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ΠΡΟΛΟΓΟ΢ 

     Ζ παξνχζα δηαηξηβή εθπνλήζεθε ζην Δξγαζηήξην Βηνινγηθήο Υεκείαο ηεο Ηαηξηθήο ΢ρνιήο 

ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Ησαλλίλσλ, ζηα πιαίζηα ηνπ Μεηαπηπρηαθνχ Πξνγξάκκαηνο Δηδίθεπζεο κε 

ηίηιν "Βηνηερλνινγία".  

     Θα ήζεια λα επραξηζηήζσ ζεξκά ηελ Καζεγήηξηα Κα Θσκαΐδα Παπακαξθάθε, ππφ ηελ 

επίβιεςε ηεο νπνίαο πξαγκαηνπνηήζεθε ε παξνχζα εξγαζία. Σελ επραξηζηψ γηα ηελ επθαηξία 

πνπ κνπ έδσζε λα απνηειέζσ κέινο ηνπ εξγαζηεξίνπ, λα απνθηήζσ γλψζεηο θαη εκπεηξίεο αιιά 

θαη λα ζπλεξγαζηψ κε ηθαλά άηνκα. Σελ επραξηζηψ ηδηαίηεξα γηα ηε ζπλερή θαζνδήγεζε, ην 

εηιηθξηλέο ελδηαθέξνλ θαη ηελ εκπηζηνζχλε πνπ έδεημε ζην πξφζσπφ κνπ.  

     Δπραξηζηψ επίζεο ηελ Γξ. Εσή Καξέηζνπ γηα ηελ άςνγε ζπλεξγαζία, ηε βνήζεηα θαη ην 

αδηάθνπν ελδηαθέξνλ ηεο θαζφιε ηε δηάξθεηα απηήο ηεο πξνζπάζεηαο. ΢’ απηφ ην ζεκείν κνπ 

δίλεηαη ε επθαηξία λα εθθξάζσ ηηο ζεξκφηεξεο επραξηζηίεο κνπ θαη ζηελ ππνςήθηα δηδάθηνξα 

Ζιηάλα ΢εξίθε, ε νπνία ζηάζεθε δίπια κνπ κε πξνζπκία ηφζν ζε επαγγεικαηηθφ φζν θαη 

πξνζσπηθφ επίπεδν.  

     Γηα ην επράξηζην θαη θηιηθφ θιίκα ζπλεξγαζίαο, ζα ήζεια λα απεπζχλσ ηηο επραξηζηίεο κνπ 

πξνο φια ηα κέιε ηνπ Δξγαζηεξίνπ Βηνινγηθήο Υεκείαο.  

     Σέινο, έλα κεγάιν επραξηζηψ νθείισ ζηελ νηθνγέλεηά κνπ γηα ηε ζπλερή ζηήξημε πνπ κνπ 

παξέρεη φια απηά ηα ρξφληα θαη γηαηί κε ελζαξξχλεη λα ζέησ ζηφρνπο θαη λα ηνπο θπλεγψ.  
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΢ΤΝΣΟΜΟΓΡΑΦΗΔ΢ 

 

ΑPS (Ammonium Persulfate): ππεξζεηΐθφ ακκψλην 

BSA (Bovine Serum Albumin): αιβνπκίλε νξνχ βνφο 

ddH2O (double destilled H2O): δηζαπεζηαγκέλν H2O  

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium): ζξεπηηθφ πιηθφ θπηηαξνθαιιηέξγεηαο DMEM  

DMSO (Dimethyl Sulfoxide): δηκεζπιν-ζνπιθνμείδην 

DTT (Dithiothreitol): δηζεηνζξεΐηφιε  

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid): αηζπιελνδηακηλνηεηξανμηθφ νμχ 

FBS (Fetal Bovine Serum): εκβξπΐθφο νξφο βνφο 

g (gravity-relative centrifuge force): ζρεηηθή θπγφθεληξνο δχλακε 

LB (Luria-Bertani): ζξεπηηθφ πιηθφ βαθηεξηαθήο θαιιηέξγεηαο 

mA (milliampere) 

ΜΔS (2-(Ν – morpholino) ethanesulfonic acid): 2-(N- κνξθνιηλν) αηζαλνζνπιθνληθφ νμχ 

MOPS (3-(Ν – morpholino) propanesulfonic acid): 3-(N- κνξθνιηλν) πξνπαλνζνπιθνληθφ νμχ 

OD (Optical Density): νπηηθή ππθλφηεηα 

Ο/Ν (Overnight): νινλχθηηα επψαζε 

PAGE (Polyacrylamide Gel Electrophoresis): ειεθηξνθφξεζε πεθηήο πνιπαθξπιακηδίνπ  

PBS (Phosphate Buffered Saline): ξπζκηζηηθφ δηάιπκα θσζθoξηθψλ 

PFA (Paraformaldeyde): παξαθνικαδεχδε 

Pipes (piperazine-N,N'-bis (2-ethanesulfonic acid) )  

PMSF (Phenylmethylsulfonyl Fluoride): θαηλπιν-κεζπιν-ζνπιθνλπιν θζνξίδην 

rpm (rounds per minute): ζηξνθέο ην ιεπηφ 
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SDS (Sodium Dodecyl Sulfate): ζεηΐθφ δσδεθπιηθφ λάηξην 

TAE (Tris-acetate Ethylenediaminetetraacetic acid): ηξηο-νμηθφ αηζπιελν-δηακηλν-ηεηξανμηθφ 

νμχ  

ΣΔΜΔD (Tetramethylethylene Diamine): N, N, N΄, N΄ – ηεηξακεζπιν-αηζπιελν-δηακίλε 

ΣΣLL (Tubulin Tyrosine Ligase-Like): έλδπκα πνπ κνηάδνπλ κε ηε ιηγάζε ηπξνζίλεο ηεο 

ηνπκπνπιίλεο 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Λίζηα εηθόλφλ 

8 
 

Δηθόλα 1: Μεραληζκφο πνιπγινπηακπιίσζεο……………………………………………….. -16- 

Δηθόλα 2: Καηαλνκή πνιπγινπηακπιησκέλεο ηνπκπνπιίλεο………………………...……… -17- 

Δηθόλα 3: Ζ νηθνγέλεηα ησλ TTLL πξσηετλψλ………………………………………………. -22- 

Δηθόλα 4: Δλδπκηθή πξνζζήθε θαη απνκάθξπλζε γινπηακηθψλ………………………..…… -23- 

Δηθόλα 5: Δλδπκηθή πξνζζήθε θαηαινίπσλ γιπθίλεο απφ κέιε ηεο TTLL νηθνγέλεηαο…..... -24- 

Δηθόλα 6: ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο ηξνπνπνίεζεο πνπ αλαγλσξίδεη ην αληίζσκα 

GT335.......………………………………………………………………………....………….. -25- 

Δηθόλα 7: Ζ θξπζηαιινγξαθηθή δνκή ηεο SET…………………………………………...…. -28- 

Δηθόλα 8: Aκηλνμηθή αιιεινπρία ηεο πξνζπκνζίλεο α θαη ηεο παξαζπκνζίλεο…………….. -32- 

Δηθόλα 9: Αλίρλεπζε πνιπγινπηακπιίσζεο ηεο πξσηεΐλεο SET………………………….… -59- 

Δηθόλα 10: Αλίρλεπζε πνιπγινπηακπιίσζεο ησλ πξσηετλψλ πξνζπκνζίλε α θαη 

παξαζπκνζίλε………………………………………………………………………………… -61-  

Δηθόλα 11: ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ αιιεινπρηψλ ηεο SET πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ 

θαηαζθεπή ησλ ρηκαηξηθψλ πξσηετλψλ…………………………………………………..…… -62-  

Δηθόλα 12: Οη ζέζεηο πνιπγινπηακπιίσζεο ηεο SET πεξηιακβάλνληαη κεηαμχ ησλ ακηλνμηθψλ 

θαηαινίπσλ  98-277.…….……………………………………………………………………. -63- 

Δηθόλα 13: Σαπηνπνίεζε ησλ πεξηνρψλ ηεο SET πνπ είλαη απαξαίηεηεο γηα ηελ 

πνιπγινπηακπιίσζε……………………………………………………………………….…. -64-  

Δηθόλα 14: Οη επηκέξνπο πεξηνρέο ηεο SET θαη ε ζπκκεηνρή ηνπο ζηελ 

πνιπγινπηακπιίσζε………………………………………………………………………….. -65-  

Δηθόλα 15: ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ αιιεινπρηψλ ηεο πξνζπκνζίλεο α πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ θαηαζθεπή ησλ ρηκαηξηθψλ πξσηετλψλ………………………….. -66- 

Δηθόλα 16: Οη ζέζεηο πνιπγινπηακπιίσζεο ηεο πξνζπκνζίλεο α πεξηιακβάλνληαη κεηαμχ ησλ 

ακηλνμηθψλ θαηαινίπσλ 41-112…………………………………………………………….… -67- 

Δηθόλα 17: Ζ φμηλε πεξηνρή ηεο πξνζπκνζίλεο α απνηειεί ππφζηξσκα 

πνιπγινπηακπιίσζεο.............................................................................................................… -68- 

Δηθόλα 18: ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ ηκεκάησλ ηεο φμηλεο πεξηνρήο ηεο πξνζπκνζίλεο α πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ αληίδξαζε πνιπγινπηακπιίσζεο……………………………….…. - 69- 

Δηθόλα 19: Σα ακηλνμέα 62-70 ηεο φμηλεο πεξηνρήο ηεο πξνζπκνζίλεο α πεξηιακβάλνπλ ηηο 

ζέζεηο ηξνπνπoίεζεο απφ ηελ πνιπγινπηακπιάζε TTLL4………………………..…….…… -70- 



Λίζηα εηθόλφλ 

9 
 

Δηθόλα 20: Οη επηκέξνπο πεξηνρέο ηεο πξνζπκνζίλεο α θαη ε ζπκκεηνρή ηνπο ζηελ 

πνιπγινπηακπιίσζε………………………………………………………………………….. -71-  

Δηθόλα 21: ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ αιιεινπρηψλ ηεο παξαζπκνζίλεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

γηα ηελ θαηαζθεπή ησλ ρηκαηξηθψλ πξσηετλψλ……………………………………….…….… -72- 

Δηθόλα 22: Οη ζέζεηο πνιπγινπηακπιίσζεο ηεο παξαζπκνζίλεο πεξηιακβάλνληαη κεηαμχ ησλ 

ακηλνμηθψλ θαηαινίπσλ 39-102…………………………………………………………...….. -73- 

Δηθόλα 23: ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ ηκεκάησλ ηεο φμηλεο πεξηνρήο ηεο παξαζπκνζίλεο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ αληίδξαζε πνιπγινπηακπιίσζεο……………………..………...….. -74- 

Δηθόλα 24: Σα ακηλνμέα 36-77 ηεο φμηλεο πεξηνρήο ηεο παξαζπκνζίλεο πεξηιακβάλνπλ ηηο 

ζέζεηο ηξνπνπνίεζεο απφ ηελ πνιπγινπηακπιάζε TTLL4…………………………………... -75-  

Δηθόλα 25: Οη επηκέξνπο πεξηνρέο ηεο παξαζπκνζίλεο θαη ε ζπκκεηνρή ηνπο ζηελ 

πνιπγινπηακπιίσζε………………………………………………………………………….. -76- 

Δηθόλα 26: Τπνθπηηαξηθή εληφπηζε ησλ πξσηετλψλ SET, πξνζπκνζίλε α θαη παξαζπκνζίλε 

παξνπζία ηεο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4………………………………………………...… -77- 

Δηθόλα 27: Ζ πνιπγινπηακπιίσζε ηεο πξσηεΐλεο SET δελ θαίλεηαη λα επεξεάδεη ηελ 

αιιειεπίδξαζή ηεο κε ηελ ηζηφλε Ζ3……………………………………………………….... -79- 

Δηθόλα 28: Ζ πνιπγινπηακπιίσζε ησλ πξσηετλψλ πξνζπκνζίλε α θαη παξαζπκνζίλε δελ 

θαίλεηαη λα επεξεάδεη ηελ αιιειεπίδξαζή ηνπο κε ηελ ηζηφλε Ζ1……………………..……. -81- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Λίζηα πηλάθφλ 

11 

Πίλαθαο 1: Πηζαλέο πξσηεΐλεο-ζηφρνη ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο………………….…………... -20- 

Πίλαθαο 2: Δμεηδίθεπζε πνιπγινπηακπιαζψλ σο πξνο ηα ππνζηξψκαηά ηνπο……………... -23- 

Πίλαθαο 3: ΢πλζήθεο δηακφιπλζεο θπηηάξσλ κε ην αληηδξαζηήξην Xfect………………….. -48- 

Πίλαθαο 4: Αληηζψκαηα θαη αξαηψζεηο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ αλνζναπνηχπσζε θαηά 

Western…………………………………………………………….………………….………. -53- 

Πίλαθαο 5: Αληηζψκαηα θαη αξαηψζεηο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηνλ αλνζνθζνξηζκφ….…. -56- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Περίιευε 

11 

ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

     H πνιπγινπηακπιίσζε είλαη κία κεηα-κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζε θαηά ηελ νπνία 

ζρεκαηίδνληαη γινπηακηθέο αιπζίδεο πνηθίινπ κήθνπο ζηηο πξσηεΐλεο-ζηφρνπο. Σα πην γλσζηά 

θαη εθηελψο κειεηεκέλα ππνζηξψκαηά ηεο είλαη νη ηνπκπνπιίλεο θαη νη NAP πξσηεΐλεο. Ζ 

αλαθάιπςε λέσλ πξσηεΐλψλ-ζηφρσλ, αλέδεημε ηελ πνιπγινπηακπιίσζε ζε κία επξχηεξε κεηα-

κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζε απφ φηη ζεσξήζεθε αξρηθά, ε νπνία πηζαλφλ λα κεηέρεη ζηε ξχζκηζε 

δηαθφξσλ θπηηαξηθψλ δηεξγαζηψλ. Παξφηη δελ έρεη πξνηαζεί ζπγθεθξηκέλε αιιεινπρία 

πνιπγινπηακπιίσζεο, φια ηα ππνζηξψκαηα πεξηέρνπλ πεξηνρέο πινχζηεο ζε γινπηακηθά 

θαηάινηπα θαη ηα πεξηζζφηεξα είλαη πξσηεΐλεο πνπ κεηαθηλνχληαη κεηαμχ ππξήλα θαη 

θπηηαξνπιάζκαηνο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη πνιιψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε δνκή ηεο 

ρξσκαηίλεο. 

