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1. Εισαγωγή

1 . 1  Δομή χρωματίνης

Στον πυρήνα των ευκαρυωτικών κυττάρων, οι Β-έλικες του DNA περιελίσσονται γύρω από 

κυλινδρικά σωματίδια που λέγονται νουκλεοσώματα. Η περαιτέρω συσπείρωση αλυσίδων 

νουκλεοσωμάτων και ο ταυτόχρονος σχηματισμός υπερ-ελικοειδών, ινωδών δομών (χρωματίνη) 

έχει ως αποτέλεσμα τη συμπύκνωση του επιμήκους μορίου του DNA (περίπου δύο μέτρα σε 

μήκος στον άνθρωπο) μέχρι και 10.000 φορές. Αυτό το σφιχτά «πακεταρισμένο» υλικό μπορείς 

πλέον να φιλοξενηθεί σε ένα σχετικά μικρό κυτταρικό διαμέρισμα, τον πυρήνα, που έχει 

διάμετρο περίπου 10 pin (1). Μορφολογικά, η χρωματίνη ενός μεσοφασικού κυττάρου 

διακρίνεται στην ευχρωματίνη (“πραγματική χρωματίνη”), που είναι πιο χαλαρά συσκευασμένη 

και την ετεροχρωματίνη (‘διαφορετική χρωματίνη’) που είναι πιο συμπυκνωμένη (2-4). Οι δυο 

χρωματινικές καταστάσεις κατηγοριοποιήθηκαν το 1928 από τον Emil Heitz, ο οποίος 

χαρακτήρισε την ετεροχρωματίνη ως συγκεκριμένες χρωμοσωμικές θέσεις οι οποίες δεν 

αποσυμπυκνώνονται κατά στη μεσόφαση.

Στα τελευταία 25 χρόνια έχουν προκόψει αρκετά δεδομένα αναφορικά με τα δύο κατώτερα 

επίπεδα οργάνωσης της χρωματίνης: α) το νουκλεόσωμα που αποτελεί το θεμέλιο δομικό λίθο 

της και β) την ίνα των 30 nm που αποτελεί το αμέσως επόμενο στάδιο συσπείρωσής της. 

Παραμένουν όμως άγνωστες οι μοριακές αλληλεπιδράσεις και οι δομικές αλλαγές που 

συντελούνται ώστε να οργανωθεί η χρωματινική ίνα σε μερικώς ή πλήρως συμπυκνωμένα 

χρωμοσώματα (σχήμα 1).

Για αρκετά χρόνια η χρωματίνη θεωρούνταν αδρανές υλικό, μέσω του οποίου επιτυγχάνεται η 

συμπύκνωση του DNA. Σήμερα όμως είναι σαφές ότι το υπόστρωμα για ορισμένες από τις mo 

βασικές βιολογικές λειτουργίες του κυττάρου, όπως η μεταγραφή, η αντιγραφή, η επιδιόρθωση 

του DNA, ο ανασυνδυασμός, δεν είναι το μόριο του DNA αλλά η χρωματίνη. Από αυτό γίνεται 

πλέον αντιληπτή η σημασία της χρωματίνης στη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης και στην 

κυτταρική ανάπτυξη (5).

·»\ ►X ·
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ΔΙΠΛΗ ΕΛΙΚΑ DNA

ΝΟΥΚΛΕΟΣΩΜΑΤΑ

ΧΡΩΜΑΤΤΝΙΚΗ 
ΙΝΑ 30-nm

ΜΕΡΙΚΩΣ
ΕΚΤΕΤΑΜΕΝΟ
ΧΡΩΜΟΣΩΜΑ

ΣΥΜΠΥΚΝΩΜΕΝΟ, %® 
ΧΡΩΜΟΣΩΜΑ Q

ΠΛΗΡΩΣ
ΣΥΜΠΥΚΝΩΜΕΝΟ 
ΜΓΓΩΉΚΟ 488Sfp%< 
ΧΡΩΜΟΣΩΜΑ

11 ηητ

30 ηηι

700 nm

Centromere _

7 · ί
1,400 nm

Σ χ ή μ α  1: Η  ο ρ γ ά ν ω σ η  k u i σ υ μ π ύ κ ν ω σ η  το υ  D N A  σ τη ν  χ ρ ω μ α τ ίν η . Τ ο  κ α τώ τε ρ ο  ε π ίπ ε δ ο  ο ρ γ ά ν ω σ η ς  τη ς 
χ ρ ω μ α τ ίν η ς  ε ί\ 'α ι το  ν ο υ κ λ ε ό σ ω μ α . ό π ο υ  1.65 σ τ ρ ο φ έ ς  υ π ε ρ ε λ ικ ω μ έ ν ο υ  D N A  τυ λ ίγ ετα ι γ ύ ρ ω  α π ό  το  
ο κ τ α μ ε ρ έ ς  τω ν  ισ τ ο ν ώ ν . Τ α  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ α  σ υ ν δ έ ο ν τα ι μ ε τα ξ ύ  το υ ς  μ ε  μ ικ ρ ο ύ  μ ή κ ο υ ς  α λ λ η λ ο υ χ ίε ς  
σ υ ν δ ε τ ικ ο ύ  D N A . Σ το  ε π ό μ ε ν ο  ε π ίπ ε δ ο  ο ρ γά ντο σ η ς τα ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ α  σ υ μ π υ κ ν ώ ν ο ν τα ι σ τ ις  ιν εε  
χ ρ ω μ α τ ίν η ς  δ ια μ έ τ ρ ο υ  3 0  n m . ο ι ο π ο ίε ς  π ε ρ α ιτ έ ρ ω  σ χ η μ α τ ίζ ο υ ν  υ ψ η λ ό τ ε ρ η ς  τά ξ η ς  κ α ι β α θ μ ο ύ  
σ υ μ π ύ κ ν ω σ η ς  δ ο μ έ ς . Γ ια  τα  ε π ίπ ε δ α  ο ρ γ ά ν ω σ η ς  τη ς  χ ρ ω μ α τ ίν η ς  π έ ρ α  α π ό  το ν ο υ κ λ ε ό σ ω μ α  δεν  ε ίν α ι 
γ ν ω σ τ ό ς  ο  τ ρ ό π ο ς  μ ε  το ν  ο π ο ίο  γ ίν ε τα ι η  σ υ μ π ύ κ ν ω σ η  (π ρ ο σ α ρ μ ο σ μ έ ν ο  α π ό  F e ls e n fe ld  &  G ro u d in e . 2 0 0 3 ) .

6



1.1.1 Δομή νουκλεοσώ ματος

Η δομή του νουκλεοσώματος (NPC, nucleosome core particle) απεικονίστηκε για πρώτη φορά 

επί τη βάσει κρυσταλλογραφικών δεδομένων σε διακριτικό όριο 7 A (6). Σήμερα, η ανάλυση της 

δομής του έχει φτάσει στο όριο των 1.9 A (7). Το νουκλεόσωμα είναι η βασική 

επαναλαμβανόμενη μονάδα της χρωματίνης. Έχει σχήμα κοντού κυλίνδρου (ύψους 11 nm και 

διαμέτρου 13 nm) και αποτελείται από τέσσερις νουκλεοσωματικές (ή πυρηνικές) ιστόνες (core 

histones), συνδετική ιστόνη, νουκλεοσωματικό DNA και συνδετικό DNA. Γύρω από ένα 

οκταμερές ιστονών περιτυλίγονται 147 ζεύγη βάσεων (base pairs, bp) σε 1.67 στροφές (σχήμα 2, ( 

8, 9).

Σ χ ή μ α  2 . Π υ ρ η ν ικ ό  σ ω μ ά τ ιο  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ ο ς . Α π ε ικ ο ν ίζ ο ν τ α ι  ο ι  δ υ ο  κ λ ώ ν ο ι το υ  τ μ ή μ α τ ο ς  τ ω ν  146 b p  
το υ  D N A  (σ κ ο ύ ρ ο  μ π λ ε /μ ω β -κ ό κ κ ιν ο ϊ.  κ α θ ώ ς  κ α ι το  κ ε ν τ ρ ικ ό  τμ ή μ α  κ ά θ ε  α λ υ σ ίδ α ς  τω ν  ο κ τ ώ  μ ο ρ ίω ν  
ισ τ ό ν η ς  <Η3: κ α φ έ. Η 4 : μ ο β .  Η 2 Α : α ν ο ιχ τό  μ π λ ε . Η 2 Β : π ρ ά σ ιν ο )  ( τ ρ ο π ο π ο ιη μ έ ν ο , α π ό  L u g e r  e t  a .L  1 9 9 7 )
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Το κεντρικό τμήμα του μορίου των τεσσάρων ιστονών αποτελείται από ένα εξελικτικά 

συντηρημένο δομικό μοτίβο που απαρτίζεται από τρεις α-έλικες οι οποίες συνδέονται μέσω δυο 

βρόγχων, των L1 και L2 (σχήμα 3). Οι αλληλουχίες εκατέρωθεν του κεντρικού τμήματος κάθε 

ιστόνης (στο αμινοτελικό/καρβοξυτελικό άκρο) σε ορισμένες περιπτώσεις αποτελούν 

προέκταση του κεντρικού τμήματος (histone fold extensions) εμφανίζοντας δομή α-έλικας (στο 

αμινοτελικό άκρο της Η3 και στο καρβοξυτελικό άκρο της Η2Β), ενώ σε άλλες αποτελούν τις 

(«ουρές») κάθε ιστόνης που δεν διαθέτουν συνήθως κάποιο δομικό μοτίβο.

(X I  L I  012 L 2  0C3

ι η 11 I R K I  r r O R l . V R f  ΙΑΟΟΓ <1 D I P T  Q S S A V M A L Q l  A S l  A Y L V K L F L C T  NLCA I HAKR V T T n P K D  I J L A R F I R G

1 1 4

• 4 -h

OG1 TKPA i Rfi l  ARRf .G V K M ^ C i l  Y 1 1 T R 6 V U V F L I  UV I  R L A V f l

4 1

ί . β Κ Η Γ Τ ν  A M j V  ί ■ / *  Lh 1 U'-j

1 Γ  Λ

 ̂ ·, n  «a

. ·' i 'V . V :■ ! 1 1 Ί  A 1 ? . . . ·  . L  VI .  L T  · l i . ·  · ■> - ‘U  ' Γ . » t - . w «

L U D
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S Y A l T V V K V l K Q V H P 0 T 6 l 5 S K A H S I M N S F V H 0 V F C 9 I A G r A S B A M B | K R S 7 ! T S R l i a i A V F l U
4 4' i :  -*■ a

Σ χ ή μ α  3: Α λ λ η λ ο υ χ ίε ς  το>\· ν ο υ κ λ ε ο σ ο ιμ α τ ικ ώ ν  ισ τ ο ν ώ ν . Τ ο  κ ε ν τ ρ ικ ό  τμ ή μ α  τ ω ν  Η 3 . Η 4 . Η 2 Α . Η 2 Β  
σ τ ο ιχ ίζ ε τ α ι β ά σ ε ι ο μ ο ιο τ ή τ ω ν  σ τ η ν  ΰ ο μ ή . Σ το  σ χ ή μ α  υ π ο δ ε ικ ν ύ ο ν τ α ι  τα  σ τ ο ιχ ε ία  τ η ς  ό ευ τερ ο τα γ ο ι'ις  δ ο μ ή ς , 

ό π ω ς  ο ι α - έ λ ικ ε ς  ( α  1. α 2 .  α λ ) κ α ι ο ι  β ρ ό γ χ ο ι ( L I .  L 2 ) ( τ ρ ο π ο π ο ιη μ έ ν ο , α π ό  L u g e r  e t  aL . 1997).

Το οκταμερές των ιστονών συγκροτείται από ένα τετραμερές Η3/Η4 και δύο διμερή Η2Α/Η2Β. 

Η περιοχή επαφής του κάθε υπο-συμπλόκου καλείται «μοτίβο χειραψίας» (handshake motif) και 

προκύπτει από την συμπληρωματικότητα στη δομή του κεντρικού τμήματος των ιστονών. Για 

τον σχηματισμό του τετραμερούς Η3/Η4, δυο ετεροδιμερή Η3/Η4 συνδέονται μέσω 

αλληλεπιδράσεων Η3-Η3. Συγκεκριμένα, το καρβοξυτελικό τμήμα των ελίκων α2, α3 κάθε 

μορίου Η3 συμμετέχει στον σχηματισμό ενός «δεματιού τεσσάρων ελίκων» (four helix bundle). 

Το μοτίβο αυτό σχηματίζεται επίσης κατά τη σύνδεση των δυο διμερών Η2Α/Η2Β εκατέρωθεν 

του τετραμερούς Η3/Η4 διαμέσου αλληλεπιδράσεων Η2Β-Η4. Η Η2Α συνδέται στην Η4 μέσω 

μιας ειδικής περιοχής (docking domain), ενώ τα δύο «μισά» του νουκλεοσώματος συνδέονται 

μεταξύ τους μέσω αλληλεπιδράσεων Η2Α-Η2Α που εμπλέκουν τις αγκύλες L1 (10).

Το ιστονικό οκταμερές αλληλεπιδρά με τη Β-έλικα του DNA, με αποτέλεσμα την 

αριστερόστροφη υπερ-ελίκωσή του γύρω από το σωμάτιο. Το τετραμερές Η3/Η4 οργανώνει τις
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60 bp του μεσαίου τμήματος του νουκλεοσωματικού DNA, ενώ τα δυο διμερή Η2Α/Η2Β 

οργανώνουν περίπου 30 bp εκατέρωθεν αυτού του τμήματος (7,10). Έτσι απομένουν περίπου 26 

bp (13x2) στα σημεία εισόδου-εξόδου του DNA που οργανώνονται από την εκτός του κεντρικού 

τμήματος α-έλικα που υπάρχει στο αμινοτελικό άκρο της Η3. Οι αλληλεπιδράσεις που 

αναπτύσσονται είναι δεσμοί υδρογόνου, γέφυρες ιόντων και μη πολικές επαφές μεταξύ του 

κεντρικού τμήματος των ιστονών και της βάσης σακχάρου του DNA.

Οι αμινοτελικές ουρές των ιστονών προεξέχουν από την επιφάνεια του νουκλεοσώματος, 

περνώντας ανάμεσα από τις περιελίξεις του DNA (Η3 και Η2Β) ή το «σώμα» του οκταμερούς 

(Η4, Η2Α). Οι περιοχές αυτές συχνά αλληλεπιδρούν με στοιχεία του ίδιου σωματιδίου ή 

γειτονικών νουκλεοσωμάτων. Τέτοιου είδους δια-νουκλεοσωματικές αλληλεπιδράσεις φαίνεται 

να πάιζουν σημαντικό ρόλο στον σχηματισμό δομών υψηλότερης τάξης, όπως η χρωματινική 

ίνα.

Μεταξύ δυο διαδοχικών νουκλεοσωμάτων μεσολαβεί μια ποικίλλου μήκους (50-100 bp) 

αλληλουχία DNA και ένα μόριο ιστόνης Η1 (ή Η5 στα πτηνά) που καλείται συνδετική ιστόνη 

(linker histone). Σε κάθε νουκλεόσωμα αντιστοιχεί ένα μόριο συνδετικής ιστόνης Η1. Έχει 

δειχθεί ότι η in v itro  ανασύσταση νουκλεοσώματος μπορεί να επιτευχθεί απουσία Η1, ενώ οι 

νουκλεοσωματικές ιστόνες είναι απολύτως απαραίτητες (11). Η συνδετική ιστόνη Η1 

αποτελείται από ένα μικρό αμινοτελικό τμήμα, ένα κεντρικό σφαιροειδές τμήμα και ένα 

εκτεταμένο καρβοξυτελικό τμήμα. Στους ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισμούς η Η1 

απαντάται σε διάφορες ισομορφές, όπως η Η5 στα ερυθροκύτταρα των πτηνών και η Η1° σε 

τελικώς διαφοροποιημένα κύτταρα (οι ισομορφές των νουκλεοσωματικών ιστονών θα 

αναλυθούν παρακάτω). Μέσω του κεντρικού τμήματός της, η Η1 συνδέεται στο DNA στο 

σημείο εισόδου-εξόδου του από το νουκλεόσωμα και πιθανόν σε μια δεύτερη περιοχή που 

προέρχεται από παρακείμενο νουκλεόσωμα στην αναδιπλωμένη ίνα. Η συνδετική ιστόνη για 

αρκετά χρόνια θεωρήθηκε απαραίτητη στην αναδίπλωση της χρωματίνης, γεγονός που δεν 

επαληθεύτηκε από επόμενες in v itro  μελέτες (12). Η παρουσία της Η1 φαίνεται όμως να είναι 

απαραίτητη στη καθόλου δομή της χρωματίνης για άλλους λόγους (ελαχιστοποιεί την ολίσθηση 

και την κινητικότητα των νουκλεοσωμάτων, 13,14).

;?>
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1.1.2  Π α ρά γοντες α ν α δ ια μ ό ρ φ ω σ η ς τ η ς  χρ ω μ α τίν η ς

Ί̂Βχει ήδη αναφερθεί ότι το φυσιολογικό υπόστρωμα για πολλές λειτουργίες του κυττάρου 

(αντιγραφή, επιδιόρθωση και ανασυνδυασμός του DNA, ρύθμιση γονιδιακής έκφρασης) είναι η 

χρωματίνη. Η υπερ-δομή αυτή πρέπει να αναδιαταχθεί κατάλληλα κατά τη διάρκεια διαφόρων 

βιολογικών διαδικασιών, ώστε να γίνει «προσιτό» το DNA σε ρυθμιστικούς παράγοντες.

Η σταθεροποίηση του νουκλεοσωματικού DNA γύρω από το νουκλεόσωμα διαμεσολαβείται 

από 116 άμεσες και 358 έμμεσες (διαμέσου μορίων νερού) αλληλεπιδράσεις (7, 15). Οι 

παράγοντες αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης, που ανήκουν στην κατηγορία παραγόντων που 

επηρεάζουν την οργάνωση και την δυναμική κατάσταση της ίνας χρωματίνης, αποτελούν 

ενζυμικά σύμπλοκα που είναι υπεύθυνα για την μετατόπιση του DNA σε σχέση με το 

νουκλεόσωμα με δαπάνη ενέργειας (σχήμα 4). Το τελικό αποτέλεσμα της δράσης των 

παραγόντων αναδιαμόρφωσης μπορεί να είναι:

-Ολίσθηση ενός ή περισσότερων νουκλεοσωμάτων σε διαφορετική θέση στο DNA από αυτή που

αρχικά κατείχαν.

-Μερική ή πλήρης αποσύνδεση του DNA από τις ιστόνες.

-Αντικατάσταση ενός τύπου ιστόνης από μια ισομορφή της.

Ολίσθηση Μερική Πλήρης Αντι-
αποσύνδεση κατάσταση

Σ χ ή μ α  4  : Σ χ η μ α τ ικ ή  α ν α π α ρ ά σ τ α σ η  τ η ς  δ ια φ ο ρ ικ ή ς  ε π ίδ ρ α σ η ς  τω ν  π α ρ α γ ό ν τ ω ν  α ν α δ ια μ ό ρ φ ω σ η ς  
τ η ς  χ ρ ο η ια τ ίν η ς  ( β λ έ π ε κ ε ίμ ε ν ο )  σ τη  σ ύ ν δ ε σ η  D N A -ισ τ ο ν ώ ν  (α π ό  M o h rm a n n  &  V e rr i jz e r . 2 0 0 5 ) .
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Οι παράγοντες αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης περιέχουν μια υπομονάδα ΑΤΡασης που 

εμφανίζει ομολογία με την οικογένεια ΑΤΡασων SNF2 στον S a cch a ro m yces cerev is ia e  (16). 

Ανάλογα με το δομικό μοτίβο που πλαισιώνει την καταλυτικά ενεργή υπομονάδα τους 

διακρίνουμε στις εξής κλάσεις : α) SWI2/SNF2 (mating type switch/sucrose non-fermenting), β) 

ISWI (imitation switch), γ) CHD (chromo ATPase/helicase DNA binding) και δ) INO80 

(inositol 80), ή ένζυμα όπου η περιοχή ΑΤΡασης διαιρείται σε δύο τμήματα.

Οι παράγοντες αναδιαμόρφωσης της κλάσης SWI2/SNF2 (π.χ. τα ΒΑΡ και ΡΒΑΡ στην 

D ro sosph ila  m elanogaster, τα SWI/SNF RSC στον σακχαρομύκητα και, τα BAF και ΡΒΑΡ στον 

άνθρωπο) διαθέτουν βρομοτομέα  (bromodomain), ένα συντηρημένο δομικό μοτίβο που 

αποτελείται από 60 αμινοξέα και αρχικά ταυτοποιήθηκε σε πρωτεΐνες που είναι απαραίτητες για ξ 

τη ρύθμιση ομοιοτικών γονιδίων (17). Οι πρωτεΐνες που διαθέτουν βρομοτομέα έχουν την 

ικανότητα σύνδεσης με ακετυλιωμένα κατάλοιπα λυσινών στις ιστόνες ή μεταγραφικούς 

παράγοντες (18). Στον σακχαρομύκητα και τον άνθρωπο δύο γονίδια κωδικοποιούν τις ΑΤΡασες 

SWI2/SNF2, ενώ στη D ro so p h ila  υπάρχει ένα μόνο γονίδιο που το προϊόν του συμμετέχει στον 

σχηματισμό δυο διαφορετικών συμπλοκών. Οι παράγοντες SW12/SNF2 εμπλέκονται τόσο στην 

ενεργοποίηση, όσο και την καταστολή της μεταγραφής. Αναφορικά με την ενεργοποιητική τους 

δράση έχει δειχθεί ότι το σύμπλοκο SWI2/SNF2 συνεντοπίζεται με την RNA πολυμεράση Π σε 

πολυταινικά χρωμοσώματα της D ro so p h ila  (19), ενώ στον σακχαρομύκητα in v itro  μελέτες 

έδειξαν ότι παρουσία SWI2/SNF2 μεταβάλλεται η περιοδικότητα των νουκλεοσωμάτων (20). Τα “  

σύμπλοκα SWI2/SNF2 στρατολογούνται στη χρωματίνη και συνδέονται στη μικρή αύλακα του 

DNA (μέσω του δομικού μοτίβου τύπου High Mobility Group) (21, 22), στις ιστόνες ή και σε 

μεταγραφικούς παράγοντες (μέσω του βρομοτομέα) (23, 24).

Η κατασταλτική δράση του SWI2/SNF2 στον σακχαρομύκητα έχει δειχθεί με πειράματα 

μικροσυστοιχιών (25). Στον άνθρωπο ο SWI2/SNF2 απομονώνεται μαζί με απο-ακετυλάσες των 

ιστονών, οι οποίες διαμεσολαβούν στη γονιδιακή καταστολή (26). Η δράση του είναι επίσης 

απαραίτητη για την καταστολή γονιδίων που ρυθμίζουν τον κυτταρικό κύκλο από την πρωτεΐνη 

του ρετινοβλαστώματος (Rb) (27). Τα σύμπλοκα SWI2/SNF2 προκαλούν ολίσθηση του 

οκταμερούς των ιστονών καθώς και μερική αποσύνδεση του DNA από το νουκλεόσωμα .

Τα σύμπλοκα ISWI (π.χ. τα ACF και CHRAC στην D ro so p h ila , τα ISWI2 και yCHRAC στον 

σακχαρομύκητα , τα hACFt^ai hCHRAC στον άνθρωπο) διαθέτουν δυο συντηρημένα δομικά
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μοτίβα το SANT (SWI ADA2 N-CoR TFEDB) και το SLIDE (SANT-like ISWI domain). To 

μοτίβο SANT εμφανίζει δομική ομοιότητα με το μοτίβο τύπου Myb που έχει ικανότητα 

σύνδεσης με το DNA και απαντάται σε πρωτεΐνες που εμπλέκονται στη μεταγραφική ρύθμιση, 

όπως οι ακετυλοτρανσφεράσες και απο-ακετυλάσες ιστονών. Δεν διαθέτει ικανότητα σύνδεσης 

στο DNA, συνδέεται όμως με τις αμινοτελικές περιοχές των ιστονών. Αντίθετα, το μοτίβο 

SLIDE συνδέεται με νουκλεοσωματικό DNA (28). Στον σακχαρομύκητα και τον άνθρωπο έχουν 

ταυτοποιηθεί δύο γονίδια που κωδικοποιούν την ΑΤΡαση του συ μπλόκου ISWI, ενώ στη 

D ro so sp h ila  μόνο ένα Σύμπλοκα που περιέχουν ISWI εμπλέκονται σε αρκετές διαδικασίες, 

όπως η μεταγραφική ρύθμιση μέσω των RNA πολυμερασών I και Π (29, 30), η καταστολή (31) 

και η ενεργοποίηση ορισμένων γονιδίων (32), η οργάνωση της χρωματίνης (33) και η 

αναγραφή (34). Σύμπλοκα αυτής της κλάσης εμπλέκονται επίσης στη διολίσθηση συστοιχιών 

νουκλεοσωμάτων ως προς το DNA.

Τα σύμπλοκα της κλάσης CHD (π.χ. το dMi-2 στη D ro so p h ila , και τα MeCPl, NuRD, CHD1 

στον άνθρωπο) διαθέτουν δυο αντίγραφα του δομικού μοτίβου χρωμοτομέας (chromodomain, 

chromatin organization modifier), καθώς και δακτύλους PHD (Plant Homeo Domain). 

Χρωμοτομέα διαθέτει μια ποικιλία πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν με τη χρωματίνη όπως οι 

ΗΡ1, Poly comb και Su(var)3-9. Έχει δειχθεί ότι στη στρατολόγηση των πρωτεϊνών που 

περιέχουν το μοτίβο αυτό κύριο ρόλο διαδραματίζει το αμινοτελικό άκρο της ιστόνης Η3 που 

φέρει τρι-μεθυλίωση στην λυσίνη 9. Οι πρωτεΐνες CHD φέρουν ακόμη δομυοά μοτίβα HMG 

τύπου, οπότε έχουν την ικανότητα να συνδέονται με περιοχές του DNA που είναι πλούσιες σε 

AT. Στον σακχαρομύκητα και τον άνθρωπο έχει ταυτοποιηθεί ένα μόνο γονίδιο που κωδικοποιεί 

την ΑΤΡαση του συμπλόκου CHD, ενώ στη D ro so p h ila  δύο. Τα σύμπλοκα που περιέχουν CHD 

εμπλέκονται στη μεταγραφική ενεργοποίηση και καταστολή (35), στην επιγενετική τροποποίηση 

του DNA (μέσω σύνδεσης των συμπλοκών με πρωτεΐνες που μεθυλιώνουν το DNA) (36) και 

των ιστονών (μέσω σύνδεσης των συμπλοκών με απακετυλάσες των ιστονών) (37), καθώς και 

στην επιδιόρθωση του DNA (38). Όπως και στις προηγούμενες περιπτώσεις, τα σύμπλοκα CHD 

διαμεσολαβούν στη διολίσθηση του οκταμερούς των ιστονών ως προς το DNA.

Τέλος, τα σύμπλοκα της κλάσης ΙΝΟ80 (π.χ. τα INO80.com και SWR.com) δεν περιέχουν 

κάποιο επιπλέον δομικό μοτίβο, διαθέτουν όμως μια ένθετη αλληλουχία που χωρίζει σε δύο 

μέρη την περιοχή της ΑΤΡασης. Σύμπλοκα τύπου ΙΝΟ80 έχουν ταυτοποιηθεί μέχρι στιγμής
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μόνο στον σακχαρομύκητα (39). Οι υπομονάδες που τα απαρτίζουν παρουσιάζουν δράση 

ελικάσης (Rvblp και Rvb2p) και πιθανώς εμπλέκονται στην επιδιόρθωση του DNA (40). Το 

σύμπλοκο SWR, που ανήκει στην κλάση ΙΝΟ80, έχει δειχθεί ότι συμμετέχει στην ανταλλαγή 

φυσιολογικής Η2Α με τις ισομορφές της (39). Επίσης, έχει δειχθεί ότι η μεταγραφή του 5% των 

γονιδίων του σακχαρομύκητα επηρεάζεται από το σύμπλοκο τύπου ΙΝΟ80 (θετικά ή αρνητικά, 

(41).

Τα σύμπλοκα αναδιαμόρφωσης χρωματίνης έχουν διαφορετική δρασπκότητα ΑΤΡασης. Η 

SW12 ΑΤΡαση εμφανίζει μεγίστη δράση παρουσία ελεύθερου DNA, χωρίς καμμία μεταβολή 

στη δρασπκότητά της παρουσία ιστονών, η Mi-2 ΑΤΡαση δρά αποκλειστικά παρουσία 

νουκλεοσωμικού (και όχι ελεύθερου) DNA, ενώ η ISWI δρά παρουσία ελεύθερου DNA, με !, 

αύξηση της δραστικότητας παρουσία νουκλεοσωμικού DNA και ιστόνης Η4.

Σ χ ή μ α  5 : Π ιθ α \·ο ί μ η χα ν ισ μ β ί^  α ν α ό ια μ ό ρ φ ω σ η ς  τ η ς  χ ρ ω μ α τ ίν η ς .  (Α Ι  Σ ύ μ π λ ο κ ο  D N A - ισ τ ο ν ώ ν  ό π ο υ  
φ α ίν ο ν τ α ι ο ι  θ έ σ ε ιε  τ η ς  υ π ε ρ -ε / . ικ α ς  ο ι  ο π ο ίε ς  α λ λ η λ ε π ιό ρ ο ύ ν  μ ε  τ ις  ισ τ ό ν ε ς . ( Β )  κ α ι  (Γ )  Σ χ η μ α τ ικ ή  
α π ε ικ ό ν ισ η  τω ν  α π α ρ α ίτ η τ ω ν  σ το ιχ ε ίω ν  σ τ ο υ ς  ό ύ ο  μ η χ α ν ισ μ ο ύ ς  α ν α ό ια μ ό ρ φ ω σ η ς  τ η ς  χ ρ ω μ α τ ίν η ς .

* t
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Έχουν προταθεί δύο βασικοί μηχανισμοί για τον τρόπο αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης (βλέπε 

σχήμα 5). Σύμφωνα με τον μηχανισμό «μεταφοράς της συστροφής του DNA» (twist diffusion) 

yo μόριο του DNA περιστρέφεται γύρω από τον άξονά του και «κυλύεταυ> στην επιφάνεια του 

νουκλεοσώματος (κατ’ αναλογία, όπως προωθείται ένας κοχλίας που περιστρέφεται) με βήμα 

ενός ζεύγους βάσεων. Κατά τη διαδικασία αυτή δεν διαταράσσεται ταυτόχρονα το σύνολο των 

αλληλεπιδράσεων DNA-ιστονών (42, 43). Η συστροφή του DNA συμβαίνει κυρίως στα σημεία 

εισόδου-εξόδου του μορίου από το νουκλεόσωμα και η τάση μεταφέρεται στα εσωτερικά 

σημεία. Εναλλακτικά, προτείνεται ο μηχανισμός «θηλιάς» (bulge diffusion) κατά τον οποίο 

τμήμα DNA στα σημεία εισόδου-εξόδου του μορίου από το νουκλεόσωμα, (περίπου 30-35 bp) 

αποσυνδέεται από το ιστονικό οκταμερές σχηματίζοντας μια αγκύλη (1, 43). Η αποσύνδεση του 

DNA στα σημεία εισόδου-εξόδου απαιτεί λιγότερη ενέργεια σε σχέση με την απο σύνδεση ίδιου 

μήκους τμήματος DNA που βρίσκεται πιο εσωτερικά. Στη συνέχεια, η αγκύλη αυτή μπορεί να 

συνδεθεί με το ιστονικό οκταμερές στην αρχική ή σε διαφορετική θέση και κατ’ αυτή την έννοια 

το μόριο να μετακινιθεί γύρω από το νουκλεόσωμα. Για τη διαδικασία αυτή δαπανάται σχετικά 

λίγη ενέργεια, αφού για κάθε επαφή DNA-ιστονών που διαταράσσεται ένας νέος δεσμός 

δημιουργείται.

1 . 1 . 3  Ίνα  χρωματίνης (Chrom atin Fiber) — Χρωματινική δυναμική 

(Chrom atin Dynamics)

Η ίνα των 30 nm αποτελεί το επόμενο επίπεδο οργάνωσης της χρωματίνης. Η δομή αυτή 

αποτελείται από νουκλεοσώ ματα που διατάσσονται σπειροειδώς ή σε μορφή zig-zag και 

περιέχει επίσης Η1 και μη ιστονικές πρωτεΐνες που συνδέονται με την χρωματίνη και 

οργανώνονται σε δομές υψηλότερης τάξης (44,45).

Στις εναλλακτικές διαμορφώσεις μιας πολύ δυναμικής δομής, όπως η χρωματινική ίνα, 

σημαντικό ρόλο διαδραματίζουν πολλοί παράγοντες, οι οποίοι διακρίνονται σε δυο μεγάλες 

κατηγορίες που δρούν:

i) στο νουκλεοσωματικό επίπεδο,

ii) στο επίπεδό της διαμορφωμένης χρωματινικής ίνας.
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Στην πρώτη κατηγορία παίζουν ρόλο οι παράγοντες αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης 

(αναλύθηκαν ξεχωριστά στο προηγούμενο κεφάλαιο), οι παράγοντες που διαμεσολαβούν την 

ανταλλαγή των νουκλεοσωματικών ιστονών και των ισομορφών τους, καθώς και η ενδογενής 

δυναμική των νουκλεοσωμάτων. Στην δεύτερη κατηγορία παίζουν ρόλο οι χρωμοσωμικές - μη 

ιστονικές πρωτεΐνες, οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ γειτονικών νουκλεοσωμάτων που 

διαμεσολαβούνται από τις αμινοτελικές «ουρές» των ιστονών καθώς και οι συνδετικές ιστόνες.

Η ανταλλαγή των νουκλεοσωμικών ιστονών και των ισομορφών πραγματοποιείται μέσω 

μοριακών συνοδών. Οι μοριακοί συνοδοί βρίσκονται σε υψηλές συγκεντρώσεις στον πυρήνα, 

συνδέονται με υπο-σύμπλοκα ιστονών και τα εναποθέτουν σε σημεία που υπάρχει «γυμνό» 

DNA (46). Έχει δειχθεί ότι τα διμερή Η2Α/Η2Β ανταλλάσσονται συνεχώς μεταξύ διαφορετικών ·» 

νουκλεοσωμάτων, ενώ ανταλλαγή του τετραμερούς (Η3/Η4)2 συμβαίνει σε πολύ μικρότερο 

βαθμό (45, 47). Ο παράγοντας CAF-1 (Chromatin Assembly Factor 1) έχει δειχθεί ότι συνδέεται 

με τα τετραμερή (Η3-Η4)2, τα οποία εναποθέτει σε νεοσυντιθέμενα νουκλεοσώματα κατά τη 

διάρκεια της αντιγραφής του DNA (48). Ο παράγοντας FACT (FAcilitates Chromatin 

Transcription) έχει δειχθεί ότι απομακρύνει διμερή Η2Α/Η2Β από το οκταμερές (49) κατά την 

μεταγραφή, ώστε η RNA πολυμεράση Π να επιτελέσει την επιμήκυνση του μεταγραφήματος. 

Συμμετέχει επίσης στην καθόλου συγκρότηση του οκταμερούς (σε σημεία που έχει προηγηθεί 

μεταγραφή) σε συνεργασία με την Spt6, έναν μοριακό συνοδό του τετραμερούς (Η3/Η4)2 (50).

Η ανταλλαγή των νουκλεοσωμικών ιστονών και των ισομορφών μπορεί επίσης να  

πραγματοποιηθεί από παράγοντες αναδιαμόρφωσης όπως ο SWI-SNF, που έχει δειχθεί ότι 

συμμετέχει στην απομάκρυνση και ανταλλαγή διμερών Η2Α/Η2Β (51-53). Σημαντικό ρόλο 

φαίνεται να παίζει η απομάκρυνση του DNA από το νουκλεόσωμα, με αποτέλεσμα να 

ελλατώνεται η σταθερότητα του οκταμερούς. Όπως σημειώθηκε παραπάνω, το διμερές 

Η2Α/Η2Β οργανώνει 30 bp στην είσοδο και έξοδο του DNA στο νουκλεόσωμα οπότε ακόμη και 

μερική αποκόλληση του DNA έχει ως αποτέλεσμα αποσύνδεση του Η2Α/Η2Β από το 

νουκλεόσωμα (52). Στην ίδια κατηγορία ανήκουν οι μοριακοί συνοδοί που εξειδικεύονται στην 

ανταλλαγή διμερών ή τετραμερών αντικαθιστώντας μια από τις «κλασσικές» ιστόνες με μια 

ισομορφή της. Ο μοριακός συνοδός ΝΑΡ-1 στον σακχαρομύκητα συνδέεται με διμερή Η2Α- 

Η2Β και τετραμερή (Η3-Η4)2 αλλά και με διμερή που περιέχουν ισο μορφές ιστονών (Η2Α.Ζ- 

Η2Β) (39, 54, 55). Στην περίπτωση των διμερών Η2Α.Ζ-Η2Β ο ΝΑΡ-1 «παραδίδει» τα διμερή
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στον παράγοντα Swrl (ΑΤΡαση που αποτελεί μέρος του συμπλόκου αναδιαμόρφωσης 

Swi2/Snf2), ο οποίος καταλύει την ανταλλαγή τους με κατανάλωση ενέργειας ΑΤΡ (55,56). 

Επιπλέον τα νουκλεοσώματα είναι εγγενώς δυναμικές δομές. Σε πρόσφατες μελέτες έχει δειχθεί 

ότι το νουκλεοσωμικό DNA αποσυνδέεται και επανασυνδέεται στην επιφάνεια του 

νουκλεόσωματος με πολύ γρήγορο ρυθμό (250 ms παραμένει συνδεδεμένο και 50 ms ελεύθερο) 

(57). Αυτό το χρονικό διάστημα είναι αρκετό για την πρόσδεση ενός μεταγραφικού παράγοντα 

καθώς και τη στρατολόγηση της βασικής μεταγραφικής μηχανής στην περιοχή του υποκινητή. 

Οι Li και Widom περιγράφουν ότι η δυναμική κατάσταση του νουκλεοσώματος επιτρέπει στο 

νουκλεοσωμικό DNA να «αναπνέευ>, ιδιαίτερα όσον αφορά τις ακραίες 40 bp στα σημεία 

εισόδου-εξόδου του DNA στο νουκλεόσωμα.

Κύριο ρόλο στη δυναμική κατάσταση στο επίπεδο της χρωματινικής ίνας παίζουν οι 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ των αμινοτελικών περιοχών των νουκλεοσωματικών ιστονών με το 

DNA . Έχει δειχθεί σε in v itro  μελέτες ότι το αμινοτελικό άκρο της Η4 είναι απαραίτητο για τον 

σχηματισμό της χρωματινικής ίνας (12). Η ιστόνη Η4, μέσω του.αμινοτελικού της άκρου, 

φαίνεται να αλληλεπιδρά με μια περιοχή της ιστόνης Η2Α που φέρει φορτισμένα αμινοξέα και 

βρίσκεται στην επιφάνεια ενός γειτονικού νουκλεοσώματος (acidic patch, (10). Επίσης, είναι 

γνωστό ότι οι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις των ιστονών, κυρίως στο αμινοτελικό τους 

άκρο, παίζουν σημαντικό ρόλο στην λειτουργική κατάσταση της χρωματίνης καθώς και στη 

γονίδιακή ρύθμιση (βλέπε παρακάτω). Συστοιχίες ολιγονουκλεοσωμάτων που περιέχουν υπερ- 

ακετυλιωμένες ιστόνες Η3 και Η4 έχουν μικρότερη τάση για ολιγομερισμό και συμπύκνωση σε 

δομή χρωματινικής ίνας (58). Εικάζεται ότι η εξασθένηση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των 

αμινοτελικών περιοχών των ιστονών και του DNA, που προκύπτει από την εξουδετέρωση 

θετικών φορτίων από τις αρνητικά φορτισμένες ακετυλομάδες, είναι υπεύθυνη για αυτό το 

φαινόμενο.

Με τον ίδιο τρόπο (εξουδετερώνοντας το φορτίο του συνδετικού DNA) φαίνεται ότι λειτουργεί 

και η συνδετική ιστόνη Η1, αναφορικά με τη δυναμική της χρωματινικής ίνας. Επιπλέον σε 

πρόσφατες μελέτες έχει δειχθεί ότι το καρβοκυτελικό της τμήμα παίζει ρόλο στη σύνδεσή της 

στη χρωματίνη καθώς και στη σταθεροποίηση της δομής της χρωματινικής ίνας (12, 59,60).

Οι μη ιστονικές πρωτεΐνες που έχουν την ικανότητα να συνδέονται με τη χρωματίνη αποτελούν 

την τελευταία κατηγορία παραγόντων που επηρεάζουν τη δυναμική της χρωματικής ίνας. Η
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MeCP2 ανήκει σε αυτή την κατηγορία και ταυτοποιήθηκε λόγω της ιδιότητάς της να συνδέεται 

με μεθυλιωμένα δινουκλεοτίδια CpG και να προκαλεί συμπύκνωση της χρωματινικής ίνας (και 

επακόλουθη μεταγραφική καταστολή, πιθανόν στρατολογόντας πρωτεϊνικά σύμπλοκα που 

συμβάλλουν στη γονιδιακή αποσιώπηση). Στην ίδια κατηγορία ανήκει και η πρωτεΐνη ΜΕΝΤ 

(Myeloid and Erythroid Nuclear Termination stage-specific protein), μέλος της οικογένειας των 

πυρηνικών πρωτεασών σερίνης, που εμφανίζεται στο τελευταίο στάδιο της τελικής 

διαφοροποίησης στους πυρήνες ερυθροκυττάρων πτηνών. Η ΜΕΝΤ, μέσω του δομικού μοτίβου 

τύπου Θηλιάς-Μ που διαθέτει, προσδένεται στο συνδετικό DNA νουκλεοσωματικών συστοιχιών 

(πιθανόν σε συνεργασία με τις συνδετικού τύπου ιστόνες) συμμετέχοντας έτσι στη
»

σταθεροποίηση της δομής της χρωματινικής ίνας (61). Επίσης, η ΜΕΝΤ, μέσω του δομικού * 

μοτίβου πρωτεάσης της σερίνης που διαθέτες διασυνδέει γειτονικές χρωματινικές ίνες (πιθανόν 

μέσω αλληλεπιδράσεων με τη συνδετική ιστόνη Η1).

