLa ότι και οι δύο πρωτεΐνες υπό φυσιολογικές συνθήκες βρίσκσνττ^ 

στο κυτταρόπλασμα κυρίως, ενώ μετά από θερμικό σοκ συσσωρεύονται στο πυρηνόπλασ] 

και κυρίως στους πυρηνίσκους.
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A HeLa HeLa-cIone 25 
hsp70-siRNA

90 min 
at 43.5<t /  
90 min at 

37°C

B HeLa HeLa
siRNA-Hsp40

fcuc 14: Έλεγχος με ανοσοφθορισμό της ύπαρξης και επαγωγής μετά από θερμικό σοκ της 
tsp70 στον κλώνο HeLa-siRNA-Hsp70 (Α) και της hsp40 στον κλώνο HeLa-siRNA-Hsp40 (Β)*
Ύ) κύτταρα HeLa (αριστερά άνω και κάτω ένθετα) και κύτταρα HeLa-siRNA-Hsp70 (δεξιά άνω και 
άτω ένθετα) εκτέθηκαν ή όχι σε θερμικό σοκ (90 λεπτά σε 43,5 °C και 90 λεπτά επαναφοράς σε 37 

\\ Ζ) στερεοποιήθηκαν με φορμαλδευδη 2% και στη συνέχεια ακολούθησε ανοσοφθορισμός με ειδικό 
vriσώμα της Hsp70 όπως περιγράφεται στα υλικά και μέθοδοί (Β) κύτταρα HeLa (αριστερά άνω και 

ΰ ίτω ένθετα) και κύτταρα HeLa-siRNA-Hsp40 (δεξιά άνω και κάτω ένθετα) εκτέθηκαν ή όχι σε 
sppuco σοκ (90 λε7ττά σε 43,5 °C και 90 λεπτά επαναφοράς σε 37 °C) στερεοποιήθηκαν με 
ορμαλδεδδη 2% και στη συνέχεια ακολούθησε ανοσοφθορισμός με ειδικό αντίσωμα της Hsp40 
τως περιγράφεται στα "υλικά και μέθοδοι".

τα HeLa-siRNA-Hsp70 και HeLa-siRNA-Hsp40 δεν παρατηρείται καθόλου Hsp70 και 

sp40 αντίστοιχα σε φυσιολογικές συνθήκες αλλά ακόμη και μετά από θερμικό σοκ (ο 

 ̂αχιστος φθορισμός που υπάρχει στους κυτταρικούς κλώνους είναι λόγω του δευτερογενούς 

/τισώματος mouse-FITC που χρησιμοποιείται).

j
■ 3. Ανάλυση με RT-PCR τω ν επιπέδων κυτταροπλασματικού RNA της Hsp70 στον 

^ ηταρικό κλώνο HeLa-siRNA-Hsp70 κάτω από φυσιολογικές ή συνθήκες θερμικού 

ικ.
$

Τέλος, μετά από τις 2 αξιόπιστες τεχνικές που χρησιμοποιήσαμε για τον έλεγχο των 

ο πρωτεϊνών, εννοούμε το western blotting και τον διπλό ανοσοφθορισμό,
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Χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα HeLa και HeLa-siRNA-Hsp70 τα οποία αφού πρώτα εκτέθηκαν 

ή όχι σε θερμικό σοκ (90 λεπτά σε 43,5 °C και 90 λεπτά επαναφοράς σε 37 °C) [5' 

επεξεργάστηκαν (Ampion, Paris ΤΜ kit, βλέπε υλικά και μεθόδους) και απομονώθηκε το 

κυτταροπλασματικό τους RNA. Στη συνέχεια, φωτομετρήθηκε κάθε δείγμα και ποσότητα yj 

μg RNA από το καθένα υποβλήθηκε σε RT-PCR χρησιμοποιώντας ειδικά πρωταρχικά $ < 

τμήματα για την Hsp70 που φαίνονται παρακάτω:

Β
bp

t
517/514 _  

396 -  
344 “  298^Ζ 

221/220

517/504 -  
344 -  

221/220 -

HeLa
HeLa Hsp70-siRNA

Heat shock

Hsp70
(346 bp)

d j2
(238 bp)

0*

m

t  Q

m

»r/

0Κ3Ϊ

nr

m

E ik. IS: Σύγκριση με RT-PCR της συσσώρευσης του κυτταροπλασματικού Hsp70 RNA α 
φυσιολογική θερμοκρασία και μετά από θερμικό σοκ στα HeLa κύτταρα και στον κλώνο HeLi 
siRNA-Hsp70. Κύτταρα HeLa και HeLa-siRNA-Hsp70 εκτέθηκαν ή όχι σε θερμικό σοκ (90 λεπτά c 
43,5 °C και 90 λεπτά επαναφοράς σε 37 °C), απομονώθηκε το κυτταροπλασματικό RNA (Ampioi 
Paris ΤΜ kit, βλέπε υλικά και μεθόδους), φωτομετρήθηκαν και 1 \ig RNA από κάθε δείγμ ^  
υποβλήθηκε σε RT-PCR χρησιμοποιώντας ειδικά ολιγονουκλεοτίδια για την Hsp70 (Επάνω ένθετι f 
και για τον έλεγχο ισοφόρτωσης την dj2 (Κάτω ένθετο). Τα δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν σε g 
αγαρόζης με βρωμιούχο αιθίδιο και φωτσγραφήθηκαν.

5 f-H sp70-UTR:

J5'-TTCCAGCCCCCAATCTCAGAGCCGAGCCGACAGAGA-3'1 και

y - TR G :

f5,-CATGAAGCACTGGCCTTTCCAGGTGATCAACGACGGAGAC-3'I

Για την dj2 (ομοσυνοδός πρωτεΐνη που δεν επάγεται από θερμικό σοκ, δείκτης 

των δειγμάτων) τα ειδικά πρωταρχικά τμήματα ήταν:

ισοφόρτωο ^



Dnai 5' Sail:

|[5'-ACCGGCAGTCGACGATGGTGAAAGAAACAACTTA-3rJ και

3'-Jdom-EcoRI:

[5 '-CCCTCTTT GAATT CCT GTTCT CCT CCTTTG-3']

Γα τελικά δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν σε gel αγαρόζης (Εικ. 15). Τα αποτελέσματα έδειξαν 

ότι τα επίπεδα RNA της Hsp70 στα κύτταρα HeLa-siRNA-Hsp70 ήταν δραματικά λιγότερα 

j τε σύγκριση με αυτά των κυττάρων HeLa, ενώ και στα δύο είδη κυττάρων παρατηρήθηκε 

|ιύξηση των επιπέδων RNA της Hsp70 μετά από θερμικό σοκ και επαναφορά των κυττάρων, 

ά μειωμένα επίπεδα RNA της Hsp70 στον κλώνο HeLa-siRNA-Hsp70 οφείλονται στην

Επιτυχία του siRNA για την Hsp70 που επιλέχθηκε και όχι σε μειωμένη φόρτωση δείγματος,

:φού τα επίπεδα του RNA της dj2 είναι ίδια σε όλα τα δείγματα. Τα ελάχιστα μόρια του 

|-υτταροπλασματικού RNA, τα οποία δεν είχαν προλάβει να ανιχνευτούν και να 

ρταστραφούν από τα δίκλωνα μορφής φουρκέτας siRNA-Hsp70, δίνουν μία μικρή ποσότητα 

υτταροπλασματικού RNA όπως φαίνεται (Εικ. 15, επάνω ένθετο δεξιά).

4. Η απουσία της Hsp40 επηρεάζει την παραγωγή τω ν πρωτεϊνών Hsp70 και Hsc70;

-it Έτσι μέσω siRNA τεχνολογίας κατασκευάστηκε η σταθερή μετασχηματισμένη 

οτταρική σειρά Hela-siRNA-Hsp40 η οποία υπό φυσιολογικές συνθήκες αλλά και μετά από 

φμικό σοκ 43.5 °C για 90 λεπτά, δεν παρουσίαζε καθόλου συσσώρευση της Hsp40, ενώ 

:>τή η απουσία δεν επηρεάζει την ύπαρξη των πρωτεϊνών Hsp70 και Hsc70 όπως φαίνεται 

ιτά από ανοσοαποτύπωση των αντίστοιχων δειγμάτων (Εικ. 16, ένθετο 2 και 3).

Παρατηρούμε ότι στους κλώνους 1 και 3 δεν συσσωρεύεται καθόλου Hsp40 σε 

σίθεση με τα κύτταρα μάρτυρες HeLa στα οποία η Hsp40 αφενός μεν υφίσταται σε αρκετά 

μηλά επίπεδα και επάγεται κάτω από την επίδραση θερμικού σοκ (Εικ. 16, Ένθετο 1). Αυτό 

ιοδεικνύει ότι κάτω από αυτές τις πειραματικές συνθήκες οι πρωτεΐνες αυτές ρυθμίζονται 

αφορετικά. Είναι όμως αυτό αλήθεια σε όλες τις συνθήκες ή η ρύθμιση των Hsp70 και 

>ρ40 επηρεάζονται από αυτές τις κυτταρικές αλλαγές που υφίστανται τα HeLa κύτταρα στο 

■β ίπεδο της παρουσίας ή απουσίας των μορίων αυτών;
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H eL a siR N A -H sp40 
HeLa clone-3 clone-1 HeLa
“  + " - + -  + 43.5°C/90 min
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a-tubulin

fli

£

a'

a

ir

Εικ. 16: Η γονιδιακή αποσιώπηση τη ς Hsp40 δεν επηρεάζει την παραγωγή των Hsp70 και Hsc70 
σε φυσιολογικές θερμοκρασίες ή θερμικό σοκ (43.5 °C για  90 λεπτά). Κύτταρα HeLa και Hela-i 
siRNA-Hsp40 εκτέθηκαν ή όχι σε θερμικό σοκ 43.5 °C για 90 λεπτά και τα εκχυλίσματα του$ 
προετοιμάστηκαν και υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση με ειδικά αντισώματα γιύ 
τις πρωτεΐνες Hsp40, Hsp70, Hsc70 όπως επίσης και για την α-τουμπσυλίνη για τον έλεγχα 
ισοφόρτωσης. Όπως φαίνεται από τους κλώνους 1 και 3, που δεν εκφράζουν την Hsp40 ούτε <ή 
φυσιολογικές συνθήκες αλλά ούτε και μετά από το συγκεκριμένο θερμικό σοκ, η παρουσία τωΐ 
πρωτεϊνών Hsp70 και Hsc70 δεν επηρεάζεται. \

4.5. Η απουσία της Hsp70 επηρεάζει τη ρύθμιση τη ς Hsp40 κατά τη διάρκεια τη 

επαναφοράς τω ν κυττάρων στους 37 °C μετά από έκθεσή τους σε θερμικό σοκ. (

.
Για να ελεγχθεί περαιτέρω το παραπάνω ερώτημα χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα He!

(Ρ) και Hela-siRNA-Hsp70 (C) που εκτέθηκαν ή όχι σε θερμικό σοκ 43.5 °C για 90 λεπτά κο ^  

ακολούθησε επαναφορά των κυττάρων σε 37 °C για τα χρονικά διαστήματα 0, 3, 6, 9, 12 κο απ 

20 ωρών (Εικ. 17). Τα κυτταρικά τους εκχυλίσματα προετοιμάστηκαν και υποβλήθηκαν d 

SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση με αντισώματα κατά των πρωτεϊνών Hsp70, Hsc70, Hsp4 

(Εικ. 17, ένθετα 1, 2, 3 αντίστοιχα) όπως επίσης και για την α-τουμπουλίνη για τον έλεγχ 

ισοφόρτωσης (Εικ. 17, ένθετο 4). Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι όταν τα κύτταρα όπου έχ 

αποσιωπηθεί η Hsp70, εκτεθούν σε θερμικό σοκ και επανέλθουν σε φυσιολογικές συνθήκε 

ακόμη και για 20 ώρες, εξακολουθούν να μην παρουσιάζουν Hsp70, σε αντίθεση με τι 

παραγωγή και συσσώρευση της Hsc70 η οποία δεν επηρεάζεται σε καμία περίπτωση.

Εάν όμως συγκριθούν τα επίπεδα παραγωγής της Hsp40 των κυττάρων Hcla και Hel 

siRNA-Hsp70, μετά από θερμικό σοκ και επαναφοράς τους σε φυσιολογικές συνθήκες γ

*11
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κάθε χρονικό διάστημα, παρατηρούμε ότι ενώ στα κύτταρα HeLa αυξάνονται τα επίπεδα της 

Hsp40 μετά τις 3 ώρες, στον κλώνο Hela-siRNA-Hsp70 δεν υπάρχει καμία αύξηση των 

επιπέδων της Hsp40 ακόμη και μετά από επαναφορά 20 ωρών. Φαίνεται επομένως ότι όταν 

απουσιάζει η Hsp70 επηρεάζεται αρνητικά η ρύθμιση της Hsp40 μετά από θερμικό σοκ και 

επαναφορά των κυττάρων. Ισχύει όμως το ίδιο και με το αντίθετο; Δηλαδή όταν λείπει η 

4sp40, ρυθμίζεται αρνητικά η Hsp70;

. P C P C P C P C P C P C P C - 4 Cel1 Iine

- -  +  +  +  +  + +  +  +  +  +  +  +  <4 43.5°C/90 min

-  -  0 0 3 3 6 6 9 9 12 12 20 20 4  Hours at37°C

5Cl

iik
*3
v
X,

13

Hsp70

Hsc70

Hsp40

a-tubulin

lk .  17: Η έλλειψη της Hsp70 επηρεάζει τη ρύθμιση της Hsp40 κατά τη διάρκεια της 
εαναφοράς των κυττάρων στους 37 0 C μετά από έκθεσή τους σε θερμικό σοκ. Κύτταρα Hela (Ρ) 
ιι HeIa-siRNA-Hsp70 (C) εκτέθηκαν ή όχι σε θερμικό σοκ 43.5°C για 90 λεπτά και ακολούθησε 
ιναφορά των κυττάρων σε 37 °C για διάφορα χρονικά διαστήματα 0, 3, 6, 9 12 και 20 ωρών. Τα 
:αρικά τους εκχυλίσματα προετοιμάστηκαν και υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE και 

Ι'οσοαποτύπωση με τα ειδικά αντισώματα για τις πρωτεΐνες Hsp70, Hsc70, Hsp40 όπως επίσης και 
την α-τουμπουλίνη για τον έλεγχο ισοφόρτωσης.

>. Η απουσία της Hsp40 επηρεάζει αρνητικά τη ρύθμιση της Hsp70 κατά τη διάρκεια 

ς επαναφοράς τω ν κυττάρων στους 37 0 C μετά από έκθεση τους σε θερμικό σοκ.

Χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα Hela (Ρ) και Hela-siRNA-Hsp40 (C) που εκτέθηκαν ή

ν σε θερμικό σοκ 43.5 °C για 90 λεπτά και ακολούθησε επαναφορά των κυττάρων σε 37 °C
,. ί
r ι τα χρονικά διαστήματα 0, 3, 6, 9 12 και 20 ωρών (Εικ. 18). Τα κυτταρικά τους 

Κυλίσματα προετοιμάστηκαν και υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση με

<05
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αντισώματα κατά των πρωτεϊνών Hsp40, Hsc70, Hsp70 όπως επίσης και για την α- 

τουμπουλίνη για τον έλεγχο’ ισοφόρτωσης.

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι στα κύτταρα όπου έχει αποσιωπηθεί, με siRNA 

τεχνολογία, η Hsp40, όταν εκτεθούν σε θερμικό σοκ και επανέλθουν σε φυσιολογικές 

συνθήκες ακόμη και για 20 ώρες, εξακολουθούν να μην παρουσιάζουν Hsp40, ενώ όσον 

αφορά την Hsc70 δεν επηρεάζεται η παραγωγή της σε καμία περίπτωση.