     Οη πξσηεΐλεο SET, πξνζπκνζίλε α (ProTα) θαη παξαζπκνζίλε (ParaΣ), πεξηέρνπλ εθηελείο 

πνιπ-Δ πεξηνρέο θαη εκπιέθνληαη ζηελ αλαδηνξγάλσζε ηεο ρξσκαηίλεο. Οη φμηλεο πξσηεΐλεο 

ProTα θαη ParaΣ απνηεινχλ ραξαθηεξηζηηθφ παξάδεηγκα εγγελψο εχθακπησλ πξσηεΐλψλ (IDPs) 

θαη πεξηέρνπλ κία πεξηνρή πινχζηα ζε γινπηακηθά ζην θέληξν ηνπ κνξίνπ ηνπο. Ζ νγθνπξσηεΐλε 

SET πεξηιακβάλεη κία εγγελψο εχθακπηε πεξηνρή (IDR) πινχζηα ζε γινπηακηθά ζην 

θαξβνμπηειηθφ άθξν ηεο. ΢ηελ παξνχζα εξγαζία, κειεηήζεθαλ νη πξσηεΐλεο SET, ProTα θαη 

ParaΣ σο πηζαλά ππνζηξψκαηα πνιπγινπηακπιίσζεο. Αλαιχζεθε ε ππνθπηηαξηθή εληφπηζε ησλ 

πνιπγινπηακπιησκέλσλ πξσηεΐλψλ θαζψο θαη ην ελδερφκελν λα κεηαβάιιεηαη ε αιιειεπίδξαζή 

ηνπο κε ηηο ηζηφλεο, σο απνηέιεζκα ηεο ηξνπνπνίεζεο. Όπσο απνδείρζεθε, θαη νη ηξεηο 

πξσηεΐλεο ηξνπνπνηνχληαη παξνπζία ηεο ελεξγήο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4. Όζνλ αθνξά ηηο 

πεξηνρέο πνιπγινπηακπιίσζεο, βξέζεθε φηη ν  NAP ηνκέαο ηεο SET φπσο επίζεο θαη ε φμηλε 

πεξηνρή πνπ εληνπίδεηαη ζην θαξβνμπηειηθφ άθξν ηεο, απαηηνχληαη γηα ηελ ηξνπνπνίεζε. 

Αληίζηνηρα, ε παξνπζία ηεο φμηλεο πεξηνρήο ησλ ProTα θαη ParaT, είλαη εμίζνπ απαξαίηεηε. Ο 

ππνθπηηαξηθφο εληνπηζκφο ησλ παξαπάλσ πξσηεΐλψλ, δελ θάλεθε λα κεηαβάιιεηαη παξνπζία 

ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο. Δπίζεο, βξέζεθε φηη ε πνιπγινπηακπιίσζε δελ επεξέαζε ηελ 

αιιειεπίδξαζε ηεο SET κε ηελ ηζηφλε Ζ3, νχηε ηα επίπεδα αθεηπιίσζεο ηεο Ζ3. Σέινο, δελ 

δηαπηζηψζεθαλ αιιαγέο σο πξνο ηε ζπγγέλεηα ησλ πνιπγινπηακπιησκέλσλ ProTα θαη ParaΣ γηα 

ηελ ηζηφλε Ζ1. Ζ εξγαζία απηή κπνξεί λα ρξεζηκεχζεη σο βάζε γηα ηηο κειινληηθέο εξγαζίεο 

πνπ ζα κειεηήζνπλ πεξαηηέξσ ην θπζηνινγηθφ ξφιν ηεο κεηα-κεηαθξαζηηθήο απηήο 

ηξνπνπνίεζεο.  
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SUMMARY 

     Polyglutamylation is a new class of post-translational modification in which glutamate side 

chains of variable lengths are formed on the modified proteins. The well-known targets of 

polyglytamylation are tubulins and nucleosome assembly proteins. The identification of new 

substrates revealed that polyglutamylation is a much more widespread modification than initially 

thought and it might be a regulator of many cellular processes. Although a "polyglutamylation 

motif" has not been defined yet, all the identified substrates contain glutamate-rich stretches and 

most of them are proteins that shutte between cytoplasm and nucleus, including many chromatin-

related proteins. 

     The proteins SET, prothymosin α (ProTα) and parathymosin (ParaΣ) contain poly-E stretches 

and are all involved in chromatin remodeling. The acidic proteins ProTα and ParaT are typical 

intrinsically disordered proteins (IDPs) with poly-E stretches spanning mainly the central parts of 

the molecules. The oncoprotein SET contains a poly-E IDR region in its carboxy-terminal part. 

In this study, we investigated whether these proteins undergo polyglutamylation. We also 

analysed the subcellular localization of the polyglutamylated proteins and the interaction of the 

modified proteins with histones. Our results showed that all three proteins were 

polyglutamylated in the presence of the active form of the TTLL4 polyglutamylase. Concerning 

SET, the NAP domain of the protein as well as the carboxy-terminal acidic region, were detected 

as polyglutamylation sites. The acidic domains of ProTα and ParaT were also modified in the 

presence of TTL4. The localization of all the above proteins was not altered in the presence of 

polyglutamylation. We have also found that polyglutamylation did not influence the interaction 

of SET with histone or the binding of ProTα and ParaT to histone H1. Our work may serve as the 

basis for future studies that will address the in vivo role of polyglutamylation within the cell 

nucleus. 
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1.1   Μεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο θαη βηνινγηθόο ηνπο ξόινο  

     Σα θχηηαξα αληηιακβάλνληαη ηηο αιιαγέο πνπ ζπκβαίλνπλ ζηηο ζπλζήθεο ηνπ πεξηβάιινληφο 

ηνπο θαη απνθξίλνληαη ζε απηέο θαηάιιεια. Έλαο κεραληζκφο άκεζεο θπηηαξηθήο απφθξηζεο 

αθνξά ηηο αληηζηξεπηέο κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο. Οη ηξνπνπνηήζεηο απηέο απνηεινχλ 

έλα βαζηθφ ξπζκηζηή ηεο ιεηηνπξγίαο ησλ πξσηετλψλ, δεδνκέλνπ φηη κπνξνχλ λα επεξεάζνπλ 

πνιιέο απφ ηηο ηδηφηεηέο ηνπο, φπσο ε ελδπκηθή ελεξγφηεηα, ε αιιειεπίδξαζε κε άιια κφξηα 

ηνπ θπηηάξνπ θαη ν ππνθπηηαξηθφο εληνπηζκφο. Δπηηεινχληαη απφ έλδπκα πνπ θαηαιχνπλ ηελ 

νκνηνπνιηθή ζχλδεζε νκάδσλ ζ’ έλα ή πεξηζζφηεξα ακηλνμηθά θαηάινηπα ηεο πξσηεΐλεο-ζηφρνπ 

θαη ζηελ πιεηνςεθία ηνπο είλαη αληηζηξεπηέο ράξε ζηελ χπαξμε ηνπ αληηζηξεπηνχ ελδπκηθνχ 

κεραληζκνχ.  

     Ζ θαζκαηνκεηξία κάδαο ζπλέβαιε ζεκαληηθά ζηελ αλάδεημε ελφο πιήζνπο κεηα-

κεηαθξαζηηθψλ ηξνπνπνηήζεσλ. Έρνπλ ηαπηνπνηεζεί πεξηζζφηεξεο απφ 200 ηξνπνπνηήζεηο 

(Μinguez et al., 2012) νη νπνίεο θπκαίλνληαη απφ ηελ πξνζζήθε κηθξψλ ρεκηθψλ νκάδσλ 

(θσζθνξπιίσζε, αθεηπιίσζε) κέρξη θαη νιφθιεξσλ αιπζίδσλ (νπβηθηηηλπιίσζε). Κάπνηεο απφ 

απηέο θαίλεηαη λα είλαη εμειηθηηθά ζπληεξεκέλεο κεηαμχ ησλ εηδψλ, ππνδεηθλχνληαο ηε 

ζπκκεηνρή ηνπο ζε βαζηθέο θπηηαξηθέο δηεξγαζίεο. Ωζηφζν δελ είλαη φιεο εμίζνπ 

ραξαθηεξηζκέλεο σο πξνο ην ιεηηνπξγηθφ ηνπο ξφιν. 

     Oη κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο κπνξνχλ λα ξπζκίζνπλ ηε ιεηηνπξγία κίαο πξσηεΐλεο 

κέζσ δηαθνξεηηθψλ κεραληζκψλ. Ζ δηαηήξεζε ησλ ηξνπνπνηήζεσλ ζηα κέιε κίαο πξσηετληθήο 

νηθνγέλεηαο, θαλεξψλεη ηε ζπζρέηηζή ηνπο κε ξπζκηζηηθέο πεξηνρέο απαξαίηεηεο γηα ηελ 

ελεξγφηεηα ησλ πξσηετλψλ (Βeltrao et al., 2012). Δπηπιένλ, πνιιέο ηξνπνπνηήζεηο εληνπίδνληαη 

ζε πεξηνρέο πνπ είλαη ππεχζπλεο γηα ηηο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ πξσηετλψλ, γεγνλφο πνπ 

αλαδεηθλχεη ηε ζπκκεηνρή ηνπο ζην ζρεκαηηζκφ ή/θαη ηε ζηαζεξνπνίεζε ησλ πξσηετληθψλ 

ζπκπιφθσλ (Nishi et al., 2011). Οη ηξνπνπνηήζεηο κπνξνχλ επίζεο λα ξπζκίζνπλ ηελ θπηηαξηθή 

ζέζε κίαο πξσηεΐλεο, επεκβαίλνληαο θαη ηξνπνπνηψληαο ην πεπηίδην-ζήκα πνπ θαζνξίδεη ηνλ 

ππνθπηηαξηθφ εληνπηζκφ ηεο (van Roey et al., 2013). Ζ ιεηηνπξγία κίαο πξσηεΐλεο κπνξεί αθφκα 

λα ξπζκηζηεί θαη κέζσ ηξνπνπνηήζεσλ πνπ κεηαβάιινπλ ηηο ειεθηξνζηαηηθέο αιιειεπηδξάζεηο 

κε άιια κφξηα (Serber et al., 2007). 
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     Ο ζπλδπαζκφο ησλ κεηα-κεηαθξαζηηθψλ ηξνπνπνηήζεσλ ζηελ ίδηα πξσηεΐλε, κπνξεί λα είλαη 

απηφο πνπ θαζνξίδεη ηε ιεηηνπξγία ηεο. Υαξαθηεξηζηηθφ παξάδεηγκα απνηειεί ν θψδηθαο ησλ 

ηζηνλψλ (histone code). ΢χκθσλα κ’ απηφλ, ν ζπλδπαζκφο ησλ ηξνπνπνηήζεσλ ησλ ηζηνλψλ 

ζπκβάιιεη ζηελ αλαγλψξηζε θαη ηελ αιιειεπίδξαζή ηνπο κε κία ζεηξά πξσηετλψλ πνπ 

ζπλδένληαη ζηηο ηζηφλεο εθφζνλ αλαγλσξίζνπλ ηηο ζπγθεθξηκέλεο ηξνπνπνηήζεηο (Jenuwein and 