1 . 1 . 4  Χημικές τροποποιήσεις κα ι ισομορφές ιστονών 

Λ )  Χημικές τροποποιήσεις - Πρϋτεινόμενος ιστονικός κώδικας

«

Οι ιστόνες υφίστανται μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις όπως ακετυλίωση, μεθυλίωση, 

φωσφορυλίωση, ουβικουιτινυλίωση, ADP-ριβοζυλίωση και σουμοΰλίωση. Οι παραπάνω 

τροποποιήσεις ανιχνεύονται κυρίως στην αμινοτελική περιοχή τους, απαντώνται όμως και στην 

κεντρική περιοχή (62). Τα τελευταία χρόνια έχουν ταυτοποιηθεί αρκετοί από τους παράγοντες 

που ευθύνονται για την εισαγωγή καθώς και την απομάκρυνση των παραπάνω τροποποιήσεων, 

ενώ έχει δειχθεί ότι συγκεκριμένα δομικά μοτίβα αναγνωρίζουν ειδικά κάποιες τροποποιήσεις ή 

συνδυασμούς τροποποιήσεων στην αμινοτελική περιοχή των ιστονών.

Η ακετυλίωση λαμβάνει χώρα σε όλη τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου σε κατάλοιπα 

λυσινών (Κ), και είναι αντιστρεπτή. Κατά την ακετυλίωση μεταφέρεται μια ακετυλομάδα από το ' 

ακέτυλοσυνένζυμο Α σε μια ε-αμινομάδα ενός καταλοίπου λυσίνης. Δυο βασικές κατηγορίες 

ενζύμων ρυθμίζουν την πβοσθηκή και την αφαίρεση των ακετυλομάδων στις ιστόνες, οι 

ακετυλοτρανσφεράσες των ιστονών (HATs) και οι απο-ακετυλάσες των ιστονών (HDACs),
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αντίστοιχα. Οι HATs υποκατηγορία ποιούνται στις τύπου Α, που εντοπίζονται στον πυρήνα και 

ακετυλιώνουν ιστόνες που είναι συγκροτημένες σε νουκλεοσώματα, και στις τύπου Β, που είναι 

νυτταροπλασματικές και ακετυλιώνουν τις νεοσυντιθείσες ιστόνες που πρόκειται να 

μεταφερθούν στον πυρήνα για τον σχηματισμό των νουκλεοσωμάτων. Η ακετυλίωση 

ελλαττώνει το θετικό φορτίο με αποτέλεσμα να εξασθένούν οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ του 

αρνητικά φορτισμένου DNA και των πολύ βασικών αμινοτελικών ‘ουρών’ των ιστονών, όπως 

και μεταξύ των ιστονών που βρίσκονται σε γειτονικά νουκλεοσώματα, καθώς και μεταξύ των 

ιστονών και ρυθμιστικών πρωτεϊνών (63, 64). Παράλληλα, η τροποποίηση αυτή ευνοεί την α- 

ελικοειδή δομή των αμινοτελικών ‘ουρών’ (65). Η ακετυλίωση έχει συσχετισθεί με την 

«χαλάρωση» της δομής της χρωματίνης και τη μεταγραφική ενεργοποίηση, ενώ, αντίθετα, οι 

υποακετυλιωμένες ιστόνες βρίσκονται συνήθως σε μεταγραφικά ανενεργές χρωματινικές 

περιοχές. Τυπικό παράδειγμα αποτελεί η ακετυλίωση στη λυσίνη 16 στην ιστόνη Η4 που 

παρατηρείται στο χρωμόσωμα X σε αρσενυτά άτομα της Drosophila και έχει ως αποτέλεσμα την 

αύξηση της μεταγραφικής ενεργότητας, ώστε να εξισορροπηθεί η δόση των μεταγραφημάτων 

του X χρωμοσώματος μεταξύ των δυο φύλων. Η αποακετυλίωση έχει συσχετισθεί με την 

ακριβώς αντίθετη κατάσταση, τη γονιδιακή αποσιώπηση και την ετεροχρωματινοποίηση. Στον 

σακχαρομύκητα, η απο-ακειυλίωση της λυσίνης 16 της ιστόνης Η4 από το ένζυμο Sii2 

αποτελεί το πρώτο βήμα για τη δημιουργία ετεροχρωματινικών περιοχών. Η ακετυλιωμένη 

λυσίνη αναγνωρίζεται από ένα αρκετά συντηρημένο δομικό μοτίβο, τον βρομοτομέα 

(bromodomain/brahma-like domain), που έχει δομή αριστερόστροφου δεματιού τεσσάρων 

ελίκων. Η ακετυλιωμένη λυσίνη δεσμεύεται σε μια υδρόφοβη σχισμή που δημιουργείται από την 

αντιπαράλληλη διάταξη των θηλιών ΖΑ και BC, που συνδέουν τις α-έλικες αΖ-αΑ και aB-aC, 

αντίστοιχα. Βρομοτομέα διαθέτουν οι ακετυλοτρανσφεράσες των ιστονών-τύπου Α (για 

παράδειγμα οι οικογένειες GCN5/PCAF, CBP/p300), ένζυμα που συμμετέχουν στην 

αναδιαμόρφωση της χρωματίνης (για παράδειγμα οι hSNF2a, 1ι8ΝΡ2β, μέλη της οικογένειας 

SWI/SNF), καθώς και οι μεθυλοτρανσφεράσες των ιστονών (όπως οι Ash 1, MLL).

Κατά τη μεθυλίωση προστίθενται μια, δυο ή τρεις μεθυλομάδες σε κατάλοιπα λυσίνης (Κ) και 

μια ή δυο (κατά συμμετρικό ή ασύμμετρο τρόπο) μεθυλομάδες σε κατάλοιπα αργινίνης (R). Οι 

μεθυλοτρανσφεράσες των ιστονών (HMTs) και οι πρωτεϊνικές μεθυλοτρανφεράσες των 

αργινινών (PMRTs) μεθυλιώνουν κατάλοιπα λυσίνης και αργινίνης, αντίστοιχα. Σήμερα
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γνωρίζουμε όη  η μεθυλίωση είναι αντιστρεπτή, όμως μέχρι πρόσφατα δεν είχαν ταυτοποιηθεί 

ένζυμα που να αφαιρούν μεθυλομάδες από τις ιστόνες, με αποτέλεσμα να θεωρείται αμετάβλητη 

επιγενετική τροποποίηση. Ένζυμα που απομεθυλιώνουν ιστόνες είναι η LSD1 (Lysine Specific 

Demethylase 1), ειδική για μονο-/δι-μεθυλιωμένα κατάλοιπα λυσίνης 4 της ιστόνης Η3 (66) ή 

για μονο-/δι-μεθυλιωμένα κατάλοιπα λυσίνης 9 της ιστόνης Η3 (67) και η JHDM1 (JmjC 

domain containing Histone Demethylase 1), ειδική για μονο-/δι-μεθυλιωμένα κατάλοιπα λυσίνης 

36 της Η3 (68). Η μονομεθυλομάδα στην αργινίνη δεν αφαιρείτας αλλά μετατρέπεται σε 

κιτρουλλίνη μέσω της δράσης του ενζύμου PAD4 (peptidylargenine deiminase 4, (69). Η 

μεθυλίωση δεν μεταβάλλει το συνολικό φορτίο των ιστονών, αλλά η προσθήκη μεθυλομάδων
I

αυξάνει τον βασικό και υδρόφοβο χαρακτήρα τους και τη συγγένεια τους για ανιονικά μόρια ■» 

όπως το DNA. Η μεθυλίωση έχει συσχετιστεί τόσο με τη γονιδιακή καταστολή, όσο και με τη 

γονιδιακή ενεργοποίηση. Μεθυλίωση στη λυσίνη 9 και στη λυσίνη 27 της ιστόνης Η3 ή στη 

λυσίνη 12 της ιστόνης Η4 παρατηρούνται σε ετεροχρωματινικές περιοχές, ενώ η μεθυλίωση στη 

λυσίνη 4 της Η3 ανιχνεύεται σε περιοχές με υψηλή μεταγραφική ενεργότητα. Οι πρωτεΐνες που 

περιέχουν χρωμοτομέα, WD40, Tudor και ΜΒΤ 7ΐεριοχές συνδέονται ειδικά με μεθυλιωμένα 

κατάλοιπα λυσίνης και αργινίνης (70). Τα ένζυμα που μεθυλιώνουν κατάλοιπα λυσινών 

περιέχουν την περιοχή SET (με εξαίρεση την Dotlp). Η περιοχή αυτή αποτελείται από 130 

αμινοξέα και ανακαλύφθηκε σε τρία γονίδια της D ro so p h ila  (Su(var)3-9, En(zeste) και
» V

Trithorax) που εμπλέκονται σε επιγενετικά φαινόμενα. Αποτελείται από μια σειρά β-πτυχωτά , 

φύλλα, τα οποία διατάσσονται κυκλικά ,ώστε να δημιουργείται μια σχισμή στην περιοχή που 

παρέχει τη μεθυλομάδα. Οι πρωτεΐνες που μεθυλιώνουν κατάλοιπα αργινινών ποικίλουν σε 

μήκος (από 348-608 αμινοξέα), διαθέτουν μια κεντρική περιοχή που είναι αρκετά διατηρημένη 

και αποτελεί το ενεργό κέντρο του ενζύμου και υποδιαιρούνται σε τρεις τομείς: την περιοχή της 

μεθυλοτρανσφεράσης (ΜΤ domain), μια περιοχή β-βαρελιού και ενός βραχίονα διμερισμού (71).

Η φωσφορυλίωση των ιστονών λαμβάνει χώρα κατά τη μίτωση και είναι αντιστρεπτή. Έχει 

δειχθεί ότι η ιστόνη Η3 φωσφορυλιώνεται κατά την πρόφαση, μετάφαση και ανάφαση, ενω η 

αποφωσφορυλίωση ξεκινά στο τέλος της ανάφασης και ολοκληρώνεται στην τελόφαση. Η , 

φωσφορυλίωση διαμεσολαβείται από τις κινάσες Aurora Β (τροποποιεί τις λυσίνες 10 και 28 

στην Η3), hasp in (τροποποιεί τη θρεονίνη 3 της ιστόνης Η3, (72) και τις MAP κινάσες (Mitogen 

Activated Protein kinases) Τροποποιούν την σερίνη 28 στην ιστόνη Η3, μετά από έκθεση σε
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Λ

ακτινοβολία UV-B, (73, 74). Η αποφωσφορυλίωση επιτυγχάνεται από τη φωσφατάση ΡΡ1 

(protein phosphatase 1, (75, 76). Η φωσφορυλίωση αυξάνει το αρνητικό φορτίο στο αμινοτελικό 

άκρο των ιστονών με πιθανό επακόλουθο την αποσυμπύκνωση της χρωματινικής ίνας. Η 

φωσφορυλίωση έχει συσχετιθεί με τη μεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων (επαγωγή γονιδίων 

άμεσης απόκρισης μετά από μιτογόνα ερεθίσματα, (77), καθώς και με τη συμπύκνωση και το 

σωστό διαχωρισμό των χρωμοσωμάτων κατά τη μίτωση (78, 79).

Για τον ρόλο της ADP-ριβοσυλίωσης (σε κατάλοιπα γλουταμικού) και της ουβικουϊτινυλίωσης 

(σε κατάλοιπα λυσινών) δεν υπάρχουν αρκετά δεδομένα. Σε κύτταρα που διπλασιάζονται 

κανονικά έχει δειχθεί ότι τα επίπεδα της ADP-ριβοσυλίωσης των νουκλεοσωματικών ιστονών 

είναι μεγαλύτερα σε σχέση με τα κύτταρα που δεν διπλασιάζονται, γεγονός που υποδηλώνει ότι 

η παραπάνω τροποποποίηση μπορεί να συσχετίζεται με την αντιγραφή του DNA (80). Η 

προσθήκη της ουβικουϊτίνης, μιας συντηρημένης πρωτεΐνης με μοριακό βάρος 8.6 KD, σε μια 

άλλη πρωτεΐνη σηματοδοτεί συνήθως την αποικοδόμησή της. Αντίθετα, η παραπάνω 

τροποποίηση στην ιστόνη Η2Β στη T etrahym ena  έχει δειχθεί ότι συσχετίζεται με μεταγραφική 

ενεργοποίηση, αφού η ub-H2A απαντάται σε μεταγραφική ενεργές περιοχές.

Οι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις των ιστονών επιδρούν στη δομή και την οργάνωση των 

νουκλεοσωμάτων και της χρωματίνης και προσφέρουν μια «πλατφόρμα» για να συνδεθούν στην 

χρωματίνη πρωτεΐνες-τελεστές (effector molecules), όπως προβλέπεται από τον λεγόμενο 

‘ιστονικό κώδικα’ (5, 81-83). Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, καθεμία από τις παραπάνω 

τροποποιήσεις έχει συσχετισθεί με εκ διαμέτρου αντίθετες διαδικασίες όπως η μεταφραστική 

ενεργοποίηση και καταστολή, γεγονός που υποδηλώνει ότι σε αρκετές περιπτώσεις η 

χρωματινική κατάσταση δεν πρέπει να συσχετίζεται με μια τροποποίηση αλλά με συνδυασμό 

τροποποιήσεων.

Η προσθήκη αρκετών μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων στο αμινοτελική περιοχή των 

ιστονών ρυθμίζεται από προϋπάρχουσες τροποποιήσεις (θετικά ή αρνητικά), φαινόμενο που 

χαρακτηρίζεται ως ‘δια-ρύθμιση’. Η προσθήκη της τριμεθυλίωσης στη λυσίνη 4 της ιστόνης Η3 

(me3K4H3) από το ένζυμο Set9 αναστέλλει τη μεθυλίωση στη λυσίνη 9, παρεμποδίζοντας τη 

δράση του ενζύμου Su(var)3-9, αλλά ευνοεί την ακετυλίωση στην Η3, είτε άμεσα από το ένζυμο 

ρ300 (84), είτε έμμεσα παρεμποδίζοντας την δράση απο-ακετυλάσης του ενζύμου NuRD (85). 

Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι υπάρχει «διάλογος» μεταξύ τροποποιήσεων που βρίσκονται σε
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Σ χ ή μ α  6 : Δ ια -ρ ύ θ μ ισ η  σ το  ε π ίπ ε δ ο  τ η ς  α μ ιν ο τ ε λ ικ ή ς  'ο υ ρ ά ς ' τω ν  ισ τ ο ν ώ ν . (a )  Τ ρ ο π ο π ο ιή σ ε ις  π ο υ  
ν φ ίσ τ α τ α ι κ ά θ ε  κ α τ ά λ ο ιπ ο  α μ ιν ο ςέ ο ς . Ρ . φ ω σ φ ο ρ υ λ ιω σ η  σ ε  σ ε ρ ίν η  ή  θ ρ ε ο ν ίν η  ( S /T ) :  A c . α κ ε τ υ λ ίω σ η  σ ε  
λ υ σ ίν η  (Κ ϊ.  μ ο ν ο /δ ι/τ ρ ι-μ ε θ υ λ ίω σ η  σ ε  λ υ σ ίν η  ή  μ ο ν ο /δ ι-μ ε θ υ λ ίω σ η  (α σ ύ μ μ ε τρ η  ή  σ υ μ μ ε τ ρ ικ ή )  σ ε  α ρ γ ιν ίν η  
(R ). (b )  Δ ια -ρ ύ θ μ ισ η  σ το  α μ ιν ο τ ε λ ικ ό  ά κ ρ ο  τ η ς  ισ τ ό ν η ς  H.V Σ το  ε π ά ν ω  μ έ ρ ο ς  α ν α π α ρ ισ τ ά τ α ι  η α λ λ η λ ο υ χ ία  
το ν  α μ ιν ο τ ε λ ικ ο ΰ  ά κ ρ ο υ  (α α  1 -40) κ α ι ο ι  τ έ σ σ ε ρ ις  α - έ λ ικ ε ς  ( μ ε  κ ο υ τ ιά )  το υ  κ ε \* τρ ικ ο ύ  τ μ ή μ α τ ο ς  τ η ς  Η 3 . 
Σ το  κ ά τω  μ έ ρ ο ς  α ν α π α ρ ίσ τ α τ α ι κ α θ ε μ ία  τρ ο π ο π ο ίη σ η  π ο υ  ε π η ρ ε ά ζ ε ι  θ ε τ ικ ά  ( μ ε  π ρ ά σ ιν ο ,  g o /p e rm is s iv e )  ή 
α ρ ν η τ ικ ά  (μ ε  κ ό κ κ ιν ο , s to p /  re p re s s iv e )  μ ια  ά λ λ η  τ ρ ο π ο π ο ίη σ η  σ ε  in v ifiv  δ ο κ ιμ έ ς . ( Ο  Δ ια -ρ ύ θ μ ισ η  σ το  
α μ ιν ο τ ε λ ικ ό  ά κ ρ ο  τ η ς  ιστό\*ης Η 4 . Σ το  ε π ά ν ω  μ έ ρ ο ς  α ν α π α ρ ισ τ ά τ α ι  η  α λ λ η λ ο υ χ ία  τ ο υ  α μ ιν ο τ ε λ ικ ο ΰ  ά κ ρ ο υ  
(α α  1 -26) κ α ι ο ι τ ρ ε ις  α - έ λ ικ ε ς  (μ ε  κ ο υ τ ιά )  το υ  κ ε ν τ ρ ικ ο ύ  τ μ ή μ α τ ο ς  τ η ς  Η 3 .  Σ τ ο  κ ά τ ω  μ έ ρ ο ς  η  
α ν α π α ρ ά σ τ α σ η  γ ίν ε τ α ι ό π ω ς  σ το  tb ) .  ( τ ρ ο π ο π ο ιη μ έ ν ο , α π ό  F is c h ie  e t  a l .. 2 0 0 3 )

διαφορετικές ιστόνες. Η ρύθμιση αυτού του τύπου μπορεί να περιορίζεται σε ένα νουκλεόσωμα 

ή να επεκτείνεται σε αλληλουχίες νουκλεοσωμάτων. Η τρι-μεθυλίωση στη λυσίνη 20 της Η4, η . 

οποία διάμεσολαβείται από τη μεθυλοτρανσφεράση PR-Set7/Set8, είναι μια τροποποίηση που 

εντοπίζεται στην περυίεντρομεριδιακή ετεροχρωματίνη και προϋποθέτει την παρουσία της 

me3K9H3, ενώ παρεμποδίζει την ακετυλίωση αυτής της ιστόνης στη λυσίνη 16. Σε άλλη
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a

περίπτωση, η me3K4-H3 ευνοεί την ακετυλίωση των ιστονών Η3 και Η4, ενώ για να

μεΒυλιωθούν οι Κ4 και Κ79 στην Η3 πρέπει να έχει προηγηθεί η ουβικουϊτινιλίωση στη Κ Ι23 
ι
της Η2Β στον S. cerev is ia e .

Β ) Ισ ο  μ ορ φ ές ισ το νώ ν

Με εξαίρεση την Η4, όλες οι νουκλεοσωμικές ιστόνες διαθέτουν ισομορφές από τις οποίες 

συνήθως διαφέρουν πολύ λίγο. Η έκφραση των «κλασσικών» ιστονών ρυθμίζεται αυστηρά ώστε 

να είναι συγχρονισμένη με τον διπλασιασμό του DNA. Αντίθετα, οι ισο μορφές τους 

εκφράζονται τόσο κατά την αντιγραφή (RD-replication dependent), όσο και σε άλλες φάσεις του 

κυτταρικού κύκλου (RI-replication independent). Για κάποιες ισομορφές υπάρχει επίσης 

ιστοειδική έκφραση. Οι ισομορφές των ιστονών έχουν διαφορετικά βιοχημικά χαρακτηριστικά 

και σε κάποιες περιπτώσεις η εντόπισή τους στις χρωματινικές περιοχές διαφέρει από αυτή των 

«κλασσικών» ιστονών (σχήμα 7). Τα γονίδια των ισομορφών των ιστονών περιέχουν ιντρόνια 

και τα μεταγραφήματα που κωδικοποιούν συχνά πολυαδενυλιώνονται (πράγμα που δεν 

συμβαίνει στις «κλασσικές» ιστόνες), γεγονός που είναι σημαντικό για τη ρύθμισή τους στο 

μετα-μεταγραφικό επίπεδο (86).

Οι ισομορφές της ιστόνης Η3 είναι οι Η3.1, Η3.2, Η3.3, Η3.4 (ιστοειδική ισομορφή των όρχεων) 

και CENP-A (εντοπίζεται στις κέντρομεριδιακές περιοχές). Οι Η3.3 και Η3.4 διαφέρουν 

ελάχιστα σε επίπεδο αλληλουχίας από την Η3 (σε τέσσερα αμινοξέα), ενώ η CENP-A μεταξύ 

διαφορετικών οργανισμών εμφανίζει μεγάλη πουαλομορφία στο μήκος της αμινοτελικής 

περιοχής. Η Η3.3 εκφράζεται σε όλη τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, εναποτίθεται στην 

χρωματίνη και εκτός της S-φάσης και εντοπίζεται σε περιοχές με υψηλή μεταγραφική 

ενεργότητα. Η αντικατάσταση της Η3 από την Η3.3 έχει ώς αποτέλεσμα την «επισήμανση» της 

περιοχής αυτής ώστε να στρατολογηθούν μεταγραφικοί παράγοντες και να ενισχυθεί περαιτέρω 

η μεταγραφική δραστηριότητα. Η εναπόθεση της Η3.3 στη χρωματίνη γίνεται μέσω των 

μοριακών συνοδών CAF-1 (Chromatin Assembly Factor-1) και HERA (Histone Regulator A), 

στην S-φάση και μέσω του HTRA εκτός της S φάσης (87, 88). Η CENP-A αντικαθιστά την Η3 

στην περιοχή του κεντρομεριδίου και διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στο σωστό διαχωρισμό των
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χρωμοσωμάτων (89, 90). Η CENP-A εκπληρώνει τον ρόλο της αφενός σημαίνοντος με την 

παρουσία της την περιοχή που θα σχηματιστεί το κεντρομερίδιο (91) και αφετέρου παρέχοντας 

μια πλατφόρμα στην οποία στρατολογούνται οι πρωτεΐνες που συμμετέχουν στην δημιουργία 

του κινητοχώριου. Ενσωματώνεται στα νουκλεοσώματα κατά την S-φάση, χωρίς να είναι 

γνωστό αν αυτό γίνεται με τον ίδιο τρόπο που λαμβάνει χώρα η ενσωμάτωση της Η3. Όταν η 

CENP-A εκφράζεται εκτός S-φάσης ενσωματώνεται κανονικά στις κέντρο μεριδιακές θέσεις. 

Αρα, η ενσωμάτωσή της δεν πρέπει να εξαρτάται από την S-φάση (92). Μεχρί σήμερα δεν έχουν 

ταυτοποιηθεί πρωτεΐνες -  μοριακοί συνοδοί της CENP-A που συμμετέχουν στην εναπόθεσή της 

στα νουκλεοσώματα.

Οι ισομορφές της Η2Α είναι οι Η2Α.Ζ, MacroH2A, H2A-Bbd, H2AvD (μόνο στη D ro so p h ila ), 

Η2Α.Χ. Η Η2Α διαφέρει από τις ισομορφές της στο μήκος και την αλληλουχία του 

καρβοξυτελικού άκρου, αλλά και στις χρωμοσωμικές περιοχές που εντοπίζεται. Η MacroH2A
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Σ χ ή μ α  7 . Ο ι  ν ο υ κ /χ ο σ ω μ α τ ικ έ ς  ισ τ ό ν ε ς  Η 3 .  Η 2 Α  κ α ι ο ι  ισ ο μ ο ρ φ έ ς  το υ ς . Μ ε  H F D  υ π ο δ ε ικ \ι> ε τ α ι το  
κ ε ν τ ρ ικ ό  τ μ ή μ α  τω ν  ισ τ ο ν ώ ν . ε ν ώ  α π ό  τ ις  μ ε τ α - μ ε τ α φ ρ α σ τ ικ έ ς  τ ρ ο π ο π ο ιή σ ε ις  τ ω ν  ισ τ ο ν ώ ν  
υ π ο δ ε ικ ν ύ ο ν τ α ι μ ό ν ο  η  μ ε θ υ λ ίω σ η  (κ ό κ κ ιν ο )  κ α ι  η  φ ω σ φ ο ρ υ λ ίω σ η  (π ρ ά σ ιν ο ) .  Σ τ η ν  ισ ο ρ φ ή  Η 3 .3  
υ π ο δ ε ικ ν ύ ο ν τ α ι μ ε  κ ίτ ρ ιν ο  χ ρ ώ μ α  τα  α μ ιν ο ς έ α  π ο υ  δ ια φ έ ρ ο υ ν . ε ν ώ  η  α μ ιν ο τ ε λ ικ ή  π ε ρ ιο χ ή  τ η ς  C E N P A  
δ ια φ έ ρ ε ι α π ό  τ η ν  α μ υ 'ο τ ε λ ικ η ν ε ρ ιο χ ή  τ η ς  Η 3 .  Ο ι  ισ ο μ ο ρ φ έ ς  τ η ς  Η 2 Α  δ ια φ έ ρ ο υ ν  σ η μ α ν τ ικ ά  α π ό  τ η ν  
Η 2 Α  σ το  κ α ρ β ο ς υ τ ε λ ικ ό  ά κ ρ ο . Σ τ ο  δ ε ξ ιό  ά κ ρ ο  υ π ο δ ε ικ ν ύ ε τ α ι  η  π ιθ α ν ή  > χ ιτ ο υ ρ γ ία  κ ά θ ε  ισ ο μ ο ρ φ ή ς  
ν ο υ κ )χ ο σ ω μ α τ ικ ή ς  ισ τό ν η ς .
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εντοπίζεται στο ανενεργό X χρωμόσωμα (93) και παίζει ρόλο στη μεταγραφική καταστολή 

ενζυματικά (94) ή με στερική παρεμπόδιση (95). Η H2A-Bbd (Barr body deficient) εντοπίζεται 

v στο ενεργό X χρωμοσώματα και στα αυτοσώματα (96). Στην απουσία μεγάλου τμήματος του 

καρβοξυτελικού της τμήματος οφείλεται η μειωμένη σταθερότητα των νουκλεοσωμάτων και η 

επακόλουθη «ολίσθησή» τους σε μεταγραφόμενες περιοχές (97). Οι Η2ΑΧ, Η2Α.Ζ και H2AvD 

εντοπίζονται σε όλο το γένωμα (98).

Η Η2Α.Ζ έχει δειχθεί ότι συσχετίζεται με πολλαπλές λειτουργίες που αφορούν τη γονιδιακή 

καταστολή και την ενεργοποίηση, την (απο)μόνωση-οριοθέτηση των ετεροχρωματινικών 

περιοχών και την γενωμική σταθερότητα. Έχει δειχθεί ότι η Η2Α.Ζ εντοπίζεται σε 

ετεροχρωματινικές περιοχές που περιέχουν την HP Ια και μη ακετυλιωμένες ιστόνες Η3 και Η4 

(99). Σε in v itro  πειράματα η ΗΡΙα συνδέεται κατα προτίμηση με νουκλεοσώματα που 

περιέχουν την Η2Α.Ζ, ενώ μεταλλαγές στην Η2Α.Ζ επηρεάζουν την γονιδιακή καταστολή που 

διαμεσολαβείται από τις ΗΡ1 και Polycomb, αλλά και την υποκυτταρική τους εντόπιση (100). 

Τα παραπάνω δεδομένα δείχνουν ότι η Η2Α.Ζ παίζει ρόλο στην γονιδιακή καταστολή. Δεδομένα 

που συσχετίζουν την Η2Α.Ζ με τη μεταγραφική ενεργοποίηση έχουν προκόψει από μελέτες στο 

ζυμομήκυτα, όπου έχει δειχθεί ότι η Η2Α.Ζ συνδέεται ταυτόχρονα με γονιδιακή καταστολή και 

ενεργοποίηση γονιδίων (101). Στο πρωτόζωο T etrahym ena  η πρωτεΐνη αυτή εντοπίζεται στον 

μεταγραφικά ενεργό μακροπυρήνα (102), ενώ στον σακχαρομήκυτα και την D rosoph ila  

κατανέμεται κυρίως στις περιοχές υποκινητών επαγό μενών γονιδίων (103) συμβάλλοντας στην 

στρατόλόγηση της μεταγραφικής μηχανής (104). Στους μύκητες μια χρωμοσωμική περιοχή 

ετεροχρωματινοποιείται μετά τη στρατολόγηση πρωτεϊνών με κατασταλτική δράση και 

επακόλουθη επέκτασή τους κατά μήκος του DNA, η οποία τερματίζεται με την παρουσία 

πρωτεϊνών που έχουν ρόλο «μονωτών» (βρίσκονται στο όριο ευ- και ετερο-χρωματίνης). Στον 

σακχαρομύκητα έχει προταθεί ότι σε χρωμοσωμικές περιοχές που απαντάται η Η2Α.Ζ δεν 

ευνοείται η στρατολόγηση των πρωτεϊνών που έχουν κατασταλτική δράση (105, 106), 

συμβάλλοντας στην μόνωση των χρωματινικών περιοχών. Ακόμη, η Η2Α.Ζ εντοπίζεται στην 

περικεντρο μεριδιακή ετεροχρωματίνη συμβάλλοντας έτσι στη διατήρηση της σταθερότητας του 

γενώματος. Κύτταρα που φέρουν μεταλλαγμένη Η2Α.Ζ αντιμετωπίζουν προβλήματα που 

αφορούν την επιδιόρθωση του DNA και τον διαχωρισμό των χρωμοσωμάτων. Σε in v itro  

μελέτες έχει επίσης δειχθεί ότι η Η2Α.Ζ ευνοεί τη δημιουργία χρωματινικών ινών (Fan et al.,
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2002), όχι όμως και τις μεταξύ τους αλληλεπιδράσεις για τον σχηματισμό δομών υψηλότερης 

τάξης. Η ενσωμάτωση της Η2Α.Ζ στη χρωματίνη λαμβάνει χώρα εντός και εκτός S-φάσης, 

υποβοηθούμενη από δυο σύμπλοκα που περιέχουν διαφορετικούς μοριακούς συνοδούς: τον 

ΝΑΡ-1 και τη Swi/Snf-like ΑΤΡαση που καλείται Swrl (56).

Η Η2Α.Χ εκφράζεται σε όλη τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, κατανέμεται σε όλο το μήκος 

των χρωμοσωμάτων και παίζει ρόλο στη διατήρηση της γενωμικής σταθερότητας. Κατά την 

αντιγραφή ή τον ανασυνδυασμό μπορεί να συμβεί θραύση στους δυο κλώνους του DNA, η 

οποία θα προκαλέσει την φωσφορυλίωση της Η2Α.Χ στο σημείο θραύσης από τις κινάσες ΑΤΜ 

και ATR και επακόλουθη στρατολόγηση των παραγόντων που συμμετέχουν στην επιδιόρθωση 

του DNA (107), παίζοντας διπλό ρόλο στη επισήμανση του σημείου θράυσης και στην έναρξη  ̂

της επιδιόρθωσης (108).

1 . 2  Ετεροχρωματινική Πρωτεΐνη 1 (ΗΡ1)

1 . 2 . 1  Δομή και λειτουργία της ΗΡ1

Η ετεροχρωματινική πρωτεΐνη 1 (ΗΡ1) ανακαλύφθηκε μελετώντας τη γονιδιακή αποσιώπηση ' 

μωσαϊκού τύπου (διαφορετική έκφραση ενός γονιδίου από κύτταρο σε κύτταρο). Αυτή η 

εκλεκτική απενεργοποίηση παρατηρείται όταν ένα γονίδιο που βρίσκεται φυσιολογικά εντός 

μιας ευχρωματινικής περιοχής μετατοπιστεί δίπλα ή εντός μιας ετεροχρωματινικής περιοχής. Η 

ΗΡ1 καταστέλλει το παραπάνω φαινόμενο, το οποίο καλείται PEV (Position Effect Variegation, 

φαινόμενο επίδρασης θέσης) και εμφανίζει κυρίως ετεροχρωματινική κατανομή (109, 110).

Οι πρωτεΐνες της οικογένειας ΗΡ1 είναι μη ιστονικές χρωμοσωμικές πρωτεΐνες που 

συμμετέχουν στη δημιουργία και τη διατήρηση της δομής της χρωματίνης. Μέλη της 

οικογένειας της ΗΡ1 έχουν ταυτοποιηθεί σχεδόν σε όλους τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, 

από το σχιζομύκητα (S . po m b e), ως τους φυτικούς και τους ζωικούς οργανισμούς (από μια ως 

πέντε ισομοφές), αλλά δεν υπάρχουν στον σακχαρομύκητα (S  cerevisiae) (όπου το PEV 

διαμεσολαβείται από τις κατά^ταλτικές πρωτεΐνες SIR, silent information regulatory) (111). Στα 

θηλαστικά υπάρχουν τρεις διαφορετικές ΗΡ1 πρωτεΐνες, που κωδικοποιούνται από διαφορετικά
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γονίδια (HPla-C5X5, ΗΡ1 $ -C B X l, H P \y -C B X 3  στον άνθρωπο; (112) τα οποία βρίσκονται σε 

διαφορετικές χρωμοσωμικές θέσεις (12q 13.13, 17q21.32, 7ρ15.2 στον άνθρωπο και 15qF3,

1 lqD, 6qB3 στο ποντίκι αντίστοιχα) (113) και εμφανίζουν 65% ομολογία μεταξύ τους (114). Η
\

οικογένεια των ΗΡ1 πρωτεϊνών ανήκει σε μια μεγαλύτερη ύπεροικογένεια πρωτεϊνών που 

περιέχουν τομείς (domains) που τροποποιούν την οργάνωση της χρωματίνης και καλούνται 

χρωμοτομείς (chromodomains). Η υπεροικογένεια των πρωτεϊνών που φέρουν χρωμοτομέα 

υποδιαιρείται σε τρεις οικογένειες. Η πρώτη χαρακτηρίζεται από την παρουσία ενός 

χρωμοτομέα και μέλος της είναι η Polycomb. Στη δεύτερη απαντιόνται δυο χρωμοτομείς και 

μέλη της είναι οι CHD1-4 (Chromo Helicase/ATPase Domain), ενώ στην τρίτη, στην οποία 

ανήκουν και οι ΗΡ1 πρωτεΐνες, απαντάται ένας χρωμοτομέας και ένας σκιώδης χρωμοτομέας 

(περιοχή στο καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης που εμφανίζει αρκετή ομοιότητα με τον 

χρωμοτομέα), ενώ μεταξύ τους παρεμβάλλεται μια ενδιάμεση, ποικίλου μήκους συνδετική 

περιοχή (hinge region).

Ο χρωμοτομέας (CD) βρίσκεται στο αμινοτελικό άκρο της ΗΡ1 και η αρκετά συντηρημένη δομή 

του έχει αναλυθεί με πυρηνικό μαγνητικό συντονισμό (NMR, nuclear magnetic resonance) 

(115). Πρόκειται για μόρφωμα με σφαιροειδές σχήμα διαμέτρου 3θΑ που αποτελείται από τρεις 

αντιπαράλληλες β-αλυσίδες οι οποίες σχηματίζουν μια β-πτυχωτή επιφάνεια που τοποθετείται 

έναντι μιας α-έλικας (α2) (115, 116) σχήμα 7). Η πλευρά της β-πτυχωτής επιφάνειας που 

βρίσκεται έναντι της α-έλικας (η εσωτερική πλευρά της β-πτυχής) αποτελείται από συντηρημένα 

μη πολικά αμινοξέα, έχει σχήμα αύλακας (υποδεικνύεται στο σχήμα 7 με μια λευκή οριζόντια 

γραμμή). Ο χρωμοτομέας της ΗΡ1 έχει παρόμοια δομή με τις πρωτεΐνες των αρχαιοβακτηρίων 

Sac7d, Sso7d (οι οποίες, με τη σειρά τους, εμφανίζουν ομοιότητα με τις ιστόνες). Το εξωτερικό 

επιφανειακό φορτίο της β-πτυχής του χρωμοτομέα της ΗΡ1 είναι αρνητικό, γεγονός που 

υποδηλώνει ότι μέσω του χρωμοτομέα διαμεσολαβούνται πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις. Ο 

σκιώδης χρωμοτομέας (CSD) βρίσκεται στο καρβοξυτελικό άκρο. Είναι μια αρκετά 

συντηρημένη δομή που, όπως ο χρωμοτομέας, αποτελείται από τρεις αντιπαράλληλες β- 

αλυσίδες τοποθετημένες έναντι δύο α-ελίκων (αΐ και α2) (117); σχήμα 7). Η περιοχή της 

υδρόφοβης αύλακας στην περίπτωση του σκιώδη χρωμοτομέα δεν είναι προσβάσιμη λόγω της 

παρεμπόδισης από την παρουσία γειτονικών αμινοξέων (116). Ο χρωμοτομέας δεν 

ολίγο μερίζεται, ενώ ο σκιώδης χρωμοτομέας διμερίζεται κάτω από in vivo και in vitro συνθήκες
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Σ χ ή μ α  8. Α λ λ η λ ο υ χ ία  κ α ι δ ο μ ή  τ ω ν  Η Ρ1 π ρ ω τ ε ϊν ώ ν 'σ τ ο  π ο ν τ ίκ ι  κ α ι π ρ ω τ ε ΐν η ς  μ ε  -ας ο π ο ίε ς  
α λ λ η λ ε π ιδ ρ ο ύ ν . (a )  Α μ ιν ο ξ ικ ή  α λ λ η λ ο υ χ ία  τω \' H P l u /β /γ  (μ ε  α σ τ ε ρ ίσ κ ο  υ π ο δ ε ικ ν ύ ο ν τ α ι τα  σ υ ν τ η ρ η μ έ ν α  
α μ ιν ο ξ έ α  μ ε τα ξ ύ  τω \· τρ ιώ ν  ισ ο μ ο ρ φ ώ ν ). Η  π ε ρ ιο χ ή  σ ύ ν δ ε σ η ς  τ η ς  H P  1 μ ε  το  R N A  δ ια μ ε σ ο λ ά β ε ίτ α ι α π ό  
τα  α μ ιν ο ξ έ α  8 6 -1 0 8  τη ς  σ υ δ ε τ ικ ή ς  π ε ρ ιο χ ή ς  (h in g e ) , (b )  Σ το  σ χ ε δ ιά γ ρ α μ μ α  α π ε ικ ο ν ίζ ο ν τ α ι ο ι  π ε ρ ιο χ έ ς  
τη ς  H P  1 α . ε ν ώ  σ το  κ ά τω  μ έ ρ ο ς  π α ρ α τ ίθ ε ν τ α ι π ρ ω τ ε ΐν ε ς  μ ε  τ ις  ο π ο ίε ς  α λ λ η λ ε π ιδ ρ ά .

I

(118). Στο διμερισμό του σκιώδη χρωμοτομέα συμμετέχουν οι α2 έλικες δυο διαφορετικών 

μορίων ΗΡ1 σχηματίζοντας γωνία 35° (117) μεταξύ τους. Στην περιοχή του διμερισμού 

βρίσκονται συντηρημένα αμινοξέα τα οποία απαντώνται μόνο στον σκιώδη χρωμοτομέα και 

σχηματίζουν μια μη πολική αύλακα (στο διμερές των CSD), με την οποία μπορούν να 

αλληλεπιδράσουν πρωτεΐνες που περιέχουν το πενταπεπτίδιο PxVxL (117).

Η συνδετική περιοχή βρίσκεται μεταξύ χρωμοτομέα και σκιώδη χρωμοτομέα, είναι λιγότερο 

συντηρημένη ως δομή, βρίζεται στην επιφάνεια του μορίου και είναι αρκετά έυκαμπτη (119),
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Λ

αποτέλεσμα να μην έχει ταυτοποιηθεί η τρισδιάστατη δομή της. Η συνδετική περιοχή 

όκειται σε μετά-μεταφραστικές τροποποιήσεις (ιδιαίτερα σε φοσφορυλίωση; (120-122), οι 

[οίες επηρεάζουν την υποκυτταρική εντόπιση, τις αλληλεπιδράσεις και τη λειτουργία του

> ρ ίο υ .

Ι χ ή μ α  ') Ι υ ν κ ρ ιπ η  της ό<>μης του  χρο>μιΐτιιμι·.α της III* 1 |l μι~. τη  <>>μη το»ι οκκκΛ η χρη η ιοτομ η α  Ο  
γρομοτημr.ac (CD. α μ ιν ο έ π α  10 - 7 Xι α π ο π ν ,ι-.ιτα ι α η ο  Tpr.ic (Ι-αλυπ ίΛ ΐχ  mn> α χη μ α τίςο υ χ - μ ια  |1-πτυχριτη  
ό ο μ η  ΐ] ο π ο ία  τοπυ(ΐι;ΤΓ.ιτυι ι·.να\·τι or, μ ια  α -π λ ικ α  ( u 2 (  n o n  ppioKr.Tui π τ ο  K apjlocnTry.iM i ά κ ρ ο  τη ς  όομης. 
ΥΛρο(ρΐ)|1ΐί κ(ΐτιύ.ν\ηο π χη μ α τ ίςο υ χ · τη  (Ιά ο η  τη ς  α ύ λ α κ α ς  ι p roox  c. υ π ο Λ π κ ν ύ η τα ι μr. τη  λ ε υ κ ή  ο ρ ιζό ν τ ια  
γ ρ α μ μ ή ) .  Λ ια μ έα ο υ  τη ς  ο π ο ία ς  π ρ α γ μ α τ ο π ο ιο υ χ τ α ι  π ρ υ ιτη ιν ικ ές  α λ λ η λ τ π lOpoar.ic Η  ό ο μ ή  το υ  σ κκόόη  
χρ ο η ιο το μ έ α  τη ς  Η Ι Ί  (t (α μ ιν ο ς έ α  104*171) κ ίχ α ι  α ρ κ πτα  π α ρ ό μ ο ια  μτ. τη ό ο μ η  το υ  χρ Μ μ ο το μ έα . μ ε  τη 
Λ ιαφ ορά  ό τ ι  έχ·α ν τ ι τη ς  |1-π τύ χ η ς  τ ο π ο θ ε τ ο ύ ν τ α ι ό υ ο  α -έ λ ικ ε ς  ι a  I . « 2 )  ( α π ό  S in g h  A  l ic o r g n to s .  2 0 0 2 )

1.2.2 Μοριακές αλληλεπιδράσεις της ΗΡ1

H κατανομή και ο ρόλος των ΗΡ1 πρωτεϊνών στη χρωματίνη έχουν μελετηθεί αναλυτικά. Οι 

Ι1Ρ1 πρωτεΐνες κατανέμονται όχι μόνο στην ετεροχρωματίνη αλλά και στην ευχρωματίνη (121, 

123-125), αναλόγα με την ισομορφή. Σε κύτταρα θηλαστικών οι ΗΡΙα και ΗΡΙβ έχουν 

ετεροχρωματινική εντόπιση, ενώ η ΗΡΙγ εντοπίζεται σε ετεροχρωματινικές και ευχρωματινικές 

περιοχές. Οι ΗΡ1 πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν με αρκετές πρωτεΐνες που εμπλέκονται σε 

διαφορετικές διαδικασίες (Πίνακας I).
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Έχει δειχθεί με πειράματα συγκατακρήμνισης (pull-down) ότι στον S. p o m b e  η Swi6 (ομόλογη 

της ΗΡ1) αλληλεπιδρά μέσω του χρωμοτομέα με πρωτεΐνες του κεντρομεριδίου, όπως είναι η 

Psc3, η οποία παίζει ρόλο στη διατήρηση της επαφής των κεντρομεριδίων των αδελφών 

χρωματίδων κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου (126, 127). Σε στελέχη S. p o m b e  που 

είναι μεταλλαγμένα για την Swi6, παρατηρείται μειωμένη σύνδεση της Psc3 στα κεντρομερίδια 

(128), ενώ κατά τη μίτωση δεν γίνεται σωστά ο διαχωρισμός των χρωμοσωμάτων (129). Το ίδιο 

επαληθεύεται και στη D rosoph ila  (130). Η ΗΡ1 εκτός από την περιοχή των κεντρομεριδίων 

απαντάται και στα τελομερίδια, όπου φαίνεται ότι εμποδίζει τη παρά φύση σύνδεσή τους. Σε 

μελέτες που πραγματοποιήθηκαν στη D ro so p h ila  έχει δειχθεί ότι η ΗΡ1 συνδέεται στα 

τελομερίδια με δυο τρόπους: Μέσω των ιστονών (κατά τη γονιδιακή αποσιώπηση) και 

ανεξάρτητα από τις ιστόνες (πιθανόν μέσω του DNA, κατά την διατήρηση της ακεραιότητας των 

τελομερών; (131). Δεν έχα αποδειχθεί όμως ότι αυτός ο διπλός ρόλος της ΗΡ1 ισχύει και σε 

άλλους οργανισμούς.