Επίσης αν συγκριθούν τα επίπεδα παραγωγής της Hsp70 των κυττάρων Hela και 

Hela-siRNA-Hsp40, μετά από θερμικό σοκ και επαναφοράς τους σε φυσιολογικές συνθήκες 

για κάθε χρονικό διάστημα, παρατηρούμε ότι ενώ στα κύτταρα HeLa αυξάνονται τα επίπεδα 

της Hsp70 μετά τις 3 ώρες στον κλώνο Hela-siRNA-Hsp40 δεν υπάρχει καμία αύξηση των 

επιπέδων της Hsp70 ακόμη και μετά από επαναφορά 20 ωρών (Εικ. 18, ένθετο 3). Φαίνεται 

επομένως ότι όταν απουσιάζει η Hsp40 επηρεάζεται αρνητικά η ρύθμιση της Hsp70 μετά από 

θερμικό σοκ και επαναφορά των κυττάρων. Λαμβάνοντας υπ’όψιν ταυτόχρονα τα δύο 

προηγούμενα πειράματα (Εικ. 16, 17) μπορούμε να συμπεράνουμε το ότι υπάρχει μί 

αρνητική ρύθμιση η οποία ίσως να ευρίσκεται στο επίπεδο της ρύθμισης των επαγόμεν 

γονιδίων των hsp70 και hsp40 μέσω του HSF1 (Heat Shock Transcription Factor 1).

r
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P C P C P C P C P C P C P C  A  Cell line
-  -  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  < 4  43.5°C /90 rain 
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P: P aren t HeLa cells *!■

«Op
«fit
h

Ε ικ . 18: Η έλ λ ειψ η  τ η ς  H sp 4 0  επ η ρ εά ζ ε ι α ρ νη τ ικ ά  τη  ρ ύ θ μ ισ η  τ η ς  H sp 7 0  κ α τά  τη  δ ιά ρ κ εια  τι ι 
ε π α ν α φ ο ρ ά ς  τ ω ν  κ υ τ τ ά ρ ω ν  σ τ ο υ ς  3 7  °C  μ ετά  α π ό  έκ θ εσ ή  τ ο υ ς  σ ε  θ ερ μ ικ ό  σ ο κ . Κ ύτταρα Hela (  
και H ela -siR N A -H sp 40  (C ) εκτέθηκαν ή ό χ ι σ ε  θερμικό σ ο κ  4 3 .5  °C για  9 0  λεπτά και ακ ολούθη  y
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επαναφορά των κυττάρων σε 37 °C για διάφορα χρονικά διαστήματα 0, 3, 6, 9 12 και 20 ωρών. Τα 
κυτταρικά τους εκχυλίσματα προετοιμάστηκαν και υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE και 
ανοσοαποτυπωση με τα ειδικά αντισώματα για τις πρωτεΐνες Hsp40, Hsc70, Hsp70 όπως επίσης και 

'μ  για την α-τουμπουλίνη για τον έλεγχο ισοφόρτωσης.

4.7. Η απουσία της Hsp40 επηρεάζει τη ρύθμιση της Hsp70 στο επίπεδο της μεταγραφής 

\ της ωρίμανσης του RNA κατά την επαναφορά τω ν κυττάρων από το θερμικό σοκ.

Με σκοπό να κατανοήσουμε περαιτέρω τον μηχανισμό αρνητικής ρύθμισης των δύο 

τρωτεΐνών Hsp70 και Hsp40 και σε ποιο πιθανόν επίπεδο γίνεται, χρησιμοποιήσαμε την 

τεχνική της RT-PCR και σαν πηγή Hsp70-RNA το κυτταροπλασματικό RNA.

::ι

C3

01

ύ

Μ

ο

Min
Hours

1632-

517/504-
396.
344
298*

221/220 ’

HeLa HeLa
siRNA-Hsp40

0 90 90 0 90 90 ◄
0 0 9 0 0 9 ◄

Heat shock
at 43?5 C 

Recovery
at 37°C

. Hsp70 
(346 bp)

1632-

SI 7/504. 
396 
344· 
298

221/220

75-

+  + + + +  +

DnaJ-2 
(238 bp)

Cytoplasmic
RNA

•c. 19: Η απουσία της Hsp40 επηρεάζει τη ρύθμιση της Hsp70 στο επίπεδο της μεταγραφής ή 
ς ωρίμανσης του RNA κατά την επαναφορά των κυττάρων από το θερμικό σοκ. Κύτταρα HeLa 
ι HeLa-siRNA-Hsp40 εκτέθηκαν ή όχι σε θερμικό σοκ (90 λεπτά σε 43,5 °C) και επανήλθαν σε 37 
για 0 ή 9 ώρες. Απομονώθηκε το κυτταροπλασματικό RNA (Ampion, Paris ΤΜ kit, βλέπε υλικά 
ι μεθόδους), φωτομετρήθηκαν και 1 μμ RNA από κάθε δείγμα υποβλήθηκε σε RT-PCR 
ίσιμοποιώντας ειδικά πρωταρχικά τμήματα για την Hsp70 και την dj2 (για τον έλεγχο

^  κρόρτωσης) και τέλος ηλεκτροφορήθηκαν σε gel αγαρόζης με βρωμιούχο αιθίδιο.
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Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα HeLa και HeLa-siRNA-Hsp40 τα οποία a 

αφού πρώτα εκτέθηκαν ή όχι σε θερμικό (90 min σε 43,5 °C), επανήλθαν σε 37 °C για 0 ή 9 |  

ώρες, επεξεργάστηκαν (Ampion, Paris ΤΜ kit, βλέπε υλικά και μεθόδους) και απομονώθηκε 

το κυτταροπλασματικό τους RNA. Στη συνέχεια, φωτομετρήθηκε κάθε δείγμα και ποσότητα]

1 pg RNA από το καθένα υποβλήθηκε σε RT-PCR χρησιμοποιώντας τα ίδι 

ολιγονουκλεοτίδια (primers) όπως αυτά στο πείραμα της εικόνας 15. Τελικά δείγματι 

ηλεκτροφορήθηκαν σε gel αγαρόζης. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα επίπεδα RNA τη< 

Hsp70 στα κύτταρα HeLa και HeLa-siRNA-Hsp40 ήταν ίδια σε φυσιολογικές συνθήκες αί 

και μετά από θερμικό σοκ χωρίς επαναφορά. Στην περίπτωση όμως έκθεσης των κυττάρι 

σε θερμικό σοκ και επαναφορά τους σε 37 °C για 9 ώρες παρατηρήθηκε αύξηση τ< 

επιπέδων RNA της Hsp70 μόνο στην περίπτωση των κυττάρων HeLa και όχι στα κύτταρι 

HeLa-siRNA-Hsp40 όπου παρέμειναν σταθερά. Φαίνεται επομένως ότι η απουσία της Hsp4( 

επηρεάζει τη ρύθμιση της Hsp70 στο επίπεδο της μεταγραφής ή της ωρίμανσης του RN, 

κατά την επαναφορά των κυττάρων από το θερμικό σοκ, αφού το RNA που συλλέχθηι 

ήταν κυτταροπλασματικό. Τα επίπεδα του RNA της dj2 είναι ίδια σε όλα τα δείγματα γεγον< 

που σημαίνει ότι έχουν ισοφορτωθεί.

4.8. Η αρνητική ρύθμιση της Hsp70 μέσω siRNA τεχνολογίας δεν ανατρέπεται 

άλλους επαγωγείς όπως το υπεροξείδιο του υδρογόνου ( H2Q2).

Μ.

Με σκοπό να διερευνήσουμε εάν ανατρέπεται η απουσία της Hsp70 από τα HeLaL 

siRNA-Hsp70 με κάποιου άλλου είδους στρες χρησιμοποιήσαμε το υπεροξείδιο το 

υδρογόνου και επιδράσαμε με αυτό στα κύτταρά μας.

Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα HeLa τα οποία και εκτέθηκαν ή όχι c ^ 

συνθήκες θερμικού σοκ (90 λεπτά σε 43,5 0 C και 90 λεπτά επαναφοράς σε 37 °C αλλά και fl f 

διάφορες συγκεντρώσεις 0 .05 ,0 .5 ,1 , 5 και 10 mM υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) για 

ώρες, όπου παρατηρήθηκε επαγωγή της Hsp70 μετά την έκθεσή τους και στα δύο είδη σοι 

Επιλέχθηκε η συγκέντρωση 1 mM Η2Ο2 για την επώαση των κυττάρων HeLa-siRNA-Hsp7  ̂

σε αυτήν, διότι οι μεγαλύτερες τιμές ήταν θανατηφόρες όπως φαίνεται και από τη μείωση τι 

α-τουμπουλίνης στα αντίστοιχα δείγματα. Η ανάλυση των δειγμάτων με SDS-PAGE Μ 

ανοσοαποτύπωση έδειξε ότι όπως και το θερμικό σοκ έτσι και το υπεροξείδιο του υδρογόνί 

(Η2Ο2) που αποτελεί κάποιο άλλο είδος σοκ (χημικό) δεν μπόρεσε να επηρεάσει θετικά Ό 

παρουσία της Hsp70 στον κυτταρικό κλώνο HeLa-siRNA-Hsp70 (Εικ. 20).
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ICvk. 20: To υπεροξείδιο του υδρογόνου (H20 2) δεν επηρεάζει θετικά την παρουσία της Hsp70 
Srrov κυτταρικό κλώνο HeLa-siRNA-Hsp7(h Κύτταρα HeLa εκτέθηκαν σε φυσιολογικές συνθήκες,
■ ν*ε συνθήκες θερμικού σοκ (90 λεπτά σε 43,5 °C και 90 min επαναφοράς σε 37 °C αλλά και σε 

ιάφορες συγκεντρώσεις 0.05, 0.5, 1, 5 και 10 mM υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) για 3 ώρες, 
νώ κύτταρα HeLa-siRNA-Hsp70 εκτέθηκαν ή όχι στη συγκέντρωση 1 mM Η20 2για 3 ώρες. Επίσης 
ρησιμοποιήθηκαν και κύτταρα HeLa (Hsp70) που υπερέκφραζαν υπό φυσιολογικές συνθήκες την 

■ isp70. Τα εκχυλίσματα των κυττάρων προετοιμάστηκαν και υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE και 
jj ιΛΌσοαποτύπωση με τα αντισώματα για την Hsp70 και την α-τουμπουλίνη για τον έλεγχο 

ροφόρτωσης

^ ,9. Η απουσία τη ς H sp70 προκαλεί θερ μοευαισθησία στα κύτταρα H eLa
λ

Στα επόμενα πειράματα θέλαμε να μελετήσουμε την ευαισθησία των κυττάρων μας 

1 τον αφορά την θερμοευαισθησία και την απόπτωσή τους. Μετά από θερμικό σοκ 45.5 °C 

α διάφορα χρονικά διαστήματα 0, 30 και 90 λεπτών και επαναφορά στη συνέχεια σε 37 °C 

J α. 6 ώρες των κυττάρων HeLa και Hela-siRNA-Hsp70, παρατηρήθηκε ότι τα κύτταρα στα 

coia έλειπε η Hsp70 είχαν μεγαλύτερη θερμοευαισθησία από τα φυσιολογικά HeLa, αφού 

■'· ιοκολούνταν από το ταπήτιο του τρυβλίου όπως φαίνεται στην εικ. 21. Μάλιστα η 

: χικόλληση των κυττάρων Hela-siRNA-Hsp70 είναι ανάλογη με το χρονικό διάστημα που 

Εi ει εφαρμοστεί το θανατηφόρο θερμικό σοκ των 45.5 °C, αφού το ένθετο εικονίδιο των 90 

J  πτών έχει λιγότερα κύτταρα από το αντίστοιχο των 30 λεπτών.
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Εικ. 21: Η έλλειψη της Hsp70 μειώνει τη θερμοανθεκτικότητα των κυττάρων HeLa. Κύττα( 
HeLa και Hela-siRNA-Hsp70 υποβλήθηκαν σε θερμικό σοκ 45.5 °C για διάφορα χρονικά διαστήματ®jl;| 
0, 30 και 90 λεπτών και επανήλθαν στη συνέχεια σε 37 °C για 6 ώρες και τέλος φωτογραφήθηκαν.

4.10. Η απουσία τη ς H sp40 προκαλεί Οερμοευαισθησία στα κύτταρα HeLa
Μ).

Μετά από θερμικό σοκ 45.5 °C για διάφορα χρονικά διαστήματα 0, 30 και 90 λεπτ< 

και επαναφορά στη συνέχεια σε 37 °C για 6 ώρες των κυττάρων HeLa και Hela-siRN. 

Hsp40, παρατηρήθηκε ότι τα κύτταρα στα οποία έλειπε η Hsp40 είχαν μεγαλύ 

θερμοευαισθησία από τα φυσιολογικά HeLa, αφού αποκολλούνταν από το ταπήτιο τ< 

τρυβλίου όπως φαίνεται στην εικ..22. Μάλιστα η αποκόλληση των κυττάρων Hela-siRNj 

Hsp40 είναι ανάλογη με το χρονικό διάστημα που έχει εφαρμοστεί το θανατηφόρο θερμικ ^ 

σοκ των 45.5 °C, αφού το ένθετο εικονίδιο των 90 λεπτών έχει λιγότερα κύτταρα από 1 w 

αντίστοιχο των 30 λεπτών. Αξίζει να σημειωθεί ότι η έλλειψη της Hsp40 επιφέρει λιγότερ  ̂

δραματικά αποτελέσματα σχετικά με τη θερμοευαισθησία των κυττάρων σε σύγκριση (L 

αυτήν που δημιουργείται λόγω έλλειψης της Hsp70, όπως φαίνεται από τα αντίστοιχα ένθεΐ ^

των εικόνων 21 και 22.
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HeLa
Min at

90
6h at 37°C

1
22: Η έλλειψη της Hsp40 μειώνει τη θερμοανθεκτικότητα των κυττάρων HeLa. Κύτταρα 
ι και Hela-siRNA-Hsp40 υποβλήθηκαν σε θερμικό σοκ 45.5 °C για διάφορα χρονικά διαστήματα 
ι και 90 λεπτών και επανήλθαν στη συνέχεια σε 37 °C για 6 ώρες και τέλος φωτογραφήθηκαν.

. Η απουσία της H sp70 μειώνει τη θερμοανθεκτικότητα τω ν κυττάρων. Ανάλυση με 

η την ικανότητα τω ν κυττάρων στη δημιουργία αποικιών (Α) αλλά και στον πολ/σμό 

την επιβίωση τους με τη χρήση W ST-1 (Β)

Στην συνέχεια συγκρίναμε τα κύτταρα σε σχέση με την κυτταρική επιβίωση και την 

ότητά τους να δημιουργήσουν αποικίες μετά από ένα αυξανόμενο σε χρόνο θανατηφόρο 

ιικό των 45.5 °C.