Allis, 2001). Πξφθεηηαη γηα πξσηεΐλεο πνπ εκπιέθνληαη ζηελ αλαδηνξγάλσζε ηεο ρξσκαηίλεο 

θαη ηελ επαγσγή ηεο κεηαγξαθήο. Μία ηέηνηα πεξίπησζε αθνξά ην ζπλδπαζκφ θσζθνξπιίσζεο 

θαη αθεηπιίσζεο ηεο ηζηφλεο Ζ3 απφ ηελ θηλάζε Snf1 θαη ηελ αθεηπιηξαλζθεξάζε Gcn5 

αληίζηνηρα (Lo et al., 2001). Ωζηφζν, ν ζπλδπαζκφο ησλ κεηα-κεηαθξαζηηθψλ ηξνπνπνηήζεσλ 

κπνξεί λα αθνξά θαη δηαθνξεηηθά πξσηετληθά κφξηα. Γηα παξάδεηγκα, ε νπβηθηηηλπιίσζε ηεο 

ηζηφλεο Ζ2Β απφ ηνλ ελδπκηθφ κεραληζκφ Rad6/Bre1, πξναπαηηείηαη γηα ηε κεζπιίσζε ηεο 

ηζηφλεο Ζ3 απφ ηηο κεζπιηξαλζθεξάζεο COMPASS θαη Dot1 (Shukla et al., 2009). Έλα άιιν 

παξάδεηγκα αθνξά ην θνιιαγφλν, ε δηακφξθσζε θαη ε ζηαζεξφηεηα ηνπ νπνίνπ θαζνξίδεηαη 

απφ ην ζπλδπαζκφ γιπθνδπιίσζεο θαη πδξνμπιίσζεο ησλ πξσηετλψλ ηνπ (Βann and Bachinger, 

2000). 

 

1.1.1   Ζ πνιπγινπηακπιίωζε  

     Ζ πνιπγινπηακπιίσζε είλαη κία κεηα-κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζε θαηά ηελ νπνία 

γινπηακηθά θαηάινηπα ζπλδένληαη νκνηνπνιηθά ζ’ έλα ή πεξηζζφηεξα γινπηακηθά πνπ 

βξίζθνληαη εληφο ηεο ακηλνμηθήο αθνινπζίαο ηεο πξσηεΐλεο-ζηφρνπ. Ζ δηαδνρηθή ζχλδεζε ησλ 

γινπηακηθψλ νδεγεί ζην ζρεκαηηζκφ φμηλσλ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ, εληζρχνληαο έηζη ηνλ φμηλν 

ραξαθηήξα ηεο πξσηεΐλεο. Σν κήθνο ησλ ζρεκαηηζζέλησλ αιπζίδσλ πνηθίιεη θαη κπνξεί λα 

μεπεξάζεη ηα 20 ακηλνμηθά θαηάινηπα. Ζ πξνζζήθε ηνπ πξψηνπ γινπηακηθνχ γίλεηαη κέζσ 

ακηδηθνχ δεζκνχ ζηε γ-θαξβνμπιηθή νκάδα ηνπ γινπηακηθνχ ηεο πξσηεΐλεο πνπ πθίζηαηαη ηελ 

ηξνπνπνίεζε. Ζ αληίδξαζε απηή είλαη γλσζηή σο "έλαξμε" (initiation). Ζ επαθφινπζε 

πξνζζήθε γινπηακηθψλ, ε ιεγφκελε αληίδξαζε "επηκήθπλζεο" (elongation) γίλεηαη θαηά 

πξνηίκεζε ζηελ α-θαξβνμπιηθή νκάδα ηνπ ηειεπηαίνπ  γινπηακηθνχ ζε ζρέζε κε ηελ γ-

θαξβνμπιηθή νκάδα πνπ είλαη επίζεο δηαζέζηκε (Redeker et al., 1991, Wolff et al., 1994) 

(Δηθφλα 1). 
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     Ζ α-ηνπκπνπιίλε είλαη ε πξψηε πξσηεΐλε πνπ αλαθαιχθζεθε φηη πνιπγινπηακπιηψλεηαη, 

φηαλ βξέζεθε φηη έλα γινπηακηθφ θαηάινηπν ζην θαξβνμπηειηθφ άθξν ηεο ηξνπνπνηείηαη κε ηελ 

πξνζζήθε πνιπγινπηακηθψλ αιπζίδσλ πνηθίινπ κήθνπο (Eddé
 
et al., 1990). Λίγν αξγφηεξα 

δηαπηζηψζεθε φηη ην θαξβνμπηειηθφ άθξν ηεο β-ηνπκπνπιίλεο, απνηειεί επίζεο ζηφρν ηεο 

ηξνπνπνίεζεο (Alexander et al., 1991, Rudiger et al., 1992). 

 

 

 

 

Δηθόλα 1: Μεραληζκόο πνιπγινπηακπιίωζεο. Ζ πξψηε αληίδξαζε (initiation) δεκηνπξγεί έλαλ   

ακηδηθφ δεζκφ κεηαμχ ηεο γ-θαξβνμπιηθήο νκάδαο ηνπ γινπηακηθνχ ηεο πξσηεΐλεο πνπ πθίζηαηαη ηελ 

ηξνπνπνίεζε (modified Glu) θαη ηεο ακηλνκάδαο ηνπ πξψηνπ γινπηακηθνχ πνπ πξνζηίζεηαη (Glu 1). Ζ 

επαθφινπζε πξνζζήθε γινπηακηθψλ (elongation), ζπλδέεη ηελ α-θαξβνμπιηθή νκάδα θάζε θαηαινίπνπ 

κε ηελ ακηλνκάδα ηνπ επφκελνπ (Glu 2, Glu 3). Ζ ελδπκηθή πξνζζήθε γινπηακηθψλ θαηαιχεηαη απφ ηηο 

πνιπγινπηακπιάζεο (polyglutamylase) ελψ ε ελδπκηθή απνκάθξπλζε απφ ηηο απo-γινπηακπιάζεο 

(deglutamylase) (Janke et al., 2008). 
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          Δηθόλα 2: Καηαλνκή πνιπγινπηακπιηωκέλεο ηνπκπνπιίλεο (Ηkegami and Setou, 2010). 

 

1.1.2   Ρόινο πνιπγινπηακπιίωζεο 

     Δμειηθηηθά, ε πνιπγινπηακπιίσζε είλαη κία ηξνπνπνίεζε πνπ έρεη δηαηεξεζεί κεηαμχ ησλ 

εηδψλ, κηαο θαη έρεη αληρλεπηεί απφ ηνπο κνλνθχηηαξνπο νξγαληζκνχο (Bré et al., 1994, Weber et 

al., 1997, Schneider et al., 1997, 1998) κέρξη ηα ζειαζηηθά (Fouquet et al., 1994). Αξρηθά 

εληνπίζηεθε ζηελ ηνπκπνπιίλε α θαη β, ηηο πξσηεΐλεο πνπ δνκνχλ ηνπο κηθξνζσιελίζθνπο ηνπ 

θπηηαξνζθειεηνχ. Όπσο έρεη δεηρζεί, ε παξνπζία ηεο ηξνπνπνίεζεο ξπζκίδεη ηφζν ηε ιεηηνπξγία 

φζν θαη ηελ νξγάλσζε ησλ ζπγθεθξηκέλσλ δνκψλ (Westermann and Weber, 2003). 

     Όζνλ αθνξά ηελ θαηαλνκή ηεο πνιπγινπηακπιησκέλεο ηνπκπνπιίλεο, ηα επίπεδα ηεο 

ηξνπνπνίεζεο είλαη ηδηαίηεξα απμεκέλα ζηνπο κηθξνζσιελίζθνπο ησλ λεπξψλσλ. Μάιηζηα ην 

κεγαιχηεξν πνζνζηφ α- θαη β-ηνπκπνπιίλεο θέξεη πιεπξηθέο αιπζίδεο κήθνπο ελφο κέρξη έμη 

γινπηακηθψλ θαηαινίπσλ (Audebert et al., 1994). Ζ πνιπγινπηακπιησκέλε β-ηνπκπνπιίλε 

θαίλεηαη λα ζπγθεληξψλεηαη ζηε ζσκαην-δελδξηηηθή πεξηνρή, ελψ ε α-ηνπκπνπιίλε ζηνπο 

λεπξάμνλεο (Ηkegami et al., 2006, 2007). Μεγαιχηεξνπ κήθνπο αιπζίδεο έρνπλ βξεζεί ζηηο 

ηνπκπνπιίλεο ησλ θεληξηδίσλ (centrioles) πνπ δνκνχλ ηα θεληξνζσκάηηα (centrosomes) θαη ηα 

βαζηθά ζσκάηηα (basal bodies) (Bobinnec et al., 1998). Δπίζεο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο κίησζεο, ε  
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πνιπγινπηακπιίσζε ηεο β-ηνπκπνπιίλεο απμάλεηαη ζεκαληηθά ζηε κηησηηθή άηξαθην (Regnard 

et al., 1999).Τςειά επίπεδα ηξνπνπνίεζεο εληνπίδνληαη θαη ζηνπο κηθξνζσιελίζθνπο ησλ 

θξνζζψλ (cilia) θαη ησλ καζηηγίσλ (flagella) (Μillion et al., 1999, Lechtreck et al., 2000, 

Kierszenbaum et al., 2002) (Δηθφλα 2). 

     Tν θαξβνμπηειηθφ άθξν ηεο ηνπκπνπιίλεο ζην νπνίν ζηνρεχνπλ ηα έλδπκα ηεο 

πνιπγινπηακπιίσζεο, απνηειεί ζέζε ζχλδεζεο πξσηετλψλ πνπ αιιειεπηδξνχλ κε ηνπο 

κηθξνζσιελίζθνπο (Microtubule Associated Proteins - MAPs). Σέηνηεο πξσηεΐλεο είλαη νη 

MAP1, MAP2 θαη tau θαζψο θαη νη θηλεηήξηεο πξσηεΐλεο θηλεζίλε θαη δπλεΐλε. Ζ 

αιιειεπίδξαζε κεηαμχ κηθξνζσιελίζθσλ θαη MAP πξσηετλψλ ξπζκίδεηαη ηφζν απφ ηελ 

παξνπζία ηεο ηξνπνπνίεζεο φζν θαη απφ ην κήθνο ησλ πνιπγινπηακηθψλ αιπζίδσλ (Bonnet et 

al., 2001, Boucher et al.,1994, Larcher et al., 1996). Έλα αθφκα παξάδεηγκα MAP πξσηείλεο 

πνπ ζπλδέεηαη επηιεθηηθά ζηελ πνιπγινπηακπιησκέλε ηνπκπνπιίλε είλαη ε CSAP (Centriole 

and Spindle Associated Protein) (Βacker et al., 2012). Δπηπιένλ, ε πξνζζήθε ησλ γινπηακηθψλ 

νδεγεί ζε αχμεζε ηνπ αξλεηηθνχ θνξηίνπ ζην θαξβνμπηειηθφ άθξν ηεο ηνπκπνπιίλεο, γεγνλφο 

πνπ θαίλεηαη λα επεξεάδεη ηε ιεηηνπξγία ησλ κνξηαθψλ θηλεηήξσλ (Σhorn et al., 2000). 

     H πνιπγινπηακπιίσζε δηαδξακαηίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ αλάπηπμε θαη ιεηηνπξγία ησλ 

λεπξψλσλ. Μάιηζηα θαηά ηα αξρηθά ζηάδηα αλάπηπμεο ηνπ εγθεθάινπ, ηα επίπεδα ηεο 

ηξνπνπνίεζεο είλαη ηδηαίηεξα απμεκέλα (Audebert et al., 1994). Δπηπιένλ, θαίλεηαη λα επεξεάδεη 

ηε λεπξσληθή δξαζηεξηφηεηα κέζσ ξχζκηζεο ηεο κεηαθνξάο ησλ ζπλαπηηθψλ θπζηηδίσλ 

(Ikegami et al., 2007). Πξφζθαηα δεδνκέλα ππνζηεξίδνπλ φηη ε απμεκέλε πνιπγινπηακπιίσζε 

ζπλδέεηαη άκεζα θαη κε ηνλ λεπξνεθθπιηζκφ. Απηφ ππνδεηθλχεη φηη ε ξχζκηζε ηνπ κήθνπο ησλ 

πνιπγινπηακηθψλ αιπζίδσλ ζηελ ηνπκπνπιίλε, είλαη θξίζηκε γηα ηελ επηβίσζε ησλ λεπξψλσλ 

(Rogowski et al., 2010). Ζ ηξνπνπνίεζε θαίλεηαη επίζεο λα εκπιέθεηαη θαη ζηε λφζν Alzheimer, 

κέζσ ελεξγνπνίεζεο ηεο πξσηεΐλεο spastin (Zembel et al., 2013). 