Σε αρκετούς κυτταρικούς τύπους η ΗΡ1 εντοπίζεται στην περιφέρεια του πυρήνα, όπου 

απαντάται μεγάλο μέρος της ετεροχρωματίνης, πιθανά αλληλεπιδρώντας με πρωτεΐνες του 

πυρηνικού φακέλου. Έχει δειχθεί ότι η ΗΡ1 αλληλεπιδρά με τον LBR (Lamin Β Receptor; (132) 

(μέσω της τεχνικής των δυο υβριδίων). Στην περίπτωση της αλληλεπίδρασης HP1-LBR η 

σύνδεση δεν φαίνεται όμως να είναι άμεση, αλλά πιθανώς διαμεσολαβείται από τις 

νουκλεοσωμαπκέςιστόνεςΗ3 καιΗ4 (133).

Οι ΗΡΙα και ΗΡΙβ (σε ποντίκι και άνθρωπο) αλληλεπιδρούν μέσω CSD με τον παράγοντα ρ ΐ 50 

(που διαθέτει το πεπτίδιο PxVxL) (118, 134, 135) και είναι μέρος του συμπλόκου CAF 

(εναποθέτει τα σύμπλοκα των Η3-Η4 στη χρωματίνη). Μεταλλάξεις στην ΗΡ1 που εμποδίζουν 

την σύνδεσή της με τον CAF ρ150 δεν επηρεάζουν την αναγραφή κατά την S-φάση, ενώ σε μια 

πρόσφατη μελέτη έχει δειχθεί η ΗΡΙα αλληλεπιδρά με τον CAF και συνδέεται σας εστίες 

περικεντρομεριδιακής χρωματίνης κατά τη διάρκεια της αναγραφής του DNA, ανεξάρτητα από 

τις μετα-μεταφρασακές τροποποιήσεις των ιστονών.

Οι πρωτεΐνες ΗΡ1, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, εντοπίζονται κυρίως σε ετεροχρωμαανικές 

εστίες όπου καταστέλλουν την γονιδιακή έκφραση. Είναι όμως πιθανό να δρουν σε κάποιες 

περιπτώσεις ενεργοποιητικά. Η ΗΡ1 συνδέεται μέσω του χρωμοτομέα με την τριμεθυλιωμένη 

λυσίνη 9 της ιστόνης Η3 (μια αλληλεπίδραση που θα συζητηθεί αναλυτικά παρακάτω) και
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A

στρατόλογείται στην ετεροχρωματίνη. Σύμφωνα με προκαταρτικές παρατηρήσεις η ΗΡ1 μπορεί 

να αποτελεί φυσικό εμπόδιο για την πρόσδεση μεταγραφικών παραγόντων, ενώ εναλλακτικά 

μόρια ΗΡ1 που βρίσκονται σε γειτονυτά νουκλεοσώματα μπορεί να διμερίζονται, αυξάνοντας με 

αυτό τον τρόπο τον βαθμό συμπύκνωσης της χρωματίνης και ελλατώνοντας παράλληλα την 

προσβασιμότητα μεταγραφικών παραγόντων.

Σε κάποιες περιπτώσεις γονίδια που βρίσκονται σε ετεροχρωματινικές περιοχές δεν είναι 

κατεσταλμένα αλλά εκφράζονται κανονικά. Για παράδειγμα, τα γονίδια ligh t και ro lle d  στη 

D ro so p h ila  εκφράζονται κανονικά στις περικεντρο μεριδιακές περιοχές παρουσία της ΗΡ1, ενώ 

όταν μεταφερθούν σε ευχρωματινικό περιβάλλον εμφανίζουν μωσαϊκό πρότυπο έκφρασης. 

Επιπρόσθετα, όταν τα δυο γονίδια βρίσκονται σε ετεροχρωματινική περιοχή αλλά η ΗΡ1 

απουσιάζει αναστέλλεται η έκφραση τους (136-138). Δεν έχει διευκρινιστεί αν η ενεργοποιητική 

δράση της ΗΡ1 είναι άμεση ή αν απαιτείται συγκεκριμένη χρωματινική οργάνωση η οποία 

επιτυγχάνεται μέσω της παρουσίας της.

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η ΗΡ1 συμμετέχει στη γονιδιακή αποσιώπηση, κυρίως σε 

ετεροχρωματινικές περιοχές, αλλά έχει παρόμοια δράση και στις ευχρωματινυτές περιοχές. Έχει 

δειχθεί ότι η ΗΡ1 στρατολογείται στον υποκινητή του γονιδίου της κυκλίνης Ε (και καταστέλλει 

την έκφρασή του) αλληλεπιδρώντας με την πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώματος (Rb) και τη 

μεθυλοτρανσφεράση Suv39Hl (μεθυλιώνει ειδυτά την πιβ3Κ9Η3). Επιπλέον, σε κύτταρα που 

βρίσκονται στη Go έχει δειχθεί ότι η ΗΡΙγ συνδέεται με το σύμπλοκο E2F-6, αλλά και με 

μεθυλοτρανσφεράσες που μεθυλιώνουν ειδικά τη λυσίνη 9 της Η3, με αποτέλεσμα την 

μεταγραφική απενεργοποίηση.

Η παρουσία της ΗΡ1 σε ευχρωματινικές περιοχές σε κάποιες περιπτώσεις φαίνεται να έχει 

καθαρά ενεργοποιητικό ρόλο. Αναλυτική χαρτογράφηση της κατανομής της ΗΡ1 στα 

πολυταινικά χρωμοσώματα στη D ro so p h ila  έδειξε ότι μετά από θερμικό-σοκ και την επαγωγή 

των αντίστοιχων γονιδίων η ΗΡ1 εντοπίζεται στα σημεία που γίνεται μεταγραφή (139). Σε μια 

άλλη μελέτη με χρήση μικροσυστοιχιών σε γενωμική περιοχή 500Kb στη D ro so p h ila , έχει δείξει 

ότι επηρεάζεται η έκφραση δέκα γονιδίων όταν η ΗΡ1 μεταλλαχθεί

Η έκφραση των τριών από τα δέκα γονίδια ελλατώνεται, γεγονός που υποδηλώνει ότι η ΗΡ1 

εμπλέκεται στην μεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων που βρίσκονται σε ευχρωματινικές 

περιοχές (140). Έχει δειχθεί ακόμη ότι η δράση καθώς και η κατανομή των ΗΡ1 πρωτεϊνών

30

ί)



E x a m p le s  o f  Η Ρ -Ι  in te ra c t in g  p a r tn e rs

Protein Hp-I variant Dom ain

Transcriptional regulators o r  

chromatln-modlfylng proteins

Histone Η 1 HPI N D

Histone H3 Η Ρ Ι , Η Ρ Ι ^ α , Η Ρ Ι ^ β , Η Ρ Ι ^ γ  C D

Methyl K9 H istone H3 Swl6. H P I, H P I α . Η Ρ Ιβ , Η Ρ Ιγ C D

Histone H4 H PI, HPI C $ D

SUV39HI H PI, HPI a . Η Ρ Ιβ . Η Ρ Ιγ C S D

Polycomb H P IHsa , H P I Hs7 C S D

Dnmt3a H P I ^ a N D
Dnm t3b HPI a , Η Ρ Ι β N D

Kap-1/ΤΐίΙβ HPI a , Η Ρ Ιβ . Η Ρ Ιγ C S D

Rb Η Ρ ΙΗ£γ N D

MITR H P I ^ a Linker

-BRGI H P I ^ a C S D
A T R x HPI " " a .  Η Ρ Ι ^ β C S D

TA F„I3 0 H P IHsa , H P I Wty C S D

PIMI Η Ρ ΙΗίγ C S D

R N A H P I ^ a ,  H P IMlTUy Linker

D N A  replication and repair proteins
C A F - lp l5 0 HPI a , Η Ρ Ι β C S D

Ku70 H P IHsa , phosphoS83- Η Ρ Ι ^ γ C S D . Linker

O R C I -6 HPI C D , C S D

O th e r chrom osome-associated proteins

Psc3 Swl6 C D

IN C E N P H P IHsa ,H P I Hty Linker

H s k l/ C D C 7 Swl6 N D
Kl-67 H p|Mma  Η Ρ ΙΜπ,β, H P I ^ C S D

SPI00 H P IHsa , Η Ρ ΙΗίβ, Η Ρ Ι Η5γ C S D

Nuclear structure proteins

Nuclear envelope H P I ^ a .  Η Ρ Ι ^ β .  H P IMnuy C D

Lamln B  receptor H P IHsa . Η Ρ ΙΗίβ , Η Ρ Ι ^ γ C S D

Lamln B Η ρ|Μπΐβ C D

ΙΑ Ρ 2 β Η ρ|Α*Πβ C D

Π ίν α κ α ς  I . Π α ρ α δ ε ίγ μ α τ α  π ρ ω τ ε ϊν ώ ν  π ο υ  α λ λ η λ ε π ιδ ρ ο ύ ν  μ ε  τ η ν  Η Ρ 1  (γ ια  λ ε π τ ο μ έ ρ ιε ς  β λ έ π ε  κ ε ίμ ε ν ο ) .
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ρυθμίζεται από μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις των ιδίων (121).

Συμπερασματικά, όπως προκύπτει από πρόσφατες μελέτες οι πρωτεΐνες ΗΡ1 δε μπορούν να 

οριστούν πλέον ως αποκλειστικά συστατικά της ετεροχρωματίνης όπως υποδηλώνει η ονομασία 

τους.

1 . 3  Οι αλληλεπιδράσεις ΗΡ1 -  χρωματίνης

1 . 3 . 1  Ο ρόλος της τριμεθυλίωσης της λυσίνης 9 στην ιστόνη 3 (me3K9H3)

Η μεθυλίωση στη λυσίνη 9 της ιστόνης Η3 (meK9H3) καταλύεται από διαφορετικά ένζυμα 

μεταξύ των οποίων οι Suv39h, G9a, ESET, GLP/EuHMTasel που απαντώνται στον άνθρωπο 

(141). Τα παραπάνω ένζυμα ανήκουν στην κατηγορία των μεθυλοτρανσφερασών λυσινών που 

περιέχουν την περιοχή SET (όπως έχει αναφερθεί σε προηγούμενο κεφάλαιο). Η μεθυλίωση στη 

λυσίνη 9 της Η3 αναστέλλει την τροποποίηση γειτονικών καταλοίπων, όπως την φωσφορυλίωση 

της σερίνης 10 και τη μεθυλίωση της λυσίνης 4, όπως επίσης και την ακετυλίωση στις ιστόνη Η3 

και Η4 in vitro . Αυτό δείχνει ότι η meK9H3 προσιδιάζει στην ετεροχρωματινική, μεταγραφικά 

ανενεργή κατάσταση της χρωματίνης. Επίσης οι πρωτεΐνες Suv39h καθώς και τα κατάλοιπα 

λυσινών που είναι δι-/τρι-μεθυλιωμένα εντοπίζονται κυρίως σε ετεροχρωματινικές εστίες, 

παρόλο που άλλες μεθυλοτρανσφεράσες βρίσκονται στην ευχρωματίνη για να διατηρούν (όπου 

απαιτείται) τα βασικά επίπεδα μεθυλίωσης των ιστονών (141). Έχει δειχθεί ότι η μεθυλίωση της 

Κ9Η3 στη χρωμοσωμική περιοχή ενός ενεργού γονιδίου καταστέλλει την έκφραση του (142), 

ενώ από άλλες μελέτες προκύπτει ότι η meK9H3 είναι συνδεδεμένη με την απο-ακετυλίωση σε 

γειτονικά κατάλοιπα (όπως στη λυσίνη 14 της Η3, (143). Έχει δειχθει ότι η ΗΡ1, μέσω του 

χρωμοτομέα που διαθέτες αναγνωρίζει ειδικά την τριμεθυλιωμένη λυσίνη 9 της ιστόνης Η3, ενώ 

η υποκυτταρική κατανομή της ΗΡ1 εξαρτάται από την ενζυμική δράση της Suv39h (144, 145). 

Επιπλέον, οι ΗΡ1 και Su(Var)3-9 (ομόλογη της Suv39h στη D ro so p h ila ) εξαρτώνται η μια από 

την άλλη για την ετεροχρωματινική τους εντόπιση (146). Το σύμπλοκο ΗΡ1 -meK9H3 έχει 

μελετηθεί με κρυσταλλογραφία ακτινών X και φασματοσκοπία NMR (147, 148). Η παραπάνω 

αλληλεπίδραση δεν είναι ισχυρή, όπως προκύπτει από την Κο της (έχει τιμή της τάξης των μΜ).
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Η κρυσταλλογραφική ανάλυση δείχνει ότι το αμινοτελικό άκρο της Η3 εισέρχεται στην β-πτυχή 

του χρωμοτομέα, συμπληρώνοντας έτσι τη δομή η οποία παρουσιάζει αρχιτεκτονική ‘β- 

σάντουϊτσς’. Η χημική ομάδα του μεθυαλαμμωνίου στη λυσίνη 9 εισχωρεί μεταξύ τριών 

αρωματικών δακτυλίων που εντοπίζονται στα αμινοξέα Υ24, Υ48, W45, που σχηματίζουν ένα 

υδρόφοβο κλωβό, ενώ γειτονικά αμινοξιχά κατάλοιπα του χρωμοτομέα αλληλεπιδρούν με την 

εύκαμπτη δομή του αμινοτελικού άκρου

erf 8-η ρ  1 Υ4δ Ε52

Υ24

Ε23

meK9H31-15

Σ χ ή μ α  JO. Α λ η /χ π ίδ ρ α σ η  μ ε τα ξ ύ  τ ο υ  χ ρ ω μ ο τ ο μ έ α  τ η ς  Η Ρ Ι  κ α ι  τ η ς  λ ικ τ ίν η ς  9  σ τ ο  α μ η 'ο τ ε λ ικ ό  ά κ ρ ο  τι*|ς 
Η 3 . Σ τ ε ρ ε ο δ ιά γ ρ α μ μ α  π ο υ  α ν α π α ρ ισ τ ά  τ η ν  δ ιμ εΟ υ λ ιη η ιενη  (n ie : K 9 . μ ε  κ ίτ ρ ιν ο )  κ α ι  τ η ν  τρ η ιε Ο υ λ ιω μ έ ν η  
(m e? K 9 . μ ε  π ο ρ τ ο κ α λ ί)  λ ο σ ιν η  9  σ το  α μ ιν ο τ ε λ ικ ό  ά κ ρ ο  τ η ς  Η 3  O n e K 9 H 3 1' 1 ) σ ε  σ ύ μ π λ ο κ ο  μ ε  τ η ν  
π ε ρ ιο χ ή  τ ο υ  χ ρ ω μ ο τ ο μ έ α  τ η ς  Η Ρ Ι  iC D ,_8J- H P I .  μ ε  μ π λ ε  κ α ι π ρ ά σ ιν ο , α ν τ ίσ τ ο ιχ α ) . Η  α ν α π α ρ ά σ τ α σ η  τ ω ν  

δ ε σ μ ώ ν  v an  d e r  W a a ls  α ν τ α π ο κ ρ ίν ε τ α ι σ το  σ ύ μ π λ ο κ ο  C D ~ m e*K 9H 3 ( J a c o b s  &  K h o ra sa n iz a d e li .  2 0 0 2 ) .
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της ιστόνης Η3. Η γεωμετρία και αρχιτεκτονική της παραπάνω αλληλεπίδρασης εξηγεί γιατί οι 

μεταλλάξεις σε υδρόφοβα αμινοξέα του χρωμοτομέα της ΗΡ1 (όπως στα Υ24, V26, W45, Υ48) 

δρουν ανασταλτικά. Η συγγένεια της ΗΡ1 για την μεθυλιωμένη λυσίνη 9 της Η3 αυξάνεται όσο 

' αυξάνει ο βαθμός μεθυλίωσης της ιστόνης (149).

Έχει δειχθεί επίσης, ότι η ΗΡ1, συνδέεται μέσω του χρωμοτομέα της με το κεντρικό τμήμα της 

ιστόνης Η3 (150). Σε in v ivo  συνθήκες η σταθερή ενσωμάτωση της ΗΡ1 στη χρωματίνη μπορεί 

να γίνεται σταδιακά: Αρχικά, μπορεί να συνδέεται στην meK9H3 και στη συνέχεια στο

κεντρικό τμήμα της Η3, σταθεροποιούμενη in situ διαμέσου αλληλεπιδράσεων με άλλους 

παράγοντες ή μόρια RNA.

Παρά την απλότητα που έχει ο «ένας-προς-ένα» μηχανισμός σύνδεσης της ΗΡ1 στην 

ετεροχρωματίνη μέσω της meJK.9H3, έχουν προκύψει αρκετά δεδομένα που δείχνουν ότι η 

κατάσταση των πραγμάτων είναι πιο σύνθετη. Για παράδειγμα, η σύνδεση της ΗΡ1 στη me- 

3Κ9-Η3 επηρεάζεται από την παρουσία άλλων μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων και 

ιδιαίτερα από τη φωσφορυλίωση στη σερίνη 10, η οποία έχει ανασταληκό χαρακτήρα. Σε 

πρόσφατες μελέτες έχει δειχθεί όη  κατά τη μίτωση η κινάση Aurora Β φωσφορυλιώνει την 

σερίνη 10 στην Η3 με αποτέλεσμα η ΗΡ1 να αποσυνδέεται από τα μιτωηκά χρωμοσώματα, ενώ 

με την ολοκλήρωση της μίτωσης η φωσφορυλίωση στην σερίνη 10 απαλείφεται και η ΗΡ1 

επανασυνδέεται στην αποσυμπυκνωμένη χρωματίνη . Η αντιστρεπτή αποσύνδεση της ΗΡ1 στα 

μιτωηκά χρωμοσώματα μέσω της διπλής συνδυαστικής τροποποίησης methyl-K9/phospho-S 10 

στην ιστόνη Η3 αποτελεί παράδειγμα ρυθμιστικού μηχανισμού για τη γρήγορη σύνδεση και 

απο σύνδεση της ΗΡ1 στην χρωματίνη. Ο τριπλός συνδυασμός τροποποιήσεων methyl- 

K9/phospho-S10/acetyl-K14 στην ιστόνη Η3 αποτελεί μια ακόμη περίπτωση, όπου η ΗΡ1 

αποσυνδέεται κατά τη μίτωση από τα χρωμοσώματα (151).

1 . 3 . 2  Ο  ρόλος του RNA και της μεθυλίωσης του DNA

Η γονιδιακή καταστολή μέσω παρεμβολής με RNA (RNA interference, (152) είναι γνωστή εδώ 

και αρκετά χρόνια από μελέτες που έχουν γίνει στον οργανισμό C. E legans. Ωστόσο, τελευταίες 

μελέτες έχουν δείξει πιο συγκεκριμένα ό η  τα μικρά παρεμβαλόμενα RNA (siRNA) συμμετέχουν
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στον σχηματισμό ετεροχρωματικών περιοχών. Η δράση του RNAi επιτυγχάνεται με δυο 

διαφορετικούς τρόπους (όπως αναπαρίσταται στο σχήμα 11), που αφορούν τον κατακερματισμό 

του mRNA (μέσω siRNA) και την αναστολή της μεταγραφής (μέσω microRNA), ενώ τελευταία 

προκύπτει και ένας τρίτος που αφορά την μεταβολή της διαμόρφωσης της χρωματίνης (μέσω 

siRNA).

Μελέτες στο σχιζοσακχαρομύκητα S. p o m b e  έχουν δείξει ότι ο σχηματισμός ετεροχρωματίνης

στις κεντρομεριδιακές περιοχές ρυθμίζεται από την παρουσία των siRNAs. Η απαλοιφή

γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες που εμπλέκονται στο μηχανισμό του RNAi, όπως οι dicer

(d c r l ), Argonaute 1 (a g o l ), καθώς και η RNA πολυμεράση που εξαρτάται από RNA (r p d l ),

οδηγεί στην ενεργοποίηση γονιδίων που βρίσκονται σε κεντρομεριδιακές περιοχές και υπό ^

φυσιολογικές συνθήκες είναι κατεσταλμένα (153, 154), Παρόμοιο αποτέλεσμα προκύπτει από

την απαλοιφή των γονιδίων S w i6  (ομόλογο της ΗΡ1) και c lr4  (Η3Κ9 ΗΜΤ) (128, 154), ενώ και

στις δυο περιπτώσεις παρατηρείται απώλεια της μεθυλίωσης στη λυσίνη 9 της ιστόνης Η3. Η

απώλεια της γονιδιακής αποσιώπησης στις κεντρομεριδιακές περιοχές οδηγεί σε λάθος

διαχωρισμό των χρωμοσωμάτων και κυτταρικό θάνατο (129, 155, 156). Παρόμοιες μελέτες στη

D ro so p h ila  έχουν δείξει ότι μετά από την απαλοιφή των γονιδίων au berg in e, p iw i, sp in d le -

EJhom eless (κωδικοποιούν πρωτεΐνες του μηχανισμού RNAi), οδηγεί επίσης σε ενεργοποίηση

γονιδίων που βρίσκονται σε ετεροχρωματινικές περιοχές, ενώ παράλληλα το πρότυπο εντόπισης

της ΗΡ1 μεταβάλλεται και ελλατώνονται τα επίπεδα της μεθυλίωσης στην Κ9-Η3 (157). Σε »»
%

εμβυονικά βλαστικά κύτταρα ποντικού που είναι διπλά μεταλλαγμένα για την Dicer, 

παρατηρείται επίσης ενεργοποίηση κέντρο μεριδιακών γονιδίων, ελλατωμένα επίπεδα 

μεθυλίωσης στην Κ9Η3 και αλλαγή του προτύπου κατανομής των ΗΡΙβ και ΗΡΙγ (158). Πέψη 

με ριβονουκλεάση έχει ως αποτέλεσμα τη μεταβολή του προτύπου κατανομής της ΗΡΙα καθώς 

και του προτύπου meK9H3 (159). Εάν, αφού επιδράσει η νουκλεάση, προστεθεί στη συνέχεια 

ολικό RNA από κύτταρα θηλαστικών η ΗΡΙα επανεντοπίζεται στις ετεροχρωματινικές εστίες, 

αποτέλεσμα που δεν επαναλαμβάνεται όταν χρησιμοποιηθεί βακτηριακό RNA. Η σχέση που 

έχει ο μηχανισμός RNAi με την meK9H3 διευκρινίστηκε όταν απομονώθηκαν 

ριβονουκλεοπρωτεΐνικά σύμπλοκα που εμπλέκονται στο μηχανισμό RNAi, όπως το RTTS 

(RNA-induced transcriptional silencing) που περιέχει τις Ago και Chpl. Το σύμπλοκο RITS 

απαντάται σε ετεροχρωματινι^ές θέσεις στα κεντρομερίδια και τα τελομερίδια και αλληλεπιδρά
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Σ χ ή μ α  11 Μ η χ α ν ισ μ ό ς  ό ρ α σ η ς  τ ο υ  R N A i. Η  ρ ιβ ο ν ο υ κ λ ε ά σ η  D ic e r  α π ο κ ό π τ ε ι  τα  π ρ ό δ ρ ο μ α  δίκλίΟλ'α R N A  
κ α ι  m iR N A . ώ σ τ ε  \·α  π α ρ α χΒ ο ό ν  τα  δ ίκ λ ω ν α  s iR N A  κ α ι  m iR N A  μ ό ρ ια . Ο  έ \·ας ε κ  Trov δ υ ο  κ λ ώ ν ω ν  τω ν  
s iR N A  κ α ι m iR N A  σ υ ν δ έ ε τ α ι μ ε  το  π ο λ υ π ρ ω τ ε ιν ικ ό  σ ύ μ π λ ο κ ο  R IS C  (R N A -in d u c e d  s ile n c in g  c o m p le x ) , 
ώ σ τ ε  ν α  υ β ρ ιδ ο π ο ιη θ ε ί  α π ό λ υ τ α  σ το  μ ό ρ ιο -σ τ ό χ ο ς  R N A  κ α ι κ α τ α κ ε ρ μ α τ ισ μ ό  το υ  R N A  σ τ ό χ ο υ  ή  ν α  
υ β ρ ιδ ο π ο ιη θ ε ί  μ ε ρ ικ ώ ς  κ α ι  \·α « ν α σ τ α λ λ ε ί  η  μ ε τ α γ ρ α φ ή , α ν τ ίσ τ ο ιχ α  (L o d is h  e t  a l ..  M o le c u la r  C e ll  B io lo g y ).

με την meK9H3. Η παραπάνω σύνδεση φαίνεται να διαμεσολαβείται από το χρωμοτομέα της 

Chpl (160). Η μεθυλίωση των βάσεων κυτοσίνης στο μόριο του DNA είναι μια επιγενετική 

τροποποίηση, η οποία απαντάται στις ετεροχρωματινικές εστίες. Η διατήρηση της μεθυλίωσης 

του DNA επιτυγχάνεται μέσω της DNMT1, η οποία αλληλεπιδρά με *ημι-μεθυλιωμένο’ DNA 

(161), καθώς και με τη μηχανή της αντιγραφής. Στις παραπάνω ετεροχρωματινικές περιοχές, 

εκτός από τη μεθυλίωση διατηρείται και η κατάσταση γονιδιακής αποσιώπησης. Αυτό 

επιτυγχάνεται μέσω παραγόντων, όπως οι MeCP2, MBD1, -2, -3, -4 που αναγνωρίζουν 

αλληλουχίες CPG (δινουκλεοτίδια γουανίνης και μεθυλιωμένης κυτοσίνης) και στρατολογούν 

πρωτεΐνες όπως η ΗΡ1 και ειδικές HMTs (162). Τα παραπάνω ένζυμα αλληλεπιδρούν επίσης με 

παράγοντες αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης και απο-ακετυλάσες των ιστονών, ώστε να
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«αναγεννηθεί» μετά την αντιγραφή η ετεροχρωματίνη (163). Επιπλέον δεδομένα που δείχνουν 

ότι η γονιδιακή αποσιώπηση συνδέεται με την αντιγραφή του DNA προκύπτουν από την 

αλληλεπίδραση και τη συνεντόπιση της MBD1 και του CAF1 (164). 'Οταν υπερακφραστεί η 

καρβοξυτελική περιοχή της υπομονάδας ρ150, παρατηρείται αλλαγή του προτύπου εντόπισης 

για τις MBD1 και του ολο-συμπλόκου CAF, ενώ η εντόπιση των MeCP2 και ΗΡ1 α δεν αλλάζει. 

Ακόμη, έχει δειχθεί ότι οι DNMT1 και DNMT3a αλληλεπιδρούν με τις SUV39H1 και ΗΡΙβ 

(165), ενώ κύτταρα όπου απαλείφεται το γονίδιο Suv39h , εμφανίζουν διαφορετικό πρότυπο 

κατανομής για την DNMT3b και τη μεθυλίωση του DNA (166). Αυτό υποδηλώνει ότι η 

μεθυλίωση του DNA συνδέεται άμεσα με την meK9H3 και τον σχηματισμό ετεροχρωματινικών 

περιοχών μέσω των πρωτεϊνών ΗΡ1. Αυτό μπορεί να εξυπηρετεί την ταχεία μετάβαση στην 1 

ετεροχρωμαπνική κατάσταση, αμέσως μετά την αντιγραφή.

4 %

I
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ΙΑ Σκοπός της παρούσας μελέτης

Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι να διερευνηθούν οι αλληλεπιδράσεις της ΗΡ1 με τη 

χρωματίνη σε διαφορετικά επίπεδα πολυπλοκότητας. Σε in v itro  δοκιμές χρησιμοποιήσαμε 

ανασυνδυασμένες ιστόνες, ώστε να διερευνήσουμε τις αλληλεπιδράσεις ΗΡ1 -χρωματίνης 

ανεξάρτητα από την παρουσία άλλων παραγόντων και από τη φυσική κατάσταση της 

χρωματίνης, ενώ εναλλακτικά χρησιμοποιήσαμε χρωματινικά παρασκευάσματα προερχόμενα 

από διαφορετικές πηγές και στάδια του κυτταρικού κύκλου για να διερευνήσουμε αν οι 

παραπάνω αλληλεπιδράσεις επηρεάζονται από τη φυσική κατάσταση της χρωματίνης και τις 

επιγενετικές τροποποιήσεις των ιστονών. Παράλληλα με την in v itro  προσέγγιση 

πραγματοποιήσαμε in v ivo  δοκιμές σε κύτταρα σταθερών κυτταρικών σειρών που προέρχονται 

από διαφορετικά είδη (κανονικές και γενετικά τροποποιημένες) και σε εμβρυονικά βλαστικά 

κύτταρα (αδιαφοροποίητα και διαφοροποιημένα) που αναπτύσσονται σε κανονικές συνθήκες ή 

παρουσία φαρμακολογικών παραγόντων, ώστε να διερευνήσουμε το πρότυπο της υποκυτταρικής 

κατανομής και τον μηχανισμού ενσωμάτωσης των ΗΡ1 πρωτεϊνών στην χρωματίνη και την 

μεταβολή τους ανάλογα με το κυτταρικό περιβάλλον, τον κυτταρικό κύκλο, τη μεταβολική 

κατάσταση και το αναπτυξιακό δυναμικό.



·>·

2. Υλικά και Μέθοδοι

2 . 1  Αντισώιιατα που γοησιιιοποιιιθτικαν στην παρούσα μελέτη

Τα αντισώματα έναντι της διμεθυλιωμένης λυσίνης 4 της ιστόνης 3, της ακετυλιωμένης λυσίνης 

14 της ιστόνης 3, της τριμεθυλιωμένης λυσίνης 27 της ιστόνης 3, του SNF2 (μέρος του 

συμπλόκου αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης) αγοράστηκαν από την U psta te  B io tech n ology, 

Inc. {Lake P lacid , N Y). Αντίσωμα που αναγωνρίζει τη BrdU αγοράστηκε από την R och e. Τα 

αντισώματα έναντι της τρι-μεθυλιωμένης λυσίνης 9 της ιστόνης Η3 (Cowell et al., 2002), της 

ΗΡΙβ (Wreggett et al., 1994) και της ΗΡΙγ (Horsley et al., 1996) έχουν περιγραφεί To 

πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι της ΗΡΙα προέρχεται από τον Μ235 ανπ-ορρό κουνελιού και 

καθαρίστηκε με χρωματογραφία συγγένειας σε στήλη Affigel 10/15.

Ποωτσνενή Αντισώιιατα Ξενιστής Πολυκλωνικό/ Μονοκλωνικό

SNF2 Ποντίκι Μ

Nucleoplasmin (B23) Κουνέλι Π

ΗΡΙα Κουνέλι Π

M31 (ΗΡΙβ) Αρουραίος Μ

M32 (ΗΡΙγ) Αρουραίος Μ

3meK27-H3 Κουνέλι Π

2meK4-H3 Κουνέλι Π

3meK9-H3 Κουνέλι Π

acK14-H3 Κουνέλι Π

3meK20-H4 Κουνέλι Π

CREST Ανθρώπινος αυτοάνοσος ορρός Π

BrdU Ποντίκι Μ

Τα δευτερογενή αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν είνα ι:

A) Goat anti-rabbit / donkey anti-rat, IgG 488 [απορρόφηση (Abs): 495 nm, εκπομπή (Em): 519 

nm] ^
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Β) Goat anti-rabbit / donkey anti-rat, IgG 568 [απορρόφηση (Abs): 578 nm, εκπομπή (Em): 603 

nm]

s με το φθοριόχρωμα AJexa Fluor, από την εταιρία M o le c u la r  P ro b es  (Eugene, OR).

2 . 2  Πλασιιιδιακοί oopcic

Οι πλασμιδιακές κατασκευές που χιρησιμοποιήθηκαν σε αυτή την μελέτη είναι οι εξής:

Όνομα κατασκευής Φορέας Ένθειια
πιΗΡΙβ-GST pGEXl Mouse ΗΡΙβ (residues 1-185)

hnHPla-GFP pBCHGN Human HP Ια (residues 1-191)

hnHPlp-GFP pBCHGN Human ΗΡΙβ (residues 1-185)

hnHPW-GFP pBCHGN Human ΗΡΙγ (residues 1 -183)

CD-GFP pEGFP-Cl Human ΗΡΙβ (residues 1-70)

ACD-GFP pEGFP-Cl Human ΗΡΙβ (residues 69-185)

GST pGAT2

H3 pET-3a Xenopus H3

H4 pET-3a Xenopus H4

CD39mutant-GFP pCDNA3 Human CD39 mutant (αντικατάσταση του εξωκυτταρικού 
τμήματος της CD39 με GFP, κατασκευή Σ. Χρίστοφορίδης)

Rab7-GFP pEGFP-Cl Canine Rab7

2 . 3  Bioyhiukec Μ έθοδοι

2 . 3 . 1  Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών - Χρώση πηκτής πολυακρυλαμτδίου

Οι πρωτεΐνες αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαμιδίου 

12.5% (SDS-PAGE), σε ασυνεχή συστήματα ρυθμισπκών διαλυμάτων, υπό αναγωγικές 

συνθήκες (167). Τα διαλύματα και τα χημικά που χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή της
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πηκτής είναι: 30% διάλυμα ακρυλαμίδης/bis-ακρυλαμίδης, SDS (sodium dodecylsulphate), Tris- 

Base, APS (ammonium persulfate) και TEMED (n, n, n', n'-tetrame-thylethylenodiamine, BIO­

RAD) καθώς και γλυκίνη. Πριν την ηλεκτροφόρηση. διαλύονται οι πρωτεΐνες σε Laemmli 

buffer, το οποίο παρασκευάζεται 4 φορές συγκεντρωμένο σε σχέση με την τελική συγκέντρωση 

που χρησιμοποιείται. To Laenunli buffer έχει τη σύσταση: 250 mM Tris-HCI (pH 7). 9 2% SDS. 

40% γλυκερόλη, 0.2% (βάρος κατ’ όγκο) μπλε της βρωμοφαινόλης και 100 mM δι-θειο- 

θρεϊτόλη (DTT). Κατόπιν οι πρωτεΐνες θερμαίνονται για 5 λεπτά στους 95 °C προκειμένου να 

αναχθούν. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε διάλυμα που περιέχει 192 mM γλυκίνη, 25 

mM Tris base, 0.1% SDS, σε ένταση ρεύματος 45mA, μέγιστη ισχύ και τάση με διάρκεια 3-4 

- ώρες. Χρησιμοποιούνται δείκτες μοριακού βάρους (BIO-RAD) που περιέχουν τις εξής 

πρωτεΐνες: μυοσίνη (250 kDa), β-γαλακτοσιδάση (115 kDa), φωσφορυλάση Β (97 kDa), 

αλβουμίνη ορού βοός (69 kDa), ωαλβουμίνη (46 kDa), καρβονική ανυδράση (30 kDa) και 

λυσοζύμη (14.3 kDa). Πραγματοποιείται χρώση των πηκτών πολυακρυλαμιδίου με Coomassie 

Blue G250. Μετά την ηλεκτροφόρηση, εμβαπτίζεται η πηκτή σε διάλυμα χρωστικής (50% 

μεθανόλη, 12% οξικό οξύ, 38% νερό, 0.1% βάρος κατ’ όγκο Coomasie Blue G250) υπό 

ανάδευση για ελάχιστο χρονικό διάστημα μιας ώρας, για χρώση και μονιμοποίηση των 

πρωτεϊνών. Στη συνέχεια, απομακρύνουμε το διάλυμα της χρωστικής και εμβαπτίζουμε την 

πηκτή σε διάλυμα 10% μεθανόλης-10% οξικού οξέως ή 50% μεθανόλης-10% οξικού οξέως σε 

νερό.

2 . 3 . 2  Μέτρηση της συγκέντρωσης πρωτεϊνών

Καθορίζεται η πρωτεϊνική συγκέντρωση με τη χρωματομετρική μέθοδο Bradford 

χρησιμοποιώντας αντιδραστήριο της εταιρίας BIORAD. Η αρχή της μεθόδου (168) στηρίζεται 

στο σχηματισμό συμπλόκου των πρωτεϊνών με τη χρωστική Coomassie Blue και μετράμε την 

απορρόφηση του φωτός από το σύμπλοκο αυτό σε μήκος κύματος 595 nm. Για τη δημιουργία 

της πρότυπης καμπύλης χρησΐ|ΐοποιείται αλβουμίνη ορρού βοός (BSA, Sigma). Η ευαισθησία 

της μεθόδου κυμαίνεται από 1-15mg πρωτεΐνης ανά ml.
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2 . 3 . 3  Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών κατά W estern (W estern Blot)

Η ανίχνευση πρωτεϊνών με την τεχνική της ανοσοαποτύπωσης κατά Western γίνεται σύμφωνα 

με καθιερωμένα πρωτόκολλα (169, 170). Οι πρωτεΐνες που πρόκειται να ανιχνευθούν 

διαχωρίζονται με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου και μεταφέρονται σε φίλτρο 

νίτρο κυτταρίνης (Protran, 0.45 mm) εφαρμόζοντας ηλεκτρικό πεδίο τάσης 35V, για 3 ώρες Η 

μεταφορά πραγρατοποιείται σε ρυθμιστικό διάλυμα που περιέχει 192mM γλυκίνη, 25mM Tris 

base, 0.1% SDS και 20% μεθανόλη. Το φίλτρο νιτροκυτταρίνης επωάζεται σε διάλυμα έκπλυσης 

(20mM Tris HC1 pH 7.4, 0.9% β/ο NaCl και 0.1% Tween 20) για 15 λεπτά και έπειτα ολονύχτια 

σε θερμοκρασία δωματίου με διάλυμα έκπλυσης που περιέχει 1% FSG (ζελατίνη δέρματος 

ψαριού) (διάλυμα blocking) υπό ανάδευση σε πλατφόρμα ώστε να αποφευχθεί η σύνδεση των 

αντισωμάτων σε μη ειδικές θέσεις. Κατόπιν, το φίλτρο νιτροκυτταρίνης επωάζεται με το 

πρωτεύον αντισώματα κατάλληλα αραιωμένο (σε blocking) για 3 ώρες σε θερμοκρασία 

δωματίου και εκπλένονται οι μεμβράνες με blocking για 10 λεπτά επί 4 φορές υπό ανάδευση για 

να απομακρυνθεί το μη δεσμευμένο αντίσωμα. Επωάζουμε με το δεύτερεύον αντίσωμα (το 

οποίο είναι συζευγμένο με αλκαλική φωσφατάση) για μία ώρα κατάλληλα αραιωμένο (σε 

blocking), εκπλένουμε με blocking buffer για 5 λεπτά επί 3 φορές και με διάλυμα έκπλυσης για 

5 λεπτά επί 3 φορές. Εμφανίζουμε το σήμα της ανοσοαποτύπωσης με το ECL-KIT (Amersham) 

σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή.

2 . 3 . 4  Συγκατακρήμνιση πρωτεϊνών με σφαιρίδια γλουταθειόνης-αγαρόζης 

(pull-down)

Επωάζεται για 30 λεπτά σε περιστρεφόμενη πλατφόρμα και θερμοκρασία δωματίου την 

πρωτεΐνη που μας ενδιαφέρει (5-30 pg περίπου) παρουσία 1% FSG και σφαιριδίων 

γλουταθειόνης-αγαρόζης που προηγουμένως εξισορροπούνται σε διάλυμας δοκιμής (150 mM 

NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7.4, 2 mM MgCl2, 0.1 mM EGTA, 10% σακχαρόζη, 1% Triton X-
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100, 1 mM PMSF). Στη συνέχεια, τα σφαιρίδια εκπλένονται 3 φορές με διάλυμα δοκιμής και 1 

φορά με διάλυμα δοκιμής στη κατάλληλη αλατότητα (300/600/750 mM), με σύντομες 

ενδιάμεσες φυγοκεντρήσεις σε φυγόκεντρο τύπου Eppendorf. Η πρωτεΐνη επωάζεται με το 

κατάλληλο εκχύλισμα για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου σε περιστρεφόμενη πλατφόρμα. Τα 

σφαιρίδια εκπλένονται 6 φορές με το διάλυμα δοκιμής στην κατάλληλη αλατότητα (300/600/750 

mM), και 1 φορά με ισοτονικό διάλυμα δοκιμής απουσία Triton Χ-100. Στην τελευταία έκπλυση 

αφαιρείται το υπερκείμενο, προστίθενται 40 μΐ διαλύματος Laemmli, θερμαίνονται τα δείγματα 

στους 95 °C για 5 λεπτά και αναλύεται το υπερκείμενο υγρό με ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE).