Για την μελέτη της ικανότητας δημιουργίας αποικιών (colony formation assay) 

πμοποιήθηκαν κύτταρα HeLa και Hela-siRNA-Hsp70 (clone-25) τα οποία και 

βλήθηκαν σε θερμικό σοκ 45.5 °C για διάφορα χρονικά διαστήματα 0, 15 και 30 λεπτών, 

φινοποιήθηκαν και ένας μικρός πληθυσμός από κάθε δείγμα (10.000) επαναιωρήθηκε σε 

νέο τρυβλίο όπου και αφέθηκε για 48 ώρες. Στη συνέχεια έγινε η βαφή των αποικιών με 

στική Gimsa και φωτογραφήθηκαν τα σχετικά πεδία των τρυβλίων. Παρατηρήθηκε ότι 

κύτταρα Hela-siRNA-Hsp70 όπου απουσιάζει η Hsp70 υπήρχαν λιγότερες αποικίες σε



σχέση με τα πατρικά HeLa και αυτή η μείωση ήταν ανάλογη του χρονικού διαστήματος 

έκθεσής τους σε θερμικό σοκ (εικ. 23, ένθετο A). Bit

^ mm 
at 45.5°C

30 min
*

'/yt,

15 min

< $ P * '

0 min

HeLa Clone-25

B 120

100

80

60

X  40Λ

3s 20

t

□  IIcLa |  done 25

1

IS 30 
min at 45.5°C

17/

i:

r

W-

Ε ικ . 23: Η  έ λ λ ε ιψ η  τ η ς  H sp 7 0  σ τ α  κ ύ τ τ α ρ α  H eL a  ο δ η γ ε ί  σ τ η  μ ε ίω σ η  τ η ς  ικ α νό τη τά ς τ ο υ ς  γΐφυ  
δ η μ ιο υ ρ γ ία  α π ο ικ ιώ ν  (Α ) ό π ω ς  επ ίσ η ς  κ α ι  σ τ ο ν  π ο λ λ α π λ α σ ια σ μ ό  κ α ι τ η ν  επ ιβ ίω σ ή  τ ο υ ς  (Β ). 0
Κύτταρα HeLa και Hela-siRNA-Hsp70 (clone-25) υποβλήθηκαν σε θερμικό σοκ 45.5 °C για διάφο| 
χρονικά διαστήματα 0, 15 και 30 λεπτών και ελέγχθηκε η ικανότητά τους για δημιουργία αποικιώ»^. 
(Β) Κύτταρα HeLa και HeIa-siRNA-Hsp70 (clone-25) υποβλήθηκαν σε θερμικό σοκ 45.5 °C 
διάφορα χρονικά διαστήματα 0, 15, 30 και 60 λεπτών και ελέγχθηκε η ικανότητά τους orojpc 
πολλαπλασιασμό και την επιβίωσή τους με τη χρήση WST-1.

Για την κυτταρική επιβίωση κύτταρα HeLa και Hela-siRNA-Hsp70 (clone-2i| 

εκτέθηκαν σε θερμικό σοκ 45.5 °C για διάφορα χρονικά διαστήματα 0, 15, 30 και 60 λεπτά: * 

και φωτομετρήθηκαν δείγματα των θρεπτικών τους υλικών όπου είχε προστεθεί το 

tetrazolium (WST-1, απαλό κόκκινο χρώμα) το οποίο αποτελεί υπόστρωμα 

μιτοχονδριακής δεϋδρογενάσης (ένζυμο αναπνευστικής αλυσίδας) η οποία το μετατρ 

διασπώντας το σε formazan (σκούρο κόκκινο χρώμα). Η μιτοχονδριακή δεϋδρογενά 

λειτουργεί μόνο σε ζωντανά κύτταρα άρα η αλλαγή του χρώματος συμβαίνει μόνο σε α 

Παρατηρήθηκε ότι στα κύτταρα Hela-siRNA-Hsp70 όπου απούσιαζε η Hsp70 μειώθη 

περισσότερο η ικανότητά τους για πολλαπλασιασμό και επιβίωση σε σχέση με τα πατρν

to?.
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ί κύτταρα HeLa και αυτή η μείωση ήταν ανάλογη του χρονικού διαστήματος έκθεσής τους σε 

θερμικό σοκ και ειδικά μετά τα 30 και 60 λεπτά (εικ. 23, ένθετο Β).

Για τα SD χρησιμοποιήθηκαν οι τιμές από τρία πειράματα τριών δειγμάτων ανά 

χρονικό διάστημα έκθεσης στο θερμικό σοκ, με Ρ<0.005.

♦.12. Η απουσία της Hsp40 μειώνει τη θερμοανθεκτικότητα τω ν κυττάρων. Ανάλυση με 

3άση την ικανότητα τω ν κυττάρων στη δημιουργία αποικιών (Α) αλλά και στον πολ/σμό 

cai την επιβίωσή τους με τη χρήση WST-1 (Β)

Ανάλογα πειράματα έγιναν και για την επίδραση της απουσίας της Hsp40 στην 

•ερμοευαισθησία και κυτταρική επιβίωση. Χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα HeLa και Hela- 

iRNA-Hsp40 (clone-3) τα οποία και υποβλήθηκαν σε θερμικό σοκ 45.5°C για διάφορα

^
οονικά διαστήματα 0, 15 και 30 λεπτών, θρυψινοποιήθηκαν και ένας μικρός πληθυσμός από 

ε δείγμα (10.000) επαναιωρήθηκε σε ένα νέο τρυβλίο όπου και αφέθηκε για 48 ώρες. Στη 

έχεια έγινε η βαφή των αποικιών με χρωστική Gimsa και φωτογραφήθηκαν τα σχετικά 

|εδία των τρυβλίων. Παρατηρήθηκε ότι στα κύτταρα Hela-siRNA-Hsp40 όπου απουσιάζει η 

$sp40 υπήρχαν λιγότερες αποικίες σε σχέση με τα πατρικά HeLa και αυτή η μείωση ήταν 

Ανάλογη του χρονικού διαστήματος έκθεσής τους σε θερμικό σοκ (εικ. 24, ένθετο Β1). 

α ίδια κύτταρα HeLa και Hela-siRNA-Hsp40 εκτέθηκαν σε θερμικό σοκ 45.5 °C για

^ άφορα χρονικά διαστήματα 0, 15, 30 και 60 λεπτών και φωτομετρήθηκαν δείγματα των
r
-  ϊεπτικών τους υλικών όπου είχε προστεθεί το άλας tetrazolium (WST-1, απαλό κόκκινο 

>ώμα) το οποίο αποτελεί υπόστρωμα της μιτοχονδριακής δεϋδρογενάσης (ένζυμο 

/απνευστικής αλυσίδας) η οποία το μετατρέπει διασπώντας το σε formazan (σκούρο 

ίκκινο χρώμα). Η μιτοχονδριακή δεΰδρογενάση λειτουργεί μόνο σε ζωντανά κύτταρα άρα η 

.λαγή του χρώματος συμβαίνει μόνο σε αυτά. Παρατηρήθηκε ότι στα κύτταρα Hela-siRNA- 

>ρ40 όπου απούσιαζε η Hsp40 μειώθηκε περισσότερο η ικανότητά τους για 

•λλαπλασιασμό και επιβίωση σε σχέση με τα πατρικά κύτταρα HeLa και αυτή η μείωση 

αν ανάλογη του χρονικού διαστήματος έκθεσής τους σε θερμικό σοκ και ειδικά μετά τα 30 

160 λεπτά (εικ. 24, ένθετο Β2).

Λαμβάνοντας υπ’όψιν τα πειράματα που παρουσιάζονται στις εικ. 22 και 23 

ορούμε να συμπεράνουμε ότι η απουσία της Hsp70 ή της Hsp40 προκαλεί την αύξηση της 

ιμοευαισθησίας τους και την μείωση της ικανότητάς τους να δημιουργούν αποικίες μετά 

5 ένα θανατηφόρο θερμικό σοκ.
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Εικ. 24: Η έλλειψη της Hsp40 στα κύτταρα HeLa οδηγεί στη μείωση της ικανότητάς τους γιι 
δημιουργία αποικιών (Β1) όπως επίσης και στον πολλαπλασιασμό και την επιβίωσή τους (B2d 
(Β I) Κύτταρα HeLa και HeIa-siRNA-Hsp40 υποβλήθηκαν σε θερμικό σοκ 45.5 °C για διάφορι 
χρονικά διαστήματα 0, 15 και 30 λεπτών και ελέγχθηκε η ικανότητά τους για δημιουργία αποικιώι 
(Β2) Κύτταρα HeLa και Hela-siRNA-Hsp40 υποβλήθηκαν σε θερμικό σοκ 45.5 °C για διάφορι 
χρονικά διαστήματα 0, 15, 30 και 60 λεπτών και ελέγχθηκε η ικανότητά τους στον πολλαπλασίασα 
και την επιβίωσή τους με τη χρήση WST-1. j

i
\

4.13. Τα κύτταρα που δεν παράγουν Hsp70 (Α) ή Η$ρ40 (Β) είναι περισσότερ «ιΐ
1 Λ  ΙΕ

αποπτωτικά συγκρινόμενα με τα πατρικά τα  οποία παράγουν τις αντίστοιχες πρωτεϊνι tei

κάτω από συνθήκες ισχυρού θερμικού σοκ i*·
tr

JΜετά τον χαρακτηρισμό των κυττάρων όσον αφορά την θερμοευαισθησία και 

κυτταρική επιβίωση, μελετήθηκε συγκριτικά, απουσία των Hsp70 ή Hsp40, η απόπτωση πβ^ι 

παρουσιάζουν τα κύτταρα υπό συνθήκες φυσιολογικές ή συνθήκες θερμικού σοκ (Εικ. 2‘. 

Σαν αποπτωτικός δείκτης χρησιμοποιήθηκε ο αποπτωτικός δείκτης PARP-1 ο οποί#10' 

διασπάται, κατά την διάρκεια της ενεργο7ΐοίησης της αποπτωτικής διαδικασίας ενι m  

κυττάρου, από τα 116 kDa (ακέραια μορφή) σε 87 και 29 kDa πεπτίδια, λόγω της κοπής τς'£ 

από την ενεργοποιημένη κασπάση 3.

Μετά από θερμικό σοκ 45.5 °C για διάφορα χρονικά διαστήματα 0, 15, 30, 60 και 

λεπτών των κυττάρων HeLa, Hela-siRNA-Hsp70 (Α) και Hela-siRNA-Hsp40

ΙΊ: 

' Hu,
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παρατηρήθηκε ότι τα κύτταρα στα οποία έλειπε η Hsp70 (Α) ή η Hsp40 (Β) είχαν μεγαλύτερη 

ιπόπτωση από τα φυσιολογικά HeLa, αφού υπήρξε μεγαλύτερο ποσοστό διάσπασης της 

PARP-1 στα επιμέρους τμήματά της 87 kDa και 29 kDa (Εικ. 25 A, Β).

:ο(

■·3ί

0 15 30 60 90

β
ν
X

ΙΤ)

Sο
υ

Β

min at 
45.5°C

116 kD a

87 kD a

10% SDS-PAGE

HeLa (clone-1)
HeLa siRNA-Hsp40

0 15 30 6090 0 15 30 60 90-

--- --------------

-  M i  ’

Min
*- at 45.5\: 
-«-116 kDa 

87 kDa

alpha-
tubulin

8% SDS-PAGE

i k .  25: Η  απουσία των πρωτεϊνών Hsp70 (A) ή Hsp40 (Β) οδηγεί στην αύξηση της απόπτωσης 
ιν κυττάρων HeLa. Κύτταρα HeLa, HeLa-siRNA-Hsp70 (Α) και HeLa-siRNA-Hsp40 (Β) 
έθηκαν σε θερμικό σοκ 45,5 °C για 0, 15, 30, 60 και 90 λεπτά. Κυτταρικά εκχυλίσματα 

ιοετοιμάστηκαν, υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE και western blotting χρησιμοποιώντας ειδικά 
ίώματα για την PARP-1 (αποπτωτικός δείκτης) και την α-τουμπουλίνη (δείκτης ισοφόρτωσης).

Το 87 kDa φαίνεται μετά από ανοσοαποτύπωση διότι περιέχει τον επίτοπο του 

τισώματος για την PARP-1, ενώ το 29 kDa δεν την περιέχει αυτήν την περιοχή με 

τέλεσμα να μην ανιχνεύεται. Η απόπτωση (διάσπαση της PARP-1) είναι ανάλογη και στις 

Jo περιπτώσεις των κλώνων, με το χρονικό διάστημα που εφαρμόζεται το θανατηφόρο 

|ρμικό σοκ των 45.5 °C. Το συμπέρασμα που συνάγεται από τα πειράματα αυτά είναι το ότι 

πουσία της Hsp70 ή της Hsp40 αυξάνει την απόπτωση των κυττάρων από το θερμικό σοκ. 

ό ίσως να οφείλεται στην αποσυναρμολόγηση των νανομηχανών επιδιόρθωσης των 

άρων για αναδίπλωση πρωτεϊνών (Folding) ή για επιδιόρθωση των σημειακών θραύσεων
ν,Ί

|) DNA όπως θα δούμε παρακάτω.
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4.14. Η απουσία της Hsp70 προκαλεί αύξηση της απόπτωσης στο κεραμίδια ® ι:

Το ερώτημα που τέθηκε στην συνέχεια ήταν εάν η αυξημένη απόπτωση παρατηρείται 

και με άλλα αποπτωτικά ερεθίσματα όπως το κεραμίδια το οποίο αποτελεί ένα χημικά (,]? 

αποπτωτικό ερέθισμα. Έτσι πέρα από το θερμικό σοκ χρησιμοποιήθηκε και ένας κλασικός 

χημικός αποπτωτικός παράγοντας το κεραμίδιο. Συγκεκριμένα κύτταρα HeLa και HeLa- ^  

siRNA-Hsp70 (C-25) αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υλικό που περιείχε κεραμίδιο ,ν 

συγκέντρωσης 100 pg/ml για τα χρονικά διαστήματα 0, 12 και 16 ωρών. Τα κυτταρικά^ 

εκχυλίσματα προετοιμάστηκαν και υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση με τα {<. 

αντισώματα για την PARP-1 (αποπτωτικός δείκτης) και την α-τουμπουλίνη (δείκτη^ 

ισοφόρτωσης).

Ε

[PARP] 
116 kDa 
87 kDa

0 0 12 12 16 16

α-Tubulin
Hours at 

-  100 μg/ml 
C2-Ceramide

xy
E ik . 26: Η  έλ λ ε ιψ η  τ η ς  H sp 7 0  σ ε  κ ύ τ τα ρ α  H eL a  π ρ ο κ α λ ε ί α υ ξη μ ένη  α π όπ τω σ η  σ τ ο  κ ερ α μ ίδ ι c
Κύτταρα HeLa και HeLa-siRNA-Hsp70 ( C-25) εκτέθηκαν για διάφορα χρονικά διαστήματα 0, 12 κ  ̂
16 ωρών σε 100 pg/ml κεραμιδιού, συλλέχθηκαν και τα κυτταρικά τους εκχύλισμα; ' 
προετοιμάστηκαν και υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση με τα αντισώματα για τ ι1' 
PARP-1 (αποπτωτικός δείκτης) και την α-τουμπουλίνη (δείκτης ισοφόρτωσης).

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα κύτταρα στα οποία έλειπε η Hsp70 είχαν μεγαλύτε(  ̂

απόπτωση από τα φυσιολογικά κύτταρα HeLa, αφού υπήρξε μεγαλύτερο ποσοστό διάσπασ .ρ 

της PARP-1 στα επιμέρους τμήματά της 87 kDa και 29 kDa (Εικ. 26), Η απόπτοΜ^ 

(διάσπαση της PARP-1) είναι ανάλογη με το χρονικό διάστημα που εφαρμόζεται ο χημικ
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(αυτός αποπτωτικός παράγοντας, το κεραμίδιο, αφού 

ίτερίπτωση των 16 ωρών από αυτή των 12 ωρών.

το τμήμα 87 kDa είναι περισσότερο στην

γ .1 5 . Η απουσία της Hsp40 προκαλεί αύξηση της απόπτωσης στο κεραμίδιο
. ·

3 Ανάλογα πειράματα έγιναν για να απαντηθεί το ερώτημα εάν και τα κύτταρα στα οποία 

ιξιπουσιάζει η Hsp40 αντιδρούν ανάλογα. Στο συγκεκριμένο πείραμα χρησιμοποιήθηκε ένας 

'τλασικός χημικός αποπτωτικός παράγοντας το κεραμίδιο. Κύτταρα HeLa και HeLa-siRNA- 

• jlsp40 αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υλικό που περιείχε κεραμίδιο συγκέντρωσης 100 pg/ml για 

α χρονικά διαστήματα 0, 12 και 16 ωρών. Τα κυτταρικά εκχυλίσματα προετοιμάστηκαν και 

mo βλήθηκαν σε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση με τα αντισώματα για την PARP-1 

αποπτωτικός δείκτης) και την α-τουμπουλίνη (δείκτης ισοφόρτωσης).