     ΢ηνπο κηθξνζσιελίζθνπο ηεο κηησηηθήο αηξάθηνπ αληρλεχνληαη απμεκέλα επίπεδα 

πνιπγινπηακπιίσζεο (Regnard et al., 1999), γεγνλφο πνπ θαλεξψλεη ηελ πηζαλή εκπινθή ηεο 

ηξνπνπνίεζεο ζηνλ έιεγρν ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ. H πνιπγινπηακπιίσζε θαίλεηαη λα 

εκπιέθεηαη θαη ζηε δεκηνπξγία ηεο ραξαθηεξηζηηθήο θίλεζεο ησλ καζηηγίσλ θαη ησλ θξνζζψλ 

(beating), κέζσ ηεο αιιειεπίδξαζεο ησλ κηθξνζσιελίζθσλ κε ηε δπλεΐλε (Gagnon et al., 1996,  

Kubo et al., 2010, Suryavanshi et al., 2010). Ζ ηξνπνπνίεζε είλαη ζεκαληηθή γηα ηε ιεηηνπξγία 

ησλ θξνζζψλ (Ηkegami et al., 2010) θαη ε απψιεηά ηεο ζπλδέεηαη κε δνκηθέο θαη ιεηηνπξγηθέο 
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αλσκαιίεο ησλ δνκψλ απηψλ. Υαξαθηεξηζηηθφ παξάδεηγκα απνηειεί ην κεηάιιαγκα fleer ζην 

zebrafish (Pathak et al., 2007). 

     Σέινο, απμεκέλα επίπεδα πνιπγινπηακπιίσζεο έρνπλ ραξαθηεξηζηεί σο δηακεζνιαβεηέο ηεο 

θαξθηληθήο εμέιημεο (Soucet et al., 2006). Γεδνκέλνπ φηη νη κηθξνζσιελίζθνη απνηεινχλ 

ζεκαληηθφ ζηφρν αληηθαξθηληθήο ζεξαπείαο, ηα επίπεδα ηεο πνιπγινπηακπιησκέλεο 

ηνπκπνπιίλεο ζπλδένληαη φρη κφλν κε ηελ θαξθηλνγέλεζε αιιά θαη ηελ αληίζηαζε ζηα 

ρεκεηνζεξαπεπηηθά κφξηα (Das et al., 2014). 

 

 

1.1.3   Ζ πνιπγινπηακπιίωζε ωο κεηα-κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζε επξύηεξνπ θάζκαηνο 

ππνζηξωκάηωλ 

     Παξάιιεια κε ηελ εθηεηακέλε κειέηε ζρεηηθά κε ην βηνινγηθφ ξφιν ηεο 

πνιπγινπηακπιίσζεο ζηελ ηνπκπνπιίλε, γελλήζεθε ην εξψηεκα αλ πξφθεηηαη γηα κία 

ηξνπνπνίεζε πνπ πεξηνξίδεηαη ζηελ πξσηεΐλε απηή. Ζ πξψηε απφδεημε φηη θαη άιιεο πξσηεΐλεο, 

εθηφο ηεο ηνπκπνπιίλεο πνιπγινπηακπιηψλνληαη, αθνξά ζηηο πξσηεΐλεο ζπγθξφηεζεο ηνπ 

λνπθιενζψκαηνο ΝΑΡ-1 θαη ΝΑΡ-2 πνπ απνηεινχλ επίζεο ζηφρν ηεο ηξνπνπνίεζεο. Οη ΝΑΡ 

πξσηεΐλεο ηξνπνπνηνχληαη ζηελ θαξβνμπηειηθή ηνπο πεξηνρή κε ηελ πξνζζήθε γινπηακηθψλ πνπ 

κπνξνχλ λα θηάζνπλ ηα 10 θαηάινηπα. Ζ πνιπγινπηακπιίσζε θαίλεηαη λα ζηαζεξνπνηεί ηελ 

αιιειεπίδξαζε ησλ NAP πξσηετλψλ κε ηηο ηζηφλεο (Regnard et al., 2000). Τπάξρνπλ θαη 

πξφζθαηα ζηνηρεία πνπ θαλεξψλνπλ φηη ε αιιειεπίδξαζε ηεο πνιπγινπηακπιησκέλεο ΝΑΡ-1 

κε ηελ ηζηφλε Ζ1, ζπκβάιιεη ζηε ρξσκνζσκηθή ζπκπχθλσζε (Μiller et al., 2015). Δπηπξφζζεηα  

εξεπλεηηθά δεδνκέλα, αλαδεηθλχνπλ άιιεο πηζαλέο πξσηεΐλεο-ππνζηξψκαηα (van Dijk et al., 

2008) (Πίλαθαο 1), πξνηείλνληαο φηη ε πνιπγινπηακπιίσζε είλαη κία επξχηεξα δηαδεδνκέλε 

κεηα-κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζε. Πνιιά απφ ηα λέα ππνζηξψκαηα (πξσηεΐλεο ΑΝΡ32, 

λνπθιενθσζκίλε B23, λνπθιενιίλε θαη RNP-K) φπσο επίζεο θαη νη NAP πξσηεΐλεο είλαη κφξηα 

πνπ κεηαθηλνχληαη απφ θαη πξνο ηνλ ππξήλα. Απηφ ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ πνιπγινπηακπιίσζε  

πξσηετλψλ πνπ εκπιέθνληαη ζηε κεηαθίλεζε κνξίσλ κεηαμχ ππξήλα θαη θπηηαξνπιάζκαηνο  

 (λνπθιενπνξίλε, RANGAP), ππνδεηθλχεη φηη ε ηξνπνπνίεζε ζα κπνξνχζε λα ιεηηνπξγήζεη σο 

ξπζκηζηήο ελδνθπηηαξηθήο θπθινθνξίαο. Δπηπιένλ θάπνηεο απφ ηηο παξαπάλσ πξσηεΐλεο (ΝΑP, 

λνπθιενθσζκίλε B23, λνπθιενιίλε) αιιειεπηδξνχλ κε ηηο ηζηφλεο ή ιεηηνπξγνχλ θαη σο 

ξπζκηζηέο ηεο κεηαγξαθήο (ΑΝΡ32, NF45, PELP1, RNP-K), γεγνλφο πνπ θαλεξψλεη φηη ε 

πνιπγινπηακπιίσζε πηζαλφλ λα ξπζκίδεη ηελ πξφζβαζε πξσηετλψλ ζηε ρξσκαηίλε. Σέινο, 
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πηζαλά ππνζηξψκαηα φπσο ε ΔΒ1 θαη ε RANGAP πνπ επεξεάδνπλ ηε δπλακηθή ησλ 

κηθξνζσιελίζθσλ, πξνηείλνπλ φηη ε πνιπγινπηακπιίσζε θαη άιισλ πξσηετλψλ πέξαλ ηεο 

ηνπκπνπιίλεο, είλαη ζεκαληηθή γηα ηελ νξγάλσζε θαη ηε ιεηηνπξγία ησλ ζπγθεθξηκέλσλ δνκψλ. 

     Έλαο αθφκα ζηφρνο ηεο ηξνπνπνίεζεο πνπ αλαθαιχθζεθε πνιχ πξφζθαηα, είλαη ε ζπλζάζε 

cGAS. Σν έλδπκν απηφ αλαγλσξίδεη ην DNA παζνγφλσλ νξγαληζκψλ θαη επάγεη κεραληζκνχο 

αλνζνινγηθήο απφθξηζεο. Όπσο απνδείρηεθε, ε πνιπγινπηακπιίσζε ξπζκίδεη ηελ ηθαλφηεηα ηεο 

ζπλζάζεο λα ζπλδέεηαη ζην DNA θαζψο θαη ηελ ελεξγφηεηά ηεο (Xia et al, 2016). 

 

Πξωηεΐλε Μνξηαθό κέγεζνο (kDa) pI 

Ννπθιενπνξίλε 358 5.9 

Πξωηεΐλε ζύλδεζεο Μyb-1A 149 9.3 

PELP1 120 4.3 

NAP-1 45 4.4 

NF45 45 8.3 

NAP-2 43 4.6 

SET 33 4.2 

PHAPII 32 4.1 

Ννπθιενθωζκίλε Β23 31 4.7 

ΑΝP32E 31 3.8 

ΑΝP32Α 29 4.0 

ΑΝP32Β 22 4.2 

           Πίλαθαο 1: Πηζαλέο πξωηεΐλεο-ζηόρνη ηεο πνιπγινπηακπιίωζεο (van Dijk et al., 2008). 
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1.1.4   Έλδπκα πνιπγινπηακπιίωζεο 

     Σα έλδπκα πνπ θαηαιχνπλ ηελ πνιπγινπηακπιίσζε, νη ιεγφκελεο πνιπγινπηακπιάζεο, είλαη 

κέιε ηεο TTLL (Σubulin Tyrosine Ligase-like) νηθνγέλεηαο πξσηετλψλ (Janke et al., 2005, 

Ikegami et al., 2006, van Dick et al., 2007). Πξφθεηηαη γηα πξσηετληθά κφξηα πνπ εκθαλίδνπλ 

νκνινγία κε ηε ιηγάζε TTL (Σubulin Tyrosine Ligase) ε νπνία θαηαιχεη ηελ πξνζζήθε 

ηπξνζίλεο ζηελ ηνπκπνπιίλε (Ersfeld et al., 1993). Έρνπλ ηαπηνπνηεζεί 13 πξσηεΐλεο TTLL, 

ησλ νπνίσλ ε θαηαιπηηθή πεξηνρή δηαθξίλεηαη ζε 2 επηκέξνπο πεξηνρέο: κία πεξηνρή-ππξήλα 

(core domain) πνπ είλαη θνηλή ζε φιεο ηηο πξσηεΐλεο θαη αλνδηθά απηήο κία εθηεηακέλε πεξηνρή 

(extended domain) ε νπνία είλαη δηαηεξεκέλε ζε κεγάιν βαζκφ (Δηθφλα 3). Μεηαμχ ησλ TTLL 

πξσηετλψλ, νη TTLL4, 5, 6, 7, 11 θαη 13 είλαη απηφλνκα ελεξγέο πνιπγινπηακπιάζεο. Κάζε 

TTLL πνιπγινπηακπιάζε εκθαλίδεη πξνηίκεζε σο πξνο ην ππφζηξσκα πνπ ζα ηξνπνπνηήζεη 

(Πίλαθαο 2) αιιά θαη σο πξνο ηελ αληίδξαζε πνπ ζα θαηαιχζεη (έλαξμε ή επηκήθπλζε) (Δηθφλα 

4). ΢ε φιεο απηέο ηηο πξσηεΐλεο, ε εθηεηακέλε πεξηνρή είλαη θνηλή. Σν γεγνλφο απηφ ππνδεηθλχεη 

φηη ε ζπγθεθξηκέλε πεξηνρή ζπλδέεηαη κε ηελ εμεηδίθεπζε ησλ ελδχκσλ σο πξνο ηελ πξνζζήθε 

γινπηακηθψλ. ΢ε απηφ ην ζπκπέξαζκα ζπλεγνξεί θαη ην γεγνλφο φηη νη TTLL3, 8, 10 απφ ηηο 

νπνίεο απνπζηάδεη ε εθηεηακέλε πεξηνρή, θαηαιχνπλ κία δηαθνξεηηθή ηξνπνπνίεζε, ηελ 

πνιπγιπθπιίσζε (Ikegami et al., 2008, Rogowski et al., 2009) (Δηθφλα 5). 