2 . 3 . 5  Πειράματα πέψης πρωτεϊνών με την χρήση του ένζυμου θρυψίνη

Σε ένα τυπυτό πείραμα χρησιμοποιούνται 40 μΐ σφαιριδίων αγαρόζης διασυνδεδεμένων με το 

ένζυμο θρυψίνη (19.5 units /ml, Sigma). Εκπλένουνται τα σφαιρίδια τρεις φορές με παγωμένο 

PBS lx  με σύντομες ενδιάμεσες φυγοκεντρήσεις σε φυγόκεντρο τύπου Eppendorf. Στη συνέχεια 

επωάζονται 150 pgr/ml πρωτεΐνης σε διάλυμα 10 mM Tris-HCl pH 7.4 με τα σφαιρίδια για 0, 2, 

5, 10 και 20 λεπτά στους 4 °C σε κινούμενη πλατφόρμα. Η πέψη τερματίζεαται με προσθήκη 

αναστολέων των πρωτεασών (100 μgr/ml απροτινίνη, λευπεπτίνη, πεπστατίνη, αντιπαΐνη, 200 

pgr/ml αναστολέα της θρυψίνης). Τα δείγματα φυγοκεντρούνται για 15 λεπτά στις 13000 σ.α.λ. 

(10000g) στους 4 °C. Διατηρείται το υπερκείμενο για άμεση χρήση.

2 . 3 . 6  Ανάλυση εκχυλισμάτων με βαθμΐδωση σακχαρόζης

Τα πυρηνικά εκχυλίσματα αναλύονται σε βαθμίδωση σακχαρόζης 10-30%. Στον πυθμένα 

φυγοκεντρικού σωληνάριου τοποθετείται ένα στρώμα 300μ1 διαλύματος ίδιας σύστασης με αυτό 

που χρησιμοποιήθηκε για την παρασκευή των πυρηνικών εκχυλισμάτων (διάλυμα δοκιμής) με 

περιεκτικότητα σακχαρόζης 30%. Χρησιμοποιείται συσκευή βαθμιδοποίησης και κατάλληλη 

διάταξη για την εναποθέση διαλύματος (διάλυμα δοκιμής) του οποίου η συγκέντρωση σε 

σακχαρόζη ελαττώνεται προοδευτικά από 30 σε 10 %. Εναποτίθεται το πυρηνικό εκχύλισμα και
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φυγοκεντρούμε για 18 ώρες, στους 4 °C, στην κεφαλή SW41 Τΐ. Τερματίζουμε την 

φυγοκέντρηση χωρίς την χρήση φρένου (no brake) για να μη διαταραχθεί η βαθμίδωση και

συλλέγουμε κλάσματα των 500 μΐ με κλασματοσυλλέκτη, τα οποία αναλύουμε με
ι

ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE).

2 . 4  Π«ρασκευαστικέ€ ιιέθοδοι

2 . 4 . 1  Απομόνωση πυρήνων από ερυθροκύτταρα γαλοπούλας

Η απομόνωση πυρήνων από ερυθροκύτταρα γαλοπούλας γίνεται σύμφωνα με το τροποποιημένο 

πρωτόκολλο των Georgatos and Blobel (171). Λαμβάνονται περίπου 40ml αίμα γαλοπούλας. 

Αραιώνουμε το αίμα 1:3 σε PBS lx-2 mM EDTA ώστε να παρεμποδιστεί η πήξη. Όλοι οι 

χειρισμοί γίνονται στον πάγο. Το αίμα φυγοκεντρείται για 5 λεπτά στις 3.000 σ.α.λ. (στροφές 

ανά λεπτό) (l.OOOg) σε επιτραπέζια φυγόκεντρο και αφαιρείται το υπερκείμενο υγρό που 

αντιστοιχεί στο πλάσμα. Με τον ίδιο τρόπο εκπλένονται 3 φορές τα ερυθροκύτταρα με κρύο 

PBS lx. Μετά την τελευταία φυγοκέντρηση αφαιρείται το υπερκείμενο, αραιώνονται τα 

ερυθροκύτταρα σε 10 όγκους διαλύματος λύσης (5mM Na^PO^ 2mM MgCh, ImM DTT, 

1.3mM PMSF) και τα επωάζονται για 10 λεπτά στον πάγο υπό συνεχή ανάδευση. 

Φυγοκεντρούνται τα λυμένα ερυθροκύτταρα για 1.5 λεπτά (σε κεφαλή SS-34 και φυγόκεντρο 

τύπου Sorvall) στις 10.000 σ.α.λ.. Το ίζημα της φυγοκέντρησης (που αντιπροσωπεύει τις 

μεμβρανοσκελετικές δομές των ερυθροκυττάρων) επαναδιαλύεται σε διάλυμα λύσης και με 

χρήση υπέρηχων επιτυγχάνουμε περαιτέρω τεμαχισμό και απομάκρυνση των πλασματικών 

μεμβρανών. Το υλικό φυγοκεντρείται σε επιτραπέζια φυγόκεντρο για 10 λεπτά στις 3000 σ.α.λ. 

(1000g) και οι πυρήνες παραλαμβάνονται στο ίζημα, ενώ οι πλασματικές μεμβράνες στο 

υπερκείμενο υγρό. Οι πυρήνες επαναδιαλύονται σε διάλυμα λύσης σε αναλογία 1:5 και στη 

συνέχεια μεταφέρονται δυο φορές με πίεση διαμέσου βελόνας No 22 (22 gauge) κεκαμένης σε 2 

σημεία. Προστίθενται ίσος όγκος διαλύματος λύσης και ακολουθεί φυγοκέντριση σε επιτραπέζια 

φυγόκεντρο για 10 λεπτά στις 3000 σ.α.λ. (1000g). Το ίζημα αντιπροσωπεύει τους
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τεμαχισμένους πυρήνες των ερυθρό κυττάρων γαλοπούλας και το διατηρείται στους -80 °C, αφού 

παγώσει ακαριαία σε υγρό άζωτο.

2 . 4 . 2  Παρασκευή πυρηνικών φακέλων από πυρήνες ερυθροκυττάρων 

γαλοπούλας

Α . Με χρήση του ένζυμου δεοξυριβονουκλεάση I (DNasel)

Οι πυρήνες των ερυθροκυττάρων επαναδιαλύονται σε 10ml διαλύματος DNase I (lOmM 

NaP04, 2mM MgC12, 10% σακχαρόζη, lmM DTT, 1.3mM PMSF, 2pg/ml αναστολείς 

πρωτεασών), προσθέτουμε O.lmg/ml DNase I και επωάζουμε σε κινούμενη πλατφόρμα για 15 

λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί φυγοκέντριση για 10 λεπτά στις 10000 σ.α,λ. ώστε 

να απομακρύνουμε το DNA μαζί με την υδατική φάση και επαναλαμβάνουμε δυο φορές την 

παραπάνω διαδικασία. Το μεμβρανικό ίζημα (το οποίο αποτελούν οι πυρηνικοί φάκελοι) 

εκπλένεται με παγωμένο νερό, το οποίο απομακρύνει τις συνδετικού τύπου ιστόνες, 

φυγοκεντρείται για 30 λεπτά σε φυγόκεντρο Eppendorf στα 12000g στους 4 °C και διατηρείται 

το ίζημα στο τέλος της φυγοκέντριση ς.

Β. Με χρήση του ένζυμου μικροκοκκική νουκλεάση MNase

Οι πυρήνες των ερυθροκυττάρων επαναδιαλύονται σε διάλυμα που περιέχει 20 mM Hepes- 

KOH pH 7.4, 5 mM MgCl2, 1 mM CaClz, 0.025% Triton X -100 ,1 mM DTT, 1 mM PMSF, ανα­

στολείς πρωτεασών και 1,500 units/ml pellet (ή 1101 units MNase / 30 ml αίματος γαλοπούλας). 

Ακολουθεί επώαση για 10 λεπτά στους 37 °C, η αντίδραση τερματίζεται με προσθήκη 2 mM 

EDTA και ακολουθεί επώαση στον πάγο για 10 λεπτά. Φυγοκεντρούμε για δέκα λεπτά στα 

13,000 g, 4 °C. Ακολουθεί συλλογή του υπερκείμενου και επαναδιαλύεται το μεμβρανικό ίζημα 

σε παγωμένο διάλυμα 2 mM EDTA pH 7.5 και ακολουθεί φυγοκέντριση. Συλλέγουμε το 

υπερκείμενο και εκχυλίζουμε το  μεμβρανικό ίζημα όπως περιγράφεται παρακάτω (2.4.3).
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2.4.3  Π α ρ α σ κευ ή  κ υ ττα ρ ικ ώ ν  κ α ι π υ ρ η ν ικ ώ ν  εκχυλισμάτω ν

' Τα εκχυλίσματα από τους πυρηνικούς φακέλους γαλοπούλας παρασκεύζονται με προσεκτική 

επαναδιάλυση των φακέλων σε διάλυμα που περιέχει 300 ή 600 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 

7.4, 2 mM MgCh, 0.1 mM EGTA, 250 mM σακχαρόζη, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, αναστολείς 

πρωτεασών, παρουσία ή απουσία 1% Triton Χ-100 κατά περίπτωση. Ακολουθεί φυγοκέντριση 

στα 200-350,000 g για 30 λεπτά στους 4 °C. Χρησιμοποιούνται αμέσως τα διαλυτά εκχυλίσματα 

ή υποβάλλονται σε περαιτέρω κλασμάτωση σε 5-20% διαβάθμιση σακχαρόζης με ολονύκτια 

φυγοκέντρηση στα 100,000 g, στους 4 °C.

2 . 4 . 4  Παρασκευή εκχυλισμάτων από κύτταρα HeLa ή C127 που βρίσκονται 

στο όριο G1/S φάσης

Συλλέγονται κύτταρα HeLa συγχρονισμένα στο όριο G1/S φάσης με χρήση θρυψίνης, 

εκπλένονται 3 φορές με ισοτονικό διάλυμα που περιέχει 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 

7.4, 2 mM MgCL, 1 mM PMSF και επαναδιαλύονται σε διάλυμα 150 mM NaCl, 20 mM Tris- 

HCl pH 7.4, 2 mM MgCL, 1 mM CaCh, 250 mM σακχαρόζη, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 2 

pg/ml αναστολείς πρωτεασών, 0.25% Triton Χ-100 παρουσία MNase όπως περιγράφεται στο 

τμήμα 2.4.2A & Β.

2 . 4 . 5  Παραγωγή ανασυνδυασμένων χιμαιρικώ ν GST πρωτεϊνών

Παράγονται και απομονώνονται χιμαιρικές GST πρωτεΐνες σύμφωνα με την μέθοδο των Smith 

& Johnson (1988). Αραιώνεται βακτηριακή καλλιέργεια BL21(DE3) σε οπτική πυκνότητα 

(Optical Density) O.D.«0.1 και αφήνεται να αναπτυχθεί έως O.D.«0.6 στους 37 °C. Επάγεται η 

παραγωγή της πρωτεΐνης με προσθήκη 0.2 mM IPTG (ισοπροπυλ-β-ϋ-θειογαλακτοπυ- 

ρανοσίδιο), στους 37 °C για 3 ώρες. Η καλλιέργεια φυγοκεντρείται για 15 λεπτά, στις 5000
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σ.α.λ. (3000g) στους 4 °C σε φυγόκεντρο τύπου Sorvall και επαναδιαλύεται το βακτηριακό 

ίζημα σε διάλυμα PBS 1χ, 10 mM μερκαπτοαιθανόλη, 1.3 mM PMSF (φαινυλο-μεθυλο- 

σουλφονυλο-φλουορίδιο). Ακολουθεί σύντομη έκθεση σε υπερήχους. Προστίθενται Triton X- 

100 σε τελική συγκέντρωση 1 % και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 26000 σ.α.λ. (15000g) για 45 

λεπτά, στους 4 °C στην κεφαλή SW27, Beckman. Ακολουθεί συλλογή της υγρής φάσης και 

επώαση με 500 μΐ σφαιρίδια γλουταθετόνης-αγαρόζης, που έχουν εξισορροπηθεί με το 

παραπάνω διάλυμα, για 1 ώρα στους 4 °C υπό συνεχή ανάδευση. Κατόπιν τα σφαιρίδια 

εκπλένονται με το ίδιο διάλυμα, στη συνέχεια με διάλυμα PBS lx  και 1 mM PMSF και 

ακολουθεί έκλουση της πρωτεΐνης (10 mM ανηγμένης γλουταθειόνης, 50 mM Tris-HCl pH 8.0). 

Οι πρωτεΐνες φυγοκεντρούνται στην Eppendorf στα 12,000g στους 4 °C, ώστε να 

απομακρυνθούν τυχόν συσσωματώματα. Οι πρωτεΐνες υποβάλλονται σε διαπίδυση στο 

κατάλληλο διάλυμα ανάλογα με την δοκιμή που εφαρμόζεται.

2 . 4 . 6  Παραγωγή ανασυνδυασμένων χιμαιρικώ ν His πρωτεϊνών

Αραιώνεται βακτηριακή καλλιέργεια BL21(DE3) σε O.D«0.1 και αφήνεται να αναπτυχθεί έως 

O.D~0.6 στους 37 °C. Η παραγωγή της πρωτεΐνης επάγεται χρησιμοποιώντας 0.2 mM IPTG, 

στους 37 °C για 3 ώρες. Ακολουθεί φυγοκέντρηση της καλλιέργειας για 15 λεπτά, στις 5000 

σ.α.λ. (3000g), στους 4 °C, σε φυγόκεντρο τύπου Sorvall, το βακτηριακό ίζημα επαναδιαλύεται 

σε διάλυμα λύσης (50mM Tris-HCl pH 7.3, 0.1 mM EGTA, 1 mM PMSF, 10 mM 

μερκαπτοαιθανόλη, 2 pg/ml αναστολείς πρωτεασών, 1.25 mg/ml λυσοζύμη) και επωάζεται σε 

κινούμενη πλατφόρμα για 1 ώρα στους 4 °C. Με υπέρηχους διασπώνται τα βακτηριακά 

τοιχώματα, προστίθενται 1 mM Triton Χ-100, 2 mM MgC^ και 20 pg/ml DNase I και 

ακολουθεί επώαση σε κινούμενη πλατφόρμα για 15 λεπτά στους 4 °C. Φυγοκεντρείται το υλικό 

για 15 λεπτά στις 10000 σ.α,λ. (7000g), συλλέγεται η υγρή φάση, αραιώνεται 1:1 με διάλυμα 

λύσης χωρίς μερκαπτοαιθανόλη, λυσοζύμη και EGTA, προστίθενται 5 mM ιμιδαζόλη και 

ακολουθεί επώαση με 600μΐ σφαιριδίων νικελίου (που εκπλένονται με νερό και εξισορροπούνται 

με διάλυμα λύσης 5 mM ιμιδάζολη) σε περιστρεφόμενη πλατφόρμα για 1 ώρα στους 4 °C. Μετά
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την επώαση εκπλένονται τα σφαιρίδια νικελίου με 300 ml διαλύματος λύσης, 20 mM ιμιδαζόλη

και εκλούεται η πρωτεΐνη με διάλυμα λύσης, 500 mM ιμιδαζόλη.
>

*

2 . 4 . 7  Παραγωγή ανασυνδυασμένης ιστόνης 3 (Η3) και ιστόνης 4 (Η4)

Αραιώνεται βακτηριακή καλλιέργεια BL21(DE3) σε O.D«0.1 και αφήνεται να αναπτυχθεί έως 

O.DwO.6 στους 37 °C. Επάγεται η παραγωγή της πρωτεΐνης χρησιμοποιώντας 0.2 mM IPTG, 

στους 37 °C για 3 ώρες. Φυγοκεντρείται η καλλιέργεια για 15 λεπτά, στις 5000 σ.α,λ. (3000g), 

στους 4 °C, σε φυγόκεντρο τύπου Sorvall, επαναδιαλύεται το βακτηριακό ίζημα σε διάλυμα 

λύσης (7 Μ Guanidinium-HCl, 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM DTT, 1 mM PMSF) και 

επωάζεται υπό ανάδευση για 30 λεπτά, σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί χρήση υπέρηχων 

για να διαλυτοποιήθουν τυχόν συσσωματώματα και κατόπιν φυγοκεντρούμε στις 26000 σ.α,λ. 

(15000g) για 40 λεπτά, στους 20 °C στην κεφαλή SW27, Beckman. Συλλέγεται η υγρή φάση, 

προστίθενται 10 όγκοι διαλύματος SAU-0 (7 Μ ουρία, 20 mM οξικό νάτριο pH 5.2, 5 mM β* 

μερκαπτοαιθανόλη, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF) και ακολουθεί επώαση με 5 ml σφαιρίδια SP- 

sepharose (που έχουν εξισορροπηθεί την προηγούμενη μέρα) για μια ώρα σε θερμοκρασία 

δωματίου. Κατόπιν μεταφέρονται τα σφαιρίδια σε χρωματογραφική στήλη και εκ πλένεται με 

100 ml διαλύματος SAU-0. Εκλούεται η πρωτεΐνη με 15 ml διαλύματος SAU-0, 400 mM NaCl, 

συλλέγονται κλασματα του 1 ml τα οποία αναλύονται με ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE. 

Εξισσοροπούνται τα σφαιρίδια SP-sepharose εκπλένοντας δυο φορές με 100 ml 1 Μ οξικού 

νατρίου pH 5.2, μια φορά με 100 ml 100 mM οξικού νατρίου pH 5.2, δυο φορές με 100 ml 20 

mM οξικού νατρίου pH 5.2. Στη συνέχεια ακολουθεί ολονύκτια επώαση με 100 ml διαλύματος 7 

Μ ουρία, 1 mM EDTA, 20 mM οξικό νάτριο pH 5.2.

2 . 4 . 8  Απομόνωση DNA από καλλιέργειες μεγάλης κλίμακας.

Απομονώνεται DNA από καλλιέργειες μεσαίας και μεγάλης κλίμακας με χρήση στήλης 

QIAGEN και σύμφωνα με το εγχειρίδιο της εταιρείας.
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2.4.9 Μ ετασχηματισμός β α κ τη ρ ίω ν  με τη  μέθοδο του  θερμ ικ ο ύ  “ σοκ” .

Τοποθετούνται ΙΟΟλ βακτηρίων σε σωλήνα των 15ml

Προστίθενται 0.5 pg καθαρού πλασμιδίου ή ΙΟλ αντίδραση συγκόλλησης

Τοποθετούνται στον πάγο για 30 λεπτά

Θερμαίνονται στους 42 °0 για 45 δευτερόλεπτα

Τοποθετούνται για 2 λεπτά σε πάγο

Προστίθενται 900λ LB

Επωάζονται για 1 ώρα στους 37 °C στις 225 στροφές

Επιστρώνονται σε πιάτο LB+Amp και επωάζουμε ολονύκτια στους 37°C

2.5 Μέθοδοι καλλιέργειας κυττάρων

2 . 5 . 1  Καλλιέργεια κυτταρικών σειρών

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα HeLa (καρκινικά κύτταρα τραχήλου της 

μήτρας από άνθρωπο), C127I (καρκινικά κύτταρα από ποντικό), MDCKH (κύτταρα νεφρού από 

σκύλο), NRK (επιθηλιακά φυσιολογικά κύτταρα νεφρού από αρουραιο), MCF7 (καρκινικά 

κύτταρα από άνθρωπο), 3Τ3 (εμβρυϊκοί ινοβλάστες από ποντικό), εμβρυονικά βλαστικά 

κύτταρα ποντικού (mouse Embryonic Stem cells) σε αδιαφοροποίητη (παρουσία του παράγοντα 

λευχαιμικής αναστολής, Leucemia Inhibitory Factor στο θρεπτικό υλικό) ή διαφοροποιημένη 

(απομακρύνοντας τον παράγοντα LIF από το θρεπτικό υλικό) κατάσταση. Χρησιμοποιήθηκαν 

κύτταρα iMEFs (αθανατοποιημένοι εμβρυονικοί ινοβλάστες ποντικού) αγρίου τύπου, απλά (-/-) 

μεταλλαγμένους για τις ΗΡΙα, ΗΡΙβ, και Suvar3/9hl/2, απλά μεταλλαγμένους ταυτόχρονα για 

τις ΗΡΙα και ΗΡΙβ καθώς και απλά μεταλλαμένους ταυτόχρονα για την ΗΡΙα (-/-) και σε 

ετερόζυγη κατάσταση για την ΗΡΙβ (+/-).

Καλλιεργούνται όλες τις κυτταρικές σειρές στους 37 °C, σε 5% CO2 , και σε θρεπτικό υλικό 

DMEM. Στα ES προστίθεντάι 10 mM β-μερκαπτοαιθανόλη στο θρεπτικό υλικό. Στις δυο
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παραπάνω περιπτώσεις συμπληρώνεται το θρεπτικό υλικό με 10% FCS, 2mM γλουταμίνη και με 

τα αντιβιοτικά πενυαλίνη (100U/ml), στρεπτομυκίνη (100pg/ml). Ανακαλλιεργούνται τα 

κύτταρα επωάζοντας με διάλυμα Θρυψίνης/EDTA για 2-3 λεπτά στους 37 °C, και τα 

διασπείρωνται σε αραίωση V* σε νέα δισκία . Η καλλιέργεια των κυττάρων γίνεται σε δισκία της 

εταιρίας NUNC.

2 . 5 . 2  Αιαμόλυνση κυτταρικώ ν σειρών

Χρησιμοποιήθηκαν τρεις διαφορετικές μεθόδους για την ειδαγωγή πλασμιδιακσύ DNA στους 

κυτταρικούς τύπους που μελετήσαμε:

Α) Μικροενέσεις- Αυτοματοποιημένο σύστημα μικρό ενέσεων (AIS2)

Με την τεχνική των μικροενέσεων εισάγονται εξωγενώς μακρομόρια (νουκλεϊκά οξέα, 

πρωτεΐνες) ή φαρμακολογικοί παράγοντες στο εσωτερικό (στον πυρήνα ή το κυτταρόπλασμα) 

ενός κυττάρου. Χρησιμοποιείται το σύστημα AIS2 (Automated Injection System 2) το οποίο 

αποτελείται από τα εξής μέρη: α) Πρόγραμμα ελέγχου AIS2 μέσω του οποίου ορίζεται ο όγκος 

της ουσίας που εισάγεται στο κύτταρο (ρυθμίζοντας την πίεση και την χρονική διάρκεια της 

μικροένεσης) καθώς και η κίνηση της μικρόπιππέτας και της βάσης του μικροσκοπίου (Cell 

Biology Trading), β) Προσωπικός υπολογιστής μέσω του οποίου εκτελείται το πρόγραμμα 

ελέγχου AIS2, γ) Σύστημα μικροχειρισμού (Luigs & Neumann) με το οποίο ορίζεται η ακριβής 

θέση της μικροπιπέτας στο χώρο, δ) Ανάστροφο μικροσκόπιο φθορισμού (Zeiss, Axiovert 200), 

ε) Σύστημα αντλίας (AIS2 FemptoJet) με το οποίο ελέγχεται η πίεση της μικροένεσης. Επιπλέον 

κατασκευάζονται οι μικροπιπέτες χρησιμοποιώντας την συσκευή P-97 Flaming/ Brown 

micropipette puller (Shutter Instrument Co). Χρησιμοποιούμε γυάλινα τριχοειδή (borosilicate 

glass capillaries, Harvard apparatus) σωληνάρια με εξωτερική διάμετρο 1.2 mm και εσωτερική 

διάμετρο 0.94 mm. Η συγκέντρωση που χρησιμοποιείται για τα νουκλεϊκά οξέα είναι 50-200 

ng/ml, ενώ για τις πρωτεΐνες 1-5 mg/ml, αφού προηγουμένως φυγοκεντρηθούν τα δείγματα στις 

13.000 σ.α.λ. (14500g) για 15 λεπτά στους 4 °C και διατηρήσουμε το υπερκείμενο.
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Β) Ηλεκτροδιαπίδυση (Electroporation)

Η αρχή της μεθόδου βασίζεται στην εφαρμογή ηλεκτρικού ρεύματος ώστε να διαταραχθεί 

προσωρινά η φωσφολιπιδιακή διπλό στοιβάδα της κυτταρικής μεμβράνης με αποτέλεσμα πολικά 

μόρια όπως τα νουκλεΐκά οξέα να εισέλθουν στο κύτταρο. Χρησιμοποιείται η συσκευή ECM630 

(ΒΤΧ Inc.) και τα ειδικά μικροδοχεία (cuvettes) (ΒΤΧ 640). Αραιώνονται 1.2 χ  ΙΟ6  κύτταρα και 

5-20 pg πλασμιδίου σε DMEM σε τελικό όγκο 400 μΐ. Χρησιμοποιούνται οι παράμετροι 260 V  

(τάση ρεύματος), 850 μΡ (χωρητικότητα), 725 Ω (αντίσταση).

Γ) Μέθοδος φωσφορικού ασβεστίου

Τοποθετούνται 3x106  κύτταρα σε τρυβλία των 1 0  cm. Προστίθενται 10-40 pg DNA 

διαλυτοποιημένο σε 0.25 Μ CaCh σε ίσο όγκο διαλύματος 2x HBS (274 mM NaCl; 1 0  mM 

KC1; 1.5 mM Na2HP0 4  Ή 2 Ο; 12 mM dextrose; 42 mM Hepes, ρύθμιση του pH στο 7.1 ±0.1), 

επωάζεται το μείγμα για 20-30 λεπτά, ώστε να σχηματιστεί το σύμπλοκο DNA-φωσφορικού 

ασβεστίου, κατόπιν το προστίθενται στα κύτταρα και ανακινείται κυκλυεά για να κατανεμηθεί 

ομοιόμορφα. Ακολουθεί επώαση για 4-16 hrs, έκπλυση μια φορά με PBS lx  και προσθήκη 

θρεπτικού. Τα κύτταρα συλλέγονται στις 24 hrs από την προσθήκη του DNA.

2 . 5 . 3  Επίδραση με φαρμακολογικούς παράγοντες

Χρησιμοποιούνται οι παρακάτω παράγοντες :

1) Υδρόξυουρία (HU; CH4N 2 O2) σε συγκέντρωση 2-5 mM για 24 hrs (αναστέλλει το κατάλοιπο 

της αναγωγάσης των ριβονουκλεοτιδίων αντιδρώντας με την ελεύθερη τυρό σινική ρίζα της 

μικρής R2 υπομονάδας του ενεργού κέντρου του ενζύμου) για το συγχρονισμό στο στάδιο G1/S 

φάσης.

2 ) Θυμιδίνη (Thymidine; C10H14N2O5) σε συγκέντρωση 2  mM (μετατρέπεται σε τριφωσφορική 

δεοξυθυμιδίνη και αλλοστερικά, συνδεόμενη με την αναγωγάση των ριβονουκλεοτιδίων, 

εμποδίζει την σύνθεση της τριφωσφωρικής δεοξυκυτοσίνης). Το φάρμακο χρησιμοποιείται για 

19 hrs, απομακρύνεται για 9 hrs και προστίθενται εκ νέου για 16 hrs (σχήμα διπλής αναστολής) 

για να επιτευχθεί συγχρονισμός στο στάδιο G1/S φάσης.
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3) Αφειδικολίνη (aphidicolin; C2 0H3 4 O4 ) σε συγκέντρωση 5 μΜ για 24 hrs (δεσμεύεται ειδικά 

στις DNA πολυμεράσες α, δ, ε και ανταγωνίζεται τη δέσμευση των τρυρωσφορικών 

δεοξυριβονουκλεοτιδίων) για να επιτευχθεί συγχρονισμός στην έναρξη της S φάσης.

4) Μιμοσίνη (mimosine; C8H10N 2O4 ) σε συγκέντρωση 0.5 mM για 24 hrs (δεσμεύει ιόντα 

σιδήρου/ψευδαργύρου και αναστέλλει μη ειδικά την δράση της αναγωγάσης των 

ριβονουκλεοτιδίων) για να επιτευχθεί συγχρονισμός στο στάδιο G1 φάσης.

5) Τριχοστατίνη A (Trichostatin A; C 17H2 2N 2O3) σε συγκέντρωση 100 ng/ml για 24 hrs 

(αναστέλλει την δράση των απακετυλασών των ιστονών των θηλαστικών) για να επιτευχθούν 

υψηλά επίπεδα ακετυλίωσης των ιστονών.

6 ) Βουτυρικό νάτριο (Sodium butyrate; C4H7 NO2 ) σε συγκέντρωση 10 mM για 24 hrs 

(αναστέλλει την δράση των απακετυλασών των ιστονών) για να επιτευχθούν υψηλά επίπεδα

ακετυλίωσης των ιστονών.

7) Κουρκουμίνη (curcumin; C2 1H2 0O6 ) σε συγκέντρωση 35 μΜ για 24 hrs (αναστέλλει ειδικό 

την δράση ακετυλτρανσφεράσης του παράγοντα p300/CBP) για να επιτευχθούν χαμηλά επίπεδα 

ακετυλίωσης των ιστονών.

2.6 ΜοοΦολοΥΐκές ιιεθοδοι

2 . 6 . 1  Έμμεσος ανοσοφθορισμός

Καλλιεργούνται τα κύτταρα για 48 ώρες σε αποστειρωμένες γυάλινες καλυπτρίδες, ώστε να 

βρίσκονται σε πυκνότητα 60-80% την ημέρα της δοκιμής. Όλοι οι χειρισμοί που ακολουθούν 

γίνονται σε θερμοκρασία δώματίου. Αφαιρείται το θρεπτικό υλικό, εκλένονται τρεις φορές με 

PBS lx  και μονιμοποιούνται με διάλυμα φορμαλδεΰδης σε PBS 1χ (η συγκέντρωση της 

φορμαλδεΰδης και ο χρόνος επώασης καθορίζεται από το αντίσωμα που χρησιμοποιούμε). 

Ακολουθεί επώαση με διάλυμα γλυκίνης 20mM σε PBS lx  για 5 λεπτά και στη συνέχεια για 15 

λεπτά με διάλυμα blocking το οποίο περιέχει : PBS lx , 0.2% Triton Χ-100, 0.5% ζελατίνη
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επιδερμίδας ψαριού, 0.1 mM EGTA και 2mM MgCl2. Ακολουθεί επωάση των δειγμάτων για μια 

ώρα με 70 μΐ πρωτογενούς αντισώματος (αραιωμένο σε blocking). Εκπλένονται 3 φορές με 

blocking για 5 λεπτά. Επωάζονται για 1 ώρα 70 μΐ δευτερογενούς αντισώματος (αραιωμένο σε 

blocking), το οποίο είναι ομοιοπολικά συνδεδεμένο με φθορίζουσες χρωστικές όπως 

φλουορεσκίνη (F1TC) ή ροδαμίνη (Rhodamine) και αντιδρά με IgG αρουραίου/πονπκού ή 

κουνελιού ανάλογα με την προέλευση του πρώτου αντισώματος (μονοκλωνικό/πολυκλωνικό 

αντίστοιχα). Εκπλένουμε 3 φορές με blocking για 5 λεπτά και μια φορά με PBS lx, επωάζουμε 

με 2 μg/ml DAPI (4'-6-Diamidino-2-Phenylindole) ή 5 μg/ml PI (Propidium Iodide) (αραιωμένα 

σε διάλυμα PBS 1χ) για να επιτευχθεί χρώση των πυρήνων των κυττάρων και κατόπιν έκπλυση 

3 φορές με PBS lx. Σε αντικειμενοφόρο εναποτίθενται 4 μΐ διαλύματος Vectashield (εμποδίζει ζ 

τον αποχρωματισμό/anti-fading των δειγμάτων κατά την παρατήρηση στο μικροσκόπιο), 

τοποθετείται ανεστραμμένη η καλυπτρίδα, απομακρύνεται η περρίσεια διαλύματος Vectashield 

και κλείνεται ερμητικά το δείγμα με διαφανή ρητίνη.

2 . 6 . 2  Δοκιμασία κυττάρων με ΤΧ-100, RNase, DNase, Trypsin

Πριν μονιμοποιήθούν τα κύτταρα εφαρμόζονται οι εξής δοκιμασίες :

α) Επεξεργασία αε ΤΧ-100: Εκπλένονται τα κύτταρα με διάλυμα PBS Ιχ, 0.5 mM MgCl2, 0.5 

mM CaCl2 και στη συνέχεια με διάλυμα CSK (10 mM PIPES-KOH pH 7.0, 100 mM NaCl, 300 

mM sucroze, 3 mM MgCl2). Ε π ω άζοντα ι με διάλυμα CSK, 0.5 %  ΤΧ-100, 0.5 mM PMSF, 100 

μgr/ml leupeptin για 5 λεπτά στους 20 °C. Εκπλένονται δυο φορές με διάλυμα CSK μια φορά με 

PBS lx  και μονιμοποιούνται, β) Επεξεργασία αε RNaseA/Dnasel: Μετά την επεξεργασία με 

ΤΧ-100 επωάζονται με 1 mg/ml RNase Α ή lmg/ml Dnase I για 10 λεπτά στους 20 °C. 

Εκπλένονται 2 φορές με PBS 1χ και μονιμοποιούνται, ύ! Επεξεργασία με θρυ\ι>ίνη: Μετά την 

επεξεργασία με ΤΧ-100 επωάζονται με διάλυμα Θρυψίνης/EDTA (που χρησιμοποιούνται στην 

ανακαλλιέργια των κυττάρων) αραιωμένο 100 φορές. Εκπλένονται δυο φορές με PBS lx  και 

μονιμοποιούνται. ^
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2 . 6 . 3  Ταυτοποίηση κυττάρων που βρίσκονται στην S φάση

1) Ενσωιιάτωστι ΒοωιιοδεοΕυουοιδίνΐκ (Brdlfl : Κύτταρα που βρίσκονται στην S φάση 

ενσωματώνουν βρωμοδεοξυουριδίνη κατά τον διπλασιασμό του DNA και ανιχνεύονται με

το 5-Bro-mo-2-deoxy-uridine Labeling & Detection Kit I (R och e) σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή.

2) Με ενσωιιάτωσυ τοιωωσωορικικ δεοΕυουοιδίνικ <n)Ceirmcvnc ιιε το τοωιιοοόρο Cv3 

(Cv3-dUTPi : Κύτταρα που βρίσκονται στην S φάση ενσωματώνουν Cy3-dUTP κατά τον 

διπλασιασμό του DNA. Εισάγεται το νουκλεοτιδίου Cy3-dUTP (σε συγκέντρωση 20 mM) στα 

κύτταρα με μικρό ένεση (σε διάλυμα PBS lx ) ή με υποτονικό σοκ σε διάλυμα ΚΗΒ (10 mM 

Hepes pH 7.4, 30 mM KC1, 5 mM M gC h) για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου.

2.7 Συνεστιακιί ιιικοοσκοπία

2 . 7 . 1  Συνεστιακή μικροσκοπία

Χρησιμοποιείται το συνεστιακό μικροσκόπιο Leica TCS-SP Confbcal Microscope, της εταιρίας 

Leica Optics, Germany, το οποίο αποτελείται από τα εξής μέρη: α) Ανάστροφο μικροσκόπιο 

(conventional microscope) φθορισμού DM-IRBE, με φίλτρα φλουορεσκίνης/ ροδαμίνης και 

φακούς ΙΟχ, 40χ, 63χ, ΙΟΟχ, β) Μονάδα συνεστιακής σάρωσης (confocal scanning unit) που 

περιλαμβάνει την πηγή εκπομπής laser ακτινοβολίας (Argon-488 nm), διχροϊκό κάτοπτρο, 

μονάδα σάρωσης του δείγματος, μονάδα συλλογής ανακλώμενης ακτινοβολίας, δυο 

διαφράγματα (pinhole) που ελέγχουν την προσπίπτουσα και την ανακλώμενη ακτινοβολία και 

φωτοπολλαπλασιαστές, γ) Μια μονάδα ηλεκτρονικού ελέγχου της μονάδας σάρωσης (control 

electronics), δ) Προσωπικό υπολογιστή που διαθέτει το κατάλληλο λογισμικό για την λήψη, 

επεξεργασία και αποθήκευση των δεδομένων που προκύπτουν από την ανάλυση των δειγμάτων.
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2 . 7 . 2  Μέθοδος ανάκτησης φθορισμού μετά από φωτοδιάχυση (FRAP, 

Fluorescence Recovery After Photobleaching)

Mux από τις εφαρμογές της συνεστιακής μικροσκοπίας είναι η ανάλυση της κινητικής πρωτεϊνών 

σε ζωντανά κύτταρα με την μέθοδο FRAP. Η αρχή της μεθόδου βασίζεται στη συσχέτιση του 

φαινομένου της φωτοδιάχυσης φθορισμογόνων δειγμάτων με την κινητική τους. Ο ακριβής 

μηχανισμός φωτοδιάχυσης δεν είναι γνωστός, ενώ για κάθε φθορισμογόνο (GFP, YFP κ.α.) 

εμφανίζει διαφορετικές ιδιότητες φωτοδιάχυσης. Η κινητικότητα και η διάχυση ενός μορίου στο 

κυτταρικό περιβάλλον επηρεάζεται από το μέγεθος του, τις αλληλεπιδράσεις του με άλλους 

παράγοντες και το ιξώδες του κυτταρικού περιβάλλοντος (τύπος Stokes/Einstein). Για την 

πραγματοποίση πειραμάτων με την μέθοδο FRAP απαιτείται συνεστιακό μικροσκόπιο 

εξοπλισμένο με το φίλτρο AOTF (acousto-optical tunable filter) μέσω του οποίου μεταβάλλουμε 

στιγμιαία την ισχύ της ακτινοβολίας laser από την χαμηλή ένταση που απαιτείται για την 

απεικόνιση (4-8% της μεγίστης τιμής) σε υψηλή ένταση (100% της μεγίστης τιμής) που 

απαιτείται για την φωτοδιάχυση.

Η μεθοδολογία χωρίζεται σε τρία στάδια: την συλλογή, την επεξεργασία και την ανάλυση των 

δεδομένων. Τοποθετούνται σε δισκία με γυάλινη βάση κύτταρα που εκφράζουν την πρωτεΐνη 

που αναλύουμε σε χιμαιρική μορφή με την πρωτεΐνη GFP, την επόμενη ημέρα εκπλένεται το 

θρεπτικό των κυττάρων με διάλυμα PBS lx , προστίθενται θρεπτικό διάλυμα χωρίς κόκκινο της 

φαινόλης (δείκτης pH) και τοποθείται το δισκίο στην βάση του μικροσκοπίου (η συνολική 

διάταξη είναι σε θάλαμο με σταθερή θερμοκρασία, 37 °C). Χρησιμοποιούνται οι εξής 

παράμετροι:

α) Φακό μεγέθυνσης 63χ, συχνότητα σάρωσης του δείγματος και προς τις δυο κατευθύνσεις (bi­

directional mode) από την ακτίνα του leiser 1400Hz, ανάλυση εικόνας 256x256 pixel, 

διαστολέας ακτίνας (beam expander) στην τιμή 3, διάφραγμα ακτίνας (pinhole) πλήρως ανοιχτό, 

ισχύς ακτίνας laser στο 4-8% της μεγίστης ισχύος σε όλη την διάρκεια του πειράματος, εκτός ' 

από την στιγμή της φωτοδιάχυσης που χρησιμοποιούμε μέγιστη ισχύ (100%). Με τις παραπάνω 

παραμέτρους αυτόματα προκύπτει η ταχύτητα λήψης εικόνων κάθε 0.208 msec.
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Κατόπιν επιλέγεται ένα κατάλληλο κύτταρο και λαμβάνεται μια εικόνα, η οποία χρησιμοποιείται 

για να οριστεί η περιοχή ενδιαφέροντος (Region Of Interest, ROI) όπου θα προκληθεί 

ι φωτοδιάχυση. Ως ROI χρησιμοποιείται κυκλική περιοχή με διάμετρο 1 μιυ. Λαμβάνονται 50 

εικόνες πριν την φωτοδιάχυση (pre-bleach images), ακολουθεί στιγμιαία φωτοδιάχυση και 

ακόλουθα λήψη 350-500 ευοόνων μετά την φωτοδιάχυση (post-bleach images). Κατόπιν 

ορίζονται ακόμη δυο ROIs : το σύνολο της περιοχής που κατανέμεται η πρωτεΐνη που αναλύεται 

(ο πυρήνας για τις HP 1GFP πρωτεΐνες ή το σύνολο του κυττάρου για την GFP) καθώς και μια 

περιοχή στην οποία δεν εντοπίζεται η πρωτεΐνη που αναλύεται ώστε να καταγράφει ο θόρυβος 

(background). Χρησιμοποιούνται αυτές τις περιοχές για την κανονικοποίηση των δεδομένων 

(data normalization). Η κανονικοποίηση των δεδομένων, με χρήση της περιοχής ενδιαφέροντος 

(It), της συνολικής περιοχής κατανομής της πρωτεΐνης (ΤΙ), και της περιοχής μη-εντόπισης της 

πρωτεΐνης (BG) γίνεται σε τέσσερα βήματα ως εξής:

α) Αφαίρείται ο θόρυβος (background subtraction), υπολογίζοντας για κάθε χρονικό σημείο ί,

(I, -  BG) & (Τ, -  BG)

β) Ορίζεται το σήμα φθορισμού που χάθηκε, υπολογίζοντας για κάθε χρονικό σημείο ί,

(Γρπ*,^ h- B G ) / ( r , - B G )

γ) Διορθώνεται το σήμα του φθορισμού που χάνεται λόγω της φωτοδιάχυσης από την 

ακτινοβολία χαμηλής έντασης που χρησιμοποιείται για την λήψη των εικόνων, υπολογίζοντας 

για κάθε χρονικό σημείο /,

(7, -  BGXTVebie^h -  BG)/(r, -  BG)

δ) Ορίζεται το σχετικό σήμα φθορισμού στην περιοχή φωτοδιάχυσης υπολογίζοντας για κάθε 

χρονικό σημείο ί,

(Tprebleach “  BG)(// -  BG)/(rr -  BGX/preblceoh ~ BG)

Μετά την κανονικοποίηση προκύπτει ένα γράφημα (σχήμα 12) που απεικονίζει το σήμα του 

φθορισμού στην περιοχή της φωτοδιάχυσης ως συνάρτηση του χρόνου. Από το γράφημα 

υπολογίζεται ο χρόνος ημι-ανάκτησης (recovery half-time), δηλαδή ο χρόνος που απαιτείται 

ώστε ο φθορισμός στην περιοχή της φωτοδιάχυσης να πάρει το ιΛ  της μεγίστης τελικής τιμής. 