C Ρ C Ρ C Ρ 
0 0 12 12 16 16 hours in ceramide

116 kDa 
87 kDa

a-tubulin
C: HeLa siRNA-Hsp40 cells 
P: Parent HeLa cells

k .  27: Η έλλειψη της Hsp40 σε κύτταρα HeLa προκαλεί αυξημένη απόπτωση στο κεραμίδιο. 
.fcrrapa HeLa και HeLa-siRNA-Hsp40 εκτέθηκαν για διάφορα χρονικά διαστήματα 0, 12 και 16 

** |*ών σε 100 pg/ml κεραμιδιού, συλλέχθηκαν και τα κυτταρικά τους εκχυλίσματα προετοιμάστηκαν 
J i υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση με τα αντισώματα για την PARP-1 
Ιιοπτωτικός δείκτης) και την α-τουμπουλίνη (δείκτης ισοφόρτωσης).

* Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα κύτταρα στα οποία έλειπε η Hsp40 είχαν μεγαλύτερη 

ίΙόπτωση από τα φυσιολογικά κύτταρα HeLa, αφού υπήρξε μεγαλύτερο ποσοστό διάσπασης 

■-:$ ; PARP-1 στα επιμέρους τμήματά της 87 kDa και 29 kDa, γεγονός που συμβαίνει κατά την 

όπτωση λόγω της κοπής της από την κασπάση 3 (Εικ. 27). Η απόπτωση (διάσπαση της 

',ι> RP-1) είναι ανάλογη με το χρονικό διάστημα που εφαρμόζεται ο χημικός αυτός
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αποπτωτικός παράγοντας, το κεραμίδιο, αφού το τμήμα 87 kDa είναι περισσότερο στηνί 

περίπτωση των 16 ωρών από αυτή των 12 ωρών. Συγκεράζσντας τα πειράματα των εικόνων] 

26 και 27 φαίνεται ότι η προστασία της Hsp70 και της Hsp40 στα κύτταρα σε ότι αφορά 

απόπτωση να είναι πιο γενική ή ίσως τα δύο αποπτωτικά μονοπάτια, του θερμικού σοκ κ 

του κεραμιδίου, να έχουν κοινό μέρος του αποπτωτικού τους μονοπατιού.

4.16. Η αρνητική ρύθμιση τη ς Hsp70 στα HeLa κύτταρα ενισχύει την απόπτωση τωι 

κυττάρων, όπως ανιχνεύεται σε κυτταρομετρία ροής χρησιμοποιώντας τη χρωστιι 

Hoechst 33342.

Προσπαθώντας να ολοκληρώσουμε την μελέτη της απόπτωσης των κυττάρω 

χρησιμοποιήσαμε μία σύγχρονη μέθοδο μελέτης της και συγκεκριμένα την κυτταρομετρίί 

ροής. HeLa κύτταρα και η σταθερά μετασχηματισμένη κυτταρική σειρά που δεν εκφράζε 

Hsp70 (HeLa-siRNA-Hsp70) χρησιμοποιήθηκαν στη συνέχεια για όλα τα περαιτέρι 

πειράματα (Doulias Ρ-Τ., et al, 2007). Ελέγχθηκε η έκφραση της Hsp70 σε έναν από του 

επιλεγμένους κυτταρικούς κλώνους (c-25) με το αντιβιοτικό Hygromycin, πριν και μετά απ 

θερμικό σοκ σε 43,5 °C για 90 λεπτών και επαναφορά σε 37 °C για επιπλέον 90 λεπτά. ( 

έλεγχος έγινε με κυτταρομετρίας ροής χρησιμοποιώντας ένα μονοκλωνικό ειδικό αντίσω 

Hsp70 ποντικού (εικ.: 28Α). Η απόκριση θερμικού σοκ και η επαγωγή δημιουργίας ν 

ποσότητας Hsp70 παρατηρήθηκαν μόνο στα κύτταρα HeLa (εικ.: 28Α, κάτω ένθετο) και 

στα κύτταρα που στερούνται την Hsp70 (εικ.: 28Α, άνω ένθετο). Τόσο ο ισοτυπιι 

μάρτυρας (IgG) όσο και τα κύτταρα μάρτυρας HeLa-siRNA-Hsp70 παρουσιάζουν την σχε 

ολοκληρωτική αρνητική ρύθμιση της Hsp70. Έτσι και η τεχνική της κυτταρομετρίας ρ 

επιβεβαίωσε την παντελή σχεδόν έλλειψη της Hsp70 από τα κύτταρα HeLa-siRNA-Hsp70.

Για την επιβεβαίωση της αποπτωτικής ικανότητας των κυττάρων χρησιμοποιή 

και η κυτταρομετρία ροής με φθορίζων υλικό την Hoechst 33342 (εικ. 28Β, πίνακας 

Κύτταρα HeLa και HeLa-siRNA-Hsp70 αναπτύχθηκαν υπό φυσιολογικές συνθήκες 

αναλύθηκαν για την απόπτωσή τους σε φυσιολογικές συνθήκες αλλά και μετά από θερμι 

σοκ. Όταν τα κύτταρα έφτασαν σε πυκνότητα 100%, ο κάθε κυτταρικός τύπος χωρίστηκε 

πέντε διαφορετικές ομάδες πληθυσμού 1,5x106 κυττάρων η κάθε μία. Η μία Oj 

αναλύθηκε αμέσως (control) μετά από χρώση με 20 μg/πll της ουσίας Hoechst 33342 για 

λεπτά. Οι υπόλοιπες ομάδες κυττάρων υποβλήθηκαν σε θερμικό σοκ 45 °C για τα χρονιι 

διαστήματα 15, 30, 60 και 90 λεπτά και στη συνέχεια ακολουθήθηκε επαναφορά

a"'·1

h
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ίκυττάρων για 90 λεπτά σε 37 °C, και τέλος επωάστηκαν σε 20 pg/ml χρωστικής Hoechst 

(33342 για 60 λεπτά και αναλύθηκαν.

Β 70

60-

50*

40-

■ HeLa
ο HeLa-siRNA70

Min at 45°C and 90 min at 37°C

28: Η αρνητική ρύθμιση της Hsp70 ακολουθείται από αύξηση της απόπτωσης των 
υττάρων HeLa-siRNA-Hsp70. [Α] Κύτταρα HeLa και HeLa-siRNA-Hsp70 υπέστησαν ή όχι 
;ρμικό σοκ 43,5 °C για 90 λεπτά και ακολούθησε επαναφορά τους σε 37 °C για 90 λεπτά. Ανάλυση 

p κυτταρομετρία ροής της ενδοκυτταρικής Hsp70 κύτταρα εκτέθηκαν σε θερμική επεξεργασία όπως 
υποδεικνύεται και αναλύεται για τον 7φάσινο φθορισμό από την κυτταρομετρία ροής.[Β] Τα ίδια 
^τταρα εκτέθηκαν σε θερμικό σοκ για χρόνους που σημειώνονται. Η μέτρηση της απόπτωσης των 
ρττάρων με Hoechst 33342 με κυτταρομετρία ροής δείχνει ότι είναι δοσοεξαρτώμενη από το θερμικό 
|»κ και επίσης ότι η απουσία της Hsp70 προσδίδει μεγαλύτερη απόπτωση.

1
■is Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η απουσία της Hsp70 προκαλεί αυξημένη αποπτωτική 

|εργότητα, ιδίως μετά από 60 και 90 λεπτά θερμικού σοκ στους 45 °C (εικ. 28 Β, πίνακας 3), 

ψγκρινόμενη με αυτή των 7ΐατρικών HeLa κυττάρων όπου η Hsp70 εκφράζεται σε αρκετά

f ηλά επίπεδα.
ί

Όλα τα παραπάνω αποτελέσματα προτείνουν, όπως και προηγούμενα δεδομένα 

ι·5 amali A., et al, 1996), ότι η Hsp70 αποτελεί ένα από τα κύρια αντι-αποπτωτικά μέλη και τα 

τταρα που στερούνται της Hsp70 οδηγούνται σε αποπτωτικό θάνατο που προκαλείται από



·; a'timtfW

τη θερμότητα. Εντούτοις, λίγα είναι γνωστά για το μηχανισμό της δράσης της θερμότητας και 

τη συσσώρευση της Hsp70 στον πυρήνα και τους πυρηνίσκους.

HeLa HeLa siRNA- Hsp70
Χρόνος (λεπτά) 0 15 30 60 90 0 15 30 60 90
G0/G1 33.00 32.05 31.58 32.19 32.00 39.57 39.98 36.24 32.16 18.55

% % % % % % % % % %
G2/M 18.33 18.29 19.38 19.12 12.54 14.18 18.21 15.11 14.17 7.38

% % % % % % % % % %
S 16.54 16.45 17.33 16.96 22.56 22.27 19.72 23.57 18.61 11.85

% % % % % % % % % %
subGl 15.55 17.59 18.08 20.78 26.37 12.10 16.54 20.75 29.04 59.13
(αποπτωτικά) % % % % % % % % % %

Πίνακας 3: Ποσοστά των κυττάρων HeLa και HeLa siRNA-Hsp70 στις διάφορες φάσεις τσί 
κυτταρικού κύκλου μετά από θερμικού σοκ 45 °C για τους χρόνους που σημειώνονται και επαναφορά 
τους στους 37 °C για 90 λεπτά. Τα κύτταρα υποβλήθηκαν σε κυτταρομετρ ία ροής για τη μέτρηση τη 
απόπτωσής τους μετά από χρώση τους με Hoechst 33342.

4.17. Η διάσπαση του πυμηνίσκου λόγω θερμικού σοκ στα κύτταρα HeLa και HeL  

siRNA-Hsp70. *:

Προκειμενου να προσδιοριστεί ο ρόλος της Hsp70 στους πυρήνες και του 

πυρηνίσκους κατά τη διάρκεια θερμικού σοκ, χρησιμοποιήσαμε τον σταθε 

μετασχηματισμένο κλώνο-25) όπου τα επίπεδα της Hsp70 είναι μηδαμινά (εικ. 13). Αρχι 

προσ7ΐαθήσαμε να απομονώσουμε καθαρούς πυρηνίσκους έτσι ώστε να μπορέσουμε 

αναλύσουμε τις αντιδράσεις της Hsp70 τόσο στους πυρηνίσκους όσο και 

νουκλεόπλασμα. Η διαδικασία απομόνωσης ήταν επίπονη, στηρίχθηκε σε μία προηγού 

τεχνική (Muramatsu και Onishi, 1978, Ochs, 1998) σχετική με την απομόνωση πυ 

όμως επιτεύχθηκε μία γρήγορη και υψηλής καθαρότητας τεχνική απομόνωσής των (Εικ. 2 

ένθετο Α) η οποία γίνεται μέσα σε μικροφυγοκεντρικά σωληνάρια της μικροφυγοκέντι 

eppendorf. r , ;

in
Δεδομένου ότι, δεν ξέραμε ακριβώς πώς η θερμότητα ενεργεί και κατευθύνει 

κύτταρα προς απόπτωση, θεωρήσαμε και υιοθετήσαμε αρχικά την πρόταση ότι η θερι
m·)

προκαλεί την παραγωγή ελευθέρων παραγομένων ριζών οξυγόνου (Reddy M.V., et al, 19°^ 

Bruskov V.I., et al, 2002) οι οποίες στη συνέχεια οδηγούν στην οξειδωτική βλάβη του DNj
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ικ. 29: H Hsp70, προστατεύει τα κύτταρα HeLa από την απόπτωση, συμμετέχοντας στο 
ύστημα επιδιόρθωσης των σημειακών θραύσεων του DNA (ssb). [Α] Απομόνωση των πυρήνων 
eLa και των πυρηνίσκων (πάνω εικ., ψηφιακή μεγέθυνση 1χ-8χ της συνολικής μεγέθυνσης 400Χ) 
ι ι  η μορφή τους κατά τη διάρκεια της δοκιμής comet assay (κάτω εικ.). [Β] Nucleolar Comet Assay 
-JCA) των κυττάρων HeLa και HeLa-siRNA-Hsp70 υπό φυσιολογικές ή συνθήκες θερμικού σοκ (90 
in στους 43.5 °C και 90 min επαναφορά στους 37 °C). Τύπος-Ι, τύπος-ΙΙ και τύπος-ΠΙ είναι οι τρεις 

)■} αφορετικοί τύποι διάσπασης των πυρηνίσκων (πάνω εικ.). Όπως υποδεικνύεται, ο τύπος-Ι (άθικτος 
ρρηνίσκος), χάνεται και αλλάζει σε τύπο-Π (ήπιας μορφής διαρρηγμένος πυμηνίσκος) και σε τύπος- 

' '  ;Ι (εντελώς διαρρηγμένος 70)μηνίσκος). [Γ] Τα ίδια κύτταρα αντιμετωπίστηκαν όπως και στο Β και 
. Γτρήθηκαν στατιστικά για τη διάσπαση των πυρηνίσκων. Οι στήλες αντιπροσωπεύουν το ποσοστό 

;υ τύπου πυρηνίσκων I, Π ή ΠΙ ως μέσο όρο της μέσης τιμής δύο δειγμάτων από τρία ανεξάρτητα 
? Ιιράματα με τις τυπικές αποκλήσεις που υποδεικνύονται στην κορυφή κάθε στήλης.

V
1-

:3 Αυτή η πρόταση υποστηρίχθηκε από προηγούμενα δημοσιευμένα στοιχεία (Doulias et 

ί 2003), που έδειξαν ότι η έκθεση των κυττάρων HeLa σε οξειδωτικό στρες προκάλεσε μία 

ίσο-εξαρτώμενη και χρονικά εξαρτώμενη αύξηση των σημειακών θραύσεων του DNA και 

ίτές οι θραύσεις ρυθμίζονταν από την έκφραση της Hsp70 στα κύτταρα (Doulias Ρ-Τ et al,
<|L
S07). Αυτή η μελέτη έγινε σε ολόκληρα κύτταρα και τις σημειακές θραύσεις μετρήθηκαν με 

ib τεχνική του Comet assay με τη χρήση ολόκληρων κυττάρων. Τι γίνεται όμως στα μόρια

DNA που συμμετέχουν στη δημιουργία των πυρηνίσκων (rDNAs); Μήπως είναι πιο
ίιΙιίσθητα σε θραύσεις σε σχέση με τα DNAs του νουκλεοπλάσματος; Το θερμικό σοκ



παραγάγει μόνο θραύσεις μονής αλυσίδας ή και διπλής αλυσίδας; Τα εραιτήματα αυτά.,,, 

προσπαθήσαμε να τα αντιμετωπίσουμε και να τα απαντήσουμε με τα επόμενα πειράματα.