      Ζ πνιπγινπηακπιίσζε είλαη κία αληηζηξεπηή ηξνπνπνίεζε. Ζ ηζνξξνπία κεηαμχ ησλ 

ελδχκσλ πνπ ηξνπνπνηνχλ θαη εθείλσλ πνπ αλαηξνχλ ηελ ηξνπνπνίεζε, απνηειεί έλα κεραληζκφ 

ειέγρνπ πνπ θαζνξίδεη ην κήθνο ησλ πνιπγινπηακηθψλ αιπζίδσλ. Σα έλδπκα πνπ θαηαιχνπλ 

ηελ απνκάθξπλζε ησλ γινπηακηθψλ θαηαινίπσλ απφ ηηο πνιπγινπηακηθέο αιπζίδεο (απν-

γινπηακπιάζεο) είλαη κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ θπηνζνιηθψλ θαξβνμππεπηηδαζψλ (cytosolic 

carvoxypeptidases–CCPs). Έρνπλ ηαπηνπνηεζεί 4 έλδπκα ηεο νηθνγέλεηαο CCP κε ελεξγφηεηα 

απν-γινπηακπιάζεο (Kimura et al., 2010, Rogowski et al., 2010) ηα νπνία αληίζηνηρα κε ηηο 

πνιπγινπηακπιάζεο δηαθξίλνληαη αλάινγα κε ηελ αληίδξαζε εμεηδίθεπζήο ηνπο. ΢πγθεθξηκέλα 

ηα έλδπκα CCP1, CCP4 θαη CCP6 πδξνιχνπλ ηνπο πεπηηδηθνχο δεζκνχο κεηαμχ ησλ 

γινπηακηθψλ θαηαινίπσλ ηεο αιπζίδαο, κεηψλνληαο έηζη ην κήθνο ηεο. Σν ηέηαξην έλδπκν, ε 

CCP5, απνκαθξχλεη ηελ πξψηε δηαθιάδσζε κεηαμχ ηεο πξσηεΐλεο-ζηφρνπ θαη ηνπ πξψηνπ 

γινπηακηθνχ ηεο αιπζίδαο (branching point) (Δηθφλα 4). Δπηπιένλ ηα έλδπκα CCP1, CCP4 θαη 

CCP6 θαηαιχνπλ ηελ απνκάθξπλζε γινπηακηθψλ πνπ δελ είλαη απνηέιεζκα ηξνπνπνίεζεο αιιά 

θσδηθνπνίεζεο απφ ην αληίζηνηρν γνλίδην. Μάιηζηα ε ελεξγφηεηα απηή επεθηείλεηαη θαη ζε 

άιια ππνζηξψκαηα πέξαλ ηεο ηνπκπνπιίλεο, φπσο ζηελ πξσηεΐλε MLCK1 (Myosin Light Chain 
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Kinase 1) (Rogowski et al., 2010). Όζνλ αθνξά ηελ CCP1, ε ζπγθεθξηκέλε δελ ιεηηνπξγεί κφλν 

σο απo-γινπηακπιάζε αιιά νδεγεί θαη ζην ζρεκαηηζκφ ηεο Γ2-ηνπκπνπιίλεο ελψ ε απψιεηά 

ηεο ζπλδέεηαη κε λεπξνεθθπιηζκφ (Rogowski et al., 2010). Σέινο, ε CCP6 ζπκβάιιεη ζηελ 

σξίκαλζε ησλ κεγαθαξπνθπηηάξσλ κέζσ ξχζκηζεο ησλ επηπέδσλ πνιπγινπηακπιίσζεο ηεο 

Μad2 πξσηεΐλεο (Τe et al., 2014). 

 

 

 

 

Δηθόλα 3: Ζ νηθνγέλεηα ηωλ TTLL πξωηεϊλώλ. Απεηθνλίδνληαη ηα 13 κέιε ηεο TTLL (Tubulin 

Tyrosine Ligase – like) νηθνγέλεηαο πνπ εκθαλίδνπλ νκνινγία κε ηελ TTL (Tubulin Tyrosine Ligase). 

Γηαθξίλνληαη νη δχν επηκέξνπο θαηαιπηηθέο πεξηνρέο : ε πεξηνρή-ππξήλαο (core TTL domain) πνπ είλαη 

δηαηεξεκέλε κεηαμχ ησλ κειψλ ηεο νηθνγέλεηαο θαη ε εθηεηακέλε πεξηνρή (extended TTL domain) πνπ 

είλαη θνηλή ζε φιεο ηηο πνιπγινπηακπιάζεο (TTLL4, 5, 6, 7, 11, 13) (van Dick et al., 2007). 
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Πνιπγινπηακπιάζε 

 

Δμεηδίθεπζε ππνζηξώκαηνο 

α-ηνπκπνπιίλε β-ηνπκπνπιίλε Άιιν 

ππόζηξωκα 

TTLL1 +++ ++ - 

TTLL4 + +++ +++ 

TTLL5 +++ + + 

TTLL6 +++ + - 

TTLL7 + +++ - 

TTLL11 ++ + - 

TTLL13 ++ + - 

          Πίλαθαο 2: Δμεηδίθεπζε πνιπγινπηακπιαζώλ ωο πξνο ηα ππνζηξώκαηά ηνπο. 

 

 

 

      

Δηθόλα 4: Δλδπκηθή πξνζζήθε θαη απνκάθξπλζε γινπηακηθώλ. Απεηθνλίδνληαη ηα δηκεξή α, β-

ηνπκπνπιίλεο θαη νη ηξνπνπνηήζεηο πνπ πθίζηαληαη. Γηαθξίλεηαη ε εμεηδίθεπζε ησλ πνιπγινπηακπιαζψλ 

σο πξνο ηελ αληίδξαζε πνπ θαηαιχνπλ (νη TTLL4, 5, 7 πξνζζέηνπλ ην αξρηθφ γινπηακηθφ ελψ νη TTLL6, 

11, 13 δεκηνπξγνχλ πνιπγινπηακηθέο αιπζίδεο). Αληίζηνηρε εμεηδίθεπζε εκθαλίδνπλ θαη νη απν-

γινπηακπιάζεο (ε CCP5 απνκαθξχλεη ηελ πξψηε δηαθιάδσζε ελψ νη CCP1, 4, 6 απνκαθξχλνπλ ηα 

γινπηακηθά ηεο αιπζίδαο (Janke and Bulinski, 2011).                                                                   
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Eηθόλα 5: Δλδπκηθή πξνζζήθε θαηαινίπωλ γιπθίλεο από κέιε ηεο TTLL νηθνγέλεηαο. 

Απεηθνλίδνληαη ηα δηκεξή α, β-ηνπκπνπιίλεο πνπ ηξνπνπνηνχληαη απφ ηελ ελδπκηθή πξνζζήθε γιπθίλεο. 

Οη γιπθπιάζεο (glycylases) θαηαιχνπλ είηε ηελ πξνζζήθε ηνπ πξψηνπ θαηαινίπνπ γιπθίλεο (TTLL3, 8) 

είηε ην ζρεκαηηζκφ αιπζίδαο γιπθίλεο (TTLL10). Ο αληηζηξεπηφο ελδπκηθφο κεραληζκφο (deglycylases) 

δελ έρεη ηαπηνπνηεζεί (Janke and Bulinski, 2011).  

 

 

1.5 Αλίρλεπζε πνιπγινπηακπιίωζεο κε εηδηθά αληζώκαηα 

    To κνλνθισληθφ αληίζσκα GT335 αλαπηχρζεθε έλαληη ηνπ ζπλζεηηθνχ πεπηηδίνπ 

(ΔGEGEEEG) πνπ αληηζηνηρεί ζην θαξβνμπηειηθφ άθξν ηεο α-ηνπκπνπιίλεο θαη ηξνπνπνηήζεθε 

κε ηελ πξνζζήθε δχν γινπηακηθψλ θαηαινίπσλ ζην πέκπην θαηά ζεηξά γινπηακηθφ (Wolff et 

al., 1992). Αλαγλσξίδεη ηελ 1
ε
 δηαθιάδσζε (branching point) κεηαμχ ηεο ακηλνμηθήο 

αιιεινπρίαο ηεο ηνπκπνπιίλεο θαη ηνπ πξψηνπ γινπηακηθνχ ηεο αιπζίδαο (Δηθφλα 6). ΢πλεπψο 

κπνξεί λα αλαγλσξίζεη πνιπγινπηακηθέο αιπζίδεο κηθξνχ κήθνπο αιιά θαη πεξηζζφηεξν 

εθηεηακέλεο. Πέξαλ φκσο ηεο πνιπγινπηακπιησκέλεο ηνπκπνπιίλεο, ην αληίζσκα απηφ 

αληρλεχεη έλα κεγάιν θάζκα ππνζηξσκάησλ ησλ πνιπγινπηακπιαζψλ (Regnard et al., 2000, 

van Dijk et al., 2008). 

     Ζ πνιπγινπηακπιίσζε κπνξεί λα αληρλεπηεί θαη κε ηε ρξήζε ηνπ πνιπθισληθνχ 

αληηζψκαηνο polyE (Rogowski et al., 2010, van Dijk et al., 2007). Σν ζπγθεθξηκέλν αληίζσκα 

αλαγλσξίδεη αιιεινπρίεο ηξηψλ ηνπιάρηζηνλ δηαδνρηθψλ γινπηακηθψλ θαηαινίπσλ θαη είλαη 

εηδηθφ ζηελ αλίρλεπζε πνιπγινπηακηθψλ αιπζίδσλ κεγάινπ κήθνπο ηφζν ζηελ ηνπκπνπιίλε 

φζν θαη ζε άιια ππνζηξψκαηα. Μπνξεί λα αλαγλσξίζεη θαη πξσηεΐλεο πνπ θέξνπλ ηξία ή 

πεξηζζφηεξα γινπηακηθά ζην θαξβνμπηειηθφ ηνπο άθξν, ιφγσ θσδηθνπνίεζεο απφ ην αληίζηνηρν 

γνλίδην θαη φρη ηξνπνπνίεζεο. 
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     Ο ζπλδπαζκφο ησλ δχν αληηζσκάησλ επηηξέπεη ην δηαρσξηζκφ κεηαμχ ησλ πνιπγινπηακηθψλ 

αιπζίδσλ κηθξνχ θαη κεγαιχηεξνπ κήθνπο. Λφγσ κε εκπνξηθήο δηαζεζηκφηεηαο ηνπ polyE 

αληηζψκαηνο, ην GT335 ήηαλ απηφ πνπ ζπλέβαιε νπζηαζηηθά ζηελ αλαγλψξηζε λέσλ 

ππνζηξσκάησλ ηεο ηξνπνπνίεζεο. Σν ζπγθεθξηκέλν αληίζσκα ρξεζηκνπνηήζεθε θαη ζηελ 

παξνχζα εξγαζία. 

 

 

Eηθόλα 6: ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο ηξνπνπνίεζεο πνπ αλαγλωξίδεη ην αληίζωκα 

GT335. Mε ην "E" ζπκβνιίδνληαη ηα γινπηακηθά θαηάινηπα πνπ ζπλδένληαη ζηελ ηνπκπνπιίλε. Σν 

αληίζσκα αλαγλσξίδεη ηελ πξψηε δηαθιάδσζε (branching point) κεηαμχ ηεο πξσηεΐλεο πνπ πθίζηαηαη 

ηελ ηξνπνπνίεζε θαη ηνπ πξψηνπ γινπηακηθνχ πνπ ζπλδέεηαη ζ’ απηήλ (πξάζηλν). ΢πλεπψο αλαγλσξίδεη 

φιεο ηηο πνιπγινπηακηθέο αιπζίδεο, αλεμάξηεηα απφ ην κήθνο ηνπο. 

 

1.2   Όμηλεο πξωηεΐλεο κε πνιύ-Δ πεξηνρέο ωο ζηόρνο πνιπγινπηακπιίωζεο 

     Παξφιν πνπ δελ έρεη πξνηαζεί ζπγθεθξηκέλε αιιεινπρία πνιπγινπηακπιίσζεο, φια ηα 

ππνζηξψκαηα πνπ έρνπλ αλαγλσξηζηεί, πεξηέρνπλ φμηλεο πεξηνρέο πινχζηεο ζε γινπηακηθά. Οη 

πεξηνρέο απηέο απνηεινχλ δπλεηηθά ηε ζέζε ηεο ηξνπνπνίεζεο θαη ππνδεηθλχνπλ φηη ε παξνπζία 

ελφο φμηλνπ πεξηβάιινληνο ζπκβάιιεη ζεηηθά ζηελ πνιπγινπηακπιίσζε. Δπηπιένλ, ηα 

πεξηζζφηεξα απφ ηα ππνζηξψκαηα είλαη πξσηεΐλεο πνπ κεηαθηλνχληαη απφ θαη πξνο ησλ ππξήλα, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη πνιιψλ πξσηετλψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε δνκή ηεο ρξσκαηίλεο (van 

Dijk et al., 2008).  

     ΢ηελ παξνχζα εξγαζία κειεηήζεθαλ σο πηζαλά ππνζηξψκαηα πνιπγινπηακπιίσζεο νη 

πξσηεΐλεο SET , πξνζπκνζίλε α (ProTα) θαη παξαζπκνζίλε (ParaT). Καη νη ηξεηο πξσηεΐλεο 

πεξηέρνπλ εθηελείο πεξηνρέο γινπηακηθψλ θαηαινίπσλ, εκθαλίδνπλ ρακειφ ηζνειεθηξηθφ ζεκείν 

θαη κία ακηλνμηθή αιιεινπρία θησρή ζε πδξνθνβηθά θαηάινηπα. Καζεκία απφ απηέο έρεη 
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ηαπηηζηεί κε δηαθνξεηηθέο θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο, σζηφζν φιεο ζπλδένληαη κε ηηο ηζηφλεο θαη 

εκπιέθνληαη ζηελ αλαδηνξγάλσζε ηεο ρξσκαηίλεο. Έλα αθφκα θνηλφ ραξαθηεξηζηηθφ ηνπο 

απνηειεί ην γεγνλφο φηη πηνζεηνχλ κία ηπραία δηακφξθσζε, ρσξίο ζηαζεξή δεπηεξνηαγή δνκή. 