Όσο μικρότερη τιμή έχει αυτή η παράμετρος τόσο μεγαλύτερη η κινητική του μορίου που
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αναλύεται. Ακόμη συγκρίνεται η τελική τιμή του φθορισμού (Ιε) στην περιοχή φωτοδιάχυσης με 

την τιμή πριν την φωτοδιάχυση (ϊι). Στην περίπτωση που Ιι > Ιε προκύπτει το συμπέρασμα ότι 

μέρος (Ιι -  Ιε) του πληθυσμού των μορίων της πρωτεΐνης too αναλύεται είναι σταθερά 

συνδεδεμένο σε κάποια σταθερή δομή (immobile fraction, Fi) και το υπόλοποιπο (Ιε) διαχέεται 

(mobile fraction, Fm), ενώ όταν Ιι = Ιε προκύπτει το συμπέρασμα ότι το σύνολο του πληθυσμού 

των μορίων της πρωτεΐνης που αναλύουμε διαχέεται ελεύθερα.

Σχήμα 12: Γράφημα κανσνικοποιημένης καμπύλης FRAP

2.8 Φασματοσκοπία μάζας

Η φασματοσκοπία μάζας MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-Of 

Flight) έγινε στο F u n ction a l G en om ics U nit o fM o re d u n  R esea rch  Institu te , E dinburgh , U K . H 

πέψη των πρωτεϊνών too αποκόπηκαν από το πολυακρυλαμίδιο έγινε με πρωτεάση ειδική για 

αργινίνες. Το ΔΜ (η διαφορά μεταξύ της μετρούμενης και της υπολογισμένης μάζας) ήταν της ' 

τάξης 1/10,000.
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3. Αποτελέσματα

3.1 Αλληλεπιδράσεις της ΗΡ1 με απομονωμένες ιστόνες και πεπτίδια  ιστονών

Για να εξετάσουμε τις αλληλεπιδράσεις της ΗΡ1 με τη χρωματίνη υποβάλλαμε την ΗΡ1 σε 

δοκιμασίες κατακρήμνισης (pull-down) χρησιμοποιώντας διαφορετικά παρασκευάσματα 

νουκλεοσωματικών ιστονών. Αρχικά δοκιμάσαμε ιστόνες που έχουν εκχυλιστεί με 0.1 Μ
»

θειϊκού οξέος από ερυθροκύτταρα πτηνών (γαλοπούλα). Όπως φαίνεται στην Εικ. ΙΑ, η * 

ΗΡΙβ-GST συνδέθηκε αποκλειστικά στην ιστόνη Η3, αλλά όχι στις Η4, Η2Α, Η2Β. Η 

εκλεκτική σύνδεση της ΗΡΙβ με την Η3 επιβεβαιώθηκε όταν στη δοκιμή χρησιμοποιήσαμε 

ιστόνες Η3 και Η4 που είχαν παραχθεί σε βακτήρια και, ως εκ τούτου, ήταν μη τροποποιημένες 

(εικόνα 1Β). Η σύνδεση της ΗΡΙβ-GST με την απομονωμένη Η3 ήταν αρκετά σταθερή, ακόμη 

και υπό συνθήκες υψηλής ιονικής ισχύος (0.75 Μ NaCl) (εικόνα 1Β).

Ελέγχοντας τον ρόλο του αμινοτελικού τμήματος της Η3 σε παρόμοιες δοκιμασίες 

παρατηρήσαμε ότι η παρουσία ενός πεπτιδίου που αποτελείται από τα αμινοξέα 1-15 της Η3 δεν 

επηρεάζει στο ελάχιστο τη σύνδεση της ΗΡ1β-08Τ στην ακέραια Η3. Το ίδιο παρατηρήθηκε 

όταν το εν λόγω πεπτίδιο ήταν τριμεθυλιωμένο στη λυσίνη 9 (εικόνα 1Γ). Επιπλέον, 

δοκιμάζοντας μερικώς πρωτεολυμένη Η3 που προηγουμένως είχαμε περικόψει με θρυψίνη 

παρατηρήσαμε ότι η ΗΡΙβ-GST συνδέεται με το μεσαίο τμήμα της πρωτεΐνης (CP, core peptide) 

στον ίδιο βαθμό που συνδέεται με την πλήρους μήκους Η3 (εικόνα 1Δ και ΙΕ). Οι π α ρα π ά νω  

παρατηρήσεις οδηγούν στο συμπέρασμα ότι σε in v itro  συνθήκες η ΗΡΙβ συνδέεται με την Η3 

κυρίως διαμέσου του μεσαίου τμήματός της όχι διαμέσου της αμινοτελικήςπεριοχής («ουρά»). 

Επιπλέον, η σύνδεση της ΗΡΙβ με Η3 βακτηριακής προελεύσεως δείχνει ότι οι μετα- 

μεταφραστικές τροποποιήσεις δεν είναι απαραίτητες για την παραπάνω σύνδεση υπό in  v itro  

συνθήκες.
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Ε ικ ό ν α  1. Σ ύ ν δ ε σ η  τ η ς  Η Ρ Ι  σ ε  α π ο μ ο ν ω μ έ ν ε ς  ισ τ ό ν ε ς  κ α ι  ισ τ ο ν ικ ά  π ε π τ ίδ ια . (.4) Τ ο  ο λ ικ ό  π ο ο  
σ υ γ κ α τ α κ ρ η μ ν ιζ ε τ α ι  μ ε  τη ν  Η Ρ Ι β  (διαδρομή 1). ή  G S T  <διαδρομή  2 )  κ α τ ό π ιν  σ υ ν ε π ώ α σ η ς  μ ε  μ ε ίγμ α  ισ τ ο ν ώ ν  
α π ό  ε ρ υ θ ρ ο κ ύ τ τ α ρ α  γ α λ ο π ο ύ λ α ς . α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έ ν η  Η 3  ( ιΗ 3 ) ή  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έ ν η  Η 4  lrH 4). T o  ilnp) 

α \·α π α ρ ισ τά  το  5 0 %  τ ο υ  υ λ ικ ο ύ  π ο υ  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ ε  σ ε  κ ά β ε  δ ο κ ιμ α σ ία . (Β) Η  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έ ν η  Η 3  π ο υ  
σ υ γ κ α τ α κ ρ η μ ν ιζ ε τ α ι  μ ε  τ η ν  Η Ρ Ι β  (διαδρομή I ) ή  G S T  (διαδρομή 2) σ ε  ιο ν ικ ή  ισ χ ύ  0 .3 .0 .6  κ α ι  0 .7 5  Μ  ά λ α το ς . 
T o  (Ιιιρ) ε ίν α ι ό π ω ς  σ το  (.-1). (Γ)  Σ ύ ν δ ε σ η  τ η ς  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έ ν η ς  Η 3  μ ε  τη ν  Η Ρ Ι β  π α ρ ο υ σ ία  (σ ε  π ε ρ ίσ σ ε ια  2 0 0  
φ ο ρ έ ς )  μ η  τ ρ ο π ο π ο ιη μ έ ν ο υ  (διαδρομή  5 )  ή  τ ρ ι-μ ε θ υ λ ιω μ έ ν ο υ  σ τ η ν  λ υ σ ίν η  9  (διαδρομή 4) α μ ιν ο τ ε λ ικ ο ύ  
π ε π τ ιδ ίο υ  τ η ς  Η 3  (α μ ιν ο ς έ α  1 -1 5 ) ή  δ ια λ ύ μ α τ ο ς  (διαδρομή  5 ) .Τ Ο ο  η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ικ ό  π ρ ο φ ίλ  τ ω ν  μ η -  
τ ρ ο π ο π ο ιη μ έ ν ω ν  κ α ι  τ ρ ι-μ ε θ υ λ ιω μ έ ν ω ν  π επ τιδ ίο υ · α π ε ικ ο ν ίζ ε τ α ι σ τ ις  διαδρομές I κ α ι  2. α ν τ ίσ το ιχα . Η  H P  I β . η 
α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έ ν η  Η 3  κ α θ ώ ς  κ α ι  τα  π ε π τ ίδ ια  (Χ -tail) π ο υ  σ υ γ κ α τ α κ ρ η μ ν ίζ ο ν τ α ιε π ισ η μ α ίν ο ν τ α ι.  ( J )  Π έ ψ η  τη ς  
α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έ ν η ς  Η 3  μ ε  θ ρ υ ψ ίν η  γ ια  0  (διαδρομή  / ) .  2 (διαδρομή  7 )  κ α ι 10 λ ε π τ ά  (διαδρομή 3). ε ν ώ  σ τ ις  
διαδρομές 4-6 α π ε ικ ο ν ίζ ε τ α ι  το  π ρ ο ϊό ν  κ α θ ε μ ιά ς  α π ό  τ ις  π α ρ α π ά ν ω  π έ ψ ε ις  π ο υ  σ υ γ κ α τα κ ρ η μ ν ιζ ε τα ι μ ε  τη ν  
Η Ρ Ι β .  Τ ο  π ε π τ ίδ ιο  π ο υ  α ν τ ισ το ιχ ε ί σ τ ο  μ ε σ α ίο  τμ ή μ α  τη ς  Η 3  (CP). κ α θ ώ ς  κ α ι η π λ ή ρ ο υ ς  μ ή κ ο υ ς  π ρ ω τε ΐν η  
υ π ο δ ε ικ ν ύ ο ν τ α ι  Η . δ ια δ ρ ο μ ή  σ τα  α ρ ισ τ ε ρ ά  α π ε ικ ο ν ίζ ε ι  τ ο υ ς  δ ε ίκ τ ε ς  μ ο ρ ια κ ο ύ · β α ρ ώ ν  (σ ε  k D a). (Ε)  Η  
α λ λ η λ ο υ χ ία  το υ  π ε π τ ιδ ίο υ  C 'P. ό π ω ς  α ν  ιχ ν εύ ετα ι μ ε  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ία  μ ά ζ α ς . Μ ε  το ν ισ μ έ ν ο υ ς  χ α ρ α κ τή ρ ε ς  
α π ε ικ ο ν ίζ ο ν τ α ι ο ι α λ λ η λ ο υ χ ίε ς  π ο υ  α ν α μ έ ν ε τ α ι ν α  ε μ φ α ν ίζ ο υ ν  δ ια κ ρ ιτ έ ς  κ ο ρ υ φ έ ς , εν ώ  π ο λ ύ  μ ικ ρ ά  ή μ εγ ά λ α  
π ρ ο ϊό ν τ α  (γ ια  ν α  α ν α λ υ θ ο ύ ν  μ ε  M A L D I-T O F )  α π ο δ ίδ ο ν τα ι μ ε  κ α ν ο ν ικ ο ύ ς  χ α ρ α κ τ ή ρ ε ς  Μ ε  υ π ο γ ρ α μ μ ισ μ έ ν ο υ ς  
χ α ρ α κ τ ή ρ ε ς  α π ε ικ ο ν ίζ ο ν τ α ι  τα  π ε π τ ίδ ια  π ο υ  α ν ιχ ν ε ύ θ η κ α ν . Η  π έ ψ η  τη ς  π ρ ω τ ε ΐν η ς  έχ ε ι γ ίν ε ι  μ ε  π ρ ω τ ε ά σ η  π ο υ  
κ ό β ε ι κ α τ ά λ ο ιπ α  α ρ γ ιν ίν η ς .  ε ν ώ  η  σ τ α τ ισ τ ικ ή  α ν ά λ υ σ η  τ ω ν  δ ε δ ο μ έ ν ω ν  έ γ ιν ε  μ ε  το  π ρ ό γ ρ α μ μ α  M a sc o t S ea rc h .
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3.2 Αλληλεπιδράσεις της ΗΡ1 με μονονουκλεοσώματα και συστοιχίες 

νουκλεοσωμάτων

Αφού ολοκληρώσαμε τη μελέτη της σύνδεσης ΗΡΙβ με απομονωμένες ιστόνες, στη συνέχεια 

μελετήσαμε τις αλληλεπιδράσεις της ίδιας ισομορφής με τεμάχια φυσικής χρωματίνης. 

Νουκλεοσώματικά κλάσματα παραλήφθηκαν από ολικό παρασκεύασμα χρωματίνης, δηλαδή 

υλικό που προκύπτει με πέψη των πυρήνων από ερυθροκύτταρα γαλοπούλας (που βρίσκονται 

στη φάση Go) με το ένζυμο μικροκοκκική νουκλεάση (MNase). Χρησιμοποιώντας το ολικό 

χρωματινικό παρασκεύασμα παρατηρήσαμε ότι και οι τέσσερις νουκλεοσωματικές ιστόνες 

συγκατακρημνίζονται με την ΗΡΙβ σε στοιχείο μετρικές ποσότητες (εικόνα 2Α). Το 

παρασκεύασμα αυτό περιέχει μονονουκλεοσώματα καθώς και συστοιχίες νουκλεοσωμάτων 

ποικίλου μεγέθους, όπως φαίνεται στην εικόνα 2Γ. Το χρωματινικό υλικό μπορεί να αναλυθεί 

περαιτέρω με κλασμάτωση σε βαθμίδωση σουκρόζης (εικόνα 2Β). Σε δοκιμές κατακρήμνισης 

παρατηρήθηκε ότι η ΗΡΙβ δεν συνδέεται με μονονουκλεοσώματα (nu \), ενώ συνδέεται με 

συστοιχίες νουκλεοσωμάτων (nuv) (εικόνα 2Δ). Η σύνδεση της ΗΡΙβ με

ολιγονουκλεοσωματικές συστοιχίες είναι σταθερή ανεξαρτήτως ιονικής ισχύος (σε 0.3 και 0.6 Μ 

NaCl). Ακόμη, δεν φαίνεται να υπάρχει διαφορά στο βαθμό της τριμεθυλίωσης της Η3 στη 

λυσίνη 9 μεταξύ μονο- και ολίγο- νουκλεοσωματικών παρασκευασμάτων που να ερμηνεύει την 

εκλεκτική σύνδεση της ΗΡΙβ στα ολιγονουκλεοσώματα (εικόνα 2Ε).

Σε επόμενη φάση παρασκευάσαμε χρωματίνη από κύτταρα συγχρονισμένα στη φάση της 

αναγραφής του DNA (S-phase). Στη συγκεκριμένη παρασκευή περιέχοντας εκτός των μονο- 

/ολιγο- νουκλεοσωμάτων, υπονουκλεοσώματικά θραύσματα (Chang et al., 1997; Grass et al., 

1993). Η διαδικασία που ακολουθήθηκε περιελάμβανε τα εξής: Μετά τον συγχρονισμό των 

κυττάρων με θυμιδίνη στο όριο των φάσεων G1/S, το φάρμακο απομακρύνθηκε και τα κύτταρα 

συλλέχθηκαν στο μέσο της S φάσης (7 ώρες μετά) (εικόνα 3Α, ένθετο). Ακολουθώντας το 

σχήμα που περιγράφεται διαγραμματικά στην εικόνα 3Α παραλάβαμε το κλάσμα F1 που 

αντιπροσωπεύει διαλυτό υλικό, καθώς και τα κλάσματα F2 και F3, που αντιπροσωπεύουν 

ευχρωματινικό και ετεροχρωματινιχό υλικό, αντίστοιχα.

Σε δοκιμασίες κατακρήμνισης,^ το κλάσμα F1 η ΗΡΙβ συνδέθηκε με ακέραια νουκλεοσώματα 

παρουσία 0.3 Μ άλατος (εικόνα 3 Β ). Σε υψηλή ιονική ισχύ (0.6 Μ NaCl) η ΗΡΙβ συνδέθηκε με
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ακέραια νουκλεοσώματα καθώς και με υπονουκλεοσωματικά θραύσματα Η3/Η4. 

X ρη σιμό ποιώντας τα κλάσματα F2, F3 σας αντίστοιχες δοκιμασίες παρατηρήσαμε όα  και στις

Η

Ε ικ ό ν α  2. Σ ύ ν δ ε σ η  τη ς  Η Ρ1 μ ε  μ ο ν ο -  κ α ι  ο λ ίγ ο -  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ α . (.-1) Σ ύ ν δ ε σ η  τη ς  H P ]  μ ε  ο λ ικ ή  
χ ρ ω μ α τ ίν η  π ο υ  π ρ ο κ ύ π τ ε ι  μ ε τά  α π ό  π έ ψ η  π υ ρ ή ν ω ν  ε ρ υ θ ρ ο κ υ τ τ ά ρ ω ν  γ α λ ο π ο ύ λ α ε  μ ε  M N ase . Υ λ ικ ό  π ο υ  
σ υ γ κ α τ α κ ρ η μ ν ίζ ε τ α ι  μ ε  τηι· Η Ρ Ι β  σ ε  0 .3  Μ  ά λ α τ ο ς  {διαδρομή 1 ) κ α ι τη ν  G S T  (διαδρομή 2). iJnpY. Μ έ ρ ο ς  
το υ  υ λ ικ ο ύ  (2 0 % )  π ο υ  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ ε  σ ε  κ ά θ ε  δ ο κ ιμ α σ ία  {Β) Κ λ α σ μ ά τ ω σ η  το υ  υ λ ικ ο ύ  π ο υ  
χ ρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτ α ι  σ τ ο  U ) σ ε  β α θ μ ίδ ω σ η  σ ο υ κ ρ ό ζ η ς  1 0 -3 0 %  Υ π ο δ ε ικ ν ικ ιν τ α ι τα  κ λ ά σ μ α τα  π ο υ  π ε ρ ιέ χ ο υ ν  
μ ο ν ο -  κ α ι ο λ ιγ ο -ν ο τ ικ λ ε ο σ ώ μ α τα  {ιιιι,} κ α ι ( ιιιιν). α \·τ ίσ το ιχα . <Γ) Η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ικ ό  π ρ ο φ ίλ  το υ  D N A  τω ν  
κ λ α σ μ ά τ ω ν  ( ιι ι ΐ ι)  κ α ι (ιιιιν). α ν τ ίσ το ιχ α . Δ ε ξ ιά  υ π ο δ ε ικ ιύ ο ν τ α ι  τα μ ε γ έ θ η  σ ε  ζε ύ γ η  β ά σ ε ω ν  (bp ). ( J )  
Δ ο κ ιμ έ ς  p u ll-d o w n  μ ε  ε π ιλ ε γ μ έ ν α  Ξ ά σ μ α τ α  α π ό  β α θ μ ίδ ω σ η  σ ο υ κ ρ ό ς η ς  Σ ε  κ ά θ ε  π ε ρ ίπ τω σ η  το Ιιψ  

α ν τ ιπ ρ ο σ ω π ε ύ ε ι  μ έ ρ ο ς  το υ  υ λ ικ ο ύ  (2 0 % )  π ο υ  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτ α ι σ ε  κ ά θ ε π ε ίρ α μ σ . ε ν ώ  το  υ λ ικ ό  π ο υ  
σ υ γ κ α τ α κ ρ η μ ν ίζ ε τ α ι  μ ε  τη ν  Η Ρ Ι β  υ π ο δ ε ικ \·ύ ε τ α ι μ ε  το  B o u n d . ( £ )  Α ν ο σ ο α π ο τ ύ π ω σ η  κ α τά  W e s te rn  μ ε 
α ν τ ίσ ω μ α  έ ν α ν τ ι  σ τ η ν  τ ρ ιμ ε θ υ λ ιω μ έ ν η  λ υ σ ίν η  9  σ τα  δ ε ίγ μ α τα  π ο υ  α π ε ικ ο ν ίζ ο ν τα ι σ το  ( J ) .
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Λ._________________
th y m id in e  

b lo c k
jj release >.
v

n i id / l a t c  >
S - p h a s e  c e lls  “

|| Triton X

V  M X a se  n ick in g  ^

F I  &  in s o lu b le  r e s id u e

E D T A  wash 

F 2  &  in s o lu b le  r e s id u e  

v  salt wash 
F 3  &  in s o lu b le  r e s id u e

F2 ___ F3
3

— II2B ^  ΙΙ2Λ 
^H-l

Ε ικ ό ν α  3. Σ ύ ν δ ε σ η  τ η ς  Η Ρ Ι β  μ ε  κ λ ά σ μ α τ α  χ ρ ω μ α τ ίν η ς  κ υ τ τ ά ρ ω ν  π ο υ  β ρ ίσ κ ο ν τ α ι σ τ η ν  S φ ά σ η . 1.4) 
Δ ια ν ρ α μ μ α τ ικ ή  α ν α π α ρ ά σ τ α σ η  το υ  π ε ιρ α μ α τ ικ ο ύ  σ χ ή μ α τ ο ς  π ο υ  ακολο ι> Η ήθηκε y iu  τη ν  α π ο μ ό ν ω σ η  τω ν  
χ ρ ω μ α τ ιν ικ ώ ν  κ λ α σ μ ά τω ν . Σ το  έ ν θ ε το  α π ε ικ ο ν ίζ ο ν τ α ι κ ύ τ τ α ρ α  H e L a  μ ε τά  α π ό  χ ρ ώ σ η  μ ε  α ν τ ίσ ω μ α  έ ν α ν τ ι  
τν|ς β ρ ο ο μ ο -δ ε ο ςυ -ο υ ρ ιδ ίν η ς  (BrdU)  κ α ι ιω δ ιο ύ χ ο  π ρ ο π ίδ ιο  (ΡΙ). προ* το  σ \> γχρο\·ισμ ό  (Λ Τ ). μ ετά  α π ό  δ ιπ λ ή  
α ν α σ το λ ή  μ ε  θ υ μ ιδ ίν η  (7 7 /) ’). κ α θ ώ ς  κ α ι 7 ώ ρ ε ς  μ ε τά  τ η ν  α π ε λ ε υ θ έ ρ ω σ η  α π ό  τ η ν  α ν α σ το λ ή  (R ). (Β ) 
Σ ύ ν δ ε σ η  ττ |ς  Η Ρ Ι β  μ ε  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ α  π ο υ  π ρ ο έ ρ χ ο ν τ α ι α π ό  H e L a  κ ύ τ τ α ρ α  π ο υ  β ρ ίσ κ ο ν τ α ι σ τη ν  S -φ ά σ η . 

'Σ τ ι ς  δ ια δ ρ ο μ έ ς  I κ α ι . α π ε ικ ο ν ίζ ε τ α ι το  υ λ ικ ό  π ο υ  σ υ γ κ α τ α κ ρ η μ ν ίζ ε τ α ι  μ ε  τ η ν  Η Ρ Ι β  σ ε  σ υγκέντρΓ οσ η  
ά λ α τ ο ς  0 .3  Μ  κ α ι  0 .6  Μ . α ν τ ίσ το ιχ α , ε ν ώ  σ τ η ν  δ ια δ ρ ο μ ή  3 το  δ ε ίγ μ α -μ α ρ τ υ ρ α ς  μ ε  G S T  ( σ ε  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η  
ά λ α το ς  0 .3  Μ ). Τ ο  Ιηρ  α ν τ ιπ ρ ο σ ω π ε ύ ε ι το  2 0 %  το υ  υ λ ικ ο ύ  π ο υ  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτ α ι σ ε  κ ά θ ε  δ ο κ ιμ ή . Τ α  
κ λ ά σ μ α τα  F L  F 2  κ α ι F S  α ν τ α π ο κ ρ ίν ο ν τ α ι σ τη ν  π α ρ α σ κ ε υ ή  χ ρ ω μ α τ ιν ικ ο ΰ  υ λ ικ ο ύ  μ ε τά  α π ο  δ ια δ ο χ ικ ή  

δ ια λ υ το π ο ίη σ η  μ ε  T ri to n  Χ -1 0 0 . E D T A  κ α ι 0 .3  Μ  ά λ α το ς .

δυο συγκεντρώσεις άλατος (0.3 Μ, 0.6 Μ) η ΗΡ1 β .συγκατακρημνίστηκε και με τις τέσσερις 

ιστόνες. Βάσει των παραπάνω αποτελεσμάτων συμπεραίνουμε ότι στο κλάσμα F1 περιέχονται 

κυρίως νεοσυντιθέντα ή διασπασμενα νουκλεοσώματα, καθώς και υπονουκλεοσωματικά 

θραύσματα, ενώ στα κλάσματα F2 και F3 περιέχονται νουκλεοσώματα, ευχρωματικής και 

ετεροχρωματινικής προέλευσης, αντίστοιχα.

3.3 Αλληλεπιδράσεις της ΗΡ1 με ακέραια νουκλεοσωμικά σω ματίδια 

(particles) και υποσωματίδια (subparticles) ετεροχρωματινικής προέλευσης

Συνδυάζοντας τα παραπάνω αποτελέσματα είναι εύκολο να συμπεράνουμε ότι η ΗΡΙβ 

συνδέεται με ολιγονουκλεοσώματα και υπονουκλεοσωματικά θραύσματα που προέρχονται από 

χρωματίνη που βρίσκεται στην S φάση, αλλά δεν συνδέεται με μονονουκλεοσώματα από 

χρωματίνη που βρίσκεται στην G0 φάση. Διερευνόντας περαιτέρω τις αλληπιδράσεις της ΗΡ1 με
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την χρωματίνη επιλέξαμε να χρησιμοποιήσουμε ως υπόστρωμα περιφερική ετεροχρωματίνη, η 

οποία περιέχει νουκλεο σώματα εμπλουτισμένα σε Η3 που είναι τριμεθυλιωμένη στη λυσίνη 9. 

Η περιφερική ετεροχρωματίνη παρασκευάζεται εκχυλίζοντας πυρηνικά φαντάσματα (NGs, 

\ nuclear ghosts) με 0.3 Μ NaCl, ώστε να απελευθερωθούν οι περιοχές της ετεροχρωματίνης που 

βρίσκονται σε επαφή με τον πυρηνικό φάκελο. Τα πυρηνικά φαντάσματα έχουν προέλθει από 

πυρήνες ερυθροκυττάρων γαλοπούλας με εξαντλητική πέψη με DNase I (ή εναλλακτικά MNase) 

(DNase-NGEs/MNase-NGEs) και επεξεργασία με υπέρηχους.

Σε δοκιμασίες κατακρήμνισης με χρωματινικά παρασκευάσματα από DNase-NGEs υπό 

διαφορετικές συνθήκες ιονικής ισχύος, προκύπτει ένα χαρακτηριστικό και επαναλαμβανόμενο 

πρότυπο σύνδεσης στην ΗΡΙβ. Σε 0.3 Μ άλατος, η ΗΡΙβ συγκατακρημνίζεται με τις τέσσερις 

νουκλεοσωματικές ιστόνες και τμήματα 100-250 bp νουκλεοσωματικού DNA (εικόνα 4Α και 

4Β, διαδρομή 1). Η αναλογία μεταξύ των τεσσάρων ιστονών δεν είναι ίδια, αλλά οι ιστόνες Η3, 

Η4 απαντώνται σε ελαφρά μεγαλύτερο ποσοστό. Η «προτίμηση» αυτή έγινε πιο σαφής όταν το 

πείραμα επαναλείφθηκε σε 0.6 Μ άλατος οπότε η ΗΡ1 β συνδέθηκε αποκλειστικά με σωματίδια 

Η3/Η4 τα οποία είναι ελέυθερα νουκλεοσωματικού DNA (εικόνα 4Α  και 4Β, διαδρομή 3). Το 

υλικό που συγκατακρημνίζεται με την ΗΡΙβ σε αλατότητα 0.3 και 0.6 Μ δεν διαφέρει στον 

βαθμό της τριμεθυλίωσης της λυσίνης 9 (εικόνα 4Γ), άρα μια πιθανή ερμηνεία είναι ότι η ΗΡ1 β 

συνδέεται ισχυρότερα με τα υποσωματίδια Η3/Η4 παρά με ακέραια νουκλεοσώματα.

Το χαρακτηρισπκό πρότυπο που περιγράφηκε παραπάνω δεν παρατηρήθηκε όταν το εκχύλισμα 

περιείχε μεγαλύτερα σωματίδια. Μετά από πέψη του ετεροχρωματινικού υλικού με MNase 

παραλήφθηκαν ολίγο- και πολύ- νουκλεοσώματα, ενώ με χρήση DNase I παραλήφθηκαν 

μονονουκλεοσώματα και υπονουκλεοσωματικά θραύσματα, επειδή η MNase είναι πολύ 

λιγότερο «επιθετική» ως νουκλεάση συγκριτικά με την DNase I. 'Οταν ελέγχθηκαν εκχυλίσματα 

από MNase-NGEs υπό διαφορετικές συνθήκες ιονικής ισχύος η ΗΡ1 β συγκατακρημνίστηκε και 

με τις τέσσερις νουκλεοσωματικές ιστόνες, ακόμη και σε 0.6 Μ άλατος. Από τα παραπάνω 

αποτελέσματα συμπεράναμε ότι η αυξημένη συγκέντρωση άλατος δεν προκαλεί αποδιάταξη του 

ιστονικού οκταμερούς, όταν σε αυτό είναι περιτυλιγμένο το DNA.

Φαίνεται ότι στην περίπτωση που το νουκλεοσωμικό DNA έχει κοπεί σε πολλά σημεία, τότε το 

οκταμερές έχει μειωμένη σταθερότητα, η οποία γίνεται ακόμα μικρότερη παρουσία άλατος. Στη 

βιβλιογραφία αναφέρεται ότι το διμερές Η2Α/Η2Β διαχωρίζεται από το τετραμερές Η3/Η4, ενώ
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A  DNast-NGE MNase-XGE β .  1 3 3'

* Ε ικ ό \·α  4 . Ξ ύ \·δεσ η  τη ς  H P 1  μ ε  υπ ο χ-ο υκ λεσ το μ α τικ ά  θ ρ α ύ σ μ α τ α . ί.-J) Η  H P ]  σ υ γ κ α τα κ ρ η μ χ 'ίζ ε τ α ι μ ε  
τμ ή μ α τα  π ε ρ ιφ ε ρ ικ ή ς  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ίχ η ς  π ο υ  π ρ ο κ ύ π τ ο υ ν  α π ό  ε κ χ ύ λ ισ η  πυρήχτοχ* μ ε τά  α π ό  π έ ψ η  μ ε  
ν ο υ κ λ ο ά σ η  (π υ ρ η ν ικ ά  φ α ν τά σ μ α τ α ) . Σ τ ις  διαδρομές  Ι / Γ  κ α ι  3/.V α π ε ικ ο χ 'ίζ ε τ α ι το  υ λ ικ ό  π ο υ  
σ υ γ κ α τ α κ ρ η μ ν ίς ε τ α ι  μ ε  τη\* H P Iβ  0.3 κ α ι 0 .6  Μ  N a C I. ά χ τ ισ τ ο ιχ α . εχ*ώ σ τ ις  δ ια δ ρ ο μ έ ς  2 /2  κ α ι 4 /4 ' 
φ α ιχΌ ντα ι ο ι α χ τ ίσ τ ο ιχ ε ς  δ ο κ ιμ α σ ίε ς  ε λ έ γ χ ο υ  μ ε  G S T . Τ ο  Ιηρ αχ’α π α ρ ισ τ ά  το  2 0 %  τ ο υ  υ λ ικ ο ύ  π ο υ  
χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ ε  σ ε  κ ά θ ε  δ ο κ ιμ ή . Η  ο μ ά δ α  δ ε ιγ μ ά τ ω ν  D X a s e -X G E  α χ -τα π ο κ ρ ίχετα ι σ τα  δ ε ίγ μ α τ α  π ο υ  
έχ ε ι χ ρ η σ ιμ ο π ο ιη θ ε ί  ε κ χ ύ λ ισ μ α  α π ό  π υ ρ ή ν ε ς  π ο υ  έ χ ο υ ν  υ π ο σ τ ε ί  π έ ψ η  μ ε  D N a s e  I. ε ν ώ  η ο μ ά δ α  τω ν  
M X a s e -X G E  σ ε  ε κ χ υ λ ίσ μ α τ α  α π ό  π υ ρ ή ν ε ς  -π ο υ  έχουχ- υ π ο σ τ ε ί  π έ ψ η  μ ε  M N a s e  (γ ια  π ε ρ ισ σ ό τ ε ρ ε ς  
λ ε π τ ο μ έ ρ ιε ς  β λ έ π ε  Ενότητα 4.3. (Β ) T o  D N A  π ο υ  σ υ γ κ α τα κ ρ η μ χ 'ίζ ε τ α ι μ ε  τη ν  H P  I β  κ α ι τ ις  ισ τό χ 'ες  σ το  
π ε ίρ α μ α  π ο υ  π α ρ ο υ σ ιά ζ ε τα ι σ τ η ν  Ε ικ . 4Λ. Δ ε ίκ τε ς  μοριακώ χ* β α ρ ώ ν  (σ ε  b p )  απεικοχ* ίζο \·τα ι σ τα  α ρ ισ τε ρ ά . 
(Γ) Α χ 'ο σ ο α π ο τύ π ω σ η  κ α τά  W e s te rn  μ ε  α χ 'τ ίσ ω μ α  έχ·α\'τι τ η ς  τρ ιμ εθ υ λ κ υ μ έ χ -η ς  λυσ ί\*η ς 9. Ο ι διαδρομές 

αχτιστοιχούχ* σ ε ε κ ε ίχ ’ε ς  τη ς  ε ικ ό χ 'α ς  4Λ.

παράλληλα το DNA αποσυνδέεται από το οκταμερές σε συγκέντρωση άλατος μεταξύ 0.5-1.0 Μ.

Η αποσταθεροποίηση που προκαλεί η υψηλή ιονική ισχύς εξαρτάται επιπλέον και από την 

συγκέντρωση των ιόντων μαγνησίου καθώς και από την αρχική συγκέντρωση των 

νουκλεοσωμάτων (144, 172-175). Για να διερευνήσουμε ότι τα υποσωματίδια προϋπήρχαν στο 

εκχύλισμα, προχωρήσαμε σε κλασμάτωση του εκχυλίσματος από DNase-NGE σε βαθμίδωση 

σουκρόζης και αλατότητα 0.3 Μ (εικόνα 5Α-Γ). Σε δοκιμασίες κατακρήμνισης με χαμηλής . 

πυκνότητας κλάσματα (π.χ. fr7 , κλάσμα 7) η ΗΡ1 β συνδέθηκε αποκλειστικά στα υποσωματίδια 

Η3/Η4 και στις δυο συνθήκες (0.3 και 0.6 Μ NaCI) (εικόνα 5Δ). Ελέγχοντας κατά τον ίδιο τρόπο 

κλάσματα υψηλότερης πυκν<$¥ητας (π.χ. f r ! 2 ,  f r ! 9 ) παρατηρήσαμε ότι αναπαράγεται το
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αποτέλεσμα που προκύπτει όταν χρησιμοποιούμε ολικό εκχύλισμα που δεν έχει υποστεί 

κλασμάτωση σε βαθμίδωση σουκρόζης. Σε χαμηλή ιονική ισχύ συγκατακρημνίστηκαν οι 

t τέσσερις νουκλεοσωμικές ιστόνες, ενώ σε υψηλή ιονική ισχύ μόνο οι Η3/Η4 (εικόνα 5Δ). Μια 

πιθανή ερμηνεία των παραπάνω αποτελεσμάτων παρουσιάζεται στην εικόνα 5Ε.

Προτείνουμε ότι κατά την παρασκευή των DNase-NGE τα μονονουκλεο σώματα απαντώνται 

σε τρεις διακριτές καταστάσεις:

α) Σε ακέραια μονονουκλεοσώματα (n u j)  που απαρτίζονται από το ιστονικό οκταμερές και το 

νουκλεοσωμικό DNA,

β) Σε δια σπασμένα σωματίδια Η3/Η4 και Η2Α/Η2Β (ηυο), τα οποία προκύπτουν από 

νουκλεοσώματα των οποίων το DNA έχει κοπεί πλήρως (με αποτέλεσμα να εξασθενίσουν οι 

αλληλεπιδράσεις των δυο διμερών Η2Α/Η2Β με το τετραμερές Η3/Η4 και να προκληθεί 

διάσπαση του οκταμερούς), και τέλος

γ) Σε νουκλεοσώματα που είναι μερικώς ανοιγμένα (nuo) λόγω της έλλειψης τμημάτων του 

νουκλεοσωμικού DNA (το οκταμερές δεν διασπάτας αλλά δεν έχει τη σταθερότητα των 

ακέραιων νουκλεοσωμάτων). Η ΗΡΙβ δεν φαίνεται να συνδέεται με τα n u j, ενώ συνδέεται με τα 

nu0 , nuD και νεοσυντιθέντα ή αποσταθεροποιημένα νουκλεοσώματα που υπάρχουν στην S- 

φάση.

<
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nup nu0 nu,
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nu ,,: disrupted
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nil, : intact

Ε ικ ό ν α  5. Σ ύ ν δ ε σ η  τη ς  H P !  μ ε  δ ια σ π α μ έ ν α  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ α . i A > Κ λ α σ μ ά τ ω σ η  τ ο υ  ε κ χ υ λ ίσ μ α τ ο ς  α π ό  
D X a s e -X G E  σ ε  β α θ μ ίδ ω σ η  σ ο υ κ ρ ό ζ η ς  1 0 -3 0 % . Τ α  κ λ ά σ μ α τ α  π ο υ  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ α ν  
υ π ο δ ε ικ ν ύ ο ν τ α ι μ ε  βέλη . iB )  κ α ι \Γ) Τ ο  η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ικ ό  π ρ ό τ υ π ο  το υ  D N A  κ α ι α ν ο σ ο α π ο τ ύ π ω σ η  
κ α τά  W e s te rn  τω ν  κ λ α σ μ ά τ ω ν  π ο υ  έ χ ο υ ν  υ π ο δ υ κ ν ύ ο ν τ α ι  σ το  (.-!). α ν τ ίσ τ ο ιχ α . Ο ι  δ ε ίκ τ ε ς  μ ο ρ ια κ ώ ν  
papcov (σ ε  b p )  υπ ο δ ε ικ \* ύ ο ν τα ι σ τ α  δ ε ς ιά . (_Ι> Δ ο κ ιμ α σ ίε ς  κ α τ α κ ρ ή μ ν ισ η ς  μ ε  τ α  κ λ ά σ μ α τ α  π ο υ  
υ π ο δ ε ικ ν ύ ο ν τα ι σ το  (.-I). Σ τ ις  δ ια δ ρ ο μ έ ς  μ ε  π ε ρ ιτ τή  α ρ ίθ μ η σ η  φ α ίν ο ν τ α ι  τα  δ ε ίγ μ α τ α  ό τ α ν  τ ο  π ε ίρ α μ α  
γ ίν ε τα ι σ ε  0 .3  Μ  N a C I. ε ν ώ  σ τ ις  δ ια δ ρ ο μ έ ς  μ ε  ά ρ τ ια  α ρ ίθ μ η σ η  τα  δ ε ίγ μ α τ α  ό τ α ν  το  π ε ίρ α μ α  γ ίν ε τ α ι  
σ ε  0 .6  Μ  N a C I. (Ε)  Υ π ο θ ε τ ικ η > 0 ια γ ρ α μ μ α τ ικ ή  α ν α π α ρ ά σ τ α σ η  τ ω ν  σ ω μ α τ ιδ ίω ν  π ο υ  π ε ρ ιέ χ ο ν τ α ι  σ τα  
ε κ χ υ λ ίσ μ α τ α  π ο υ  π ρ ο κ ύ π τ ο υ ν  α π ό  τα  " π υ ρ η ν ικ ά  φ α ν τ ά σ μ α τ α " . Τ ο  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ικ ό  D N A  
α ν α π α ρ ισ τά τ α ι μ ε  δ ια κ ε κ ο μ μ έ ν ε ς  η  κ υ μ α τ ισ τ έ ς  γ ρ α μ μ έ ς ,  ε ν ώ  τα  Η 2 Α -Η 2 Β  κ α ι Η 3 -Η 4  υ π ο σ ύ μ π λ ο κ α  
α π ε ικ ο ν ίζ ο ν τα ι ω ς  η μ ικ ύ κ λ ια . Γ ια  π ε ρ ισ σ ό τ ε ρ ε ς  λ ε π τ ο μ έ ρ ιε ς  β λ έ π ε  π α ρ ά γ ρ α φ ο  4.3.

• i
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3.4 Ταυτοποίηση τω ν τροποποιήσεων που απαντιόνται στην Η3 που

συνδέεται με την ΗΡ1.
η

Διερευνάντας το ρόλο που διαδραματίζει η χημική σύσταση της Η3 στην σύνδεσή της με την 

ΗΡΙβ, αναλύσαμε σωματίδια Η3/Η4 που συνδέονται με την ΗΡΙβ σε 0.6 Μ, καθώς και 

οκταμερή που συνδέονται με την ΗΡΙβ σε ιονική ισχύ 0.3 Μ, με φασματοσκοπία μάζας 

(MALDI-TOF).

Σε συμφωνία με τα προηγούμενα αποτελέσματα, οι τροποποιήσεις που ανιχνεύθηκαν σε όλα τα 

δείγματα της Η3 ήταν παρόμοιες. Ανιχνεύθηκε τριμεθυλίωση στη λυσίνη 27, η οποία 

συσχετίζεται με γονίδιακή αποσιώπηση μέσω του Polycomb και τριμεθυλίωση στη λυσίνη 9, η 

οποία ευνοεί τη στρατολόγηση της ΗΡ1 στην ετεροχρωματίνη.Μεθυλίωση στη λυσίνη 4 και η 

διπλή ακετυλίωση στις λυσίνες 18 και 23, που συσχετίζονται με ευχρωματινικές περιοχές, δεν 

ανιχνεύθηκαν. Παρ’ όλα ταύτα, παρατηρήθηκαν άλλες τροποποιήσεις που απαντιόνται συνήθως 

στην ευχρωματίνη, όπως η τριμεθυλίωση στη λυσίνη 79, η ακετυλίωση στη λυσίνη 18, η 

ακετυλίωση στη λυσίνη 23 και η μεθυλίωση στη λυσίνη 36. Από τις τροποποιήσεις που 

ταυτοποιήθηκαν δεν επαληθεύεται η υπόθεση ότι ο συνδυασμός «τριμεθυλίωση στην λυσίνη 9 / 

μη ακετυλίωση στη λυσίνη 14 / μονομεθυλίωση στη λυσίνη 27» αποτελεί ικανή και αναγκαία 

συνθήκη για την στροτολόγηση της ΗΡ1 στην ετεροχρωματίνη (144, 145). Από τα παραπάνω 

προκύπτει ότι η επιλεκτική σύνδεση της ΗΡ1 με την Η3 σε in v itro  συνθήκες δεν εξαρτάται από 

τη χημική σύσταση της Η3. Επιπλέον, από παρόμοιες αναλύσεις που έχουν πραγματοποιηθεί 

στο εργαστήριό μας (176); Markaki et al, submitted) προκύπτει ότι οι μετά μεταφραστικές 

τροποποιήσεις δεν συσχετίζονται σε απόλυτο βαθμό με την κατάσταση της χρωματίνης (ενεργού 

ή απο σιωπή μένης).