Χρησιμοποιώντας την τεχνική ηλεκτροφόρησης τεμαχισμένου DNA (DNA|| 

fragmentation assay) (Sugiki H., et al, 2000) προσπαθήσαμε αρχικά να προσδιορίσουμε το)| 

ρόλο της Hsp70 στις διπλές θραύσεις (double strand breaks) του DNA. Κατά συνέπεια, HeLaj 

και HeLa-Hsp70-siRNA εκτέθηκαν σε αυξημένη θερμότητα (43,5 °C για 90 λεπτά και 8 ώ ρες| 

στους 37 °C) και δείγματα του απομονωμένου DNA αναλύθηκαν σε πήκτωμα αγαρόζης,Γ

Καμία διαφορά στην τμηματοποίηση των θραυσμάτων DNA (DNA laddering) μετά απά|Ι
|ι-

ηλεκτροφόρηση δεν παρατηρήθηκε λόγω της παρουσίας ή της έλλειψης Hsp70.
:|ιΓ

Συγκεκριμένα η κλιμακοποίηση του DNA (DNA laddering or DNA fragmentation) am  

πολλαπλάσια των ~200 ζευγών βάσεων εμφανίζεται το ίδιο παρουσία ή απουσία της Hsp70jj 

κάτω από τις πειραματικές συνθήκες που εξετάσαμε. Αυτό σημαίνει ότι στο πυρηνισκικ^ 

DNA (rDNA, το οποίο εδράζεται σε περιοχές των χρωμοσωμάτων 13, 14, 15 και 21) ο ί̂ 

διπλές θραύσεις είναι ανεξάρτητες της συσσώρευσης της Hsp70 στους πυρηνίσκσυς. Το ίδιαιρ^ 

αποτέλεσμα παρατηρήθηκε και με το πυρηνοπλασματικό DNA (το υπόλοιπο DNA ττ—**°|L 

χρωμοσωμάτων) μετά από την αφαίρεση πυρηνίσκων από τα ίδια κύτταρα (στοιχεία που δεΛ 

παρουσιάζονται). j|G

Αντίθετα, η Hsp70 φαίνεται να συμμετέχει στο μονοπάτι σχετικά με τις σημειακέί|> 

θραύσεις του DNA. Για να καταστήσουμε τον παραπάνω ισχυρισμό ορατό, τροποποιήσαμε
ί|

μερικώς και εφαρμόσαμε μία δημοσιευμένη τεχνική σχετικά με ολόκληρα κύτταρα (Collinfjl' 

A.R., et al 1995) την τεχνική "com et assay" για πρώτη φορά σε πυρηνίσκους την οποία Ktj(J 

ονομάσαμε NCA (Nucleolar Comet Assay) (εικ. 29 Α, κάτω ένθετο). Συγκρίνσντας m 

δείγματα που έχουν υποστεί θερμικό σοκ με αυτά που δεν έχουν υποστεί, παρατηρούμε ότι υ||- 

θερμικό σοκ μπορεί να επιφέρει διάσπαση της ακεραιότητας του πυρηνίσκου και επιπλέον 

απουσία της Hsp70 (Hsp70-siRNA κύτταρα) να προκαλεί μορφολογικές αλλαγές τι 

πυρηνίσκου οι οποίες ίσως να οφείλονται στις σημειακές θραύσεις του rDNA. Με βάση αι 

τις παρατηρήσεις οι πυρηνίσκοι ταξινομήθηκαν σε τρεις διαφορετικούς τύπους (Εικ. 29 Β):

Τ ύπος I : που χαρακτηρίζει τους άθικτους πυρηνίσκους,

Τύπος II: που χαρακτηρίζει τους πυρηνίσκους με την ήπια διάσπαση και 

Τύπος III: που χαρακτηρίζει τους πυρηνίσκους με την πλήρη διάσπαση.

Οι τύποι II και III κατέχουν μεγαλύτερες ουρές DNA συγκρινόμενοι με τον τύπο I. Αυτές 

διαφορές θα βασίζονταν στις σημειακές Θραύσεις του DNA, όπως καθορίζεται από 

χρησιμοποιημένες τεχνικές. Επίσης, συγκρίνσντας τα κύτταρα με ή χωρίς Hsp70 κάτω



θ ερ μ ικ ό  σ ο κ  κ α τ α λ ή ξ α μ ε  σ τ ο  σ υ μ π έ ρ α σ μ α  ότι ο ι τύποι II  κα ι III ε ξ α ρ τ ώ ν τ α ι α π ό  το  θ ε ρ μ ικ ό  

Ι σ ο κ  (εικ . 2 9  Β , C ). Ε π ιπ λ έο ν  τα  κ ύ ττα ρ α  π ο υ  σ τ ερ ο ύ ν τ α ι τ η ν  ε ν δ ο γ ε ν ή  H sp 7 0  π α ρ ο υ σ ία σ α ν  

το  α υ ξ α ν ό μ ε ν α  π ο σ ο σ τ ά  τ ω ν  τύπων I  κ α ι II  (ε ικ . 2 9  C ). Λ α μ β ά ν ο ν τ α ς  υ π ’ό ψ ιν  ό λ α  τα

π α ρ α π ά νω , μ π ο ρ ο ύ μ ε  ν α  π ρ ο τ ε ίν ο υ μ ε  ό τ ι η α π ο υ σ ία  τη ς H sp 7 0  ο δ η γ ε ί  σ ε  α ύ ξ η σ η  τη ς  β λ ά β η ς
ί
το υ  D N A  τ ο  ο π ο ίο  α π ε ικ ο ν ίζετ α ι ω ς  α ύ ξ η σ η  τη ς  δ ιά σ π α σ η ς  τη ς  δ ο μ ή ς  τ ο υ  π υ ρ η ν ίσ κ ο υ  α λ λ ά  

κ α ι τω ν σ η μ ε ια κ ώ ν  θ ρ α ύ σ ε ω ν  το υ  D N A  (α ύ ξ η σ η  τη ς ο υ ρ ά ς  τ ω ν  κ ο μ η τ ώ ν ). Α υ τ ή  η τ εχν ικ ή  μ ε  

τ ο υ ς  δ ια ρ ρ η γ μ έν ο υ ς  π υ ρ η ν ίσ κ ο υ ς  ε ίν α ι μ ία  ν έ α  τεχν ικ ή  γ ια  τ η ν  εκ τ ίμ η σ η  τη ς  π υ ρ η ν ικ ή ς  

α π ό π τω σ η ς. Τ α  α π ο τ ε λ έ σ μ α τ α  σ υ μ φ ω ν ο ύ ν  μ ε  α υτά  τα  ο π ο ία  δ η μ ο σ ιε ύ σ α μ ε  π ρ ό σ φ α τ α  κ α ι 

ια να φ έρ ο ντα ι σ ε  C o m e t a s sa y  τ ω ν  κ υ ττά ρ ω ν , ο λ ό κ λ η ρ ο υ  δ η λ α δ ή  τ ο υ  π υ ρ η ν ικ ο ύ  D N A -  

|π υ ρ η ν ισ κ ικ ο ύ  κ α ι ν ο υ κ λ ε ο π λ α σ μ α τ ικ ο ύ -κ α ι υ π έ δ ε ιξ α ν  τ η ν  π ρ ο σ τ α τ ε υ τ ικ ή  δ ρ ά σ η  τη ς  H sp 7 0  

ιρνάντια  σ τ ις  D N A  β λ ά β ες .. III

ώ.18. Μελέτες ανοσοφθορισμού με συνεστιακό μικροσκόπιο (confocal) για τον εντοπισμό 
a iPARPI, XRCC1 και Hsp70 στα κύτταρα HeLa και HeLa-siRNA-Hsp70 κατά τη 

διάρκεια φυσιολογικών συνθηκών αλλά και συνθηκών θερμικού σοκ.

! Α ν  κ α ι η σ υ μ μ ε τ ο χ ή  τη ς H sp 7 0  σ τ η ν  α π ό π τ ω σ η  έ χ ε ι  ε ρ ε υ ν η θ ε ί  ικ α ν ο π ο ιη τ ικ ά  

jG urbuxani et al. 2 0 0 3 , R a v a g n a n  et a l., 2 0 0 1 ;  N y la n d ste d , 2 0 0 0 ,  S ta n k ie w ic z  et a l., 2 0 0 5 ) ,  o  

X γ ό λ ο ς  α υτή ς τη ς π ρ ω τεΐνη ς  σ τ ο ν  π υ ρ ή να  κ α ι τ ο ν  π υ ρ η ν ίσ κ ο  δ ε ν  έ χ ε ι α ν ε υ ρ ε θ ε ί  μ έχ ρ ι σ ή μ ερ α . 

- ι ε  α υ τ ή ν  τ η ν  κ α τη γ ο ρ ία  τ ω ν  π ε ιρ α μ ά τ ω ν  π ρ ο σ π α θ ή σ α μ ε  ν α  δ ια σ α φ η ν ίσ ο υ μ ε  τ ο ν  ρ ό λ ο  α υ τ ό ν  

: ρ η σ ιμ ο π ο ιώ ντ α ς  σ υ ν ε σ τ ια κ ό  μ ικ ρ ο σ κ ό π ιο  κ α ι τ εχ ν ικ ή  δ ιπ λ ο ύ  α ν ο σ ο φ θ ο ρ ισ μ ο ύ . Ο  σ τ ό χ ο ς  

t α ς  ή τα ν  ν α  ε ν τ ο π ίσ ο υ μ ε  α ρ χ ικ ά  π ο ιε ς  α π ό  τ ις  π ρ ω τ ε ΐν ε ς  π ο υ  ε μ π λ έ κ ο ν τ α ι  σ ε  β λ ά β ε ς  το υ  

:1 (Ν Α  σ υ ν ε σ τ ιά ζ ο ν τ α ι μ α ζί μ ε  τη ν  H sp 7 0  κ α ι σ τ η ν  σ υ ν έ χ ε ια  ν α  μ ε λ ε τ ή σ ο υ μ ε  κ α ι ν α  

τ ιβ ε β α ιώ σ ο υ μ ε  κ α ι β ιο χ η μ ικ ά  τις ό π ο ιε ς  π α ρ α τ η ρ ή σ ε ις  μ α ς. Ο ι σ υ γ κ ε κ ρ ιμ έ ν ε ς  μ ε λ έ τ ε ς  μ α ς  

π ο κ ά λ υ ψ α ν  π ρ ά γ μ α τ ι έ ν α  α π ο τ έ λ ε σ μ α  π ο υ  ή τ α ν  η κ ρ υ φ ή  μ α ς  ε λ π ίδ α  κ α ι το  ε ίχ α μ ε  

ι ο ο β λ έψ ει, σ υ γ κ ε κ ρ ιμ έ ν α  το  σ υ ν ε ν τ ο π ισ μ ο  τη ς H sp 7 0  μ ε  π ρ ω τ ε ΐν ε ς  π ο υ  σ υ μ μ ε τ έ χ ο υ ν  σ ε  

3ρ ια κ ές ν α ν ο μ η χ α ν έ ς  επ ιδ ιό ρ θ ω σ η ς  τ ω ν  β λ α β ιο ν  το υ  D N A .

t Α ρ χ ικ ά , η H sp 7 0  σ υ ν ε ν τ ο π ίζ ε τ α ι μ ε  τη ν  P A R P -1 , η  ο π ο ία  ε ίν α ι έ ν α  μ ό ρ ιο  α ρ μ ό δ ιο  γ ια  

σ η μ ε ια κ έ ς  θ ρ α ύ σ ε ις  (s s b  D N A ) , τα  ο π ο ία  κ α ι ιχ ν η θ ετ ε ί π ρ ο σ θ έ τ ο ν τ α ς  σ ε  ισ τ ό ν ε ς  κ α ι μ η -  

ό ν ε ς  τω ν περιοχο'ιν α υ τ ώ ν  π ο λ υ μ ε ρ ή  A D P  p o ly [-r ib o se s ] . Σ υ γ κ ε κ ρ ιμ έ ν α , σ ε  σ υ ν θ ή κ ε ς  

ισ ιο λ ο γ ικ έ ς , π α ρ α τ η ρ ο ύ μ ε  ό π ω ς  α ν α μ έ ν ο υ μ ε , η H sp 7 0  ν α  δ ια χ έετ α ι κ υ ρ ίω ς σ ε  ό λ ο  το  

„·; ιττα ρ ό π λ α σ μ α  (Ε ικ . 3 0 , έ ν θ ε τ ο  1. π ρ ά σ ιν ο ς  φ θ ο ρ ισ μ ό ς )  ενώ  η P A R P -1  ν α  δ ια χ έετ α ι κ υ ρ ίω ς  

, ο ν  π υ ρ ή να  (Ε ικ . 3 0 , έ ν θ ε τ ο  2 , κ ό κ κ ιν ο ς  φ θ ο ρ ισ μ ό ς ).

3 )
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Hsp70 PARP-1

5

Merged

\ij

i

i

i

i
I

II llsf)70 και η PA RIM συσσωρεύονται στο πυρηνάπλασμα και τον ττυρηνίσκο κατά τη ί 
ι θερμικού σοκ και κυρίως συνεντοπίζονται στις ίσιες περιοχές. Ο μ ο ε σ η α κ ά  τ μ ή μ α τ α  mn»j 
ί ζ ο υ ν  τ α υ τ ό χ ρ ο ν η  α ν ο σ ο α ν ί χ ν ε υ σ η  τ η ς  Ilsp70 κ α ι  τ η ς  PARP-I σε κ ύ τ τ α ρ α  HeLa ( έ ν θ ε τ α :  l·} 
κ ύ τ τ α ρ α  I leLa-siKNA-Hsp70 ( έ ν θ ε τ α :  7-12). !

If
t

Ο ταν ό μ ω ς  t «  l l e l .a  κτ*»ττ</ρ« εκ τ εθ ο ύ ν  σ ε  θερμικά σοκ 4 3 ,5  ° C  για  9 0  λεπ τά  και 9 0 1 

π α ν α φ ο ρ ά ς  τ ο ν  κ υ ττά ρ ω ν σ τ ο υ ς  3 7  "(Λ η I ls p 7 0  σ υ σ σ ω ρ ε ύ ετ α ι σ τ ο ν  ττυρήνα και τυιΗ

τκο ( Ι ικ. 3 0 , έν θ ε τ α  4 , 6) και συνεντυ τά ζετα ι μ ε τη ν ΡΛΚΡ-Ι ( ί£ικ.: 3 0 , ένθ ετο  6^

π ρ ά σ ινο ς  φ Ο ορ ισ μ ος).
i
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ικ . 3 1 : Υ π ο μ ο ρ ια κ ή  κ α τ α ν ο μ ή  τ η ς  ε ν δ ο γ ε ν ο ύ ς  H sp 7 0  κ α ι X R C C 1  κ α τ ά  τη  δ ιά ρ κ ε ια  
υ σ ιο λ ο γ ικ ώ ν  σ υ ν θ η κ ώ ν  ή θ ε ρ μ ικ ο ύ  σ ο κ . Ο μ ο εσ τ ια κ ά  τμ ή μ α τα  π ο υ  π α ρ ο υ σ ιά ζ ο υ ν  τ α υ τ ό χ ρ ο ν η  
^ ο σ ο α ν ίχ ν ε υ σ η  της H sp 7 0  και της X R C C 1 σ τα  κ ύττα ρ α  H eL a (ο ι  δ ύ ο  π ά νω  σ ε ιρ έ ς  τω ν ε ικ ό ν ω ν )  ή 
:α κύττα ρα  H e L a -s iR N A -H sp 7 0  (ο ι δ ύ ο  κάτοι σ ε ιρ έ ς  τιον ε ικ ό ν ω ν ). Τ α  κ ύ ττα ρ α  εκ τ έθ η κ α ν  ή όχ ι σ ε  
,ρμ ικ ό  σ ο κ  (9 0  m in σ ε  4 3 ,5  °C' και 9 0  m in  ε π α ν α φ ο ρ ά ς  σ ε  3 7  ° C )  σ τ ερ ε ο π ο ιή θ η κ α ν  μ ε  φ ο ρ μ α λ δ εΰ δ η

ί'ο και στη  σ υ ν έχ ε ια  α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  δ ιπ λ ό ;  α ν ο σ ο φ θ ο ρ ισ μ ό ;  ό π ω ;  π ερ ιγ ρ ά φ ετα ι σ τα  υ λ ικ ά  και μ έθ ο δ ο ι.