Απηή ε ηπραία δνκή κπνξεί λα εκθαλίδεηαη ζε νιφθιεξν ην κφξην, φπσο ζηελ ProTα θαη ηελ 

ParaT ή λα πεξηνξίδεηαη ζε θάπνηα πεξηνρή, φπσο ηζρχεη γηα ην θαξβνμπηειηθφ άθξν ηεο SET. Ζ 

απνπζία ζηαζεξήο δνκήο, ηηο θαηαηάζζεη ζηηο εγγελψο εχθακπηεο πξσηεΐλεο (IDPs-Intrinsically 

Disordered Proteins) ή πξσηετληθέο πεξηνρέο (IDRs- Intrinsically Disordered Regions).  

     Οη IDPs/IDRs είλαη πξσηετληθά κφξηα ή πεξηνρέο απηψλ πνπ ζηεξνχληαη ζηαζεξήο 

ηεηαξηνηαγνχο ή/θαη δεπηεξνηαγνχο δνκήο (Wright and Dyson, 1999, Dunker et al., 2001) θαη 

απνηεινχλ κέρξη θαη ην 50% ησλ πξσηετλψλ ζηνπο επθαξπσηηθνχο νξγαληζκνχο. Μεηαμχ απηψλ, 

ην 35% πεξηιακβάλεη πεξηνρέο κήθνπο 30 ηνπιάρηζηνλ ακηλνμηθψλ θαηαινίπσλ κε εγγελή 

επθακςία ελψ ην 15% αθνξά ζε πιήξσο εχθακπηα κφξηα ρσξίο δηαθξηηή δεπηεξνηαγή δνκή 

(Ward et al., 2004, Peng et al., 2014). Υαξαθηεξίδνληαη απφ ηδηαίηεξε ακηλνμηθή ζχζηαζε πνπ 

είλαη θησρή ζε πδξνθνβηθά θαηάινηπα (Uversky et al., 2000, Williams et al., 2001) θαη πεξηέρεη 

επαλαιακβαλφκελεο αιιεινπρίεο (Romero et al., 2001, Jorda et al., 2010). Αμηνζεκείσην είλαη 

ην γεγνλφο πσο ε πιεηνςεθία ησλ IDPs κεηαβαίλεη απφ κία θαηάζηαζε επθακςίαο ζε αθακςία 

(disorder-order transition) (Wright and Dyson, 1999, Dunker et al., 2001). 

     Ζ έιιεηςε ζηαζεξήο δνκήο ησλ IDPs, φρη κφλν δελ εκπνδίδεη ηα κφξηα απηά λα είλαη 

βηνινγηθά ελεξγά αιιά ηνπο πξνζδίδεη πιενλεθηήκαηα. Καηαξράο, δεδνκέλνπ φηη πνιιέο IDPs  

αλαδηπιψλνληαη θαηά ηε ζχλδεζε κε ην ζηφρν ηνπο, έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα αιιειεπηδξάζνπλ 

κε πςειή εμεηδίθεπζε θαη ρακειή ζπγγέλεηα. Φαίλεηαη δειαδή λα πθίζηαηαη έλαο κεραληζκφο 

πνπ επηηξέπεη ηε γξήγνξε αιιειεπίδξαζε ησλ IDPs νδεγψληαο ζηελ επαγσγή ζεκαηνδνηηθψλ 

κνλνπαηηψλ, ελψ ηαπηφρξνλα δηεπθνιχλεη ηελ απνδέζκεπζή ηνπο κε ηελ νινθιήξσζε ηεο 

ζεκαηνδφηεζεο (Dyson and Wright, 2002, Fuxreiter et al., 2004, Wright and Dyson, 2009). 

Δπηπιένλ, νη IDPs πξνζθέξνπλ κεγαιχηεξε επηθάλεηα αιιειεπίδξαζεο κε ην ζηφρν ηνπο ζε 

ζρέζε κε άθακπηεο πξσηεΐλεο ηνπ ίδηνπ κήθνπο (Dunker et al., 2001). Έλα αθφκα πιενλέθηεκα 

ησλ IDPs είλαη ε ηθαλφηεηα αιιειεπίδξαζεο κε δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο. Aπηή πξνθχπηεη απφ 

ηελ πιαζηηθφηεηα πνπ εκθαλίδνπλ ηα κφξηα απηά αιιά θαη ηελ χπαξμε εηδηθψλ κνηίβσλ 

αιιειεπίδξαζεο (Μolecular Recognition Features, MoRFs) (Οldfield et al., 2008, Hsu et al., 

2013). Σέινο, νη IDPs απνηεινχλ ζηφρν κεηα-κεηαθξαζηηθψλ ηξνπνπνηήζεσλ ιφγσ ηεο 

ακηλνμηθήο ηνπο ζχζηαζεο αιιά θαη ηεο επειημίαο πνπ εκθαλίδνπλ. Απηή ε επειημία επηηξέπεη 

αθελφο ηελ πξφζβαζε ελδχκσλ πνπ θαηαιχνπλ ηηο κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο 
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(Ηakoucheva et al., 2004) θαη αθεηέξνπ ηελ αιιειεπίδξαζε κε άιιεο πξσηεΐλεο πνπ ζπλδένληαη 

εηδηθά ζηηο ηξνπνπνηεκέλεο IDPs (Galea et al., 2008). 

 

1.2.1   Ζ νγθνπξωηεΐλε SET 

     Ζ πξσηεΐλε SET ηαπηνπνηήζεθε αξρηθά σο πξντφλ ζχληεμεο ησλ γνληδίσλ set θαη can κεηά 

απφ ρξσκνζσκηθή κεηάζεζε, ζε αζζελή κε νμεία αδηαθνξνπνίεηε ιεπραηκία (von Lindern et al., 

1992). Πξφθεηηαη γηα κία θσζθνπξσηεΐλε κνξηαθνχ βάξνπο 39 kDa, ε νπνία εληνπίδεηαη θπξίσο 

ζηνλ ππξήλα θαη εθθξάδεηαη ζε δηάθνξνπο ηζηνχο ζηνλ άλζξσπν θαη ην πνληίθη (Nagata et al., 

1998). ΢ηε βηβιηνγξαθία απαληάηαη κε δηάθνξα νλφκαηα φπσο SET/TAF-Iβ, I2PP2A, PHAP II 

θαη IGAAD, ηα νπνία αληηζηνηρνχλ ζε αλάινγε ιεηηνπξγία ηεο.  

     Απνηειεί κέινο ηεο νηθνγέλεηαο ησλ NAP πξσηετλψλ, νη νπνίεο εκπιέθνληαη ζηε ζπγθξφηεζε 

ηνπ λνπθιενζψκαηνο θαη κάιηζηα είλαη νκφινγε κε ηελ NAP-1 (Muto et al., 2007). Πνιιέο απφ 

ηηο ιεηηνπξγίεο ηεο SET ζπλδένληαη κε ην γεγνλφο φηη απνηειεί αλαζηνιέα ηεο θσζθαηάζεο 

PP2A (Li et al., 1996), κίαο θσζθαηάζεο ζεξίλεο-ζξενλίλεο πνπ απνηειεί βαζηθφ ξπζκηζηή ηνπ 

θπηηαξηθνχ θχθινπ. 

 

1.2.1α   Γνκή ηεο SET  

     Γνκηθά ε SET κπνξεί λα δηαθξηζεί ζε ηξεηο πεξηνρέο. Ζ πξψηε είλαη έλα κνηίβν πνπ 

εληνπίδεηαη ζηελ Ν-ηειηθή πεξηνρή (ακηλνμέα 1-76) θαη ζρεκαηίδεη κία δνκή coiled-coil, ε νπνία 

ζεσξείηαη ππεχζπλε γηα ην δηκεξηζκφ ηεο πξσηεΐλεο. Σν θεληξηθφ ηκήκα (ακηλνμέα 80-225) 

πεξηιακβάλεη ηελ NAP πεξηνρή ε νπνία είλαη εμειηθηηθά ζπληεξεκέλε ζε φια ηα κέιε ηεο NAP 

νηθνγέλεηαο πξσηεΐλψλ θαη ζεσξείηαη ππεχζπλε γηα ηε δέζκεπζε κε ηηο ηζηφλεο (Park and Luger, 

2006a, 2006b). Ζ ηξίηε πεξηνρή (ακηλνμέα 226-277) αθνξά ην φμηλν θαξβνμπηειηθφ άθξν ηεο 

πξσηεΐλεο, ην νπνίν απνηειείηαη απφ 42 θαηάινηπα γινπηακηθνχ θαη αζπαξηηθνχ κεηαμχ ησλ 

νπνίσλ παξεκβάιινληαη θάπνηα θαηάινηπα γιπθίλεο. Απηή ε πεξηνρή πηνζεηεί κία ηπραία 

δηακφξθσζε θαη ραξαθηεξίδεηαη σο εγγελψο εχθακπηε (Park et al., 2005, McBryant et al., 

2003). 

     H θξπζηαιινγξαθηθή αλάιπζε, απνθάιπςε φηη ε SET ζρεκαηίδεη έλα δηκεξέο κε 

ραξαθηεξηζηηθφ ζρήκα "headphone shape". Κάζε ππνκνλάδα απνηειείηαη απφ κία αζηαζή α-

έιηθα πςειήο θηλεηηθφηεηαο, κία backbone έιηθα θαη κία α+β πεξηνρή (earnmuff domain) ηελ 
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νπνία ζπληζηνχλ έμη α-έιηθεο ηνπνζεηεκέλεο πάλσ ζε κία β-πηπρσηή επηθάλεηα ηεζζάξσλ 

θιψλσλ (Μuto et al., 2007) (Eηθφλα 7). 

 

 

Δηθόλα 7: Ζ θξπζηαιινγξαθηθή δνκή ηεο SET. Α) Οη ακηλνμηθέο αιιεινπρίεο ησλ SET θαη NAP-

1. Τπνδεηθλχνληαη νη α-έιηθεο (θίηξηλν) θαη νη β-αιπζίδεο (πξάζηλν). Ζ φμηλε πεξηνρή απεηθνλίδεηαη κε 

αλνηρηφ γθξη ρξψκα. Β) Ζ ζπλνιηθή δνκή ηνπ δηκεξνχο ηεο SET. Γ) Ζ δνκηθή πεξηνρή "headphone 

shape" (Μuto et al., 2007). 

 

1.2.1β    Μεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο ηεο SET 

     Μία ηξνπνπνίεζε πνπ έρεη αληρλεπηεί ζηελ SET, είλαη ε θσζθνξπιίσζε ηεο ζεξίλεο ζην 

θαηάινηπν 9. Ζ ζπγθεθξηκέλε ηξνπνπνίεζε επάγεη ηελ κεηαηφπηζε ηεο πξσηεΐλεο απφ ηνλ 

ππξήλα ζην θπηηαξφπιαζκα ελψ ηαπηφρξνλα εκπιέθεηαη θαη ζηελ θπηηαξηθή κεηαλάζηεπζε. 

Απηφ ζπκβαίλεη θαζψο ε θσζθνξπιίσζε ηεο Ser9 απνηειεί ην ζήκα γηα ηελ θαηάξγεζε ηεο 

δηκεξνχο κνξθήο πνπ έρεη ε SET ζηνλ ππξήλα, ηελ έμνδφ ηεο ζην θπηηαξφπιαζκα θαη ηελ 

αιιειεπίδξαζή ηεο κε ηελ Rac1 (ten Κlooster et al., 2007). 