3.5 Ενσωμάτωση της ΗΡ1 στην χρωματίνη υπό i n  v i v o  συνθήκες.

Οι βιοχημικές παρατηρήσεις μας έδειξαν ότι η ΗΡ1 συνδέεται με τα διάφορα νουκλεοσωματικά 

υποστρώματα με τρόπο ο οποίος εξαρτάται από τη φυσική κατάσταση της χρωματίνης. Η 

χρωματίνη και τα νουκλεοσώματα δεν είναι στατικές, αλλά δυναμικές δομές και κατά τη
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διάρκεια του κυτταρικού κύκλου η φυσική τους κατάσταση μεταβάλλεται (45). Για τον λόγο 

αυτό, στη συνέχεια μελετήσαμε τη δυναμική) οργάνωση της ΗΡΙ σε ένα κυτταρικό σύστημα, 

ώστε να συσχετίσουμε τις βιοχημικές παρατηρήσεις που έχουν προκύψει από τις in v itro  δοκιμές 

με διαδικασίες και λειτουργίες που λαμβάνουν χώρα υπό in v ivo  συνθήκες. Για αυτόν τον 

σκοπό, χρησιμοποιήσαμε μεθόδους παροδικής διαμόλυνσης κυττάρων με πλασμιδιακό DNA 

(μικροενέσεις, μέθοδος φωσφορικού ασβεστίου και ηλεκτροδιαπύδιση) και εξετάσαμε δυο 

κυτταρικές σειρές ανθρώπινης προέλευσης (HeLn και MCF-7). Μετά τη διαμόλυνση 

ακολουθούσε παρατήρηση στο μικροσκόπιο, αφού επωάζαμε τα κύτταρα για μικρά (2-6 h) ή 

μεγαλύτερα (12-48 Ιι) χρονικά διαστήματα.

Ανεξάρτητα από τη μέθοδο και το χρονικό διάστημα επώασης σε κάθε περίπτωση παρατηρούμε 

δύο διακριτούς φαινότυπους μεταξύ των κυττάρων που είχαν διαμολυνθεί: 

i) κύτταρα με εστιακό φαινότυπο (SP, από το ‘speckled’) στα οποία η ΗΡΙβ-GFP 

συγκεντρώνονταν στις θέσεις γύρω από τους πυρηνίσκους (όπου εντοπίζεται η 

περικεντρομεριδιακή ετεροχρωματίνη) καθώς και στην περιφέρεια του πυρήνα (περιφερική 

ετεροχρωματίνη) (εικόνα 6Α) και

ίί) κύτταρα με διάχυτο φαινότυπο (D από το ‘diffuse’), στα οποία η ΗΡΙβ-GFP κατανέμονταν σε 

όλο το πυρηνόπλασμα και σε μικρές διάσπαρτες εστίες (εικόνα 6Α). Παρατηρήσαμε ότι οι δύο 

αυτοί φαινότυποι δεν απαντιόνται σε σταθερή σχετική αναλογία, αλλά έχουν μια αντιστρόφως
*

ανάλογη σχέση. Μετά από μικρό χρονικό διάστημα δύο ωρών ο εστιακός φαινότυπος απαντάται 

σε ποσοστό 30%, ενώ ο διάχυτος φαινότυπος σε ποσοστό 70%. Σε ενδιάμεσο διάστημα 

τεσσάρων με έξι ωρών εστιακός και ο διάχυτος φαινότυπος απαντιόνται σε ποσοστό 50%, ενώ 

σε διάστημα εικοσιτεσσάρων ωρών ο εστιακός απαντάται σε ποσοστό 80%, ενώ ο διάχυτος σε 

ποσοστό 20% (εικόνα 6Β).

Η χρονικά εξαρτιόμενη αλλαγή από το διάχυτο στον εστιακό φαινότυπο μας δημιούργησε την 

υπόνοια ότι η ενσωμάτωση της ΗΡΙ β-GFP στις ετεροχρωματινικές εστίες μπορεί να εξαρτάται 

από τον κυτταρικό κύκλο. Προηγουμένως όμως έπρεπε να ελέγξουμε εάν οι φαινότυποι που 

παρατηρήθηκαν είναι φυσιολογικοί ή εάν η εντόπιση της ΗΡΙ β-GFP είναι έκτοπη λόγω της 

υπερέκφρασης.

Αρχικά εξετάσαμε αν η κατανομή της ΗΡΙ β-GFP συσχετίζεται με τα επίπεδα έκφρασης της 

πρωτεΐνης καταγράφοντας την ένταση του φθορισμού της ΗΡΙ β-GFP. Με βάση αυτή την
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Ε ικ ό ν α  6. H  lie novo ε ν σ ω μ ά τ ω σ η  t t |c  H P I  σ ε  π α ρ ο δ ικ ά  δ ια μ ο λ ιχσ μ ένα  α νΗ ρω πινα  κ ύ ττα ρ α . (Π) 
Α ν τ ιπ ρ ο σ ω π ε υ τ ικ ο ί  φ α ιν ό τ υ π ο ι κ υ τ τ ά ρ ω ν  H eL a  κ α τ ό π ιν  δ ια μ ό λ υ ν σ η ς  μ ε  H I’ I β -G F P  κ α ι χρ ο ισ η ς του 
π υ ρ ή ν α μ ε  ι/υ δ ιο ύ χ ο  π ρ ο π ό δ ιο  (PJ) Σ τ ις  σ τ ή λ ε ς  α π ε ικ ο ν ίζ ο ν τα ι δ ια δ ο χ ικ έ ς  ο π τ ικ έ ς  το μ ές  α π ό  
σ υ ν ε σ τ ια κ ό  μ ικ ρ ο σ κ ό π ιο  (Β) Μ ο ρ φ ο μ ε τ ρ ικ η  α ν ά λ υ σ η  κ υ τ τ ά ρ ω ν  H eL a κ α ι M C F -7  κ α τό π ιν  δ ια μ ό λ υ ν σ η ς  
μ ε  το  π λ α σ μ ιδ ιο  π ο υ  κ ω δ ικ ο π ο ιε ί  τη ν  H P  1 β - ί  rF P  Τ ο  π ο σ ο σ τό  το>ν κ υ ττά ρ ω ν  π ο υ  π α ρ ο υ σ ιά ζ ο υ ν  δ ιά χυ το  
ή ε σ τ ια κ ό  π ρ ό τ υ π ο  υ π ο δ ε ικ ν ύ ε τ α ι σ το  ισ τ ό γ ρ α μ μ α . Μ ε  η σ υ μ β ο λ ίζ ε τ α ι ο  α ρ ιΗ μ ό ς τω ν  κ υ ττά ρ ω ν  π ο υ  
α ν α λ ύ θ η κ α ν . </~) Α π ε ικ ό ν ισ η  τω ν  σ χ ε τ ικ ώ ν  ε π ίπ ε δ ω ν  έ κ φ ρ α σ η ς  τη ς  Η Ρ Ι β -C iFP σ ε  κ ύ ττα ρ α  πο υ  
ε μ φ α ν ίζ ο υ ν  δ ιά χ υ το  ή ε σ τ ια κ ό  π ρ ό τ υ π ο  κ α τα ν ο μ ή ς , μ ε τά  α π ό  6 -1 2  h ε π ώ α σ η ς  (γ ια  π ερ ισ σ ό τε ρ ες  
λ ε π τ ο μ έ ρ ιε ς  β λ έ π ε  π α ρ ά γ ρ α φ ο  4 .5 ). ( J )  Δ ια γ ρ α μ μ α τ ικ ή  α π ε ικ ό ν ισ η  το υ  σ χ ε τ ικ ο ύ  μ ε γ έ θ ο υ ς  το υ  π υ ρ ή ν α  
δ ια μ ο λ υ σ μ έ ν ω ν  μ ε  το  π λ α σ μ ίδ ιο  γ ια  τη ν  Η Ρ ί β - t r F P  π ο υ  ε μ φ α ν ίζ ο υ ν  δ ιά χ υ το  η ε σ τ ια κ ό  π ρ ό τυ π ο  
κ α τα ν ο μ ή ς . Μ ε / ;  σ υ μ β ο λ ίζ ε τ α ι ο  α ρ ιθ μ ό ς  τω ν  κ υττά ρο υ · π ο υ  α ν α λ ύ θ η κ α ν  (γ ια  π ε ρ ισ σ ό τε ρ ε ς  λ ε π το μ έ ρ ιε ς  
β λ έ π ε  π α ρ ά γ ρ α φ ο  4  .5).
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παράμετρο, διαχωρίσαμε τα κύτταρα σε τρεις κατηγορίες (μικρή, κανονική και μεγάλη ένταση 

φθορισμού) και μελετήσαμε την κατανομή της φθορίζουσας πρωτεΐνης. Παρατηρήθηκε ότι 

ανεξάρτητα από την ένταση του φθορισμού σε κύτταρα κάθε κατηγορίας απαντώνταικαι οι δυο 

τύποι κατανομής (εικόνα 6Γ). Επίσης παρατηρήσαμε ότι τα κύτταρα με εστιακό πρότυπο 

εμφανίζουν ελαφρά μεγαλύτερο πυρήνα (εικόνα 6Δ). Για το λόγο αυτό, πραγματοποιήσαμε 

μορφομετρική ανάλυση υπολογίζοντας την αναλογία έντασης φθορισμού προς την επιφάνεια 

του πυρήνα και συμπεράναμε ότι το μεγέθους του πυρήνα ήταν πράγματι ελαφρά μεγαλύτερο 

στα κύτταρα με εστιακό πρότυπο.

Στη συνέχεια ελέγξαμε κατά πόσο η ΗΡΙβ ενσωματώνεται σε ετεροχρωματινικές εστίες και όχι , 

σε έκτοπες θέσεις. Παρατηρήσαμε ότι η ΗΡΙβ-GFP συνεντοπίζεται σε βαθμό άνω του 90% με 

την ενδογενή ΗΡ1 (εικόνα 7Α) και ετεροχρωματινικούς δείκτες όπως η τριμεθυλιωμένη λυσίνη 

9 στην Η3 (3meK9H3) και η τριμεθυλιωμένη λυσίνη 20 στην Η4 (3meK20H4) (εικόνα 7Γ). 

Αντίθετα, δεν παρατηρήθηκε συνεντόπιση με ευχρωματινικούς δείκτες όπως ο SNF2 (εικόνα 

7Β). Γενικά, η ενσωμάτωση της ΗΡΙβ-GFP στις ετεροχρωματινικές εστίες ακολουθούσε το 

αναμενόμενο πρότυπο. Ωστόσο, επισημάναμε κάποιες μικρές αποκλίσεις. Για παράδειγμα,η 

ΗΡΙβ-GFP συνεντοτάζονταν με την ενδογενή ΗΡ1, όχι όμως απόλυτα με αποτέλεσμα να 

υπάρχουν θέσεις που απαντάται μόνο η μία εκ των δύο (εικόνα 8Α). Το ενδεχόμενο η GFP να 

αποτελεί ανασταλτικό στερικό παράγοντα για την ΗΡΙβ-GFP δεν φαίνεται να ισχύες αφ’ ενός 

επειδή μεγάλο ποσοστό της ΗΡΙβ-GFP εντοπίστηκε στις ίδιες θέσεις που βρίσκονταν και η 

ενδογενής ΗΡΙβ. Αφ’ ετέρου σε δοκιμασίες με την τεχνική FRAP έδειξε φυσιολογική κινητική 

(βλέπε παρακάτω, παράγραφο 4.6). Η HP1-GFP επίσης δεν συνεντοπίζονταν απόλυτα με τις 

3meK9H3 και 3meK20H4, γεγονός που σε συνδυασμό με τα παραπάνω αποτελέσματα 

υποδηλώνει ότι η ενσωμάτωση της ΗΡ1 στην χρωματίνη πιθανόν να ακολουθεί εναλλακτικά 

μονοπάτια, ανεξάρτητα από την παρουσία της 3meK9H3. Η παραπάνω άποψη επιβεβαιώθηκε 

όταν διαμολύναμε κύτταρα ανθρώπινης προέλευσης με καθεμία ξεχωριστά και μείγμα δυο 

μεταλλαγμένων μορφών της ΗΡΙβ που αναπαριστούν τον χρωμοτομέα (CD-GFP) και το 

υπόλοιπο τμήμα της πρωτεΐνης (ACD-GFP, σκιώδη χρωμοτομέα και ενδιάμεση περιοχή). Οι δυο 

μεταλλαγμένες μορφές ενσωματώθηκαν ακολουθώνταςτο διάχυτο πρότυπο, αποτέλεσμα που δεν 

ήταν αναμενόμενο για την CD-GFP, η οποία διαθέτει ιδιότητες σύνδεσης με την 3meK9H3 και 

τηνχρωματίνη (147). *'
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Ε ικ ό ν α  7. Ε νσυτμάττοση  της H P l - G F P  σ ε  ετεροχρ<·>μ α π  ν ίκ ε ς  r.mir.c. (.4> Χ ρ ώ σ η  κυττά ρο υ - π ο υ  ε κ φ ρ ά ςο υ ν  
H P  1 (M .iFP  μ ε  α ν τ ίσ ο ιμ α  έ ν α ν τ ι  σ τ η ν  H P  1 |V Σ το  Λες ιό μ έ ρ ο ς  n]C ε ικ ό ν α ς  α π ε ικ ο ν ίζ ο ν τ α ι (σ ε  μ ε γ α λ ύ τε ρ η  
μ ε γ έ θ υ ν σ η  κ α ι α υ ξ η μ έ ν η  σ κ ία σ η )  ε τ ε ρ ο χ ρ ο η ια τ η τ κ έ ς  ε σ τ ίε ς  π ο υ  π α ρ ο υ σ ιά ζ ο υ ν  ό ια φ ο ρ ετ ικ ά  π ρ ό τυ π α  
σ υ ν ε ν τ ό π ισ η ς  το ιν Λυο π ρ ω τε ϊν ώ ν . {Β)λ Γ ι Χ ρ ώ σ η  κ υ ττά ρο υ - πο υ  ε κ φ ρ ά ζ ο υ ν  H PI(3-C rFP  μ ε  α ντ ισ ο ιμ α τα  
cvuvti στο\· S N F -2  (n n ti-S N F 2 . ε υ χ ρ ο η ια τ ιν ικ ό ς  Λ ε ίκ τη α  η σ τη ν  τρ ιμ ε ύ υ λ ιο η ιέ ν η  λ υ σ ίν η  9 τη ς  Η 3 <anti- 
3 m e K 9 H 3 ) κα ι σ τη ν  τρ ιμ εΟ υ λ ιο ιμ ένη  λ υ σ ίν η  2 0  τη ς  Η 4  ( a n t i -3 m e K 2 0 H 4 1 (ε τε ρ ο χ ρ ο η ια τ ιν ικ ο ί Ο είκτες). 
α ν τ ίσ το ιχ α . Α π ε ικ ο ν ίζ ο ν τ α ι το μ έ ς  π ο υ  έ χ ο υ ν  ληφΟ εϊ σ το υ ς  u c o v c c .v r  κ α ι χζ. Τ α  β έλ η  επ ίσ η μ α  ινο ο υ ν  εσ τ ίε ς  
ό π ο υ  ε ν τ ο π ίζ ε τα ι μ ο \-α ό ικ ό  σ ή μ α  (π ρ ά σ ιν ο  η κ ο κ κ ιν ο ). Μ ε  τη ν  έ ν ύ ε ιςη  mi επ ισ η μ α ίν ε τα ι η π ερ ιο χή  το υ  
π υ ρ η ν ίσ κ ο υ . Ο ι υ π ό λ ο ιπ ε ς  ε π ισ η μ ά ν σ ε ις  έ χ ο υ ν  γ ίν ε ι ό π ω ς  κ α ι σ τ ις  π ρ ο η γ ο ύ μ ε ν ε ς  ε ικ ό ν ες . ( J )  Τ ο  ίόιο 
π ε ίρ α μ α  όπτος σ το  (.4) χ ρ η σ ιμ ο π ο ιώ ν τ α ς  π λ α σ μ ιό ια κ έ ς  κ α τ α σ κ ε υ έ ς  Λυο μ ε τ α λ λ α γ μ έ ν ω ν  μ ο ρ φ ώ ν  της H P  I β. 
τη ν  C D -G F P  (c h ro m o d o m a in )  (α μ ιν ο ς έ α  1-70) π ο υ  α π α ρ τ ίζ ο υ ν  το ν  χ ρ υ ρ ο τ ο μ ε α  κ α ι τη\· A C D -G F P  
(α μ ιν ο ς έ α  6 9 -1 8 5 )  π ο υ  α π α ρ τ ίζ ο υ ν  το\· σ κ ιώ δ η  χρ ο η ιο το μ έ σ  κ α ι τη\· ε ν δ ιά μ ε σ η  σ υ ν δ ετ ικ ή  περ ιο χή .
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3.6 Η ενσωμάτωση της Η ΡΙβ στην ετεροχρωματίνη εξαρτάται από τον 

κυτταρικό κύκλο.

Η διαφορά που παρατηρήσαμε παραπάνω στο μέγεθος των πυρήνων μεταξύ των κυττάρων με 

διάχυτο και εστιακό πρότυπο κατανομής πιθανόν να υποδηλώνει ότι βρίσκονται σε διαφορετικές 

φάσεις του κυτταρικού κύκλου, καθώς το μέγεθος του πυρήνα αυξάνει κατά τη μετάβαση από 

την Gi φάση στην G2 . Για να ελέγξουμε το ενδεχόμενο αυτό σε κύτταρα ανθρώπινης 

προέλευσης εισάγαμε ταυτόχρονα (με μικροένεση) το πλασμίδιο για την ΗΡΙβ-GFP και το 

ανάλογο βάσης Cy3-dUTP. Στη συνέχεια, μετά από έξι ώρες αναλύουμε μορφολογικά τα 

κύτταρα. Όπως διακρίνουμε στην εικόνα 8Α, τα κύτταρα που εμφανίζουν διάχυτο πρότυπο 

κατανομής για την ΗΡΙβ-GFP στις περισσότερες περιπτώσεις δεν έχουν ενσωματώσει το 

ανάλογο Cy3-dUTP, βρίσκονται δηλαδή εκτός της S φάσης. Σε κάποιες περιπτώσεις κυττάρων 

με διάχυτο φαινότυπο για την ΗΡΙβ-GFP και ταυτόχρονη ενσωμάτωση του αναλόγου Cy3- 

dUTP, το πρότυπο κατανομής του Cy3-dUTP αντιστοιχεί σε ευχρωματινικές περιοχές οι οποίες 

αναγράφονται νωρίς στην S φάση. Τα κύτταρα που εμφανίζουν εστιακή κατανομή για την 

ΗΡΙβ-GFP σε όλες σχεδόν τις περιπτώσεις έχουν ενσωματώσει το Cy3-dUTP στις θέσεις που 

αναστοιχούν στην ετεροχρωματίνη, οι οποίες αναγράφονται στο τέλος της S φάσης. Τα κύτταρα 

με εστιακό φαινότυπο για την ΗΡΙβ-GFP που το Cy3-dUTP δεν ενσωματώνεται, μόλις έχουν 

ολοκληρώσει την μίτωση (π.χ. τα κύτταρα που βρίσκονται ανά ζεύγη κατά την τελόφαση ή 

νωρίς στην G1). Η ΗΡΙβ-GFP και το Cy3-dUTP, δεν συνεντοπίζονται απόλυτα (εικόνα 8Α), 

λόγω του ό α  το ανάλογο αμέσως μετά την εισαγωγή του στο κύτταρο ενσωματώνεται στις 

εστίες που αναγράφονται εκείνη τη στιγμή, ενώ η σύνθεση της ΗΡΙβ-GFP υστερεί Τα 

παραπάνω αποτελέσματα επαληθεύτηκαν όταν παρακολουθήσαμε την ενσωμάτωση της ΗΡΙβ- 

GFP σε σχέση με την ενσωμάτωση της βρωμοδεοξυουριδίνης (BrdU). Σε αυτή την περίπτωση 

τα κύτταρα εξετάστηκαν 18 ώρες μετά την διαμόλυνση με την ΗΡ1 β-GFP και 30 λεπ τά  μετά την 

επώαση με το ανάλογο βάσης Αν και ο αριθμός των κυττάρων που ελέγχθηκαν με αυτή τη 

μέθοδο ήταν πιο μικρός (για καθαρά τεχνικούς λόγους) , το αποτέλεσμα ήταν βασικά το ίδιο 

(εικόνα 8Β).

Από αυτά τα πειράματα προκύπτει ότι η ενσωμάτωση της ΗΡ1 β-GFP εξαρτάται από τον 

κυτταρικό κύκλο. Το ‘χρονικό παράθυρο’ που πληρούνται οι προϋποθέσεις ενσωμάτωσης της
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ΗΡ1 βρίσκεται σε δυο σημεία του κυτταρικού κύκλου, κατά το τέλος της S φάσης (όπου 

αντιγράφονται οι ετεροχρωματινικές εστίες) και κατά την ολοκλήρωση της μίτωσης. Η ΗΡΙβ- 

GFP, όπως και η ενδογενής ΗΡ1, αποσυνδέεται από τη χρωματίνη κατά την πρώιμη πρόφαση 

και επανέρχεται στις ετεροχρωματινικές εστίες στην τελόφαση. Το γεγονός αυτό επαληθεύεται 

με ταυτόχρονη χρώση κυττάρων που εκφράζουν ΗΡ1 β-GFP με αντίσωμα (CREST) έναντι των 

κεντρομεριδιακών περιοχών (177, 178). Κατά την μεσόφαση, στα κύτταρα με εστιακό πρότυπο, 

η ΗΡ1 β-GFP συνεντοπίζεται με το CREST στις κεντρομεριδιακές και περικεντρομεριδιακές 

περιοχές, ενώ στη μίτωση η ΗΡ1 β-GFP αποσυνδέεται από αυτές τις θέσεις (εικόνα 9Α).

Για να επιβεβαιώσουμε τα αποτελέσματά μας επαναλάβαμε τις δοκιμασίες διαμόλυνσης και στη
»

συνέχεια αναστείλλαμε την κυτταρική ανάπτυξη με διάφορους φαρμακολογικούς παράγοντες. 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 9Β (επάνω τμήμα), 24 ώρες μετά την διαμόλυνση η ΗΡ1 β-GFP 

ενσωματώνεται στις σωστές θέσεις σε κύτταρα που αναπτύσσονται σε κανονικό θρεπτικό μέσο. 

Υπό τις ίδιες συνθήκες αν προστεθούν παράγοντες που αναστέλλουν την κυτταρική ανάπτυξη 

στο όριο των φάσεων G1-S (όπως αφιδικολίνη, υδροξυουρία, θυμιδίνη), ή στην φάση G1 

(μιμοσίνη) παρατηρείται ότι η ΗΡ1 β-GFP παραμένει διάχυτη στο κυτταρόπλασμα (εικόνα 9Β, 

επάνω τμήμα). Τα φάρμακα που χρησιμοποιήθηκαν δεν (ραίνεται να προκαλούν κάποια 

γενικότερη «βλάβη». Αυτό τεκμηριώνεται παρακολουθώντας την κατανομή δεικτών των οποίων 

η κατανομή δεν εξαρτάται από τον κυτταρικό κύκλο, όπως η Rab7-GFP και η μεταλλαγμένη 

CD39-GFP, οι οποίες δείχνουν το ίδιο πρότυπο απουσία και παρουσία των φαρμάκων (εικόνα 

9Β, μεσαίο και κατώτερο τμήμα). Όταν τα κύτταρα «απελευθερωθούν» από την αναστολλή του 

κυτταρικού κύκλου συνεχίζουν να αναπτύσσονται κανονικά περνώντας από την S φάση και η 

HP 1 β-GFP ενσωματώνεται στις ετεροχρωματινικές εστίες (εικόνα 9Δ). Με άλλα λόγια, το 

διάχυτο πρότυπο κατανομής της ΗΡ1 β-GFP που παρατηρείται παρουσία των φαρμακολογικών 

παραγόντων αλλάζει σε εστιακό μετά την απομάκρυνσή τους , γεγονός που μπορεί να  

τεκμηριωθεί με μορφομετρική ανάλυση (εικόνα 9Γ).

Σε μελέτες της κινητικής της ΗΡ1-GFP με εφαρμογή της μεθόδου FRAP έχα  δειχθεί ότι σε 

χρόνο λίγων δευτερολέπτων η ΗΡ1 επιστρέφει στην περιοχή φωτοδιάχυσης, γεγονός που δείχνει . 

ότι η κινητική της πρωτεΐνης είναι αρκετά γρήγορη. Επαναλαμβάνοντας την προσέγγιση τύπου 

FRAP και iFRAP για την ΗΡ1 β-GFP σε κύτταρα HeLa παρατηρήσαμε παραπλήσια κινητική με 

αυτή που αναφέρεται βιβλιογραφικά (Εικ. 10). Στη δική μας προσέγγιση αναλύσαμε τόσο
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εριοχές που η ΗΡ1 εντοπίζεται σε ετεροχρωματινικές εστίες όσο και σημεία του 

υρηνοπλάσματος όπου η ΗΡ1 β έχει διάχυτη κατανομή. Στις περιοχές με διάχυτη κατανομή η 

ΙΡ1 εμφανίζει ελαφρώς ταχύτερη κινητική σε σχέση με εκέινη που καταγράφεται σε

100

$ 5 0

ο
Control
(η=64)

HU-Oh HU-8h 
(η=61) release 

(η =92)

Ε ικ ό ν α  9. Η  εν σ ω μ ά το ισ η  τη ς  Η Ρ Ι β  σ τη ν  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ίν η  Ε*ςαρτάται α π ό  το ν  κ υ τ τα ρ ικ ό  κ ύ κ λ ο  (.4) Η  
κ α τ α ν ο μ ή  τη ς  H P  1 β -G F P  σ ε  σ χ έ σ η  μ ε  κ ε ν τ ρ ο μ ε ρ ιδ ια κ ο ύ ς  δ ε ίκ τ ε ς  (α ν τ ίσ ω μ α  C R E S T ) κ α τα  την  μ ίτω σ η  και 
τη ν  μ ε σ ό φ α σ η . (Β ) Κ α τ α ν ο μ ή  τω ν  H P  1 β -G F P . R a b 7 -G F P . C D 3 9 n w ta n t-G F P  24  ώ ρ ε ς  μ ετά  τη δ ια μ ό λ υ ν σ η  
κ υ τ τ ά ρ ω ν  π ο υ  κ α λ λ ιε ρ γ ο ύ ν τ α ι σ ε  κ α ν ο ν ικ ό  θ ρ ε π τ ικ ό  (Λ Τ ) ή σ ε  θ ρ ε π τ ικ ό  π ο υ  π ε ρ ιέ χ ε ι α φ ιδ ικ ο λ ίν η  (.-JF). 

υ δ ρ ό ς υ ο υ ρ ία  (H U ). θ υ μ ιδ ίν η  (7 7 /} ’) ή  μ ιμ ο σ ίν η  (\ Π λ Ι ) (Τ') Δ ια γ ρ α μ μ α τ ικ ή  α ν α π α ρ ά σ τα σ η  τω ν 
μ ο ρ φ ο μ ε τ ρ ικ ω ν  δ εδ ο μ ένο υ - τ η ς  δ ο κ ιμ ή ς  π ο υ  α π ε ικ ο ν ίζ ε τα ι σ το  (Β ) (ε π ά ν ω  μ έρ ο ς ). Μ ε  ιι σ υ μ β ο λ ίζετα ι ο  
α ρ ιθ μ ό ς  tcov κ υ τ τά ρ ω ν . Ο ι σ τ ή λ ε ς  μ ε  α ν ο ιχ τό  γ κ ρ ι χ ρ ώ μ α τ ο ς  α ν α π α ρ ισ τ ο ύ ν  τα κ ύ τ τα ρ α  με δ ιά χυ το  π ρ ό τυ π ο  
κ α τ α ν ο μ ή ς  τη ς  H P  1 β -G F P . εν ώ  ο ι σ τ ή λ ε ς  μ ε  σ κ ο ύ ρ α  γ κ ρ ι τα  κ ύ τ τα ρ α  μ ε  εσ τ ια κ ό  π ρ ό τυ π ο . ( J )  
Ε ν σ ω μ ά τ ω σ η  τη ς  Η Ρ Ι β -G F P  σ τ ις  ε σ τ ίε ς  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ίν η ς  8 ώ ρ ε ς  μ ετά  τη ν  α π ο μ ά κ ρ υ ν σ η  τη ς 
υ δ ρ ο ς υ ο υ ρ ια ς .  Σ τ ο  κ ά τω  μ έ ρ ο ς  τη ς  ε ικ ό ν α ς  υ π ο δ ε ικ ν ύ ο ν τ α ι τμ ή μ α τα  τω ν  κ υ ττά ρ ο υ ’ σ ε  μ ε γ α λ ύ τερ η  
μ ε γ έ θ υ ν σ η , κ α ι α ν τ ίθ ε σ η  χ ρ ω μ α τ ισ μ ο ύ .
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ετεροχρωμαπνικές εστίες. Επίσης, η κινητική της ΗΡ1 στα κύτταρα που έχουμε επιδράσει με 

υδρόξυουρία είναι παρόμοια της κινητικής στις περιοχές με διάχυτη κατανομή.
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Ε ικ ό ν α  10. Δ υ ν α μ ικ ή  τ η ς  Η Ρ Ι β -G F P . Δ ο κ ιμ έ ς  F R A P  κ α ι  iF R A P  σ ε  κ ύ τ τ α ρ α  H e L a . 12 ώ ρ ε ς  μ ε τ ά  τ η ν  
δ ια μ ό λ υ ν σ η  μ ε  H P  I β -G F P . Σ το ν  ά ξ ο ν α  ( r )  α ν α π α ρ ισ τ ά τ α ι %  η  έ ν τ α σ η  τ ο υ  φ θ ο ρ ισ μ ο ύ  κ α ι  σ τ ο ν  (χ )  ο  χ ρ ό ν ο ς  
σ ε  δ ε υ τε ρ ό λ ε π τα . Υ π ο δ ε ικ ν ύ ο ν τ α ι ο ι  χ ρ ό ν ο ι  η μ ιζ ω ή ς . iH U ):  ε π ίδ ρ α σ η  μ ε  \> δ ρ ο ξ υ ο υ ρ ια . (fixed): 

μ ο ν ιμ ο π ο ιη μ έ ν α  κ ύ ττα ρ α  μ ε  3 %  φ ο ρ μ α λ δ ε ΰ δ η  γ ια  10 λ ε π τ ά .

Τα παραπάνω αποτελέσματα δείχνουν ότι το in v ivo  σύστημα που υιοθετήσαμε δεν διαφέρει από 

μοντέλα που έχουν χρησιμοποιηθεί προηγουμένως. Ως προς αυτό είναι σημαντικό να  

παρατηρήσουμε ότι κύτταρα μ$ διάχυτο φαινότυπο, απουσία ή παρουσία φαρμάκου, εκτός από
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Λ

την ομοιότητα στο μορφολογικό επίπεδο (κατανομή της ΗΡ1-GFP), εμφανίζουν την ίδια 

κινητική ως προς την ΗΡ1 β-GFP.

3.7 Συζήτηση I

Α) Η  τοιμεθνλιω ιιένη  λυσ ίνη  στη Η 3 (me JC9H3) δ εν  α ποτελεί τη μοναδική  θέση σύνδεσης της 

H P J στην ετεοογοω ματίνη .

Είναι γνωστό ότι η απαλοιφή της S u var3 ,9  (το ένζυμο που ευθύνεται για την τριμεθυλίωση της 

λυσίνης 9 στην Η3) έχει επίδραση στην υποκυτταρική κατανομή της ΗΡ1, η οποία υπό αυτές τις 

συνθήκες δεν εστιάζεται στην ετεροχρωματίνη, αλλά παραμένει διάχυτη στο πυρηνόπλασμα. Το 

γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι η meiK9H3 διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη στρατολόγηση της 

ΗΡ1. Παρόλα ταύτα, αυτή είναι μία από πολλές εναλλακτικές ερμηνείες που είναι τώρα υπό 

συζήτηση. Παραδείγματος χάρη, η απαλοιφή της S u var3 ,9  δεν παραβλάπτει μόνο την 

τριμεθυλίωση της λυσίνης 9 στην Η3, αλλά και την τριμεθυλίωση της λυσίνη ς 20 στην Η4. 

Παράλληλα, ο χειρισμός αυτός προκαλεί λανθασμένη στόχευση της DNA μεθυλάσης Dnmt3b 

και αυξάνει τα επίπεδα της τριμεθυλίωσης στη λυσίνη 27 στην Η3 (166, 179, 180). Ως εκ 

τούτου, η απουσία της ΗΡ1 από τις εστίες ετεροχρωματίνης μπορεί να οφείλεται στην συνολική 

αλλαγή της αρχιτεκτονικής της χρωματίνης ή στην απουσία κατάλληλων θέσεων σύνδεσης. 

Μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί υπό in v itro  συνθήκες οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η 

rae3K9H3 δεν αποτελεί τη μοναδική θέση σύνδεσης της ΗΡ1 στην χρωματίνη. Τα πεπτίδια που 

περιέχουν το τμήμα 1-15 της Η3 και φέρουν την me3K9 συνδέονται στην ΗΡ1 με μικρή 

συγγένεια (της τάξης του //Μ, βλέπε (147, 148). Ότι το αμινοτελικό τμήμα της Η3 και η 

me3K9H3 παίζουν μικρό ρόλο στη σύνδεση της ΗΡ1 με τη χρωματίνη, επιβεβαιώνεται επίσης 

από τα αποτελέσματά μας, επειδή συνθετικά πεπτίδια της Η3 χωρίς ή με τροποποιήσεις δεν 

αναστέλλουν τη σύνδεση ΗΡ1-Η3, ακόμη και σε περίσσεια 200Χ. Επιπλέον μελέτες ενισχύουν 

την παραπάνω άποψη δείχνοντας ότι η ΗΡ1 συνδέεται σε συστοιχίες νουκλεοσωμάτων που 

έχουν ανασυσταθεί από ανασυνδυασμένες (και ως εκ τούτου μη τροποποιημένες) ιστόνες με 

συγγένεια της τάξης του ηΜ (99). Ακόμη, έχει δειχθεί ότι η ΗΡ1 συνδέεται με μεγαλύτερη
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συγγένεια στο κεντρικό τμήμα της Η3 (149, 150, 180). Σε συμφωνία με τα παραπάνω ευρήματα 

στην παρούσα μελέτη δείχνουμε ότι η ΗΡ1 συνδέεται με ανασυνδυασμένη (μη τροποποιημένη)

Η3, με Η3 που έχει υποστεί τρυψινοποίηση (έχουν αποκοπεί τα αμινοξέα 1 -40 του αμινοτελικσύ 

τμήματος), ενώ στα νουκλεοσώματα που συνδέονται με την ΗΡ1 υπάρχουν αρκετές μετα- 

μεταφραστικές τροποποιήσεις που δεν περιγράφονται από τον τύπο ‘ιηβ3Κ9/μη ακετυλίωση στη 

λυσίνη 14/mejK27’ όπως υπαγορεύει ο ισχύων «ιστονικός κώδικας».

Βί Ε ναλλακτικοί τοόποι ενσωυάτωσης της H P  1 στη χρω ματίνη.

Έχει δειχθεί με πειράματα σταθερής διαμόλυνσης ότι οι ΗΡ1 α- και ΗΡ1 β-GFP εντοπίζρνται σε 1,

ετεροχρωματινικές εστίες γύρω από τους πυρηνίσκους και την περιφέρεια του πυρήνα (177) και

αναφορές). Εν τούτοις, όταν μελετήσπμε την πρωταρχική ενσωμάτωση (de n ovo  assembly) της

HP!β-GFP με παροδική διαμόλυνση (βλέπε επίσης (177, 181-183). Η κατανομή της ΗΡΙβ-GFP

σε διαμολυσμένα κύτταρα μπορεί να επηρεάζεται από πολλούς παράγοντες, όπως ο

τραυματισμός των κυττάρων (όταν υιοθετούμε την τεχνική των μικρό ενέσεων), ο χημικός

ερεθισμός τους (λόγω φωσφορικού ασβεστίου), ή η μεταβολυα) αστάθεια που δημιουργείται με

την παραγωγή μεγάλου ποσού εξωγενούς πρωτεΐνης. Λαμβάνοντας υπόψη τους παραπάνω

περιορισμούς, στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήσαμε εναλλακτικές μεθόδους διαμόλυνσης και

περισσότερες από μια κυτταρικές σειρές, ενώ αναλύσαμε κύτταρα που εκφράζουν διαφορετικά ' *
*

επίπεδα των εξωγενών πρωτεϊνών. Ανεξαρτήτα από τους παραπάνω παράγοντες διαπιστώσαμε 

δύο διαφορετικά πρότυπα ενσωμάτωσης της ΗΡ1 β-GFP. Σε μια ομάδα κυττάρων η πρωτεΐνη 

παρέμεινε διάχυτη στο πυρηνόπλασμα, σχηματίζοντας περιστασιακά μικρού μεγέθους εστίες, 

ενώ σε άλλα κύτταρα ενσωματώθηκε πλήρως στις ετεροχρωματινικές εστίες. Η παραπάνω 

μορφολογική διαφορά δεν οφείλεται σε ανωμαλίες του πυρήνα που μπορεί να ανιχνευθούν με 

χρώση DAPI/PI, αντισώματα έναντι των ιστονών, της ΗΡ1, του SNF, άλλων στοιχείων του 

πυρηνικού φακέλου (εικόνες 6 και 7 και αδημοσίευτες παρατηρήσεις). Επιπλέον, οι δυο 

φαινότυποι απαντώνται σε αντιστρόφως ανάλογη σχέση, με τρόπο που εξαρτάται από την 

πρόοδο του κυτταρικού κύκλου. Σε συνδυασμό με τα in v itro  αποτελέσματα, οι μορφολογικές 

παρατηρήσεις μας οδηγούν στην υπόθεση ότι η ενσωμάτωση της ΗΡ1 στις ετεροχρωματινικές

.‘Λ
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εσηές γύρω από τους πυρηνίσκους και στην περιφέρεια του πυρήνα λαμβάνει χώρα υπό 

συνθήκες που η δομή του νουκλεοσώματος είναι περισσότερο προσβάσιμη και ‘ανοιχτή’.

* Οι περιστάσεις κάτω από τις οποίες παρατηρείται μερική ή πλήρης αποδιάταξη του 

νουκλεοσώματος in v ivo  είναι συγκεκριμένες και αφορούν τη μεταγραφή, τον γενετικό 

ανασυνδυασμό, την ανταλλαγή ισομορφών των ιστονών και τη δυναμική της χρωματίνης (105, 

184,185). Παρόλα ταύτα, τέτοια φαινόμενα λαμβάνουν χώρα κυρίως κατά τη φάση ανπγραφής 

του DNA (S-φάση). Σε κύτταρα που εκφράζουν HP 1 β-GFP μετά από ενσωμάτωση Cy3-dUTP ή 

BrdU, διαπιστώνεται ότι η ενσωμάτωση της ΗΡ1 σε ετεροχρωματινικές εστίες προϋποθέτει τη 

«διέλευση» του κυττάρου από την όψιμη S-φάση. Πράγματι, σε μικρό χρονικό διάστημα μετά τη 

διαμόλυνση των κυττάρων, αυτά που εμφανίζουν εστιακό πρότυπο βρίσκονται όψιμη S φάση, 

ενώ εκείνα που εμφανίζουν διάχυτο πρότυπο βρίσκονται στην αρχή της S φάσης ή εκτός αυτής. 

Κύτταρα με διάχυτο πρότυπο που βρίσκονται στην όψιμη S φάση συνήθως δεν ανιχνεύονται, 

ενώ όταν αναστέλλεται η πρόοδος του κυτταρικού κύκλου στην όψιμη G1 ή στην πρώιμη S 

φάση πάντοτε παρατηρείται ένα διάχυτο πρότυπο.

Π  Α ιακό n o  i  νπ οπ λη θυσ ιιο ί της H P  I.

Οι παραπάνω παρατηρήσεις δεν συμβαδίζουν απόλυτα με την μελέτη της κινητικής της ΗΡ1 με 

την μέθοδο FRAP. Από αυτή την προσέγγιση προκύπτει ότι μέσα σε λίγα δευτερόλεπτα μετά τη 

φωτοδιάχυση ο φθορισμός ανακτάται και συνεπώς η κινητική της πρωτεΐνης είναι ταχύτατη. 

Αυτό το ‘παράδοξο’ εξηγείται λαμβάνοτας υπόψη το γεγονός ότι η ανάκτηση του φθορισμού δεν 

είναι πλήρης και ανέρχεται μόνο στο 70-90% της αρχικής τιμής. Μέρος του φθορισμού (10- 

30%) που δεν ανακτάται και αντιπροσωπεύει λοιπόν ένα ‘ακίνητο κλάσμα’ της πρωτεΐνης που 

συνδέεται ισχυρά στην ετεροχρωματίνη και μπορεί να έχει έναν «δομικό» ρόλο. Το κλάσμα της 

ΗΡ1 που εντοπίζεται στην ετεροχρωματίνη μπορεί, επομένως, να αποτελείται από διακριτούς 

υποπληθυσμούς. Αντίθετα με τον υποπληθυσμό που συνδέεται πιο χαλαρά με την χρωματίνη 

(και παρουσιάζει ταχεία κινητική), το κλάσμα της ΗΡ1 που βρίσκεται σε στενή σύνδεση με την 

ετεροχρωματίνη δεν θα αποσυνδεθεί παρά μόνο στην περίπτωση που συμβεί πλήρης 

αποδιάταξη του οκταμερούς ιστονών. Σε μια πρόσφατη in v ivo  μελέτη (183) έχει πράγματι 

ταυτοποιηθεί (μέ χρήση FRAP και FCS, Fluorescence Corelation Spectrometry) η ύπαρξη
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διακριτών πληθυσμών της ΗΡ1 που διαφέρουν στην κινητική. Το ακίνητο κλάσμα της ΗΡ1 (το 

οποίο φτάνει ως και 44% σε ορισμένες περιπτώσεις) συσχετίζεται με τον βαθμό συμπύκνωσης 

της χρωματίνης. Το κλάσμα της ΗΡ1 που συνδέεται σταθερά στην χρωματίνη και ο πληθυσμός 

της ΗΡ1 που εμφανίζει υψηλή δυναμική μπορεί να αποτελούν δυο διακριτές οντότητες. Πέρα 

όμως από αυτά, το ‘άνοιγμα’ της δομής του νουκλεοσώματος και η ενσωμάτωση της 

νεοσυντιθέμενης ΗΡ1 μπορεί να ρυθμίζονται από άλλους παράγοντες, όπως κάποιο μόριο RNA, 

μοριακούς συνοδούς, ή χημικές τροποποιήσεις της ΗΡ1.