ί Ο ι π α ρ α π ά ν ω  π α ρ α τ η ρ ή σ ε ις  ο δ η γ ο ύ ν  σ τ η  σ κ έ ψ η  γ ια  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά σ ε ι ς  μ ε τ α ξ ύ  H s p 7 0

ι P A R P - 1 .  Α π ο υ σ ία  H s p 7 0  ( Ε ι κ .  3 0 ,  έ ν θ ε τ α  7 - 1 2 ) ,  έ ν α  μ ε γ ά λ ο  μ έ ρ ο ς  τ ο υ  π λ η θ υ σ μ ο ύ  τ ω ν  
■ %1>ριω ν τ η ς  P A R P - 1  σ υ σ σ ιυ ρ ε ύ ε τ α ι  σ τ ο υ ς  π υ ρ η ν ίσ κ ο υ ς  κ α τ ά  τη  ό ια ρ κ ε ια  τ ο υ  θ ε ρ μ ικ ο ύ  σ ο κ  

ικ . 3 0 ,  έ \ 'θ ε τ ο  1 1).  Α υ τ ή  η π α ρ α τ ή ρ η σ η  υ π ο δ ε ικ ν ύ ε ι  ό τ ι  η μ ε τ α κ ίν η σ η  τ η ς  P A R P - 1  σ τ ο υ ς

\
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πυρηνίσκους γίνεται ανεξάρτητα από την παρουσία της Hsp70. Δεδομένου ότι PARP-I είναι
%

ένα πρωτεϊνικό μέλος επιδιορθωτικού συστήματος του DNA, δικαιολογημένα θα 

μπορούσαμε να πούμε αρχικά ότι η Hsp70 συμμετέχει ενδεχομένως σε μονοπάτια απόκρισης 

βλαβών του DNA (DNA damage response).

Στη συνέχεια μελετήθηκε η πιθανή σχέση της Hsp70 με την XRCC1 μίας πρωτεΐνης η 

οποία συνιστά ένα μόριο που συντονίζει και διευκολύνει το μηχανισμό επιδιόρθωσης 

σημειακών θραύσεων του DNA (Single- Strand Break Repair, SSBR) αλλά και το μηχανισμό 

επιδιόρθωσης μέσω αποκοπής αζωτούχων βάσεων (Base Excision Repair, BER) στα 

θηλαστικά κύτταρα (Nazarkina ΖΚ., et al, 2007). Η XRCC1 σε φυσιολογικές συνθήκες 

ευρίσκεται στον πυρήνα (Εικ. 31, ένθετο 2, κόκκινος φθορισμός). Κάτω όμως από την; 

επίδραση του θερμικού σοκ φαίνεται ένα μέρος του πληθυσμού του να μεταναστεύει στους] 

πυρηνίσκους (εικ. 31, ένθετο 5 κόκκινος φθορισμός) και να συνεντοπίζεται με την Hsp70j 

(εικ. 31, ένθετο 6 κιτρινοπράσινος φθορισμός). Στην περίπτωση που απουσιάζει η Hsp70 

φαίνεται η μετακίνηση της XRCC1 στους πυρηνίσκους να επηρεάζεται μετά από θερμικό] 

σοκ. Αυτή όμως η παρατήρηση χρειάζεται περαιτέρω μελέτη για να αποδειχθεί. Κατά] 

συνέπεια, όλα τα ανωτέρω στοιχεία άρχισαν να αποκαλύπτουν, ότι η Hsp70 ενδεχομένως ν< 

συμμετέχει και να συντονίζει γνωστά μόρια αρμόδια για τους μηχανισμούς επιδιόρθωσης 

βλαβών του DNA υπό φυσιολογικές συνθήκες αλλά και κατά τη διάρκεια θερμικού σοκ.

Ά?.·

4.19. Η Hsp70 δεσμεύεται στην PARP-1 και την XRCC1 και ίσως να διευκολύνει τι 
κύτταρα HeLa στην αντιμετώπιση των βλαβών του DNA.

Για να ερευνήσουμε περαιτέρω το ρόλο της Hsp70 στην απόκριση σε βλάβες τοι 

DNA, εξετάσαμε εάν μπορούσε βιοχημικά η συγκεκριμένη πρωτεΐνη να συνδέεται 

πρωτεΐνες, όπως η PARP-1 ή η XRCC1, που αφενός μεν παρατηρούμε έναν συνεντοπισμΐ 

τους με την Hsp70 αφετέρου δε συμμετέχουν σε μονοπάτια απόκρισης του κυττάρου μετΙ 

από βλάβες του DNA.

Η προσέγγιση αυτού του ενδιαφέροντος σημείου, έγινε με ανοσοκαθιζήσεις 

εκχυλίσματα κυττάρων HeLa υπό φυσιολογικές αλλά και υπό συνθήκες θερμικού σοι 

Συγκεκριμένα κάθε φορά προσθέταμε στο εκχύλισμα κάποιο από τα αντισώματα αντί- Hsp7j 

ή αντι-XRCC 1 ή αντι-PARP-l και στη συνέχεια τα ανοσοσυμπλέγματα αναλύονταν 

ανοσοαποτύπωση χρησιμοποιώντας τα υπόλοιπα δύο αντισώματα για την κάθε φορά π< 

γίνονταν ανοσοκαθίζηση. Όπως αναμέναμε, το αντίσωμα Hsp70 ανοσοκαθιζάνει και

h r ,

Κ
Κ-Γ .
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fisp70 και την PARP-1 και το αντίστροφο το αντίσωμα PARP-1 ανοσοκαθιζάνει και την 

°ARP-1 και την Hsp70 (Εικ. 32, Α). Επιπλέον ανοσοκαθίζηση με αντίσωμα XRCC1 έδειξε 

ότι, υπάρχει σύνδεση μεταξύ και των τριών πρωτεϊνών (Εικ: 32 Β, Β1, Β2, Β3).

A W Anti-Hsp70 Anti-PARP-1• ο  ι-------- -— ι I------------- 1
r ,  +  -  +  -  +  -  +
-  -  -  +  +  - -  +  + -

Α1

Α2

•  ·  ·  ·  ·
m  « ι

• - - π ι

Antibody
90 min at43.5°C 
90 min at 37°C

Hsp70

■PARP-1

B.

B1

B2

B3

CE
+

B IP
+

IP
+

h Anti-XRCCl

90 min at 43.5°C 
90 min at 37°C

^-PARP-1

Hsp70

XRCC1

I k .  32: H Hsp70 συνδέεται με τα επιδιορθωτικά μόρια του DNA, την PARP-1 και την XRCC1 
«α κύτταρα HeLa. Ολικά εκχυλίσματα από κύτταρα σε φυσιολογικές συνθήκες αλλά και συνθήκες 
ίομικού σοκ (90 λεπτά σε 43,5 °C και 90 λεπτά επαναφοράς τους σε 37 0 C), στα οποία κάθε φορά 
ίοσθέταμε κάποιο από τα αντισώματα ειδικά για Hsp70 ή XRCC1 ή PARP-1 και στη συνέχεια τα 
οοσοσυμπλέγματα αναλύονταν με ηλεκτροφόρηση (SDS PAGE) και ανοσοαποτύπωση 
]|ησιμο7ΐοιώντας τα υπόλοιπα δύο αντισώματα για την κάθε φορά που γίνονταν ανοσοκαθίζηση. [Α] 
ί οσοκαθίζηση με anti-Hsp70 ή anti-PARP-1 και εμφάνιση των ανοσοκαθιζάντων με anti-Hsp70 
Cl) ή anti-PARP-1 (Α2). [Β] Ανοσοκαθίζηση με anti-XRCCl και εμφάνιση με anti-PARPl (Β1), 
ai-Hsp70 (Β2) και anti-XRCCl (Β3). CE: κυτταρικό εκχύλισμα, IP: Ανοσοκαθίζηση 
ftununoprecipitation), Β: Σφαιρίδια πρωτεΐνης G.

t Βασισμένοι σε προηγούμενα στοιχεία σχετικά κυρίως με τις συνδέσεις που 

4ΐ7ττύσσει η XRCC1 και συγκεκριμένα με την PARP-1 (Masson et al., 1998), την DNA

■I



.AMOtfl

ligase III (Nash et al., 1997) και την DNA Ροΐβ (Caldecott KW, et al, 1996), μπορούμε να ]
»

προτείνουμε ότι η Hsp70 είναι ενδεχομένως ένα νέο μόριο που διαδραματίζει έναν σημαντικό)*
ρόλο στην επιδιόρθωση σημειακών θραύσεων (ssDNA) (εικ: 24). Οι μαζικές σημειακές! 

θράσεις του DNA στην περιοχή του πυρήνα και του πυρηνίσκου κατά τη διάρκεια θερμικού! 

σοκ, υποχρεώνουν το κύτταρο να δημιουργήσει ένα μεγάλο πληθυσμό μορίων Hsp70 και να? 

τα οδηγήσει στο στόχο τους που ίσως να είναι το κατεστραμμένο rDNA, το| 

νουκλεοπλασματικό DNA και το μιτοχονδριακό DNA. Κατά συνέπεια, μπορούμε να| 

καταλήξουμε στο συμπέρασμα ότι η Hsp70 συσσωρεύεται στις περιοχές όπου υπάρχουν 

βλάβες του DNA προκειμένου να στρατολογήσει τις νανομηχανές των επιδιορθωτικών 

πρωτεϊνών του DNA, επιταχύνοντας έτσι το προστατευτικό αυτό φαινόμενο.

4.20. Η  Hsp70 συνδέεται στην περιοχή BRCT της PARP-1.

Για να χαρακτηρίσουμε περαιτέρω το λειτουργικό αντίκτυπο αυτής της σύνδεσης 

μεταξύ των πρωτεϊνών Hsp70 και PARP-1, πραγματοποιήσαμε in vitro πειράματα 

χρησιμοποιώντας καθαρές χιμαιρικές πρωτεΐνες GST (εικ. 33 Β). Αρχικά, το GST μόνο το» 

αλλά και με τις διάφορες περιοχές της PARP-1, δηλαδή τα GST-DBD1, GST-DBD2, GST| 

AUTO, GST-BRCT, GST-NAD1 και GST-NAD2 καθαρίστηκαν (εικ: 33 Α, κάτω ένθετο 

όπως έχουν περιγράφει προηγουμένως (Gwack Υ, et al. 2003). Αφετέρου, η ανθρώπινι 

Hsp70 (εικ. 33 Α, άνω ένθετο) καθαρίστηκε με τη μέθοδο Bac-to-Bac σε κύτταρα εντόμω 

(Salma A, et al., 2007).

Πειράματα συγκατακρήμνισης (pull down) έδειξαν ότι μόνο η περιοχή BRCT και α 

μικρότερο βαθμό και η περιοχή AUTO της PARP-1 δεσμεύονται στην Hsp70 (εικ: 33 Α, άνι 

ένθετο). Αυτή η εύρεση ήταν πολύ σημαντική, δεδομένου ότι BRCT περιοχές περιέχουν σι 

δομή τους κάποιες πρωτεΐνες που συμμετέχουν σε συστήματα επιδιόρθωσης βλαβών τα 

DNA, όπως η XRCC1, η DNA ligase ΠΙ και το BRCA-1 (Rodriguez Μ., et al, 2003).

Για να επιβεβαιώσουμε περαιτέρω το σημαντικό αυτό εύρημα, προσπαθήσαμε ν 

επαναλάβουμε την in vitro σύνδεση της περιοχής BRCT με την Hsp70 σε ένα σύστημα sem 

in vivo

Έτσι, HeLa κύτταρα διαμολύνθηκαν με το πλασμίδιο pBC-D, το οποίο έ  ̂

υποκλωνοποιημένο την BRCT δομή και μπορεί να την υπερεκφράσει σε θηλαστικά κύτταρί 

Μετά από επιλογή, οι σταθερά μετασχηματισμένοι κλώνος που ονομάστηκαν HeLa-GS 

BRCT υπέρέκφραζαν τη δομή GST-BRCT όπως αναλύθηκε με western blotting (Εικ.:34 Α),
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ίκ - 33: Η ανθρώπινη καθαρή Hsp70 συνδέεται στις περιοχές AUTO και BRCT της ΡARP-1.
W] 1 pg 7Εοσότητας 7ψωτέΐνης GST, GST-DBD1, GST-DBD2, GST-AUTO, GST-BRCT, GST-NAD1 
ii GST-NAD2 αναμίχθηκε κάθε φορά με ποσότητα 0,5 pg ανθρώ7Π,νης καθαρής Hsp70 πρωτεΐνης 
u  τα μίγματα υ7ΐοβλήθηκαν αρχικά σε πειράματα συγκατακρήμνισης (pull down). Στη συνέχεια τα 
ήματα που προέκυψαν, αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE) και ανοσοαποτύπωση 
vestem blotting) χρησιμοποιώντας αντισώματα συγκεκριμένα για GST (Α, κάτω ένθετο) ή Hsp70 
a, άνω ένθετο). [Β] Ανα7ΐαράσταση των δομών της PARP-1 κατά Gwack Υ, et al. 2003.
!

j Τα κύτταρα του κλώνου 26 επιλεχθηκαν, όπως υποδεικνύονται στην εικ. 34, και τα 

^χυλίσματά τους υποβλήθηκαν σε πειράματα συγκατακρήμνισης. Το αποτέλεσμα που 

Ιιοέκυψε ήταν το ίδιο που παρατηρήθηκε και με τις καθαρές πρωτεΐνες, δείχνοντας ότι η 

ίριοχή BRCT αναγνωρίζεται πράγματι από την Hsp70 και η σύνδεσή τους πραγματοποιείται 

ίεξάρτητα από το θερμικό σοκ (εικ.: 34 Β). Για να καθορίσουμε συγκεκριμένα ότι η 

ίνδεση μεταξύ των BRCT- Hsp70 δημιουργείται σε όλα τα υποκυτταρικά διαμερίσματα, 

|αγματοποιήθηκαν περαιτέρω 7ΐειράματα συγκατακρήμνισης (pull down). Όπως
vj

Ιρουσιάζεται, η Hsp70 συνδέεται με την περιοχή BRCT, στον πυρήνα, το πυρηνόπλασμα 
> ί
,, i t  στους πυρηνίσκους (εικ.: 34 D). Απροσδόκητα, δεν παρατηρήσαμε καμία σύνδεση 

, καξύ τους στο κυτταρόπλασμα αν και οι δύο πρωτεΐνες είναι παρούσες (εικ.: 34 C).

Ί
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Eik. 34: Η περιοχή BRCT της PARP-1 συνδέεται με την Hsp70 σε κύτταρα HeLa nd 
υπερεκφράζουν τη χιμαιρική πρωτεΐνική δομή GST-BRCT. |Α] HeLa κύτταρα διαμολύνθηκαν |* 
το πλασμίδιο pBC-D και οι σταθερά μετασχηματισμένοι κλώνοι, που ονομάστηκαν HeLa-BRCT-GSl 
και υπερέκφραζαν τη δομή GST-BRCT απομονώθηκαν με το αντιβιοτικό G-418. Η έκφραση τΐ$ 
χιμαιρικής πρωτεϊνικής δομής GST-BRCT ελέγχθηκε χρησιμοποιώντας μονοκλωντκό αντίσωμα αν#| 
GST σε ανοσοαποτύπωση. Σε όλα τα πειράματα χρησιμοποιήθηκε ο κλώνος 26 (βλέπε αστερίσκο) 
ΙΒ1 Ο κλώνος 26 χρησιμοποιήθηκε προκειμένου να προετοιμαστούν ολόκληρα εκχύλισμα· 
κυττάρων υπό φυσιολογικές ή συνθήκες θερμικού σοκ (90 λεπτά σε 43,5 °C και 90 λεπτά επαναφορά 
τους σε 37 °C). Τα εκχυλίσματα αυτά χρησιμοποιήθηκαν σε πειράματα συγκατακρήμνισης πΟΙι 
έδειξαν τη σύνδεση μεταξύ της Hsp70 και της περιοχής BRCT. JCJ Τα ίδια κύτταρα διαχωρίστηκβ| 
στα υποκυτταρικά κλάσματα: κυτταρόπλασμα (Cyt), πυρήνας (Nu), πυρηνόπλασμα (Νρ), πυρηνίσκβ

μ*'-.
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!
tJNli) και κάθε κλάσμα αναλύθηκε για τη συσσώρευση των Hsp70, GST-BRCT και XRCC1 σε 
συνθήκες φυσιολογικές ή θερμικού σοκ με ανοσοαποτύπωση. [D] τα ίδια κλάσματα, όπως στο C, 
χρησιμοποιήθηκαν για πειράματα συγκατακρήμνκτης. Όπως παρουσιάζεται, η Hsp70 δεσμεύεται στην 
3ST-BRCT και την XRCC1, μόνο στον πυρήνα, το πορηνόπλασμα και τον πυρηνίσκο, ανεξάρτητα 
αιπό τη θερμική επεξεργασία.