     Mία άιιε κεηα-κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζε πνπ έρεη αλαγλσξηζηεί, είλαη ε θσζθνξπιίσζε 

ηεο ζεξίλεο ζηε ζέζε 171. Ζ ζπγθεθξηκέλε θσζθνξπιίσζε θαηαιχεηαη απφ ηελ PDK2 ζε 

ελεξγνπνηεκέλα Σ ιεκθνθχηηαξα θαη νδεγεί ζε κείσζε ηεο αλαζηαιηηθήο δξάζεο ηεο SET 

έλαληη ηεο PP2A (Ηrie et al, 2012). 
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1.2.1γ   Βηνινγηθόο ξόινο ηεο SET 

Ρόλος ζηην αναδιοργάνωζη ηης τρωμαηίνης  

     Ζ SET εκπιέθεηαη ζε κία ζεηξά δηεξγαζηψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε δνκή ηεο ρξσκαηίλεο. Ωο 

κέινο ηεο NAP νηθνγέλεηαο πξσηετλψλ, απνηειεί κφξην-ζπλνδφ ησλ ηζηνλψλ. Αιιειεπηδξά κε 

φιεο ηηο ηζηφλεο ηνπ λνπθιενζψκαηνο, σζηφζν απνπζία ηεο θαξβνμπηειηθήο ηεο πεξηνρήο 

αιιειεπηδξά κφλν κε ηηο ηζηφλεο Ζ3 θαη Ζ4. Πην πξφζθαηα δηαπηζηψζεθε θαη ε αιιειεπίδξαζή 

ηεο κε ηελ ζπλδεηηθή ηζηφλε Ζ1 (Κato et al., 2011). Δπηπιένλ, σο ππνκνλάδα ηνπ ζπκπιφθνπ 

αλαζηνιήο ησλ αθεηπιηξαλζθεξαζψλ (ΗΝΖΑΣ complex), ε SEΣ αλαζηέιιεη ηελ αθεηπιίσζε 

ησλ ηζηνλψλ. Απηφ επηηπγράλεηαη κέζσ ελφο κεραληζκνχ "histone-masking" κε ηνλ νπνίν ε SET 

παξεκπνδίδεη ηελ πξφζβαζε ησλ αθεηπιηξαλζθεξαζψλ p300/CBP θαη PCAF ζηηο ηζηφλεο (Seo 

et al., 2001). Δπίζεο, είλαη γλσζηφ φηη ε SEΣ αιιειεπηδξά θαη ζρεκαηίδεη ζχκπινθν κε ηελ πξν-

ζπκνζίλε α, επάγνληαο ηε ζπλνιηθή απνζπκπχθλσζε ηεο ρξσκαηίλεο (Κaretsou et al., 2004). 

Σέινο, σο παξάγνληαο ΣAF-1, ε SET πξνθαιεί ηελ απνζπκπχθλσζε ηεο ρξσκαηίλεο ζηα 

ζπεξκαηηθά θχηηαξα ηνπ Xenopus (Matsumoto et al., 1999). 

 

Ρόλος ζηην ανηιγραθή και ηη μεηαγραθή 

     Ζ SET εληζρχεη ηφζν ηελ αληηγξαθή φζν θαη ηε κεηαγξαθή ηνπ γνληδηψκαηνο ησλ αδελντψλ 

(Μatsumoto et al., 1993, Ζaruki et al., 2006, Pegoraro et al., 2006). Δπίζεο, είλαη γλσζηφ φηη 

επάγεη ηε κεηαγξαθή κίαο ζεηξάο γνληδίσλ κέζσ ελφο κεραληζκνχ αλεμάξηεηνπ ηεο 

αθεηπιίσζεο ησλ ηζηνλψλ (Κato et al., 2007). ΢ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο κεηαγξαθήο ζπκβάιιεη 

θαη ε άκεζε αιιειεπίδξαζε ηεο SET κε ην κεηαγξαθηθφ ζπλελεξγνπνηεηή CBP (CREB-binding 

protein) (Κaretsou et al., 2005). Σέινο, ε SET αιιειεπηδξά κε ηνλ ελεξγνπνηεκέλν ππνδνρέα 

ησλ γιπθνθνξηηθνεηδψλ θαη νδεγεί ζε αλαζηνιή ηεο κεηαγξαθηθήο ηνπ ελεξγφηεηαο (Ηchijo et 

al., 2008).  

 

Pόλος ζηη ρύθμιζη ηοσ κσηηαρικού κύκλοσ 

     Ζ SET επεξεάδεη ηε ιεηηνπξγία βαζηθψλ ξπζκηζηηθψλ ζηνηρείσλ ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ. 

Όπσο έρεη δεηρζεί, αιιειεπηδξά εηδηθά κε ηηο θπθιίλεο ηχπνπ Β αιιά φρη κε ηηο θπθιίλεο ηχπνπ 

Α (Κellogg et al., 1995). Eπίζεο είλαη γλσζηή ε άκεζε αιιειεπίδξαζή ηεο κε ηελ 

θαξβνμπηειηθή πεξηνρή ηνπ αλαζηνιέα p21
Cip1

 (Δstanyol et al., 1999).   
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Pόλος καηά ηη Μείωζη ΙΙ 

     Ζ SET απαηηείηαη γηα ην δηαρσξηζκφ ησλ αδειθψλ ρξσκαηίδσλ θαηά ηε Μείσζε ΗΗ. 

΢πγθεθξηκέλα, ε PP2A-B56 πνπ εληνπίδεηαη ζηα θεληξνκεξή ησλ ρξσκνζσκάησλ, δηαηεξεί 

ελεξγή ηελ πξσηεΐλε Rec8 θαη νη αδειθέο ρξσκαηίδεο παξακέλνπλ ελσκέλεο θαηά ηελ Μείσζε 

Η. Ωζηφζν ε δξάζε ηεο PP2A-B56 αλαζηέιιεηαη απφ ηελ SET θαηά ηε Μείσζε ΗΗ θαη έηζη ηα 

ρξσκνζψκαηα δηαρσξίδνληαη επηηπρψο (Chambon et al., 2013). 

 

Ρόλος ζηην κσηηαρική μεηανάζηεσζη 

     Ζ SET εκπιέθεηαη ζηελ θπηηαξηθή κεηαλάζηεπζε κέζσ ηεο αιιειεπίδξαζήο ηεο κε ηελ Rho 

GTPase, Rac1 (ten Κlooster et al., 2007). Πην ζπγθεθξηκέλα, ε θσζθνξπιίσζε ηεο SET ζην 

θαηάινηπν Ser9 , θαηαξγεί ηε δηκεξή κνξθή ηεο πξσηεΐλεο θαη ζπκβάιιεη ζηελ έμνδφ ηεο απφ 

ηνλ ππξήλα ζην θπηηαξφπιαζκα. Ζ κεηαηφπηζε απηή, ηεο δίλεη ηε δπλαηφηεηα λα 

αιιειεπηδξάζεη κε ηελ Rac1 πνπ επίζεο βξίζθεηαη ζην θπηηαξφπιαζκα. Ζ επαθφινπζε 

ελεξγνπνίεζε ηεο Rac1 επάγεη ηε κεηαθίλεζε ηνπ ζπκπιφθνπ SET/Rac1 ζηελ πιαζκαηηθή 

κεκβξάλε. Δθεί ε Rac1 αιιειεπηδξά κε θηλάζεο θαη επάγεη ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα πνπ 

εκπιέθνληαη ζηε δηαδηθαζία ηεο θπηηαξηθήο κεηαλάζηεπζεο. Βαζηθή πξνυπφζεζε απνηειεί ε 

αλαζηνιή ηεο PP2A απφ ηε SET, πξνθεηκέλνπ λα παξακείλνπλ ελεξγέο νη θηλάζεο θαη λα 

αιιειεπηδξάζνπλ κε ηελ Rac1.  

 

Ρόλος ζηην απόπηωζη 

     H πξσηεΐλε SET απνηειεί παξάγνληα θιεηδί ζηνλ πξνγξακκαηηζκέλν θπηηαξηθφ ζάλαην πνπ 

πξνθαιείηαη απφ ηα θπηηαξνηνμηθά Σ ιεκθνθχηηαξα (CTLs). Σα CTLs επάγνπλ ηελ απφπησζε 

κέζσ απειεπζέξσζεο θπηηαξνιπηηθψλ θπζηηδίσλ, ηα νπνία πεξηέρνπλ ηελ πεξθνξίλε (perforin) 

θαη ηηο πξσηεάζεο ζεξηλψλ Granzyme A (GzmA) θαη Granzyme B (GzmB). H πξσηεάζε GzmΑ 

ελεξγνπνηεί έλα απνπησηηθφ κνλνπάηη αλεμάξηεην ησλ θαζπαζψλ πνπ πεξηιακβάλεη ηνκέο ζηελ 

κνλή αιπζίδα ηνπ DNA (Beresford et al., 1999). H NM23-H1 είλαη κία GzmA-επαγφκελε 

DNAάζε (GAAD) θαη ε SET απνηειεί εηδηθφ αλαζηνιέα ηεο (Fan et al., 2003). Δπηπιένλ, ε 

SEΣ εκπιέθεηαη ζηελ απφπησζε κέζσ ηεο δξάζεο ηεο σο αλαζηνιέαο ησλ 

αθεηπιηξαλζθεξαζψλ πνπ ζηνρεχεη ηελ πξσηεΐλε p53. Ζ SET θαηαζηέιιεη ηελ ελεξγφηεηα ηεο 

p53 θαζψο εκπνδίδεη ηελ αθεηπιίσζή ηεο θπξίσο απφ ηηο αθεηπινηξαλζθεξάζεο p300 θαη PCAF. 

Μέζσ αξλεηηθήο ξχζκηζεο ηεο p53, ε SET αλαζηέιιεη ηελ παχζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ θαη 

ηελ απφπησζε (Κim et al., 2011). 



Εηζαγφγή 

31 

Ρόλος ζηον καρκίνο 

     Ζ πξψηε έλδεημε γηα ηελ εκπινθή ηεο SET ζηνλ θαξθίλν, πξνέξρεηαη απφ ηελ ηαπηνπνίεζή 

ηεο σο πξντφλ γνληδηαθήο ζχληεμεο ζε νμεία αδηαθνξνπνίεηε ιεπραηκία. Έθηνηε δηαπηζηψζεθε 

έλαο κεγάινο αξηζκφο πεξηπηψζεσλ θαξθίλνπ πνπ ραξαθηεξίδνληαη απφ ηελ ππεξέθθξαζε ηεο 

SET (Carlson et al., 1998, Ouellet et al., 2006, Leopoldino et al., 2012, Dong et al., 2014). Τπφ 

απηήλ ηελ έλλνηα, ε SET ζα κπνξνχζε λα απνηειέζεη ζηφρν αληηθαξθηληθήο ζεξαπείαο. Ωο 

αλαζηνιέαο ηεο θσζθαηάζεο PP2A, ε SET ζπκβάιιεη ζηελ θαξθηλνγέλεζε. Ζ PP2A απνηειεί 

έλα κφξην κε νγθνθαηαζηαιηηθή δξάζε ην νπνίν ξπζκίδεη αξλεηηθά ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ Αkt 

θαη c-Myc ζεκαηνδνηηθψλ κνλνπαηηψλ. ΢πλεπψο, ε αλαζηνιή ηεο θσζθαηάζεο απφ ηελ SET 

επάγεη ηα νγθνγφλα απηά κνλνπάηηα (Δichhorn et al., 2009). Δπηπιένλ, κέζσ αιιειεπίδξαζεο κε 

ηελ Rac-1, ε SET ζπκβάιιεη ζηελ θπηηαξηθή κεηαλάζηεπζε πνπ απνηειεί θξίζηκε δηαδηθαζία 

γηα ηε δηήζεζε θαη ηε δηαζπνξά ησλ εμαιιαγκέλσλ θπηηάξσλ (ten Κlooster et al., 2007). Σέινο, 

ε νγθνγφλνο δξάζε ηεο SET ζρεηίδεηαη κε ηελ αλαζηνιή πνπ αζθεί ζηελ νγθνθαηαζηαιηηθή 

πξσηεΐλε p53 θαζψο εκπνδίδεη ηελ αθεηπιίσζή ηεο. Καηά ζπλέπεηα, αλαζηέιιεηαη ε απφπησζε 

θαη επάγεηαη ε θπηηαξηθή επηβίσζε (Κim et al., 2011). 

 

1.2.2   Ζ πξνζπκνζίλε α 

     Ζ πξνζπκνζίλε α (ProTα) είλαη κία ηζρπξά φμηλε (pI 3,5) ππξεληθή πξσηεΐλε, κνξηαθνχ 

βάξνπο 12,5 kDa ε νπνία έρεη αληρλεπηεί ζε κία πνηθηιία ηζηψλ (Ζaritos et al.,1984, Clinton et 

al., 1989). Πξφθεηηαη γηα κία απφ ηηο πην φμηλεο πξσηεΐλεο πνπ απαληψληαη ζηε θχζε. Σν γνλίδηφ 

ηεο εληνπίδεηαη ζην ρξσκφζσκα 2 ηνπ αλζξψπηλνπ γνληδηψκαηνο (Szabo et al., 1993) θαη 

απνηειείηαη απφ 5 εμψληα πνπ δηαθφπηνληαη απφ 4 ηληξφληα (Pineiro et al., 2000). Θεσξείηαη φηη 

αλήθεη ζηα πην ηζρπξά εθθξαδφκελα γνλίδηα, καδί κε ηελ πξσηεΐλε ζεξκηθνχ ζνθ 90, ηελ 

ειαθξηά αιπζίδα ηεο κπνζίλεο θαη ξηβνζσκηθέο πξσηεΐλεο (Αdams et al., 1995).  