Στην εικόνα 11 προτείνουμε ότι η ΗΡ1 αρχικά προσδένεται στην κεντρική περιοχή (histone fold) 

της Η3 σε πολλαπλές διάσπαρτες θέσεις όπου λαμβάνουν χώρα διαδικασίες όπως η μεταγραφή, 

η ανταλλαγή ισομορφών ιστονών, ή η αντιγραφή, προκειμένου η δομή του νουκλεοσώματος να * 

είναι ανοικτή και η Η3 διαθέσιμη. Χαρακτηρίζουμε τις θέσεις αυτές ως θέσεις υψηλής 

συγγένειαςήπκρής διαθεσιμότητας στις οποίες δεν συμβαίνει ανταλλαγή μορίων ΗΡ1 (high 

affinity/low capacity binding, no exchange). Εφόσον σχηματιστεί ένας αρχικός πυρήνας στις 

θέσεις αυτές, η ΗΡ1 επεκτείνεται σε διπλανές μη αναγραφόμενες περιοχές ετεροχρωματίνης 

συνδεόμενη με χαμηλή συγγένεια με τη Η3 μέσω της me3K9 (σημεία χαμηλής συγγένειας/ 

μεγάλης διαθεσιμότητας με γρήγορη ανταλλαγή μορίων H Pl-low  affinity/high capacity, rapid 

exhange). Στην περίπτωση που τέτοιοι παράγοντες, όπως η me3K9H3, δεν απαντιόνται στην 

άμεση γειτονιά των θέσεων υψηλής συγγένειας (π.χ. ευχρωμαανικές περιοχές), η ΗΡ1 

παραμένει στις αρχικές θέσεις ενσωμάτωσης χωρίς να επεκτείνεται. '

|
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Ε ικ ό ν α  11. Ε ν α λ λ α κ τ ικ ά  μ ο ν ο π ά τ ια  ε ν σ ω μ ά τ ω σ η ς  τ η ς  H P l  σ τη  χ ρ ω μ α τ ίν η . Σ ύ μ φ ω ν α  μ ε  το  π α ρ α π ά ν ω  
υ π ο θ ε τ ικ ό  σ χ ή μ α  π ρ ο τ ε ίν ε τ α ι ό τ ι  η  ε ν σ ω μ ά τ ω σ η  τ η ς  Η Ρ 1  σ τη  χ ρ ω μ α τ ίν η  γ ίν ε τα ι μ ε  δ υ ο  τρ ό π ο υ ς . (.4) 
Σ τ α θ ε ρ ή  ε ν σ ω μ ά τ ω σ η  τ η ς  Η Ρ 1  σ ε  δ ιά σ π α ρ τ ε ς  θ έ σ ε ις  χ ρ ω μ α τ ίν η ς  (μ έ σ ω  τ ο υ  κ ε ν τ ρ ικ ο ύ  τμ ή μ α το ς  τ η ς  Η 3 )  
π ο υ  ε ίν α ι  δ ια θ έ σ ιμ ε ς  σ ε  ε ιδ ικ έ ς  π ε ρ ισ τ ά σ ε ις  κ α ι  φ ά σ ε ις  τ ο υ  κ υ τ τ α ρ ικ ο ύ  κ ύ κ λ ο υ . Τ ο  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ α τ ικ ό  
D N A  α ν α π α ρ ισ τ ά τ α ι μ ε  κ υ μ α τ ο ε ιδ ή ς  γ ρ α μ μ έ ς ,  ε ν ώ  τ α  υ π ο σ ύ μ π λ ο κ α  Η 2 Α -Η 2 Β  κ α ι Η 3 -Η 4  α ν α π α ρ ίσ τα τ α ι 
τος σ κ ια σ μ έ ν α  ή  α ν ο ικ τ ά  η μ ικ ύ κ λ ια , α ν τ ίσ το ιχ α . (Β) Α σ θ ε ν ή ς  σ ύ ν δ ε σ η  σ ε  σ υ γ κ ε ν τ ρ ω μ έ ν ε ς  θ έ σ ε ις  μ ικ ρ ή ς  
σ υ γ γ έ ν ε ια ς  (δ ια μ έ σ ο υ  η ιβ ,Κ 9 ) .
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3.8 Πρότυπα κατανομής των ενδογενών πρωτεϊνών της κατηγορίας της ΗΡ1 

σε κυτταρικές σειρές και εμβυονικά βλαστικά (ES) κύτταρα.

Επεκτείνοντας τη μελέτη, συγκρίναμε την κατανομή των τριών ισομορφών της ΗΡ1 σε 

διαφορετικά κυτταρικά συστήματα και μεταβολικές συνθήκες ώστε να διερευνήσουμε ποιοι 

παράγοντες παίζουν ρόλο στην ενσωμάτωσή της στη ετεροχρωματίνη.

Αρχικά, μελετήσαμε την υποκυτταρική κατανομή των ενδογενών ΗΡΙα, β και γ σε τέσσερις 

κυτταρικές σειρές θηλαστικών. Χρησιμοποιήσαμε αντισώματα ειδικά για κάθε ισομορφή που 

αναγνωρίζουν συντηρημένους επιτόπους στον άνθρωπο {H om o S ap ien s), στο ποντίκι (M us  

M usculus), στον αρουραίο {R attus N o rveg icu s) και στο σκύλο {C an is F a m ilia ris). Η μελέτη '  

πραγματοποιήθηκε με συνεστιακό μικροσκόπιο και σε όλες τις περιπτώσεις τα δεδομένα 

αναλύθηκαν μορφομετρικά με χρήση κατάλληλων υπολογιστικών προγραμμάτων.

Σε συμφωνία με προηγούμενες μελέτες, το πρότυπο κατανομής της ενδογενούς ΗΡΙγ στα HeLa 

(ανθρώπινα) και στα C127 (από ποντικό) ήταν διάχυτο και έχει λεπτή κοκκώδη υφή, γεγονός 

που υποδηλώνει ότι η ΗΡΙγ εντοπίζεται εξίσου σε ετεροχρωματινικές και στις ευχρωματτνικές 

περιοχές (εικόνα 12Α, Η Ρ Ιγ). Αντίθετα, οι ενδογενείς ΗΡΙα και ΗΡΙβ έδωσαν ένα κατά βάση 

εστιακό πρότυπο εντόπισης, ενώ παράλληλα συνυπήρχε μικρού βαθμού διάχυτη κατανομή . 

Αυτό σημαίνει ότι οι δυο πρωτεΐνες συνδέονται κατά προτίμηση (αλλά όχι αποκλειστικά) με 

ετεροχρωματινικές εστίες (ευώνα 12Α, Η Ρ Ια /Η Ρ Ιβ ).

Για να ελέγξουμε κατά πόσο οι ΗΡΙα και ΗΡΙβ εντοπίζονται στις ίδιες ετεροχρωματινικές 

εστίες πραγματοποιήσαμε πειράματα διπλού ανοσοφθορισμού. Στην εικόνα 12Δ και 12Ε 

παρατηρείται ότι οι ΗΡΙα και ΗΡΙβ συνεντοπίζονται σε μεγάλο βαθμό, χωρίς να υπάρχει όμως 

πλήρης αλληλεπικάλυψη. Εμφανίζονται δηλαδή εστίες που πολλές φορές περιέχουν μόνο τη μια 

από τις δυο ισο μορφές και στις οποίες δεν υπάρχει πλήρης συνεντόπιση με την mejK9H3 

(ευτονίδια για τις α Η Ρ Ια , α Η Ρ Ιβ  και am e?K 9H 3). Επιπρόσθετα, αναλύοντας τις εικόνες σε 

μεγαλύτερη μεγέθυνση παρατηρήσαμε ότι η ΗΡΙα ενσωματώνεται σε ετεροχρωματινικές εστίες 

που αποτελούνται από πολλά μικρότερα συσσωματώματα και έχουν ακανόνιστα όρια, ενώ οι · 

αντίστοιχες εστίες της ΗΡΙβ είναι συμπαγείς, ομοιόμορφες και έχουν ωοειδές σχήμα (εικόνα 

12Β).
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Ε ικ ό ν α  12. Π ρ ό τ υ π α  κ α τ α ν ο μ ή ς  τω ν  ε ν ό ο γ ε ν ώ ν  H I’ 1 π ρ ω τ ε ϊν ώ ν  nr. α Ο α ν ο το π ο ιη μ έν ες  κ υ τ τ α ρ ικ έ ς  σειρές. 
(A) Χ ρ ώ σ η  κ υ τ τ ά ρ ω ν  H e L a  κ α ι C -1 2 7  μ ε  α ν τ ισ ώ μ α τα  έ ν α ν τ ι  τω ν  H P I  a . Η Ρ Ι β  κα ι Η Ρ Ι γ  Σ το  επ ά ν ω  μ έ ρ ο ς  
υ π ο ό ε ικ ν υ ε τ α ι η χ ρ ώ σ η  μ ε  ιω ό ιο ύ χ ο  π ρ ο π ίό ιο  (Ρ Ι ) . ε ν ώ  σ το  κατο ι μ έ ρ ο ς  η χρ ώ σ η  μ ε  το α ν τ ίσ ω μ α  {Ab), Τ α  
β έ λ η  υ π ο ό ε ικ ιύ ο υ ν  θ έ σ ε ις  ό π ο υ  η H P I π ρ ω τε ΐ\·ες  σ υ ν ε ν τ ο π ίζ ο ν τ α ι μ ε  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α η ν ικ ε ς  εσ τ ίες . (Β) 

Α π ε ικ ό ν ισ η  σ ε  λ ε π τ ο μ έ ρ ε ια  τω ν  ε σ τ ιώ ν  π ο υ  ε ν τ ο π ίζ ο ν τ α ι ο ι H P  Ια  κ α ι Η Ρ Ι β  κα ι το υ  π ρ ο τ ύ π ο υ  χ ρ ώ σ η ς  μ ε  
ιω ό ιο ύ χ ο  πρ>οπίόιο μ ε τά  α π ό  σ ύ ν θ ε σ η  (m e rg e )  σ ε  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ η  μ ε γ έ θ υ ν σ η  κ α ι α ν τ ίθ ε σ η  χ ρ ω μ α τ ισ μ ο ύ  
(c o n tra s t) .  Μ ε  (tin)  υ π ο ό ε ικ ιύ ε τ α ι  ο  π υ ρ η ν ίσ κ ο ς  (Γ)  Μ ο ρ ιρ ο μ ε τρ ικ ή  α ν ά λ υ σ η  π ο υ  α π ε ικ ο ν ίζ ε ι  το  λ ό γ ο  τη ς  
έ ν τ α σ η ς  τοτ> φ θ ο ρ ισ μ ο ύ  α ν ά  μ ο ν ά ό α  ε π ιφ ά ν ε ια ς  το υ  π υ ρ ή ν α  ( σ ε  α υ θ α ίρ ε τε ς  μ ο ν ά ό ε ς )  κ α ι το ν  α ρ ιθ μ η τ ικ ό  
μ έ σ ο  ό ρ ο  τω ν  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ιν ικ ώ ν  ε σ τ ιώ ν  (μ ε ίζ ο ν ο ς  τύ π ο υ )  u \ u  κ ύ ττα ρ ο  γ ια  tic  H P  Ια  k u i  Η Ρ Ι β  Η  
α ν ά λ υ σ η  π ρ α γ μ α τ ο π ο ιή θ η κ ε  σ ε  15 κ ύ τ τ α ρ α  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιώ ν τ α ς  τη ν  π ρ ο β ο λ ή  τω ν  ο π τ ικ ώ ν  το μ ώ ν  π ο υ  έ χ ο υ ν  
λ η φ θ ε ί σ το  σ υ ν ε σ τ ια κ ό  μ ικ ρ ο σ κ ό π ιο  ( J )  Δ ιπ λ ή  χ ρ ώ σ η  κ υ τ τ ά ρ ω ν  H eL a  κ α ι C 127  μ ε  α ν τ ισ ώ μ α τα  ένα ν τ ι 
σ τ ις  H P  1 α κ α ι Η Ρ Ι β .  Τ α  ό υ ο  επάνω  ε ικ ο ν ίό ια  ι ιν τ α π ο κ ρ ίν ο ν τ α ι σ τη  χ ρ ώ σ η  μ ε  τα  α ν τ ισ ώ μ α τα  {αΗΡΙα.  
α Η Ρ Ι β ) .  ενώ  τα  όυο  κ ά τω  ε ικ ο ν ίό ια  α ν τ α π ο κ ρ ίν ο ν τ α ι σ τη  σ ύ ν θ ε σ η  τω ν  ό υ ο  π ρ ο τύ π ω ν  (merge, zoom <ύ 
contrast). (Ε) Τ ο  ίό ιο  μ ε  το  J  χ ρ ώ σ η  γ ια  τα  α ν τ ισ ώ μ α τα  γ ια  τη ν  Η Ρ Ι β  κ α ι τη ν  τρ ιμ ε θ υ λ ιω μ έ ν η  λ υ σ ίν η  9 
τη ς  Η 3  {αλλά ό χ ι  τ α υ τ ό χ ρ ο ν α  γ ια  τ ε χ ν ικ ο ύ ς  λ ό γ ο υ ς ) . Η  ο ρ ιζ ό ν τ ιε ς  σ τ ή λ ε ς  α ν τ ιπ ρ ο σ ω π ε ύ ο υ ν  ό ιά σ τη μ α  
μ ή κ ο υ ς  5 μαχ
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Πέρα από τις διαφορές στην κατανομή των δυο ισομορφών, παρατηρήσαμε επίσης ποσοτικές 

διαφορές μεταξύ τους (εικόνα 12Γ) όπως προκύπτει από την ανάλυση της έντασης του 

φθορισμού σε σχέση με την επιφάνεια του πυρήνα {fluorescence!unit a r e a , σε αυθαίρετες 

μονάδες). Επιπλέον, ο αριθμός των εστιών που περιέχουν ΗΡΙα και ΗΡΙβ φαίνεται να διαφέρει 

μεταξύ των δυο κυτταρικών τύπων, γεγονός που συμβαδίζει με τα διαφορετικά πρότυπα 

εντόπισης των πρωτεϊνών. Η κατανομή των πρωτεϊνών ήταν ίδια σε όλα τα μεταφασικά κύτταρα 

ενός δεδομένου παρασκευάσματος γεγονός που υποδηλώνει ότι οι διαφορές που 

παρατηρήθηκαν στα δείγματα Hela και C127 δεν οφείλονται σε παράγοντες που σχετίζονται με 

τον κυτταρικό κύκλο. Παρόμοια αποτελέσματα προέκυψαν όταν εξετάσαμε την κατανομή των 

■. πρωτεϊνών ΗΡ1 και σε άλλους κυτταρικούς τύπους (MCF-7, SKOV3, 3Τ3, NRK, MDCK-I1) , ·*

οπότε προκύπτει το συμπέρασμα ότι η υποκυτταρική κατανομή των πρωτεϊνών της κατηγορίας 

της ΗΡ1 εξαρτάται από την κάθε ισο μορφή για τους περισσότερους (αν όχι όλους) τους τύπους 

αθανατοποιημένων κυττάρων.

Με βάση τα παραπάνω αποτελέσματα, εξετάσαμε το ενδεχόμενο οι τρεις ισομορφές της ΗΡ1 να 

οργανόνωνται in situ  με διαφορετικό τρόπο. Για να ελέγξουμε την παραπάνω υπόθεση, 

διαπερατοποιούμε κύτταρα HeLa και C127 με χρήση του απορρυπαντικού Triton Χ-100. Η 

χρήση του απορρυπαντικού πριν τη μονιμοποίηση έχει ως αποτέλεσμα την έκπλυση και 

απομάκρυνση των διαλυτών ή των χαλαρά συνδεδεμένων, στοιχείων από τη χρωματίνη.
* V

Κατόπιν επεξεργαστήκαμε τα κυτταρικά ‘φαντάσματα’ με RNase Α ή DNase I και τελικώς 

μονιμοποιήσαμε τα δείγματα (σε περίπτωση που ακολουθεί μορφολογική ανάλυση). 

Ακολουθώντας αυτό το σχήμα και στη συνέχεια αναλύοντας με ανοσοαποτύπωση κατά Western, 

παρατηρούμε ότι και οι τρεις ενδογενείς πρωτεΐνες εκπλένονται από τα κύτταρα παρουσία του 

απορρυπαντικού (εικόνα 13Α). Για να διαπιστώσουμε ποιος υποπληθυσμός των ΗΡΙα, ΗΡΙβ,

ΗΡΙγ (ετεροχροηιατινικό ή το διάχυτο υλικό) επηρεάζεται περισσότερο αναλύσαμε τα δείγματα

Ε ικ ό ν α  13 (επ ό ^ ιενη  σ ε λ ίδ α ) . Ε σ τ ίε ς  τ ω ν  H F1 π ρ ω τ ε ϊν ώ ν  μ ε τ ά  α π ό  ε κ χ ύ λ ισ η  μ ε  α π ο ρ ρ υ π α ν τ ικ ό  κ α ι π έ ψ η  μ ε  
R N a se , (.-1) Α ν ο σ ο α π ο τ ύ π ω σ η  κ α τά  W e s te rn  ό π ο υ  φ α ίν ε τ α ι  η  κ α τ α ν ο μ ή  τω ν  H P J  π ρ ω τ ε ϊν ώ ν  μ ε τά  α π ό  
ε π ε ξ ε ρ γ α σ ία  μ ε  α π ο ρ ρ υ π α ν τ ικ ό  ή  μ ε  κ α ι R N a se  Τ ο  υ π ε ρ κ ε ίμ ε ν ο  κ ά θ ε  κ λ ά σ μ α τ ο ς  β ρ ίσ κ ε τ α ι  σ τ ις  ό ια ό ρ ο μ έ ς  
μ ε  π ερ ιττή , ε ν ώ  το  ίζ η μ α  σ τις  δ ια δ ρ ο μ έ ς  μ ε  ά ρ τ ια  α ρ ίθ μ η σ η , ( J -3). α - Η Ρ Ι α .  (4 -ό ) . α Η Ρ Ι β .  (7 -9 ) ; α ί Ι Ρ Ι γ .  il i)

Π ε ίρ α μ α  ε λ έ γ χ ο υ  μ ε  τη ν  π ρ ω τε ΐν η  Β 2 3 . π ο υ  ε ν τ ο π ίζ ε τ α ι σ τ ο υ ς  π υ ρ η ν ίσ κ ο υ ς  (β λ έ π ε  κ ε ίμ ε ν ο  γ ια  
λ ε π τ ο μ έ ρ ε ιε ς ) . ( Γ Έ )  Κ α τα ν ο μ ή  τω ν  Η Ρ Ι  π ρ ω τ ε ϊν ώ ν  μ ε τά  α π ό  δ ια π ε ρ ο τ ο π ο ϊη σ η  μ ε  T r i to n -Χ  κ α ι  
ε π ε ξ ε ρ γ α σ ία  μ ε  R N a se  Α  σ ε  κ ύ τ τα ρ α  H e L a  κ α ι  C I 2 7 .  ό π ω ς  υ π ο δ υ κ ν ύ ε τ α ι. Σ το  (Αριστερό μ έ ρ ο ς  
α π ε ικ ο ν ίζ ο ν τα ι ε ικ ό ν ε ς  μ ε τά  α π ό  σ ύ ν θ ε σ η  τω ν  χ ρ ώ σ ε ω ν  μ ε  ιω ό ιο ύ χ ο  π ρ ο π ίδ ιο  κ α ι α ν τ ίσ ω μ α , ε ν ώ  σ το  δ εξ ιό  
μ έ ρ ο ς  ε π ιλ ε γ μ έ ν α  κ ύ τ τ α ρ α  (υ π ο δ ε ικ ν ύ ο ν τ α ι μ ε  τ α  β έ λ η  σ το  α ρ ισ τ ε ρ ό  μ έ ρ ο ς )  μ ε τά  α π ό  μ ε γ έ θ υ ν σ η  3 Χ , II 
θ έσ η  το υ  π υ ρ η ν ίσ κ ο υ  υ π ο δ ε ικ ν ύ εσ α ι ^ιε α σ τε ρ ίσ κ ο . (ΣΤ)  Σ ύ ν δ ε σ η  τω ν  H P  J π ρ ω τ ε ϊν ώ ν  σ ε  κ υ τ τ α ρ ικ ά  

‘φ α ντά σ μ α τα *  σ τ ις  θ έ σ ε ις  ε ν σ ω μ ά τ ω σ η ς  τ ο υ ς  ίά /  situ). Η  ρ ά β δ ο ς  σ υ μ β ο λ ίζ ε ι  δ ιά σ τ η μ α  μ ή κ ο υ ς  5 μ η ν
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μορφολογικά. Όπως φαίνεται στην εικόνα 13Γ-Ε (εικονίδια +ΤΧ ), η έκπλυση με απορρυπαντικό 

έχει ως αποτέλεσμα τη σχέδον ολοκληρωτική απομάκρυνση της διάχυτης, πυρηνοπλασματικής 

ΗΡΙγ, ενώ μέρος του πληθυσμού το οποίο βρίσκεται σε ετεροχρωματινικές θέσεις παραμένει. Οι 

ΗΡΙα και ΗΡΙβ εκπλένονται σε μικρό βαθμό μετά από εκχύλιση με απορρυπαντικό, αλλά 

εμφανίζουν παρόμοια κατανομή πριν και μετά τη διαπερατοποίηση των κυττάρων. Το 

αποτέλεσμα αυτό ήταν αναμενόμενο εφόσον οι δυο αυτές ισομορφές εντοπίζονται κυρίως σε 

ετεροχρωματινικές εστίες.

Σε αντίθεση με προηγούμενα βιβλιογραφικά δεδομένα (159), μετά από επίδραση RNase Α, δεν 

παρατηρήσαμε κάποια αλλαγή στο πρότυπο κατανομής των τριών ισομορφών (εικόνα 13Γ-Ε, 

εικονίδια +TX /R N ase). Για να ελέγξουμε εάν αυτό οφείλεται σε ελλιπή πέψη του RNA, 

μελετήσαμε την κατανομή της πρωτεΐνης Β23, η οποία βρίσκεται στους πυρηνίσκους και 

συνδέεται με RNA (186, 187). Όπως φαίνεται στην Εικόνα 13Β, η εκχύλιση με απορρυπαντικό 

δεν επιδρά στην κατανομή της Β23, ενώ μετά από επίδραση ΚΝάσης, η πρωτεΐνη-δείκτης δεν 

βρίσκεται πλέον στους πυρηνίσκους, αλλά μετακινείται στο κυτταρόπλασμα.

Προσεγγίζοντας το ίδιο πρόβλημα από διαφορετική γωνία, πραγματοποιήσαμε δοκιμασίες 

σύνδεσης (in situ  binding assays) προσθέτωντας εξωγενώς ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες. Μετά 

από επώαση διαπερατό ποιημένων κυττάρων HeLa και C127 με τις ΗΡΙα- και ΗΡΙβ-GST, 

διαπιστώθηκε ότι οι δυο πρωτεΐνες συνδέονται ισχυρά στις ετεροχρωματινικές θέσεις (εικόνα 

13ΣΤ, εικονίδια + Η Ρ Ja-G ST /H P  1 β -G ST , ΤΧ). Οταν τα κύτταρα επωάστηκαν με την ΗΡΙγ-GST 

δεν παρατηρήθηκε παρόμοια σύνδεση (εικόνα 13ΣΤ, εικονίδια, + H P ly -G S T , ΤΧ), γεγονός που 

υποδηλώνει ότι η ΗΡΙγ- GST εμφανίζει ασθενέστερη σύνδεση στις ετεροχρωματινικές εστίες σε 

σύγκριση με τις ΗΡΙα- και ΗΡΙβ-GST. Ακόμη, όταν διαπερατοποιημένα κύτταρα προ- 

επωάστηκαν με DNase I, πριν την επώαση με τις ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες, παρατηρήσαμε 

ότι η σύνδεση των ΗΡΙα- και ΗΡΙβ-GST στις ετεροχρωματινικές εστίες ελλαττώθηκε σε μεγάλο 

βαθμό, πράγμα που δεν συνέβει όταν η προ-επώαση έγινε με RNase Α (εικόνα 13ΣΤ, εικονίδια 

+ Η Ρ 1 a-G ST /H P I β -G S T  και T X + D N ase/T X + R N ase). Στα ίδια πειράματα, η ΗΡΙγ-GST δεν 

φάνηκε να συνδέεται στην χρωματίνη υπό καμμία συνθήκη (εικόνα 13ΣΤ, εικονίδια + H P ly -G S T  

και T X +D N ase/  ΤΧ +R N ase). Λαμβάνοντας υπόψη τα παραπάνω αποτελέσματα συμπεραίνουμε 

ότι οι ισομορφές της ΗΡ1 οργανώνονται με διαφορετικό τρόπο στις ετεροχρωματινικές εστίες 

και ότι, επίσης, το RNA δεν*_φαίνεται να συμμετέχει ενεργά στις αλληλεπιδράσεις των ΗΡ1

87



πρωτεϊνών με την ετεροχρωματίνη. Επιση μαίνεται ωστόσο ότι με την παραπάνω προσέγγιση δεν 

είναι δυνατό να διευκρινιστεί ο ρόλος των μικρών παρεμβατικών RNA (siRNA), εφόσον αυτό 

το είδος RNA παραμένει άθικτο από την δράση της RNase Α (Θ. Γιαννακούρος προσω πική  

επ ικοινω νία ).

3.9 Κατανομή των ΗΡ1 πρωτεϊνών σε εμβρυονικά βλάστιχά κύτταρα από 

ποντικό (mouse em bryonic stem  cells).

Στη συνέχεια μελετήσαμε την κατανομή των ΗΡ1 πρωτεϊνών σε σχέση με την κυτταρική 

διαφοροποίηση. Για αυτό το λόγο χρησιμοποιήσαμε ως σύστημα μελέτης εμβρυονικά κύτταρα 

από ποντικό (mouse ES cells) (τύπου El 4, 129/Ola line, (188), τα οποία διατηρούνται στην 

αδιαφο ροποίητη κατάσταση παρουσία του παράγοντα LIF (Leukemia Inhibitory Factor), ενώ 

διαφοροποιούνται απουσία του. Παρατηρήσαμε ότι η υποκυτταρική κατανομή των ΗΡ1 

πρωτεϊνών εμφανίζει αρκετά μεγάλη ετερογένεια Όπως φαίνεται- στην εικόνα 14Α και Β, οι 

ΗΡΙα και ΗΡΙγ άλλοτε παρουσιάζουν εστιακό πρότυπο κατανομής (διακριτές εστίες) και 

άλλοτε διάχυτο (λεπτή κοκκώδης υφή). Η παραπάνω διαφορές δεν οφείλονται σε κυτταρική 

βλάβη ή αποδιοργάνωση της ετεροχρωματίνης εφόσον η ΗΡΙβ παρουσιάζει αποκλειστικά 

εστιακό πρότυπο κατανομής σε όλα τα κύτταρα (εικόνα 14Α και Β). Η μορφομετρική ανάλυση 

(εικόνα 14Γ) επιβεβαίωσε τις παραπάνω παρατηρήσεις αποδεικνύοντας ότι περίπου στο 40-50% 

των κυττάρων η ΗΡΙα εμφανίζει διάχυτη κατανομή και στο υπόλοιπο 50-60% εστιακή 

κατανομή. Ακόμη μικρό ποσοστό των κυττάρων (σχεδόν 1 στα 10) εμφανίζει εστιακό πρότυπο 

κατανομής της ΗΡΙγ, ενώ το υπόλοιπο (περίπου 9 στα 10) εμφανίζει διάχυτο πρότυπο 

κατανομής.

Είναι γνωστό ότι όταν ο παράγοντας LIF απομακρύνεται από το θρεπτικό υλικό, τα εμβρυονικά 

βλαστικά κύτταρα διαφοροποιούνται in vitro . Κατά τη διαφοροποίηση των κυττάρων ES 

παρατηρήθηκαν αρκετές αλλαγές στην κατανομή των πρωτεϊνών ΗΡ1 (Εικόνα 14Α και Β). Για 

παράδειγμα, η ΗΡΙα μετά τη διαφοροποίηση ανακατανέμενται σε περισσότερες και μικρότερου 

μεγέθους εστίες. Η ΗΡ1 β επίσης ανακατανέμεται σε περισσότερες, αλλά μεγαλύτερου μεγέθους 

εστίες. Τέλος , η ΗΡΙγ ανακατανέμεται σε οριακά περισσότερες αλλα αρκετά μικρότερου 

μεγέθους εστίες. Συνοψίζοντας διαπιστώνουμε ότι κατά την διαφοροποίηση των ES κυττάρων
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Ε ικ ό ν α  14 . Κ α τ α ν ο μ ή  τω ν  ε ν δ ο γ ε ν ώ ν  π ρ ιο τε ϊν ώ ν  τη ς  κ α τ η γ ο ρ ία ς  τ η ς  H P  1. ( Α ) Κ α τα ν ο μ ή  τω ν  π ρ ω τ ε ϊν ώ ν  H P  1 α . 
Η Ρ Ι β .  Η Ρ Ι ν  κ α ι τω ν  θ έ σ ε ω ν  τρ ι-μ ε θ υ λ ιω μ έ ν η ς  λ υ σ ίν η ς  9  (me3K9-H3) τ η ς  Η 3 σ τα  α δ ια φ ο ρ ο π ο ίη τ α  (π α ρ ο υ σ ία  
L IF . +L1F) κ α ι δ ια φ ο ρ ο π ο ιη μ έ ν α  (α π ο υ σ ία  L IF . - U F )  κ ύ τ τα ρ α  Ε 14 u nES C s-E l-f). Τ α  β έ λ η  υ π ο δ ε ικ ν ύ ο υ ν  
κ ύ ττα ρ α  μ ε ε σ τ ια κ ή  κ α τα ν ο μ ή . Σ ε  ςε χ ιυ ρ ισ τά  ε ικ ο ν ίδ ια  π α ρ ο υ σ ιά ζ ο ν τ α ι το  ιω δ ιο ύ χ ο  π ρ ο π ιδ ιο  (Ρ Ι I κ α θ ώ ς  κ α ι η 
χρ ώ σ η  κ ά θ ε  α ν τ ισ ώ μ α τ ο ς  ( .Ιό ). Κ ά θ ε  ε ικ ο ν ίδ ιο  α ν α π α ρ ισ τ ά  π ρ ο β ο λ ή  ο π τ ικ ώ ν  το μ ώ ν  α π ό  σ υ ν ο σ τ ια κ ό  
μ ικ ρ ο σ κ ό π ιο . (Β ) Ε τε ρ ο χ ρ ω μ α τ ιν ικ έ ς  ε σ τ ίε ς  σ ε  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ η  μ ε γ έ θ υ ν σ η  κ α ι α ν τ ίθ ε σ η  (φ ω τισμού  μ ε τά  α π ό  
τα υ τό χ ρ ο ν η  χ ρ ώ σ η  μ ε  μ ια  εκ  τω ν  Η Ρ Ι α . H P j  β κ α ι Η Ρ1 γ  κ α ι Ρ Ι. (Γ) Μ ο ρ φ ο μ ε τ ρ ικ ή  α ν ά λ υ σ η  ό π ο υ  π α ρ α τ ίθ ε ν τ α ι 
γ ια  κ ά θ ε  δ ε ίγ μ α  τ ο  π ο σ ο σ τό  τω ν  κ υ ττά ρ ω ν  μ ε  ε σ τ ια κ ό  φ α ιν ό τ υ π ο  {% cells  ίγ speckles Ι/ιιιικ ο  λ ό γ ο ς  τω ν  
ε σ τ ιώ ν  μ ικ ρ ή ς  lJ-2/un) έ ν α ν τ ι μ ε γ φ ^ η ς  (3-6μηη δ ια μ έ τ ρ ο υ , ο  σ υ ν ο λ ικ ό ς  α ρ ιθ μ ό ς  τ ω ν  ε σ τ ιώ ν  dotal) κ α ι ο  λ ό γ ο ς  
τω ν  εσ τ ιώ ν  τω ν  δ ια φ ο ρ ο π ο ιη μ έ ν ω ν  vLJF )kvα ν τ ί τω ν  α δ ια φ ο ρ ο π ο ίη τ ω ν  ( +L1F) κ υ τ τ ά ρ ω ν  (fold). Μ ε  // 
σ υ μ β ο λ ίζετα ι ο  α ρ ιθ μ ό ς  τω ν  κυττάροη* π ο υ  α ν α λ ύ θ η κ α ν
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και οι τρεις ισομορφές (σε μεγαλύτερο βαθμό οι HP Ια και ΗΡΙβ) τείνουν να ανακατανεμηθούν 

σε περισσότερες εστίες, οι οποίες έχουν μικρότερο μέγεθος για τις ΗΡΙα και ΗΡΙγ και 

 ̂ μεγαλύτερο για την ΗΡΙβ.

Η ετερογένεια που παρατηρήθηκε στα πρότυπα κατανομής των ΗΡΙα και ΗΡΙγ μπορεί να 

εξαρτάται από αλλαγές στο επιγενεηκό ή το δομικό επίπεδο. Τα παραπάνω αποτελέσματα 

δείχνουν ακόμη ότι η ΗΡΙγ μπορεί να ενσωματώνεται σε ετεροχρωματινικές εστίες, παρόμοια 

με τις ΗΡΙα και ΗΡΙβ, κάτω από ορισμένες αναπτυξιακές συνθήκες (για λεπτομέρειες βλέπε 

παρακάτω). Για να ελέγξουμε αν οι επτγενετικές τροποποιήσεις που απαντώνται στη χρωματίνη 

επηρεάζουν την κατανομή των ΗΡ1 πρωτεϊνών στα ES κύτταρα καταγράψαμε την κατανομή της 

mejK9H3, ενός κλασσικού ετεροχρωματίνικού δείκτη. Παρατηρήσαμε ότι οι ετεροχρωματινικές 

εστίες στις οποίες απαντάται η παραπάνω τροποποίηση έχουν μικρότερο μέγεθος και είναι 

περισσότερες στα διαφοροποιημένα κύτταρα, όπως συμβαίνει και στις εστίες των ΗΡΙα και 

ΗΡΙγ. Παρ’ όλα ταύτα, πουαλομορφιά στην κατανομή της mejK9H3 μεταξύ των κυττάρων της 

ίδιας αποικίας (Εικόνα 14Α) δεν διαπιστώθηκε, πράγμα που σημαίνει ότι δεν υφίσταται άμεση 

συσχέτιση της κατανομής των ΗΡ1 πρωτεϊνών με τις επτγενετικές τροποποιήσεις των ιστονών 

(βλέπε επίσης εικόνα 12Ε). Επιπλέον, μια τέτοια συσχέτιση δεν κατοχυρώνεται από την 

κατανομή της ΗΡΙβ, η οποία μεταβάλλεται κατά τρόπο διαφορετικό από τις ΗΡΙα και ΗΡΙγ 

κατά τη διαφοροποίηση των ES κυττάρων.

3.10 Κατανομή κα ι δυναμική τω ν νεοσυντιθέμενων ΗΡ1 πρωτεϊνών σε 

κυτταρικές σειρές θηλαστικών.

Όπώς αναφέρθηκε παραπάνω, μετά από παροδική επιμόλυνση κυττάρων ανθρώπινης 

προέλευσης (HeLa και MCF-7) με την ΗΡΙβ-GFP παρατηρήθηκαν δυο διαφορετικοί 

φαινότυπος ένας εστιακός και ένας διάχυτος. Το πρότυπο κατανομής σε κάθε κύτταρο δεν 

φάνηκε να εξαρτάται από τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης, αλλά από την πρόοδο του 

κυτταρικού κύκλου (η διάχυτη κατανομή δίνει σταδιακά τη θέσης της στην εστιακή καθώς τα 

κύτταρα διέρχονται από την S φάση).
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Ε ικ ό να  15 ( π ρ ο η γ ο ύ μ ε ν η  σ ε λ ίδ α )  Κ α τ α ν ο μ ή  κ α ι  δ υ ν α μ ικ ή  H P 1 -G F P  π ρ ω τ ε ϊν ώ ν  σ ε  α β α να το π ο ιη μ έ \·ε ς  
κ υ τ τ α ρ ικ έ ς  σ ε ιρ έ ς  θ η λ α σ τ ικ ώ ν . (.-I) Κ α τ α ν ο μ ή  του· H P 1 -G F P  π ρ ω τ ε ΐν ο υ - σ ε  κ ύ τ τ α ρ α  H eL a  κ α ι C I 2 7 .  
Α ν τ ιπ ρ ο σ ω π ε υ τ ικ ά  π α ρ α δ ε ίγ μ α τ α  δ ιά χ υ τ η ς  κ α ι ε σ τ ια κ ή ς  κ α τ α ν ο μ ή ς  υ π ο δ ε ικ ν ύ ο ν τ α ι  (αστερίσκοι) (Β) 

Μ ο ρ φ ο μ ε τ ρ ικ ή  α ν ά λ υ σ η  ό π ο υ  π α ρ α τ ίθ ε ν τ α ι  η  έ ν τ α σ η  το υ  φ θ ο ρ ισ μ ο ύ  α ν ά  μ ο ν ά δ α  ε π ιφ ά ν ε ια ε  το υ  π υ ρ ή ν α  
( σ ε  α υ θ α ίρ ε τ ε ς  μ ο ν ά δ ε ς )  κ α ι ο  α ρ ιθ μ ό ς  τ ω ν  ε σ τ ιώ ν  του· H P I ιΐ/β /γ -G F P  u v a  κ ύ ττα ρ ο  σ ε  κ ά θ ε  δ ε ίγμ α . 
Π ρ ο β ο λ έ ς  δ ια δο χ ικ ώ ν· ο π τ ικ ο ύ · τ ο μ ώ ν  15 κ υ τ τ ά ρ ω ν  α ν α λ ύ θ η κ α ν  σ ε  κ ά θ ε  π ε ρ ίπ τ ω σ η  ιΓ\ Δ ε δ ο μ έν α  μ ετά  α π ό  
α ν ά λ υ σ η  F R A P  το ιν  H P  1 α /β /γ - G F P  σ ε  κ ύ τ τ α ρ α  H e L a  κ α ι  C I 2 7  Η  έ ν δ ε ιξ η  <S P | α ν τα π ο κ ρ ίν ε τα ι σ το ν  
εστιακό  φ α ιν ό τ υ π ο  κ α ι η έ ν δ ε ις η  (D) στον  δ ιά χ υ τ ο  φ α ιν ό τ υ π ο  ( J )  Σ χ ε τ ικ ή  κ α τ α ν ο μ ή  του· H P  1 βΖ-CiFP κ α ι 
m e ,K 9 H 3  (ό π ω ς  α υ τ ή  α ν ιχ ν ε ύ ε τ α ι  μ ε  ε ιδ ικ ό  α ν τ ίσ ω μ α )  Π α ρ α τ ίθ ε ν τ α ι  ε ικ ό ν ε ς  δ ιπ λ ή ς  τα υ τό χρ ο υ  η ε  χ ρ ώ σ η ς  
(m e rg e )  Μ ε  β έ λ η  υ π ο δ ε ικ ν ύ ο ν τ α ι θ έ σ ε ις  ό π ο υ  ο ι δ ύ ο  δ ε ίκ τ ε ς  δ ε ν  σ ιυ  ε ν τ ο π ίς ο ν τ α ι ιΕ )  Σ χ ε τ ικ ή  κ α τα ν ο μ ή  
τ η ς  H P l a - G F P  κ α ι  τη ς  ε ν δ ο γ ε ν ο ύ ς  Η Ρ Ι β  ( ό π ω ς  α ν ιχ ν ε ύ ε τ α ι  μ ε  ε ιδ ικ ό  α ν τ ίσ ω μ α )  Π α ρ α τ ίθ ε ν τ α ι ε ικ ό ν ε ς  
α π λ ή ς  κ α ι  δ ιπ λ ή ς  τ α υ τ ό χ ρ ο ν η ς  χ ρ ώ σ η ς . Μ ε  β έ λ η  υ π ο δ ε ικ ν ύ ο ν τ α ι  ο ι θ έ σ ε ις  ό π ο υ  δ εν  σ υ ν ε ν τ ο π ίε ο ν τ α ι ο ι δυ ο  
δ ε ίκ τε ς . ( Σ Τ ) Κ α τ α ν ο μ ή  τω ν  H P 1 -G F P  π ρ ω τ ε ϊν ώ ν  μ ε τά  α π ό  δ ια π ε ρ α τ ο π ο ιη σ η  του· κ υ τ τ ά ρ ω ν  μ ε  T r i to n  X - 
1(Χ) κ α ι ε π ε ξ ε ρ γ α σ ία  μ ε  R N n se . Π α ρ α τ ίθ ε ν τ α ι  μ ό ν ο  « κ ό χ ε ς  δ ιπ λ ή ς  τα υ τό χ ρ ο \·η ς  χρ ώ σ η ς . Γ ια  π ε ρ ισ σ ό τε ρ ε ς  
λ ε π τ ο μ έ ρ ιε ς  β λ έ π ε  ε ικ ό ν α  13. Κ ά θ ε  ρ ά β δ ο ς  σ υ μ β ο λ ίζ ε ι  δ ιά σ τ η μ α  μ ή κ ο υ ς  5μη ι.

Βασιζόμενοι στις παρατιάνω παρατηρήσεις, διευρύναμε την προσέγγιση μας και συγκρίναμε την 

υ7ΐοκυτταρική κατανομή των τριών ισομορφών σε κύτταρα διαφορετικής προέλευσης 'Οπως 

φαίνεται στην εικόνα 15Α, μετά από δια μόλυνση των κυττάρων HeLa με HPla-GFP και ΗΡΙβ- 

GFP παρατηρούνται τόσο διάχυτο όσο και εστιακό πρότυπο κατανομής. Αντίθετα, έκφραση των 

παραπάνω πρωτεϊνών σε κύτταρα C127 δίνει αποκλειστικά εστιακό πρότυπο. Επιπροσθέτως, η 

κατανομή της ΗΡΙγ-GFP στα κύτταρα C127 παρουσιάζει αποκλειστικά εστιακό φαινότυπο, 

παρόλο που η ενδογενής πρωτεΐνη στα ίδια κύτταρα εμφανίζει αποκλειστικά διάχυτο πρότυπο 

κατανομής.