\ Αυτή η απόκλιση μελετήθηκε επανειλημμένα και προσεκτικά αλλά καταλήξαμε στο
ί
{τυμπέρασμα ότι αυτή η παρατήρηση είναι πραγματικότητα.. Αν θέλαμε να εξηγήσουμε αυτό 

:ο φαινόμενο θα μπορούσαμε γενικά, να προτείνουμε ότι η BRCT περιοχή, ίσως στα 

ευκαρυωτικά κύτταρα, να υφίσταται κάποιες τροποποιήσεις στο κυτταρόπλασμα, το οποίο 

»εν είναι το φυσιολογικό διαμέρισμα λειτουργίας της, με αποτέλεσμα να χάνεται αυτή η 

«ύνδεσή της με την Hsp70. Αυτές οι τροποποιήσεις ίσως να μην συμβαίνουν στον πληθυσμό 

ων μορίων GST-BRCT που βρίσκονται στον πυρήνα και τον πυρηνίσκο όπου είναι το 

•υσιολογικό διαμέρισμα λειτουργίας της BRCT περιοχής, με αποτέλεσμα εκεί μόνο να 

;αρατηρείται η σύνδεση Hsp70-BRCT.

.21. Η Hsp70 συνδέεται στην PARP-1 μέσω της ATPase περιοχής της.

Έχοντας ταυτοποιήσει την περιοχή της PARP-1 με την οποία συνδέεται στην Hsp70, 

ποφασίσαμε να ερευνήσουμε περαιτέρω την περιοχή της Hsp70 με την οποία συνδέεται 

την PARP-1. Για αυτόν το λόγο, χρησιμοποιήσαμε CV1 κυτταρικές σειρές (SMA-LDH και 

'SC-LDH) που υπερεκφράζουν αντίστοιχα την περιοχή ATPase της Hsp70 και την περιοχή 

έσμευσης πεπτιδίων (PBD, Peptide Binding Domain) της Hsp70. Οι περιοχές αυτές φέρουν 

co καρβοξυτελικό τους άκρο μία χαρακτηριστική αλληλουχία 11 αμινοξέων της LDH 

^actate Dehydrogenase) των όρχεων (Milarski, K.L. & Morimoto, R.I. 1989). Ολόκληρα 

ρτταρικά εκχυλίσματα προετοιμάστηκαν και χρησιμοποιώντας ειδικό αντίσωμα για την 

ιληλουχία LDH έγιναν πειράματα ανοσοκαθίζησης. Μόνο η ATPase περιοχή της Hsp70, 

ο εκχύλισμα των κυττάρων SMA-LDH που υπέστησαν θερμικό σοκ ή όχι,

^γκατακρημνίστηκε με την PARP-1. Αντίθετα, στα κύτταρα NSC-LDH η περιοχή
ι
φσμευσης πεπτιδίων (PBD) είναι ανίκανη να δεσμεύσει την PARP-1 (Εικ: 35 A, Α1 και Α2). 

|ιω ς αναμένονταν, παρόμοια πειράματα χρησιμοποιώντας εκχυλίσματα κυττάρων CV1 που 

ερεκφράζουν το καρβοξυτελικό τμήμα μεγέθους 28 kDa-LDH της Hsp70, επιβεβαίωσαν 

μόνο η περιοχή ATPase της Hsp70 συνδέεται στην περιοχή BRCT της PARP-1 (εικ: 35 

A3). Οι διαφορές μεταξύ των κυττάρων NSC-LDH και 28 kDa-LDH είναι ότι στη δεύτερη 

ΐ  Ιπαρική σειρά εμπεριέχεται στην παραγόμενη πρωτεΐνη η περιοχή σύνδεσης (επίτοπος) του
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αντισώματος SPA-810 (437-504 ΑΑ) για την Hsp70, το οποίο και χρησιμοποιήθηκε σε όλα| 

τα πειράματα. Σημειώστε ότι αυτή η περιοχή σύνδεσης του αντισώματος (επίτοπος) είναι ΐ 

απούσα (εικ: 35 Β) στα κύτταρα NSC-LDH που υπερεκφράζουν την PBD και για αυτόν τον 

λόγο χρησιμοποιούμε το αντίσωμα αντι-LDH.

ΆΚΙ

ΒΓ

Α. SMA- I— NSC— I
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1Εικ. 35: H Hsp70 δεσμεύεται στην PARP-1 μέσω της ATPase περιοχής της. [Α] Σταθεί 
μετασχηματισμένες κυτταρικές σειρές CV1 που υπερεκφράζουν την ATPase περιοχή (SMA-LDH 
την περιοχή δέσμευσης πεπτιδίων PBD (NSC-LDH) ή το καρβοξυτελικό τμήμα 28 kDa-LDH τι 
Hsp70, εκτέθηκαν σε φυσιολογικές ή συνθήκες θερμικού σοκ (90 λεπτά σε 43,5 °C και 90 λεπ® 
επαναφοράς τους σε 37 °C). Πειράματα ανοσοκαθίζησης όπου χρησιμοποιήθηκαν αντισώματα avtj 
LDH ή avu-Hsp70 αποκάλυψαν ότι μόνο η περιοχή ATPase της Hsp70 αλληλεπιδρά και συνδέεται || k. 
την PARP-1. [Β] η αναπαράσταση των μεταλλαγμένων περιοχών της Hsp70 που χρησιμοποιήθηκι ^  
σε αυτήν την εργασία, είναι βασισμένη μερικώς σε προηγούμενο σχήμα (Milarski, K.L. & Morimot ^  
R.I., 1989, Angelidis et al, μη δημοσιευμένα στοιχεία). m
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Συνολικά, μπορούμε να καταλήξουμε στο συμπέρασμα ότι η BRCT περιοχή της 

\ARP-1 δεσμεύεται στην ATPase περιοχή της Hsp70. Σύμφωνα με τα παρουσιαζόμενα 

ττοιχεία, η Hsp70 δεσμεύεται στην PARP-1 και την XRCC1 και ίσως να στρατολογεί και τα 

»ύο μόρια στη σημειακή θραύση του DNA όπου η μοριακή μηχανή επιδιόρθωσης 

ίατασκευάζεται. Η σύνδεση μεταξύ PARP-1 και Hsp70 πραγματοποιείται μέσω της περιοχής 

iRCT της PARP-1 και της περιοχής ATPase της Hsp70. Όμως δεδομένου του ότι η Hsp70 

•εν συνιστά μία DNA συνδεόμενη πρωτεΐνη θα μπορούσαμε να υποθέσουμε ότι η Hsp70 

συμμετέχει στις νανομηχανές επιδιόρθωσης, δεν συνδέεται άμεσα στο DNA αλλά στις DNA 

υνδεόμενες πρωτεΐνες επιδιόρθωσης (Εικ. 36). Όμως για να αποδειχθεί αυτό το μοντέλο θα 

ρέπει να γίνουν επιπλέον πειράματα καθίζησης χρωματίνης (CHIP) και ανάλυσης των 

υνδεόμενων πρωτεϊνών.

Εναλλακτικά όμως μπορούμε να υιοθετήσουμε το μοντέλο της εικόνας 37 όπου η 

isp70 δεν καθηλώνεται επάνω στις θραύσεις του DNA αλλά αλληλοαντιδρά με την PARP-1 

οηθώντας την στον ομο-διμερισμό της και βοηθά στην στρατολόγηση των επχδιορθωτικών 

οωτεϊνών με τις οποίες συνδέεται από την BRCT δομή τους έτσι ώστε να τις κατευθύνει 

οος τον στόχο τους που είναι η επιδιόρθωση των σημειακών θραύσεων του DNA.

PolyfADP-riboses]
i

■+ Ικόνα 36: Έ να υποθετικό μοντέλο της σύνδεσης της Hsp70 στα μέλη του συστήματος BER. Η

Ι
>70 δεσμεύεται στις περιοχές BRCT της PARP-1 και ίσως και της XRCC1 και ενδεχομένως να 
οδηγεί τη διαμόρφωσή τους διαμέσου της πολυ[ΑΟΡ-ριβοσυλίωσης] από την PARP-1 αλλά και τη 
ομηχανή του συστήματος BER.

; ι
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

ΚΑΙ

ΣΥΖΗΤΗΣΗ



δ. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Για πολλά χρόνια ήταν άγνωστο ο σκοπός της Hsp70 για τον οποίο μεταφέρεται και 

τυσσωρεύεται στον πυρήνα και τον πυρηνίσκο κατά τη διάρκεια θερμικού σοκ. Μερικά 

■ρόνια πριν δημοσιεύτηκε ότι η Hsp70 συσσωρεύεται με τα μετουσιωμένα υποστρώματα 

ττους πυρηνίσκους τα οποία και επιδιορθώνει κατά την επαναφορά των κυττάρων που έχουν 

υιοστεί στρες. Ο πυρηνίσκος δηλαδή αποτελεί ένα πρόσκαιρο αποθηκευτικό χώρο και χώρο 

σκησης για μεθύστερη πρωτεϊνική επιδιόρθωση. Αυτή η μη πειστική εξήγηση θα γινόταν με 

ερικές αμφιβολίες αποδεχτή εάν δεν παρουσιάζαμε την παρούσα εργασία η οποία προσδίδει 

έες λειτουργίες της Hsp70 στον πυρήνα και τον πυρηνίσκο. Βέβαια τα αποτελέσματα που 

αρατίθενται στην παρούσα Δ.Δ. δεν είναι αντίθετα με αυτά τα οποία παρουσιάζει η 

νταγωνιστική ομάδα (Nollen et al., 2001). Αντιθέτως όλο και πιο πολύ πλησιάζουμε να 

υμφωνήσουμε όλες οι Επιστημονικές ομάδες σε αυτό το οποίο εμφανίζεται καθαρότερα 

ΐλευταία, δηλαδή στο ότι οι σημαντικές λειτουργικές πρωτεΐνες εμφανίζουν ταυτόχρονα 

αφορετικές λειτουργίες τόσο σε διαφορετικούς υποκυτταρικούς χώρους και πολλές φορές 

ιούς ίδιους χώρους. Έτσι στον ίδιο χώρο ένας πληθυσμός μίας πρωτεΐνης μπορεί να 

τνδέεται με διαφορετικούς πρωτεϊνικούς συνεργάτες από αυτούς που συνδέεται ένας άλλος 

ιηθυσμός της ίδιας πρωτεΐνης ασκώντας ο καθένας διαφορετική λειτουργία.

Έτσι προκειμένου να δοθεί μία εξήγηση για αυτήν την άμεση μετακίνηση της Hsp70 

cov πυρήνα και τον πυρηνίσκο προσπαθήσαμε να βρούμε το στόχο της Hsp70 καθώς και τον 

ρλο της σε αυτούς τους υποκυτταρικούς χώρους.. Με τι σχετίζεται αυτή η μετακίνηση; Με 

«διόρθωση πρωτεϊνών οι οποίες υπέστησαν βλάβες κατά την έκθεση των κυττάρων σε 

ιρες ή με κάτι νέο το οποίο έπρεπε να ανιχνευτεί; Εξετάσαμε αρχικά το ρόλο της Hsp70 

»ην θερμό ευαισθησία και την απόπτωση των κυττάρων χρησιμοποιώντας την κυτταρική 

«ιρά HeLa όπου έχει αποσιωπηθεί η Hsp70 μέσω της τεχνολογίας siRNA. Αποδείχθηκε ότι 

οα κύτταρα που απούσιαζε η Hsp70 ήταν ευαίσθητα στη θερμότητα και παρουσίαζαν 

εξημένη απόπτωση. Ποιος όμως ήταν ο μηχανισμός με τον οποίο η Hsp70 παρενέβαινε και 

ήρέαζε τις διαδικασίες του κυτταρικού θανάτου; Για πολλά χρόνια δεν ήταν γνωστό το 

οοπτωτικό μονοπάτι μέσω του οποίου δρα το θερμικό σοκ. Προηγούμενες μελέτες με in 

wo πειράματα κατέδειξαν ότι η θερμότητα ενεργεί ενδεχομένως μέσω της επίθεσης 

&υθέρων ριζών οξυγόνου (ROS) που οδηγούν σε οξειδωτική βλάβη του DNA (Reddy M.V., 

<jal, 1992, Bruskov VI, et al, 2002). Λαμβάνοντας υπ’όψιν όλα τα παραπάνω, εστιάσαμε

ι
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στην έρευνα πιθανών συνεργατών της Hsp70 που να εμπλέκονται σε συστήματα 

επιδιόρθωσης του DNA και ειδικά σε περιοχές όπου η Hsp70 μετακινείται και συσσωρεύεται 

κατά τη διάρκεια θερμικού σοκ, όπως είναι το πυρηνόπλασμα και ο πυρηνίσκος. Σημειώστε 

ότι στις ίδιες περιοχές είναι κυρίως οι στόχοι των ελευθέρων ριζών οξυγόνου (ROS) που είναι 

το νουκλεοπλασματικό ή το ριβοσωμικό DNA.

Για την επίτευξη των στόχων αυτών τροποποιήσαμε μία τεχνική για την περαιτέρω 

μελέτη της πυρηνικής απόπτωσης και εν συνεχεία, παρείχαμε αποδεικτικά στοιχεία για την 

προστατευτική επίδραση της Hsp70 στην ακεραιότητα του ριβοσωμικού DNA κατά τη 

διάρκεια της έκθεσης των κυττάρων σε θερμικό σοκ. Η τεχνική Comet Assay σε πυρηνίσκους 

(Nucleolar Comet Assay, NCA) αποτελεί μία νέα ισχυρή τεχνική για τη μελέτη πυρηνικής 

απόπτωσης καθιστώντας ορατά τις σημειακές θραύσεις του DNA στους θερμικά 1 ^  

επεξεργασμένους πυρηνίσκους. 'Οπως αποδείχθηκε η απουσία της Hsp70 είχε σαν ^  

αποτέλεσμα την αύξηση των σημειακών θραύσεων του DNA (ssDNA breaks) παρατήρηση η

μ-···

I
οποία συμφωνούσε με δημοσιευμένη εργασία μας η οποία απεδείκνυε το ίδιο σε συνολικούς ϊ^,., 

πυρήνες (Doulias Ρ-Τ., et al, 2007). Τις σημειακές θραύσεις του rDNA ήταν ανάλογα τον 

αποπτωτικού ερεθίσματος (θερμικό σοκ). Παράλληλα με αυτήν την τεχνική ανίχνευσης της 

εύρεσης των σημειακών θραύσεων χρησιμοποιήθηκαν και 2 τρόποι ανίχνευσης της 

απόπτωσης, μία με τον αποπτωτικό δείκτη PARP-I και μία με κύτταρομετρία ροής. Και οι 

δύο τεχνικές απέδειξαν ότι το μέγεθος της απόπτωσης είναι ανάλογη με το μέγεθος της DN>, 

βλάβης σε επίπεδο σημειακών θραύσεων. Έτσι αυτό που φανερώνονταν πλέον ήταν η σχέσι 

της Hsp70 με τις βλάβες στο DNA και με την πυρηνισκική/πυρηνική απόπτωση. Για την 

περαιτέρω εμβάθυνση του μηχανισμού δράσης της Hsp70 αποφασίσαμε ν 

πραγματοποιήσουμε πειράματα άμεσα, τόσο in vitro όσο και semi-in vivo που στηρίζοντο 

κυρίως σε αντιδράσεις πρωτεΐνης-πρωτέΐνης καθώς και σε πειράματα μικροσκοπική; 

παρατήρησης των πρωτέΐνικών συμπλεγμάτων μέσω συνεστιακού μικροσκοπίου.

Στην αρχή, χρησιμοποιώντας συνεστιακό μικροσκόπιο, διαπιστώσαμε ότι η Hsp7
*

συνεντοπίζεται με την PARP-1 και την XRCC1. Αργότερα διαλευκάναμε αυτές τις πιθανή

αλληλεπιδράσεις με πειράματα ανοσοκαθιζήσεων (IP) και συγκατακρημνίσεων (pull dowij
)

χρησιμοποιώντας GST καθαρές πρωτεΐνες ή κυτταρικά εκχυλίσματα. Έγινε γνωστό ότι |

Hsp70 δεσμεύεται με την PARP1 και στον πυρήνα και τους πυρηνίσκους. Επίστ]
/

ταυτοποιήθηκαν η σύνδεση της BRCT δομής της PARP-1 με την ATPase δομή της Hsp70,f 

σύνδεση της Hsp70 με την XRCC1 και τέλος η σύνδεση των τριών πρωτεϊνών Hsp70/PARlf
V

1/XRCC1 σε ανοσοκαθίζηση σε κυτταρικό εκχύλισμα με την χρήση anti-XRCCl. Επίσης,!
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.δια τριπλή πρωτεΐνική σύνδεση αποδείχθηκε ότι γίνεται και σε κυτταρικά εκχυλίσματα στα 

τποία υπερεκφράζεται η BRCT υπό μορφή χιμαιρικής GST-BRCT πρωτεΐνης. Σε πείραμα 

τυγκατακρήμνισης (pull down) η GST-BRCT πρωτεΐνη ομοκαθιζάνει και τις Hsp70 και 

<RCC1. Όλα αυτά τα πειράματα παρέχουν τα πρώτα βιοχημικά στοιχεία, ότι η Hsp70 

•ιαδραματίζει έναν προστατευτικό ρόλο κατά των βλαβών του νουκλεοπλασματικού και 

αιρηνισκικού DNA που προκαλούνται από το θερμικό σοκ. Επιπλέον, αυτός ο 

;ροστατευτικός ρόλος φαίνεται να περιλαμβάνεται σε αποπτωτικά μονοπάτια που 

μπεριέχουν σημειακές θραύσεις του νουκλεοπλασματικού και πυρηνισκικού DNA.

Δεδομένου ότι η Hsp70 αποτελεί ένα βασικότατο μόριο ρύθμισης της ποιότητας των 

ρωτεϊνών, προτείνουμε στην παρούσα εργασία άλλον έναν ρόλο της Hsp70 που έχει να 

άνει με την προστασία των σημειακών θραύσεων του DNA. Και οι δύο λειτουργίες 

αθιστούν την Hsp70 ως μία σημαντικότατη συνοδό πρωτεΐνη που κατέχει έναν κυρίαρχο 

όλο σε αυτό που ονομάζουμε προστασία μεγάλων βιομορίων ή ποιοτική ρύθμιση των 

ρωτεϊνών και του DNA. Επίσης, για πρώτη φορά αποδεικνυεται ο πιθανός ρόλος της 

ερ70 στο πυρηνόπλασμα και στον πυρηνίσκο, προτείνοντας την προστασία και των δύο 

υτών υπο-πυρηνικών διαμερισμάτων από τις σημειακές θραύσεις του DNA. Πιθανώς, είναι 

ί πρώτη φορά που προτείνεται για κάποια συνοδό πρωτεΐνη, η λειτουργική της εμπλοκή σε 

w to διαφορετικά υποστρώματα. Οι επόμενες προσπάθειες μας πρέπει να εστιαστούν στην 

',έταση όλων των συνεργατών της Hsp70 σχετικά με τη λειτουργία της στην περιοχή του 

νρήνα και του πυρηνίσκου.

Τέλος, μπορούμε να προτείνουμε ένα νέο μοντέλο επιδιόρθωσης των σημειακών 

Καύσεων που περιλαμβάνει ένα επιπλέον σημαντικό μόριο, την Hsp70. Σύμφωνα με 

ίοηγούμενα αλλά και παρόντα στοιχεία, η Hsp70 σε μονομερή ή ολιγομερή κατάσταση 

•ιστρατεύει στην περιοχή μίας σημειακής θραύσης του DNA (ssDNA) όλα τα μόρια, ειδικά 

*τά που έχουν περιοχή BRCT, τα οποία και συμμετέχουν στις επιδιορθωτικές μηχανές (Εικ.

|>·
Σύμφωνα με το προτεινόμενο μοντέλο, η PARP-1 διμερίζετας ενδεχομένως μέσω της 

Ιρ70, και ιχνηθετεί με πολυμερή ADP-ριβόζης, τον εαυτό της, ιστόνες αλλά και μη ιστόνες 

<θ σημείο όπου έχει δημιουργηθεί κάποια θραύση, με αποτέλεσμα λόγω απώθησής τους από 

1DNA, να χαλαρώσει η περιοχή αυτή. Η XRCC1 κρατά και τα δύο άκρα της σπασμένης 

• βυσίδας σε μία σταθερή κατάσταση, έως ότου ολοκληρωθεί ο σχηματισμός του 

«διορθωτικού συμπλέγματος. Εν συνεχεία, η μοριακή μηχανή αναλαμβάνει τη λειτουργία 

, ^διόρθωσης. Η Hsp70 ίσως να παρέχει μία πλατφόρμα με πολλά χέρια, επιταχύνοντας την
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οργάνωση και μετακίνηση των επιδιορθωτικών μορίων του DNA ανάμεσα στις σημειακές Ψ
θραύσεις, όπου και δημιουργούνται οι επιδιορθωτικές μηχανές (εικ. 37). ;c‘-

t*v

I’.

ψ

Εικ- 37: Υποθετικό μοντέλο της λειτουργίας της Hsp70 στην απόκριση βλαβών του DNA στβ 
ττυρηνόπλασμα και στους ττυρηνίσκους. Η Hsp70 διευκολύνει τις επιδιορθωτικές μηχανές των 
σημειακών θραύσεων του DNA, με τη δημιουργία και την οργάνωση των μορίων τους και 
ταυτόχρονα την επιτάχυνση της λειτουργίας τους. Η Hsp70 υπάρχει ως μονομερή ή ολιγομερή μορφή 
και οδηγεί τα επιδιορθωτικά-μόρια στην πλευρά μίας σημειακής θραύσης του DNA. (1). Ένα μόριο 
PARP-1 υπάρχει κάθε 1000 ζβ του DNA (2) Η PARP-1 διμερίζεται, ενδεχομένως μέσω της 
ικανότητας της Hsp70 στην αναδίπλωση, και καταλύει αντιδράσεις πολύ ADP-ριβοσυλίωσης (3) Η 
XRCC1 δεσμεύεται στα άκρα της σημειακής θραύσης του DNA και τα κρατά σε μία θέση κατάλληλη 
για να επιδιορθωθούν (4) Η DNA ligase ΠΙ και η DNA Ροΐβ ολοκληρώνουν την επιδιόρθωση της 
βλάβης του DNA (5).

Η παρούσα εργασία αναφέρεται και στηρίζει μία απροσδόκητη και νέα εύρεση πο· 

αφορά την ταυτόχρονη προστασία και διατήρηση της ποιότητας τόσο των πρωτεϊνών όσο κ0 

των DNAs, από την Hsp70. Μέχρι σήμερα ήταν αποδεκτό ότι η Hsp70 συμμετέχει άμεσα κΦ 

ρυθμίζει τις μοριακές νανομηχανές για την αναδίπλωση. Στην παρούσα εργασία όμφ 

προτείνεται ένας νέος ρόλος για την Hsp70 που αφορά την ρύθμιση των σημειακά*
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θραύσεων του νουκλεοπλασματικού DNA και του rDNA* Βέβαια δεν αποκλείεται και η 

πθανότητα η Hsp70 να παρεμβαίνει και στην προστασία της ποιότητας του RNA δεδομένου 

ου ότι από παλιά είναι γνωστό ότι συνιστά RNPs συνδεόμενη πρωτεΐνη. Οι μελλοντικές 

ιελέτες ενδεχομένως να στοχεύσουν στη διευθέτηση αυτού του θέματος προσθέτοντας 

εραιτερω στοιχεία-

I

I

ί

(
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j Είναι γνωστό ότι οι πρωτεΐνες Hsp70 και Hsp40 συνεργάζονται μεταξύ τους, αφού ασκούν 

εολλές από τις λειτουργίες τους μέσω δημιουργίας νανομηχανών. Στην παρούσα εργασία 

< :ατασκευάζοντας, με την τεχνολογία siRNA, κυτταρικές σειρές HeLa που δεν εξέφραζαν τις 

πρωτεΐνες Hsp70 ή Hsp40, ελέγχθηκε η αυξημένη θερμοευαισθησία και απόπτωση που 

ορουσιάζουν αυτοί οι κλώνοι μετά από θερμικό σοκ αλλά και κάτω από επίδραση διαφόρων 

ημικών παραγόντων, λόγω της έλλειψη αυτών των πρωτεϊνών. Επίσης, αποκαλύφθηκε ότι η 

πουσία της μίας πρωτεΐνης επηρεάζει τη ρύθμιση της άλλης όπως και το αντίστροφο. Βρέθηκε 

άλιστα ότι πιθανόν αυτός ο κοινός μηχανισμός ρύθμισης της έκφρασής τους να συμβαίνει στο 

τίπεδο της μεταγραφής ή της ωρίμανσης του RNA.

Για πολλά χρόνια ήταν άγνωστος ο στόχος της μετακίνησης της Hsp70 στον πυρήνα και 

τν πυρηνίσκο μετά από θερμικό σοκ. Πρόσφατα, έχει προταθεί ότι η Hsp70 μετακινείται στους 

ιρηνίσκους, κατά τη διάρκεια θερμικού σοκ, μαζί με τα μετουσιωμένα υποστρώματα 

«οκειμένου να τα επαναφέρει στη λειτουργική τους κατάσταση κατά τη διάρκεια της επαναφοράς 

ον κυττάρων σε φυσιολογικές συνθήκες.

Στην παρούσα εργασία προτείνουμε ότι η μετακίνηση της Hsp70 στον πυρήνα και τους 

ΐρηνίσκους γίνεται προκειμένου να συμμετέχει σε διάφορα μονοπάτια σχετικά με την προστασία 

‘υ νουκλεοπλασματικού DNA ή του πυρηνισκικού DNA (rDNA) από τα μονής αλυσίδας 

οασίματά τους. Η απουσία της Hsp70 σε κύτταρα HeLa, μέσω γονιδιακής αποσιώπησης 

(nockdown), έδειξε τον ουσιαστικό ρόλο της Hsp70 στην ακεραιότητα του DNA, αφού κύτταρα 

fela με μηδαμινά επίπεδα Hsp70 ήταν πολύ ευαίσθητα σε θερμική επεξεργασία και οι θραύσεις 

*) DNA τους ήταν πολλαπλάσια σε σύγκριση με αυτά των κανονικών κυττάρων HeLa. 

Ιελετήθηκε ο μοριακός μηχανισμός μέσω του οποίου η Hsp70 εκτελεί το ρόλο της στο επίπεδο 

ίρήνα και πορηνίσκου κατά τη διάρκεια θερμικού σοκ. Η Hsp70 συνεντοπίζεται με την PARP1 

οον πυρήνα και τους πυρηνίσκους όπως παρατηρείται σε μελέτες ανοσοφθορισμού με συνεστιακό 

μφοσκόπιο (confocal) και δεσμεύεται μέσω της ATPase περιοχής της, στην περιοχή BCRT της 

ELRP1 όπως αποκαλύπτεται με πειράματα αλληλεπίδρασης μεταξύ πρωτεϊνών (pull down). 

Ιιτόπιν, διαπιστώσαμε ότι Hsp70 δεσμεύεται επίσης, ταυτόχρονα και στην XRCC1 (αποκλειστική 

πυτεΐνη μηχανισμών επιδιόρθωσης) και στην PARP-1, γεγονός που υποδεικνύει ότι η λειτουργία 

ΐ ;  Hsp70 πιθανόν να λαμβάνει μέρος στο επίπεδο επιδιόρθωσης του DNA και ίσως στο σύστημα
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επιδιόρθωσης μέσω αποκοπής βάσεων (BER). Κάνοντας ένα υποθετικό μοντέλο, μπορού 

προτείνουμε ότι η Hsp70. είναι το μόριο που δεσμεύεται και εμπλέκεται με την Ρ 

δημιουργώντας ταυτόχρονα νανομηχανές επιδιόρθωσης που αποτελούνται από πρωτεΐνες, 

XRCC1, στις περιοχές των σημειακών θραύσεων του DNA.

Επίσης, προτείνουμε ότι οι σημειακές θραύσεις του νσυκλεοπλασματικού και πυ 

DNA (rDNA) αποτελούν ένα νέο βήμα σε αυτό το οποίο ονομάζουμε συνήθως ως πυ 

απόπτωση και ίσως αυτός να είναι ο λόγος της μετακίνησης της Hsp70 στους πυρήνες 

πυρηνίσκους κατά τη διάρκεια αποπτωτικού θερμικού σοκ. Τα αποτελέσματά μας αποκαλ
ί

μία άγνωστη μέχρι σήμερα κυτταρική απόκριση στο θερμικό σοκ και μπορούν να αποκαλώ

νέα μονοπάτια που οδηγούν στη λειτουργία της Hsp70 στο επίπεδο του πυρήνα και πυρην§ 

και τη ρύθμιση της πυρηνικής αποπτωτικής σηματοδότησης.
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ABSTRACT

It is known that the proteins Hsp 70 and Hsp 40 collaborate each other, after they practise 

nany from their operations via creation nanomachines. In the present work manufacturing, with the 

:echnology siRNA, HeLa siRNA clones, that did not express the proteins Hsp 70 or Hsp 40, was 

checked the increased thermosensitivity and apoptosis that present these clones after heat shock but 

ilso under effect of various chemical factors, because o f their lack o f these proteins. Also, it was 

evealed that the absence of one protein influences the regulation o f the other’s, as reverse. We 

ndeed found that this likely common mechanism o f regulation o f their expression, seems to 

nppen in the level o f transcription or the maturation o f RNA.

For many years we didn’t know what the target for Hsp70 translocation to the nucleus and 

ucleolus is. Lately, it has been proposed that Hsp70 translocates to nucleoli, upon a heat shock, 

)gether with the denatured substrates in order to renaturate them during recovery at physiological 

onditions.

Here, we propose that Hsp70 translocates to the nucleus and nucleoli in order to participate 

i pathways concerning the protection of the nucleoplasmic DNA or rDNA from the single strand 

reaks. The Hsp70 absence in HeLa cells, via Hsp70 gene silencing (knockdown), indicated the 

ssential role o f Hsp70 in DNA integrity. Therefore, HeLa Hsp70 depleted cells were very 

snsitive in heat treatment and their DNA breaks were multiple comparing to that of control HeLa 

fells. The molecular mechanism via the Hsp70 performs its role at the level o f nucleus and 

acleolus during the stress was examined. Hsp70 co-localizes with PARP1 in the nucleus/nucleoli 

i it is observed in confocal studies and binds via its ATPase domain to the BCRT domain o f 

ARP1 as it is revealed with protein-protein interaction assays. Afterwards, we found that Hsp70 

eo binds simultaneously to XRCC1 and PARP-1 indicating that Hsp70 function takes carry at the 

ivel of DNA repair and maybe at the base excision repair system. Making a hypothetical model, 

can suggest that Hsp70 is the molecule that binds and deals with PARP1 creating 

tnultaneously the repair proteins, such as XRCC1, at the single strand DNA breaks.

Also, we propose that nucleoplasmic DNA and rDNA single strand breaks constitute a new 

*P in that we usually name as nuclear apoptosis and this is the reason for hsp70 nucleoli 

tnslocation during apoptotic heat treatment. Our data reveal a previously unrecognized cellular 

fcponse to heat stress and may reveal novel pathways leading to Hsp70 function in the 

tcleus/nucleoli and regulation of nuclear apoptotic signalling.
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