Εκτιμώντας τα επίπεδα του φθορισμού ανά μονάδα επιφάνειας του πυρήνα διαπιστώσαμε ότι 

δεν προκύπτουν σημαντικές διαφορές στα επίπεδα έκφρασης των HP1-GFP πρωτεϊνών μεταξύ 

κυττάρων που εμφανίζουν διάχυτο και εστιακό πρότυπο κατανομής (εικόνα 15Β). Τα παραπάνω 

αποτελέσματα συμφωνούν με προηγούμενες παρατηρήσεις σύμφωνα με τις οποίες δεν 

προκύπτει συσχέτιση του προτύπου κατανομής των εξωγενών HP1-GFP πρωτεϊνών με τα 

επίπεδα της ενδοκυτταρικής τους συγκέντρωσης.

Από τα παραπάνω αποτελέσματα προκύπτει ότι η κατανομή των HP1-GFP πρωτεϊνών εξαρτάται 

από το είδος των κυττάρων. Για να ελέγξουμε εαν η οργάνωση των ΗΡ1 πρωτεϊνών συσχετίζεται 

με διαφορές στη δυναμική τους επιχειρήσαμε ανάλυση FRAP. Όπως φαίνεται στην εικόνα 15Γ, 

κάθε ισομορφή παρουσιάζει παρόμοια κινητική μεταξύ των δυο κυτταρικών σειρών. 

Συγκρίνοντας τις τρεις ισομορφές μεταξύ τους παρατηρήσαμε ότι η ΗΡΙγ-GFP εμφανίζει 

ταχύτερη κινητική, ενώ η πιο αργή κινητική παρατηρείται για την ΗΡ1 β-GFP. Το κλάσμα το
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O7toio δεν ανταλάσσεται ( «ακίνητΟΛκλάσμα/’ΐηίΓηοόίΙε fraction’) κυμαίνεται από 2.5-5.3% για 

κάθε ισομορφή και σπς δυο σειρές, γεγονός που υποδηλώνει ότι σε κάθε περίπτωση ένα μικρό 

κλάσμά των HP1-GFP τψωτεϊνών είναι ισχυρά συνδεδεμένο στη χρωματίνη. Το ενδεχόμενο το 

«ακίνητο κλάσμα» να προκύπτει από πληθυσμό μορίων όπου η GFP έχει υποστεί φωτοχημική 

βλάβη αποκλείστηκε εκφράζοντας μόνο GFP, όπου δεν παρατηρήθηκε «ακίνητο κλάσμα» 

(εικόνα 15Γ). Από τα παραπάνω συμπεραίνεται ότι η κατανομή των HP1-GFP πρωτεϊνών δεν 

συσχετίζεται με την κινητική τους, όπως αυτή καταγράφεται με την μέθοδο FRAP. Το πιο 

αντιπροσωπευτικό παράδειγμα που επιβεβαιώνει την παραπάνω παρατήρηση αποτελεί η ΗΡΙγ- 

GFP, η οποία με διάχυτη κατανομή στο πυρηνόπλασμα στα κύτταρα HeLa, και με εστιακή
ι

κατανομή στα C127, παρουσιάζει αρκετά παρόμοια κινητική καθώς και ταυτόσημο ποσοστό ■» 

«ακίνητου» κλάσματος (εικόνα 15Γ, H P ly-G F P , H eL a /D  και C 127 /S P ).

Σε συμφωνία με παραπάνω αποτελέσματα, μετά από χρώση διαμολυσμένων κυττάρων που 

έχουν διαμολυνθεί με αντισώματα που αναγνωρίζουν mejK9-H3 παρατηρούμε ότι η 

συνεντόπιση των HPla-GFP και ΗΡΙβ-GFP με τις θέσεις me3K9-H3 είναι αρκετά μεγάλη αλλά 

δεν είναι απόλυτη (εικόνα 15Δ, βέλη). Το γεγονός αυτό δείχνει ότι οι HP1-GFP πρωτεΐνες δεν 

εντοπίζονται αποκλειστικά σε ετεροχρωματινικές θέσεις. Στο ίδιο αποτέλεσμα καταλήγουμε 

όταν συγκρίνουμε την κατανομή της ενδογενούς ΗΡΙβ με την εντόταση της HPla-GFP (και το 

αντίστροφο), στις δυο κυτταρικές σειρές (εικόνα 15Ε), όπου παρατηρούμε ότι δεν υπάρχει 

εντόπιση ακριβώς στις ίδιες θέσεις. Ακόμη όταν επεξεργαστούμε με Triton-X και στη συνέχεια 

με RNase Α πριν την μονιμοττοίηση τα κύτταρα που εκφράζουν HP1-GFP πρωτεΐνες 

παρατηρούμε ότι μέρος των πρωτεϊνών εκπλένεται, ενώ κάποιο ποσοστό παραμένει στις θέσεις 

αρχικής ενσωμάτωσης (εικόνα 15ΣΤ), δεδομένα που είναι σε συμφωνία με τα αποτελέσματα του 

αντίστοιχου πειράματος με τις ενδογενείς πρωτεΐνες.

Από τα παραπάνω προκύτττει ότι οι HP1-GFP πρωτεΐνες εμφανίζουν διαφορετικό πρότυπο 

ενσωμάτωσης στα κύτταρα HeLa σε σχέση με τα C127. Η παρατήρηση αυτή επιβεβαιώνεται 

όταν συγκρίνουμε την κατανομή δυο μεταλλαγμένων μορφών της ΗΡΙβ, μιας που περιέχει τον 

χρωμοτομέα (CD-GFP) και μιάς στην οποία ο χρωμοτομέας απουσιάζει (ACD-GFP). Όπως 

φαίνεται στην εικόνα 16Α, στα κύτταρα HeLa και οι δυο μεταλλαγμένες μορφές εμφανίζουν 

διάχυτη κατανομή. Αντίθετα, στα κύτταρα C127 η CD-GFP εντοπίζεται αποκλειστικά σε 

ετεροχρωματινικές εστίες, ενφ η CSD-GFP παραμένει διάχυτη στο κυτταρόπλασμα. Οι
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Εικόνα  16. Κ α τ α ν ο μ ή  φ υ σ ιο λ ο γ ικ ο ύ ·  και μ ε τ α λ λ α γ μ έ ν ω ν  μ ο ρ φ ώ ν  H P 1 -G F P  π υ ρ ο ικ η α  φ αρμ α κ ινΑ τνικ ώ ν  
π α ρ α ν ό \·τω ν . (.4) Κ α τ α ν ο μ ή  π ο ν  ttjxotε ϊ\·ώ ν  C D -G F P  ια ν α π α ρ ισ τ ά  το ν  χ ρ ω μ ο τ ο μ έ α  τη ς  Η Ρ Ι β )  κ α ι Δ Ο Ό - 
G F P  (α ν α π α ρ ισ τ α  τη ν  H P  1 β  χ ω ρ ίς  το ν  χ ρ ω μ ο τ ο μ έ α )  κ α τ ό π ιν  Ο ια μ ό λυνσ η ς σ ε κ ύ τ τα ρ α  H eL a  κ α ι 0 2 7  
Π α ρ α τ η ρ ο ύ μ ε  ό τ ι  η  C D -G F P  ε ν τ ο π ίζ ε τα ι ι ο  π roc π ρ ο β λ ε π ε τ α ι)  σ ε  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ιν ικ έ ς  ε σ τ ίε ς  σ τα  κ ύ ττα ρ α  
0 2 7 .  ε ν ώ  π α ρ α μ ελ  ε ί ό ιά χ υ τ η  σ τα  κ ύ ττα ρ α  H e L a  ι Β)  Τ ο  ιό ιο  π ε ίρ α μ α  σ ε  κ ύ τ τα ρ α  H eL a  κ α ι C 1 2 7  μετά  
α π ό  α \·α σ το λ ή  μ ε  υ ό ρ ό ς υ ο υ ρ ία  Π α ρ α τ η ρ ο ύ μ ε  o n  ο ι H P  I α /Η Ρ  1 (Λ-CiFP π α ρ α μ έ ν ο υ ν  ό ια χ υ τες  σ τα  κ ύ ττα ρ α  
α ν θ ρ ώ π ιν η ς  π ρ ο έ λ ε υ σ η ς , α λ λ ά  ε ν σ ω μ α τ ώ ν ο ν τ α ι  σ ε  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ιν ικ έ ς  ε σ τ ίε ς  σ τα  κ ι»τταρα  π ο υ  
π ρ ο έ ρ χ ο ν τ α ι α π ό  ποντικό. Η  ε ν σ ω μ ά τ ω σ η  τη ε  Η Ρ Ι γ -G F P  σ τ ις  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α η ν ικ έ ε  ε σ τ ίε ς  σ τα  κ ύ ττα ρ α  α π ο  
π ο ν τ ικ ό  όε\· μ ε τ α β ά λ λ ε τ α ι ι>πό τη ν  ε π ιό ρ α σ η  τοι> φ α ρ μ ά κ ο υ  π ο υ  α ν α σ τέ λ λ ε ι τη ν  S φάσνι. ( Γ I Κ α τα ν ο μ ή  
τω ν  H P l a - G F P  κ α ι Η Ρ Ι β -G F P  σ ε  κ ύ τ τ α ρ α  C 1 2 7  π ο υ  αλ·απτυσ σ ο\·τα ι σ ε  κ α ν ο ν ικ ό  θ ρ ε π τ ικ ό  υ λ ικ ό  ( .\Τ ) .  η 
σ ε  θ ρ ε π τ ικ ό  υ λ ικ ό  π ο υ  π ε ρ ιέ χ ε ι  κ ο υ ρ κ ο υ μ ίν η  ( Ο / ) ,  τ ρ ιχ ο σ τ α τ ίν η  A  ( T'.S'.Τ) κ α ι β ο υ τυ ρ ικ ο  ν ά τρ ιο  (Χ α Β ι ι ) . 
Π α ρ α τ η ρ ο ύ μ ε  ό τ ι  π α ρ ο υ σ ία  α ν α σ τ ο λ έ ω ν  τω ν  α π ο -α κ ε τ υ λ α σ ω ν  μ ε τα β ά λ λ ε τα ι η  κ α τα ν ο μ ή  τω ν  ΗΡ1 
π ρ ω τ ε ϊν ώ ν  σ ε  μ έ ρ ο ς  το υ  π λ η θ υ σ μ ο ύ  του· κ υ τ τ ά ρ ω ν  0 1 2 7 .  α π ο τ έ λ ε σ μ α  π ο υ  ε π α ν α λ α μ β ά ν ε τα ι κ α ι σ τα  
κ ύ τ τ α ρ α  H e L a  (ό εν  π α ρ α τ ίθ ε τα ι) .  ( J )  Δ ε δ ο μ έ ν α  μ ε τά  α π ό  α ν ά λ υ σ η  F R A P  σ ε  κ ύ ττα ρ α  π ο υ  έχ ο υ ν  επ ο ια σ τε ί 
μ ε  β ο υ τ υ ρ ικ ό  λ’ά τ ρ ιο  κ α ι ε μ φ α ν ίζ ο υ ν  ό ιά χ υ τ η  κ α τα ν ο μ ή . Π α ρ α σ ύ ρ ο υ μ ε  ό η  το  « α κ ίν η το  >*κλάσμα όεν  
α ν ιχ ν ε ύ ε τ α ι σ ε  κ α μ μ ία  π ερ ίπ τ ιο σ η . εν ώ  ο  χ ρ ό ν ο ς  η μ ίσ ε ια ς  ζ ω ή ς  ε λ λ α τ ώ ν ε τ α ι σ ε  ό λ ε ς  η ς  π ε ρ ιπ τ ω σ α ς  
σ υ ν κ ρ ιη κ ά  μ ε  τοι>ς α ν τ ίσ τ ο ιχ ο υ ς  χ ρ ό ν ο υ ς  π ο υ  π ρ ο κ ύ π τ ο υ ν  α π ό  τα  κ ύ ττα ρ α  π ο υ  μ ε γ α λ ώ ν ο υ ν  σ ε  κ α ν ο ν ικ ό  
θ ρ ε π τ ικ ό  ( β λ έ π ε  ε ικ ό ι·α  15 Γ ).
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παραπάνω παρατηρήσεις στα κύτταρα C127 επιβεβαιώθηκαν και σε άλλες κυτταρικές σειρές 

ποντικού (3Τ3, εμβρυονικούς ινοβλάστες). Επιπλέον, ανάλογα δεδομένα προέκυψαν όταν 

επιδράσαμε με φαρμακολογικούς παράγοντες που αναστέλλουν τον κυτταρικό κύκλο στο όριο 

Gl/S (HU, υδροξυουρία) και παρακολουθήσουμε την κατανομή των πρωτεϊνών ΗΡ1. Όπως 

φαίνεται στην εικόνα 16Β, οι ΗΡΙα/β/γ-GFP παρουσιάζουν διάχυτο πρότυπο κατανομής στα 

κύτταρα HeLa που βρίσκονται πριν την έναρξη της S φάσης, ενώ εμφανίζουν εστιακό πρότυπο 

κατανομής στα κύτταρα C127. Το ενδεχόμενο η HU να μην έχει την ίδια δράση στα κύτταρα 

C127 (και έτσι τα κύτταρα να μην συγχρονίζονται στό όριο των φάσεων G1/S) αποκλείστηκε 

μετά από ενσωμάτωσης τοιν αναλογών BrdU και Cy3dUTP.

Παρατηρήσαμε ότι μεταβάλλοντας το επίπεδο της ακετυλίωσης στο κυτταρικό σύστημα αλλάζει '  

το πρότυπο κατανομής των πρωτεϊνών ΗΡ1. Αρχικά, μειώσαμε το επίπεδο της ακετυλίωσης των 

ιστονών στα κύτταρα C127, αναστέλλοντας την ακετυλ-τρανσφεράση p300/CBP, μέσω του 

παράγοντα κουρκουμίνη, αλλά διαπιστώσαμε ότι η κατανομή των HPla-GFP και ΗΡΙβ-GFP 

δεν μεταβάλλεται (εικόνα 16Γ)· Οταν αυξήσαμε όμως το «γενικό» επίπεδο της ακετυλίωσης, 

αναστέλλοντας τις απο-ακετυλάσες των ιστονών μέσω του βουτυρικού νατρίου ή τριχοστατίνης 

Α, παρατηρήσαμε ότι οι πρωτεΐνες HPla-GFP και ΗΡΙβ-GFP εμφανίζουν διάχυτο πρότυπο 

κατανομής σε μέρος του πληθυσμού των κυττάρων C127 (περίπου 30%) (για σχεπκές 

παρατηρήσεις βλέπε (189).
4

Αναλύοντας με την τεχνική FRAP τη δυναμική των πρωτεϊνών HP1-GFP σε κύτταρα C127 και 

HeLa που έχουν καλλιεργηθεί παρουσία βουτυρικού νατρίου παρατηρήσαμε ότι το «ακίνητο» 

κλάσμα ήταν μηδενικό (εικόνα 16Δ). Η παραπάνω παρατήρηση είναι απόλυτα συμβατή με τα 

μορφολογικά δεδομένα, σύμφωνα με τα οποία η υπερακετυλίωση των ιστονών φαίνεται να 

αναστέλει τη σύνδεση των πρωτεϊνών ΗΡ1 στις ετεροχρωματινικές εστίες. Επιπλέον, 

καταγράψαμε μια σχετική ελλάττωση του χρόνου ημι-ανάκτησης (ti/z), κυρίως στην ΗΡΙβ-GFP 

και λιγότερο στην HPla-GFP, αλλά η HPla-GFP στα κύτταρα C127 δεν φάνηκε να 

επηρεάζεται (εικόνα 16Δ). Συμπερασματικά, από τα παραπάνω αποτελέσματα διαπιστώνουμε 

ότι η κατανομή των πρωτεϊνών ΗΡ1 εξαρτάται από παράγοντες που επηρεάζουν την πρόοδο του , 

κυτταρικού κύκλου, τη μεταβολική κατάστασταση των κυττάρών, καθώς και το κυτταρικό 

σύστημα που μελετάμε. Το πρότυπο κατανομής καθεμιάς από τις HP1-GFP πρωτεΐνες σε κάθε 

είδος κυττάρων που μελετήσάίιε δεν φαίνεται να σχετίζεται άμεσα με την κινητική τους (όπως
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καταγράφεται μέσω της μεθόδου FRAP), όπως θα προβλέπονταν από μια κατάσταση 

κλασσικής χημικής ισορροπίας.

s

4.11 Κατανομή και δυναμική τω ν ΗΡ1 πρωτεϊνών σε φυσιολογικούς και 

μεταλλαγμένους εμβρυονικούς ινοβλάστες ποντικού.

Σε προηγούμενες in v itro  μελέτες έχει δειχθεί ότι οι πρωτεΐνες ΗΡ1 έχουν την ικανότητα ομο- ή 

ετερο-διμερισμού, μέσω αλληλεπιδράσεων που διαμεσολαβούνται από την περιοχή του 

σκιώδους χρωμοτομέα (CSD) (118). Δραστική ανακατανομή των πρωτεϊνών ΗΡ1 θα μπορούσε, 

επομένως, να προκόψει εάν μια ισομορφή με ετεροχρωματινική εντόπιση (που εκφράζεται σε 

περίσσεια) στρατολογήσει μια άλλη ισομορφή και αντιστρόφως. Για να διευκρινήσουμε κατά 

πόσο οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ διαφορετικών πρωτεϊνών ΗΡ1 παίζουν ρόλο στην εντόπισή 

τους, μελετήσαμε την κατανομή των ΗΡ1 πρωτεϊνών σε εμβρυσνικούς ινοβλάστες ποντικού 

(MEFs) στους οποίους έχουν απαλειφθεί ταυτόχρονα οι HP Ια και ΗΡ1 β.

Όπως φαίνεται στην εικόνα 17Α/Β, στα κύτταρα MEF α7β* οι ενδογενείς HP Ια και ΗΡΙβ δεν 

ανιχνεύονται, ενώ η ΗΡΙγ παρουσιάζει διάχυτο πρότυπο κατανομής. Αντίθετα στα φυσιολογικά 

MEF ανιχνεύονται και οι τρεις ισομορφές η ΗΡΙγ με διάχυτο πρότυπο κατανομής η ΗΡΙβ με 

εστιακό, ενώ η ΗΡΙα εμφανίζει ταυτόχρονα εστιακή και διάχυτη κατανομή, αντίστοιχη εκείνης 

που παρατηρήθηκε στα αδιαφοροποίητα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα (εικόνα 14Α). Η 

παραπάνω παρατήρηση υποδηλώνει ότι η εντόπιση της ΗΡΙα εξαρτάται τόσο από το βαθμό όσο 

και από την κατεύθυνση της διαφοροποίησης

Όταν εκφράσαμε τις ΗΡ1 α-GFP και ΗΡΙβ-GFP σε φυσιολογικά και διπλά μεταλλαγμένα (α*/β') 

MEFs, παρατηρήσαμε ένα κλασσικό, εστιακό πρότυπο κατανομής. Η εντόπιση των πρωτεϊνών 

HPla-GFP και ΗΡΙβ-GFP υποδηλώνει ότι οι συγκεκριμένες ισομορφές έχουν μια εγγενή 

ικανότητα σύνδεσης με την ετεροχρωματίνη, χωρίς να αλληλοεξαρτώνται η μία από την άλλη. 

Αντίθετα, η εικόνα που προέκύψε για την ΗΡΙγ ήταν εντελώς διαφορετική. Όπως σε όλα τα 

κυτταρικά συστήματα με προέλευση από ποντίκι, έτσι και στα φυσιολογικά MEF η ΗΡΙγ-GFP 

εμφανίζει εστιακό πρότυπο κατανομή. Στην περίπτωση όμως των διπλά μεταλλαγμένων (α'/β*) 

MEF η ΗΡΙγ-GFP εμφάνιζε πάντοτε διάχυτο πρότυπο κατανομής (ευωνα 17Γ). Αυτό σημαίνει

96



ότι η ΗΡΙγ δεν έχει εγγενή ικανότητα σύνδεσης με την ετεροχρωματίνη, αλλά στρατολογείται 

στις συγκεκριμένες θέσεις είτε μέσω των ΗΡΙα/ΗΡΙβ, είτε μέσω κάποιου παράγοντα που 

συνδέεται με αυτές.

Στη συνέχεια μελετήσαμε την κινητική των HP1-GFP πρωτεϊνών στα κύτταρα MEF, μέσω της 

τεχνικής FRAP. Η ΗΡΙγ-GFP εμφανίζει παρόμοια κινητική σε κανονικά και μεταλλαμένα (α'/β) 

κύτταρα MEF (παρόμοια με εκείνη που είχε παρατηρηθεί σε HeLa και C127) και σχετικά μικρό 

«ακίνητο» κλάσμα. Αντίθετα, οι HPla-GFP και ΗΡΙβ-GFP εμφανίζουν ταχύτερη κινητική στα 

διπλά μεταλλαγμένα κύτταρα MEF (παρόμοια με εκείνη που είχε παρατηρηθεί σε HeLa και 

C127) σε σχέση με τα φυσιολογικά κύτταρα MEF, πράγμα που σημαίνει ότι η παρουσία και η 

ενσωμάτωση των ενδογενών ΗΡΙα/β επηρεάζει την κινητική τους. Ανεξάρτητα από την κινητική 

τους, οι HPla-GFP και ΗΡΙβ-GFP εμφανίζουν εστιακό πρότυπο κατανομής σε όλους τους 

τύπους MEF , δεδομένο που αποτελεί ακόμη μια ένδειξη ότι η κινητική κάθε ισομορφής των 

ΗΡ1 πρωτεϊνών δεν συσχετίζεται άμεσα με την υποκυτταρική κατανομή τους.

Ε ικ ό ν α  17 (ε π ό μ ε ν η  σ ε λ ίδ α ) . Κ α τ α ν ο μ ή  κ α ι  δ υ ν α μ ικ ή  τ ω ν  π ρ ω τ ε ϊν ώ ν  Η Ρ 1  σ ε  ε μ β ρ υ ο ν ικ ο ύ ς  ιν ο β λ ά σ τ ε ς  
π ο ν τ ικ ο ύ  (M E F s) . (Α) Κ α τ α ν ο μ ή  τω ν  Η Ρ 1 α /β /γ  σ ε  φ υ σ ιο λ ο γ ικ ά  (ΓΓΤ) κ α ι  δ ιπ λ ά  μ ε τ α λ λ α γ μ έ ν α  ια '/β )  
M E F s . Σ ε  ξ ε χ ω ρ ισ τά  ε ικ ο ν ίδ ια  π α ρ ο υ σ ιά ζ ο ν τ α ι δ ε ίγ μ α τ α  μ ε τ ά  α π ό  χ ρ ώ σ η  μ ε  ιω δ ιο ύ χ ο  π ρ ο π ίδ ιο  {Ρί) κ α ι  τ ο  
κ α τά λ λ η λ ο  α ν τ ίσ ω μ α  εΊΛ ϊ. (Β ) Α ν ο σ ο α π ο τ ύ π ω σ η  κ α τ ά  W e s te rn  σ ε  M E F s  W T  κ α ι  αΤβ* μ ε  τα  α ν τ ισ ώ μ α τ α  
γ ια  τ ις  τρ ε ις  ισ ο μ ο ρ φ έ ς  τ η ς  Η Ρ Ι  ι / ' )  Κ α τ α ν ο μ ή  τω ν  π ρ ω τ ε ϊν ώ ν  H P 1 - G F P  σ τ ο υ ς  δ υ ο  τ ύ π ο υ ς  κ υ τ τ ά ρ ω ν  
M E F s  π ο υ  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή σ α μ ε  σ το  ( .Ί ) Σ ε  ξ ε χ ω ρ ισ τ ά  ε ικ ο ν ίδ ια  π α ρ ο υ σ ιά ζ ο ν τ α ι  δ ε ίγ μ α τ α  μ ε τ ά  α π ό  χ ρ ώ σ η  
μ ε  ιω δ ιο υ χ ο  π ρ ο π ίδ ιο  (ΡΙ) κ α ι ο  φ θ ο ρ ισ μ ό ς  τω ν  H P I-C fF P  π ρ ω τ ε ϊν ώ ν . Π α ρ α τ η ρ ο ύ μ ε  τ η ν  α ξ ιο σ η μ ε ίω τ η  
δ ια φ ο ρ ά  σ τη ν  κ α τα ν ο μ ή  τ η ς  Η Ρ Ι γ - G F P  σ ε  κ α ν ο ν ικ ά  (W T )  κ α ι  δ ιπ λ ά  μ ε τ α λ λ α γ μ έ ν α  <α7β"> M E F s . ( J )  
Δ ε δ ο μ έ ν α  μ ε τά  α π ό  α ν ά λ υ σ η  F R A P  σ ε  φ υ σ ιο λ ο γ ικ ά  κ α ι δ ιπ λ ά  μ ε τ α λ λ α γ μ έ ν α  M E F . Π α ρ α τ η ρ ο ύ μ ε  τ η ν  
α ξ ιο σ η μ ε ίω τ η  δ ια φ ο ρ ά  σ το  χ ρ ό ν ο  η μ ι-α ν ά κ τ η σ η ς  (ή  - )  σ ε  σ ύ γ κ ρ ισ η  μ ε  τ ο υ ς  χ ρ ό ν ο υ ς  η μ ι-α ν ά κ τ η σ η ς  σ τα  
κ ύ τ τ α ρ α  H e L a  κ α ι C 1 2 7  π ο υ  φ α ίν ε τ α ι σ τη ν  ε ικ ό ν α  15Γ . Μ ε  [SP)  σ υ μ β ο λ ίζ ο υ μ ε  τα  κ ύ τ τ α ρ α  π ο υ  
ε μ φ α ν ίζ ο υ ν  ε σ τ ια κ ό  κ α ι  μ ε  (D )  τ α  κ ύ τ τ α ρ α  π ο υ  ε μ φ α ν ίζ ο υ ν  δ ιά χ υ τ ο  π ρ ό τ υ π ο  κ α τ α ν ο μ ή ς . Κ ά θ ε  ρ ά β δ ο ς  
σ υ μ β ό λ ιζ α  δ ιά σ τ η μ α  μ ή κ ο υ ς  5 μ ο ι.



Λ.

F R A P

P r o te in C e i l  T yp e I F  ( % ) t l / 2  (s) #  e x p .

I I P l o . n r  ( S P ) 5.0 7.0 10
Η Ρ Ι α . a ^ - ( S P ) u 3.8 10

l / ρ φ W T  (SP) 4.1 10.0 16

Η Ρ Ι \Ϊ 0 .7  β "  (S P ) 2.3 3.9 10

H P l y W T  ( S P ) L I 3 .7 10

H P I y 0 .7 β '  ( D ) 1.3 2 .7 15

Key
l /  : in im obile fraction tl/2 :  fluorescence recovery
# exp .: it um ber o f  experim ents h a lf  -tim e
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3.12 Σ υζή τη σ η  II.

Α ) Ο ι πρώτεivec Η Ρ 1 «αναφέοονται» στην γω οική οργά νω ση  m e  γοω αατίνης και γοησ ιμέυουν  a>c 

εργαλεία  KimaoiKnc ταυτοποίηση:

Στην παρούσα μελέτη καταγράψαμε την παρουσία εναλλακτικών προτύπων κατανομής των 

πρωτεϊνών ΗΡ1 σε κύτταρα θηλαστικών. Η εικόνα που προκύπτει από τα παραπάνω 

αποτελέσματα είναι ότι οι πρωτεΐνες αυτές, και ειδικότερα οι ΗΡΙα και ΗΡΙγ, παρουσιάζουν 

μεγάλη ετερογένεια στην κατανομή τους σε εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα, εμφανίζοντας '  

διάφορα είδη εστιακών, μικρο-εστιακών εως και διάχυτων πρότυπων. Παρόμοια ετερογένεια 

εντόπισης εμφανίζει η ΗΡΙα (και σε αρκετά μικρότερο βαθμό η ΗΡ1 β) σε ιστούς ανθρώπου και 

λεμφοκύτταρα που αναπτύσσονται ex vivo (Ritou Ε., Bai Μ. and Georgatos S.D., in 

p rep a ra tio n ), α λλά  και σε κύτταρα PI 9 (εμβρυονικού καρκινώματος) που διαφοροποιούνται in 

vitro  (190). Οι παρατηρήσεις αυτές είναι σύμφωνες με προσφάτως δημοσιευμένες μελέτες που 

αφορούν άλλα είδη ES κυττάρων και κυτταρικές σειρές (191). Είναι πολύ πιθανό τα 

εναλλακτικά πρότυπα κατανομής των ΗΡ1 πρωτεϊνών να έχουν λειτουργική σημασία. Σε 

πρόσφατη ανασκόπηση (192) έχει προταθεί ότι η ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης πιθανό να 

συσχετίζεται με τη μετακίνηση ενός γονιδιακού τόπου από το χρωματινικό μικρο-περιβάλλον 

που βρίσκεται αρχικά σε ένα διαφορετικό μικρο-περιβάλλον (ενεργοποιητικού ή κατασταλτικού 

χαρακτήρα). Κατά την ίδια λογική, η ανακατανομή των πρωτεϊνών ΗΡ1 μπορεί να 

αντικατοπτρίζει τη λειτουργική διαμερισματοποίηση του πυρήνα και δυναμική προσαρμογή του 

χρωματινικού δικτύου στις μεταβαλλόμενες ανάγκες ενός κυτταρικού συστήματος. Μια 

παρόμοια ιδέα συνδέει την ποικιλία των προτύπων κατανομής των πρωτεϊνών ΗΡ1 με την τύχη 

ενός κυτταρικού πληθυσμού κατά την διαφοροποίηση. Είναι γνωστό ότι οι πρωτεΐνες αυτές 

διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην διατήρηση των επτγενετικής κατάστασης ενός κυττάρου 

από τη μια γενιά στην επόμενη. Είναι επίσης σαφές ότι οι τρεις ισομορφές της ΗΡ1 

συμμετέχουν στη μεταβίβαση των προτύπων γονιδιακής έκφρασης και καταστολής (193) 

διαμέσου αλληλεπιδράσεων με τον μηχανισμό μεθυλίωσης του DNA (165, 166, 194). 

Επομένως, εάν το πρότυπο κατανομής των πρωτεϊνών ΗΡ1 μεταβληθεί, είναι αναμενόμενο να
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αλλάζει η επιγενετική κατάσταση και το πρότυπο της γονιδιακής έκφρασης. Με βάση τα 

παραπάνω θεωρούμε ότι οι ΗΡ1 πρωτεΐνες συμμετέχουν στη λειτουργική διαμερισματοποίηση 

. του πυρήνα και μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την ταξινόμηση των κυτταρικών πληθυσμών 

που έχουν διαφορετικό αναπτυξιακό δυναμικό. Η υπόθεση αυτή παρουσιάζεται διαγραμματικά 

στην εικόνα 18Α.

Β) Μ ικροσκοπ ική  υ&ή και δνναΜίκή κατάσταση τω ν  πρωτεϊνών H P  I σε κύτταρα θηλαστικών.

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, σημαντικά στοιχεία που αφορούν στη δυναμική των πρωτεϊνών ΗΡ1 

έχουν προκύψει από μελέτες FRAP (177, 182, 183, 195). Μέσω της μεθόδου αυτής μπορούμε 

μεν να παρακολουθήσουμε τη δυναμική των πρωτεϊνών in vivo , χωρίς να υπάρχει όμως η 

δυνατότητα καταγραφής των φυσικών τους αλληληλεπιδράσεων. Το σχήμα που παρουσιάζεται 

στην εικόνα 18Β αναλύει με περισσότερες λεπτομέρειες αυτές τις πιθανές αλληλεπιδράσεις στις 

οποίες μπορεί να συμμετέχουν οι πρωτεΐνες ΗΡ1.

Υποστηρίζουμε ότι το πρότυπο κατανομής των πρωτεϊνών ΗΡ1 στον πυρήνα των κυττάρων 

εξαρτάται από τέσσερις διαφορετικούς παράγοντες, που είναι:

i) Τα επίπεδα των ελεύθερων υπομονάδων, που είναι διαθέσιμα για να αλληλεπιδράσουν με την 

χρωματίνη, τα οποία ρυθμίζονται από τη σύνδεση /  αποσύνδεση με μοριακούς συνοδούς ή 

άλλους παράγοντες,

ii) Η παροδική (και πιθανά με «στοχαστικό» τρόπο) σύνδεση των πρωτεϊνών ΗΡ1 με την 

χρωματίνη που τους επιτρέπει να «σαρώνουν» το γονιδίωμα και να εντοπίζουν τις περιοχές που 

απαιτείται γονιδιακή αποσιώπηση,

iii) Η σταθερή ενσωμάτωση των ΗΡ1 πρωτεϊνών σε χρωματινικές θέσεις υψηλής 

συγγένειας/μικρής διαθεσιμότητας,

ΐν) Η χαλαρή σύνδεση των ίδιων πρωτεϊνών σε χρωματινικές θέσεις χαμηλής συγγένειας / 

υψηλής διαθεσιμότητας διαμέσου αλληλεπιδράσεων με τις αμινοτελικές ‘ουρές’ των ιστονών 

που φέρουν τις κατάλληλες επιγενετικές τροποποιήσεις ή με τις μορφές ΗΡ1 που είναι ήδη 

σταθερά ενσωματωμένες στην χρωματίνη.

Αρκετές ενδείξεις υποστηρίζουν την παραπάνω υποθετική διαγραμματική αναπαράσταση. 

Αρχικά, όπως έχει δειχθεί στην παρούσα και σε άλλες μελέτες, πάντοτε υπάρχει ένα μικρό
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κλάσμα HP1-GFP, το οποίο δεν ανακτά τον φθορισμό μετά από φωτοδιάχυση, δίνοντας την 

εντύπωση ότι συνδέεται σταθερά και μη αντιστρεπτά με τη χρωματίνη. Αυτό το ‘ακίνητο 

κλάσμα’ δεν αντιπροσωπεύει υλικό που έχει υποστεί μη αντιστρεπτή βλάβη (από την ενέργεια 

που μεταφέρεται από την πηγή του laser), γιατί δεν ανάλογο φαινόμενο δεν παρατηρείται σε 

πειράματα ελέγχου με την GFP πρωτεΐνη, αλλά σε πειράματα με HP1-GFP παρουσία 

αναστολέων των απο-ακετυλασών. Επιπλέον, όπως έχει δειχθεί στην παρούσα μελέτη, δεν 

υπάρχει πλήρης συνεντόπιση ενδογενών ΗΡ1 ή HP1-GFP πρωτεϊνών με τις θέσεις που 

περιέχουν me3K9-H3. Τα δεδομένα αυτά συμφωνούν με προηγούμενες παρατηρήσεις, στις 

οποίες τεκμηριώνεται ότι οι ΗΡ1 πρωτεΐνες συνδέονται ισχυρότερα με «αποσταθεροποιημένα» 

νουκλεοσώματα (195), αλλά και με νουκλεοσώματα που βρίσκονται σε περιοχές που έχει 

προηγηθεί αναδιαμόρφωση της χρωματινικής ίνας μέσω του παράγοντα ACF (196), 

ανεξαρτήτως της μεθυλίωσης των ιστονών. Παρόλα ταυτά, ο ρόλος των μετα-μεταφραστικών 

τροποποιήσεων των ιστονών, αλλά και των ίδιων των πρωτεϊνών ΗΡ1 δεν πρέπει να 

παραβλέπεται: είναι πλέον γνωστό ότι οι ΗΡ1 πρωτεΐνες δεν συνδέονται με την χρωματίνη όταν 

φωσφο ρυλιώνεται η ιστόνη Η3 (197). Επίσης, η συμμετοχή των πρωτεϊνών ΗΡ1 στη γονιδιακή 

αποσιώπηση έχει συσχετιστεί με τη παρουσία φωσφορυλίωσης σε συγκεκριμένα αμινοξικά 

κατάλοιπα τους (121).
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1. Η τριμεθυλίωση στη λυσίνη 9 στην ιστόνη Η3 δεν αποτελεί μοναδική θέση σύνδεσης της ΗΡ1 

στην ετεροχρωματΐνη.

2. Η ΗΡ1 εμφανίζει εναλλακτικούς τρόπους ενσωμάτωσης στη χρωματίνη.

3. Υ  πάρχουν διακριτοί υποπληθυσμοί της ΗΡ1.

4. Οι ΗΡ1 πρωτεΐνες συνδέονται σε ετεροχρωματινικές και ευχρωματινικές εστίες.
5. Η κατανομή των ΗΡ1 πρωτεϊνών εμφανίζει ετερογένεια, η οποία εξαρτάται από τον 
κυτταρικό τύπο, το αναπτυξιακό δυναμικό των κυττάρων και τον κυτταρικό κύκλο.
6. Οι πρωτεΐνες ΗΡΙα/β έχρυν εγγενή ικανότητα σύνδεσης στη χρωματίνη, ενώ η ενσωμάτωση \  

της ΗΡΙγ στη χρωματίνη εξαρτάται από την παρουσία των ΗΡΙα/β.

3.13 Σ υμ π ερ ά σ μ α τα
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3.14 Π ερίληψ η

Εξετάσαμε τις αλληλεπιδράσεις της ΗΡ1 με τη χρωματίνη σε διαφορετικά επίπεδα

πολυπλοκότητας σε in vivo  και in v itro  συνθήκες. Σε in v itro  δοκιμές δείξαμε ότι η ΗΡ1

συνδέεται εκλεκτικά, στοιχειομετρικά και ανεξάρτητα από τις ιονικές συνθήκες στην

ανασυνδυασμένη ιστόνη Η3, μέσω του κεντρικού τμήματος της ιστόνης («histone fold»). Επίσης

χρησιμοποιώντας τεμάχια φυσικής χρωματίνης, χρωματίνη από κύτταρα συγχρονισμένα στη S-

φάση, και περιφερική ετεροχρωματίνη δείξαμε ότι η ΗΡ1 συνδέεται πιο ισχυρά με

απο σταθερό ποιημένα και διασπασμένα (σωματίδια Η3/Η4) νουκλεοσώματα σε σχέση με τα ,
*%

ακέραια νουκλεοσώματα. Ακόμη με ανάλυση με ανοσοαποτύπωση κατά Western και με 

φασματοσκοπία μάζας δείξαμε ότι τα σωματίδια που επιλέγει η ΗΡ1 διαθέτουν ένα πολύπλοκο 

μοτίβο μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων, δεν είναι ιδιαίτερα εμπλουτισμένα σε me3K9-H3 

και .δεν ακολουθούν το σύνολο των κανόνων που υπαγορεύονται από τον λεγόμενο ‘ιστονικό 

κώδικα’. Οι βιοχημικές παρατηρήσεις μας έδειξαν ότι η ΗΡ1 συνδέεται με τα διάφορα 

νουκλεοσωματικά υποστρώματα με τρόπο ο οποίος εξαρτάται από τη φυσική κατάσταση της 

χρωματίνης. Για τον λόγο αυτό, στη συνέχεια μελετήσαμε τη δυναμική οργάνωση της ΗΡ1 σε 

ένα κυτταρικό σύστημα, ώστε να συσχετίσουμε τις βιοχημικές παρατηρήσεις με διαδικασίες και 

λειτουργίες που λαμβάνουν χώρα υπό in v ivo  συνθήκες. Παρατηρήσαμε ότι η ΗΡ1 και η me3K9- ( 

Η3 δεν συνεντοπΐζονται απόλυτα και παρουσιάζουν διακριτά πρότυπα κατανομής, ενώ η 

σταθερή ενσωμάτωση της ΗΡ1 στις ετεροχρωματινικές εστίες εξαρτάται από την S φάση. Τα 

αποτελέσματα αυτά αμφισβητούν το δόγμα ότι η me3K9-H3 αποτελεί τη μοναδική θέση 

πρόσδεσης για την ΗΡ1 και υποστηρίζουν ένα μηχανισμό ενσωμάτωσης που βασίζεται στην 

αντιγραφή.

Επεκτείνοντας τη μελέτη, συγκρίναμε την κατανομή των τριών ισομορφών της ΗΡ1 καθώς και 

την ενσωμάτωση και την δυναμική των HP1-GFP πρωτεϊνών σε διαφορετικά κυτταρικά 

συστήματα και μεταβολικές συνθήκες. Καταγράψαμε την παρουσία εναλλακτικών προτύπων 

κατανομής των πρωτεϊνών ΗΡ1 σε κύτταρα θηλαστικών που καθορίζονται από τις ' 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ των ΗΡ1 πρωτεϊνών, τον κυτταρικό κύκλο και το αναπτυξιακό 

δυναμικό των κυττάρων, ανεξάρτητα από τη παρουσία της me3K9-H3.

Λ»
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The role of post-translational modifications of nucleosomal 

core histones in HP1 incorporation to heterochromatin 

George Dialynas

We have examined HP1 -chromatin interactions in different molecular contexts in v itro  and in 

vivo . Employing purified components we show that HP1 exhibits selective, stoichiometric, and 

salt-resistant binding to recombinant histone H3, associating primarily with the helical “histone 

fold” domain. Furthermore, using “bulk” nucleosomes released by MNase digestion, S-phase 

extracts, and fragments o f peripheral heterochromatin, we demonstrate that HP1 associates more 

tightly with destabilized or disrupted nucleosomes (H3/H4 subcomplexes) than with intact 

particles. Western blotting and mass spectrometry data indicate that HP1 -selected H3/H4 

particles and subparticles possess a complex pattern o f  posttranslational modifications but are not 

particularly enriched in me3K9-H3. Consistent with these results, mapping o f HP1 and me3K9- 

H3 sites in v ivo  reveals overlapping, yet spatially distinct patterns, while transient transfection 

assays with synchronized cells show that stable incorporation o f  HP1 -gfp into heterochromatin 

requires passage through the S-phase. The data amassed challenge the dogma that me3K9H3 is 

necessary and sufficient for HP1 binding and unveil a new mode o f HP 1-chromatin interactions. 

We have compared the distribution o f the three HP1 variants (α, β and γ) in immortalized 

epithelial cells, embiyonic stem cells and fibroblasts obtained from wild type or HP1-knockout 

animals. In parallel, we have interrogated assembly and dynamics o f newly expressed HPl-gfp 

proteins under normal culture conditions and upon cell cycle arrest or treatment with HDAC or 

HAT inhibitors. The results reveal a range o f  cell type/state specific patterns that do not conform 

to the concept o f a spatially fixed, me3K9-histone ID-anchored protein network. Instead, our 

observations show that targeting o f HP1 proteins to heterochromatin is regulated by both 

intrinsic and extrinsic factors, including HP1-HP1 interactions, cell cycle signals and 

developmental cues. These data provide new evidence for HP1 plasticity under shifting 

microenvironmental conditions and offer a concrete conceptual framework for understanding 

chromatin dynamics in vivo .

3.15 Summary
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