 

 

1.2.2α   Γνκή ηεο πξνζπκνζίλεο α 

     H πξνζπκνζίλε α πεξηιακβάλεη 109-111 ακηλνμηθά θαηάινηπα, αλάινγα κε ην είδνο απφ ην 

νπνίν πξνέξρεηαη (Δηθφλα 8). Ζ Ν-ηειηθή αιιεινπρία ηεο (ακηλνμέα 1-28) αληηζηνηρεί ζηελ 

ζπκνζίλε α1 θαη είλαη πιήξσο ζπληεξεκέλε ζε φια ηα είδε. Αληίζεηα, ην C-ηειηθφ άθξν ηεο 

είλαη ιηγφηεξν ζπληεξεκέλν. Πεξίπνπ ην 50% ησλ ακηλνμέσλ ηεο είλαη φμηλα (Glu, Asp) θαη 

ζηελ πιεηνςεθία ηνπο ζπζζσξεχνληαη ζην θεληξηθφ ηκήκα ηεο πξσηεΐλεο δεκηνπξγψληαο κία 
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φμηλε πεξηνρή 30 πεξίπνπ θαηαινίπσλ (ακηλνμέα 49-84). ΢ηεξείηαη αξσκαηηθψλ θαη ζεηνχρσλ 

ακηλνμέσλ θαζψο θαη ηζρπξά πδξφθνβσλ αιιεινπρηψλ. Ορηψ θαηάινηπα ιπζίλεο είλαη 

δηαηεξεκέλα ζε φια ηα είδε, απφ ηα νπνία ηα ηέζζεξα ζπγθεληξψλνληαη ζηελ Ν-ηειηθή πεξηνρή 

ελψ ηα ππφινηπα απαληψληαη ζηελ C-ηειηθή πεξηνρή. Ο ηζρπξά φμηλνο ραξαθηήξαο ηεο θαη ε 

παξνπζία κίαο φμηλεο πεξηνρήο ζην θέληξν ηνπ κνξίνπ ηεο, απνηεινχλ δχν ζεκαληηθέο 

νκνηφηεηεο κε ππξεληθά εληνπηδφκελεο πξσηεΐλεο φπσο είλαη ε λνπθιενπιαζκίλε, νη ΖMG 

πξσηεΐλεο θαη νη Ν1/Ν2 πξσηεΐλεο. Δπηπιένλ, ε αιιεινπρία 
101

ΚΚQK
104 

 ζην  C-ηειηθφ άθξν 

ηεο ιεηηνπξγεί σο ζήκα ππξεληθήο κεηαηφπηζεο.      

     Δμαηηίαο ηνπ κεγάινπ αξηζκνχ φμηλσλ ακηλνμέσλ πνπ θέξεη ζηελ αιιεινπρία ηεο, ε ProTα 

εκθαλίδεη έληνλα αξλεηηθφ θνξηίν, γεγνλφο πνπ ζηαζεξνπνηεί ηελ αιιειεπίδξαζή ηεο κε άιιεο 

πξσηεΐλεο ζεηηθά θνξηηζκέλεο. Τηνζεηεί κία δηακφξθσζε ηπραίνπ ζπεηξάκαηνο, ρσξίο θαλνληθή 

δεπηεξνηαγή δνκή (Gast et al, 1995). Ωζηφζν ζε φμηλν pΖ θαίλεηαη λα επάγεηαη ε κεξηθή 

αλαδίπισζή ηεο ιφγσ εμνπδεηέξσζεο ηνπ αξλεηηθνχ θνξηίνπ ηεο (Pavlov et al., 2002). Ζ 

έιιεηςε ζηαζεξήο δεπηεξνηαγνχο δνκήο, πνπ ηελ θαηαηάζζεη ζηηο εγγελψο εχθακπηεο πξσηεΐλεο 

(ΗDPs), είλαη ζεκαληηθή γηα ην θπζηνινγηθφ ξφιν ηεο θαη ξπζκίδεη ηελ αιιειεπίδξαζή ηεο κε 

άιια κφξηα. 

 

 

 

ProTα  (αλζξώπηλε)   

SDAAVDTSSEITTKDLKEKKEVEEAENGRDAPANGANEENGEQEADNEVDEEEEE   58 

GGEEEEEEEEGDGEEEDGDEDEEAESATGKRAAEDDEDDDVDTKKQKTDEDD        110 

 

ParaT (αλζξώπηλε)              

SEKSVEAAAELELSAKDLKEKKEKVEEKASRKERKKEVVEEEENGAEEEEEE           52     

TAEDGEEEDEGEEEDEEEEEEDDEGPALKRAAEEEDEADPKRQKTENGASA             101   

 

Δηθόλα 8 : Ακηλνμηθή αιιεινπρία ηεο πξνζπκνζίλεο α θαη ηεο παξαζπκνζίλεο. 
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1.2.2β   Μεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο ηεο πξνζπκνζίλεο   

     Όζνλ αθνξά ηηο κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο ηεο πξνζπκνζίλεο α, αξρηθά βξέζεθε φηη 

ε πξσηεΐλε θσζθνξπιηψλεηαη απφ ηελ θηλάζε 2 ηεο θαδείλεο (casein kinase 2) ζε θαηάινηπα 

ζεξίλεο θαη ζξενλίλεο πνπ εληνπίδνληαη ζηα 14 πξψηα ακηλνμέα ηεο αιιεινπρίαο ηεο (Βarcia et  

al., 1992). Αξγφηεξα δηαπηζηψζεθε φηη ε θσζθνξπιίσζε ζηνρεχεη κφλν ηα θαηάινηπα ζξενλίλεο 

ζηηο ζέζεηο 7, 12 θαη 13, αλαδεηθλχνληαο ηελ χπαξμε κίαο θηλάζεο δηαθνξεηηθήο απφ ηελ θηλάζε 

2 ηεο θαδείλεο (Βarcia et al., 1993). Σειηθά, φπσο έγηλε γλσζηφ φηη πξφθεηηαη γηα ην Μ2-

ηζνέλδπκν ηεο θηλάζεο ηνπ ππξνζηαθπιηθνχ (Diaz-Jullien et al., 2011). Μάιηζηα ε 

θσζθνξπιίσζε θαίλεηαη λα ζρεηίδεηαη κε ηελ νγθνγφλν δξάζε ηεο πξσηεΐλεο, ηνπιάρηζηνλ ζηα 

ιεκθνθχηηαξα. Απηφ πξνθχπηεη θαζψο θαη ηα ηξία θαηάινηπα (Σhr7, 12, 13) εκθαλίδνληαη 

θσζθνξπιησκέλα ζηα θπζηνινγηθά ιεκθνθχηηαξα, ελψ ζηα θαξθηληθά θσζθνξπιηψλεηαη κφλν 

ην θαηάινηπν Σhr7 (Freire et al., 2016). 

     Δπηπιένλ, έρεη βξεζεί φηη ην  Ν-ηειηθφ άθξν ηεο πξνζπκνζίλεο αθεηπιηψλεηαη θαη κάιηζηα ε 

αθεηπινζεξίλε ηεο κπνξεί λα απνηειέζεη θαη ζηφρν θσζθνξπιίσζεο (Sburlati et al.,1993). 

 

 

1.2.2γ  Βηνινγηθόο ξόινο ηεο πξνζπκνζίλεο α 

Ρόλος ζηον κσηηαρικό πολλαπλαζιαζμό  

     Ζ εκπινθή ηεο πξνζπκνζίλεο α ζηνλ θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ είλαη θαιά ηεθκεξησκέλε 

δεδνκέλνπ φηη ε έθθξαζή ηεο αληρλεχεηαη απμεκέλε ζε ηαρέσο πνιιαπιαζηαδφκελνπο ηζηνχο 

(Sburlati et al.,1991, Vareli et al., 1996). Απφ ηηο πξσηεΐλεο-ξπζκηζηέο ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ, 

ε πξνζπκνζίλε αιιειεπηδξά θπξίσο κε ηελ θπθιηλν-εμαξηψκελε θηλάζε 2 (Cdk2), ηελ θπθιίλε 

Α θαη ην ππξεληθφ αληηγφλν θπηηαξηθνχ πνιιαπιαζηαζκνχ PCNA (Freire et al., 2001). 

 

Ρόλος ζηον καρκίνο 

     Ζ πξνζπκνζίλε απνηειεί έλα δπλεηηθά νγθνγφλν κφξην πνπ εκπιέθεηαη ζηελ αλάπηπμε θαη 

ηελ εμέιημε πνιιψλ πεξηπηψζεσλ θαξθίλνπ (Sasaki et al., 2001, Magdalena et al., 2008, Tsai et 

al., 2009, Tripathi et al., 2011). To γνλίδην ηεο ProTα επάγεηαη απφ ην νγθνγνλίδην c-myc, ην 

νπνίν απνηειεί γλσζηφ ξπζκηζηή ηνπ θπηηαξηθνχ πνιιαπιαζηαζκνχ θαη παξάγνληα-θιεηδί ζηελ 

θαξθηλνγέλεζε (Eilers et al., 1991). Δπηπιένλ, ζε θχηηαξα θαξθίλνπ ηνπ καζηνχ πνπ εθθξάδνπλ 

ηνλ ππνδνρέα ησλ νηζηξνγφλσλ (ER), αληρλεχνληαη απμεκέλα επίπεδα πξνζπκνζίλεο ηα νπνία 
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ζπλδένληαη κε ελίζρπζε ηεο κεηαγξαθηθήο ελεξγφηεηαο ηνπ ππνδνρέα (Μartini et al, 2000). Ζ 

ProTα θαίλεηαη λα επεξεάδεη θαη ηε κεηαγξαθηθή ελεξγφηεηα ηεο νγθνθαηαζηαιηηθήο πξσηεΐλεο 

p53. Όπσο έρεη δεηρζεί, ε ππεξέθθξαζε ηεο πξνζπκνζίλεο α επάγεη ηελ p53 κέζσ ελφο 

κεραληζκνχ πνπ πεξηιακβάλεη ηελ αθεηπιίσζή ηεο (Κobayashi et al., 2006). Σέινο, ε  ProTα 

αιιειεπηδξά κε ηελ ηζηφλε Ζ1, ηελ απνκαθξχλεη απφ ην ζχκπινθν Ζ1/p53 θαη ζπλεπψο επάγεη 

ηε κεηαγξαθηθή ελεξγφηεηα ηεο p53 (Εakharova et al., 2011).  

 

Ρόλος ζηην αναδιοργάνωζη ηης τρωμαηίνης και ηη ρύθμιζη ηης μεηαγραθής 

     Ζ πξνζπκνζίλε αιιειεπηδξά κε ηε ζπλδεηηθή ηζηφλε Ζ1, ε νπνία είλαη ππεχζπλε γηα ηελ 

νξγάλσζε θαη ηε ζηαζεξνπνίεζε ησλ αλψηεξσλ δνκψλ ηεο ρξσκαηίλεο (Papamarcaki and 

Tsolas, 1994). Παξφιν πνπ έρεη δηαπηζησζεί ε ζχλδεζή ηεο θαη κε ηηο ππξεληθέο ηζηφλεο Ζ3 θαη 

Ζ4 (Diaz-Jullien et al., 1996), ε πξνζπκνζίλε ζπλδέεηαη επηιεθηηθά κε ηελ Ζ1 θαη κέζσ απηήο 

ηεο ζχλδεζεο ξπζκίδεη ηελ αιιειεπίδξαζε ηεο ηζηφλεο κε ηε ρξσκαηίλε (Κaretsou et al., 1998). 

Δπίζεο, ε ProTα αιιειεπηδξά θαη ζρεκαηίδεη ζχκπινθν κε ηελ νγθνπξσηεΐλε SET, κέζσ ηνπ 

νπνίνπ ζπκβάιιεη ζηε ζπλνιηθή απνζπκπχθλσζε ηεο ρξσκαηίλεο (Κaretsou et al., 2004). Ζ 

ProTα αιιειεπηδξά θαη κε ηελ αθεηπιηξαλζθεξάζε ησλ ηζηνλψλ CBP (CREB-binding protein) 

(Κaretsou et al., 2002). Ζ αιιειεπίδξαζε επηηειείηαη κεηαμχ ηεο Ν-ηειηθήο πεξηνρήο ηεο CBP 

(ακηλνμέα 1-771) θαη ηεο φμηλεο πεξηνρήο ηεο ProTα (ακηλνμέα 52-69), ππνδεηθλχνληαο φηη ε 

παξνπζία ησλ φμηλσλ γινπηακηθψλ θαη ε ηνπηθή δηακφξθσζε ηνπ πεπηηδίνπ ζπκβάιινπλ ζηελ 

αιιειεπίδξαζε κε ηελ αθεηπιηξαλζθεξάζε. Μέζσ απηήο ηεο αιιειεπίδξαζεο , ε ProTα 

εληζρχεη ηελ AP-1 θαη NF-kB-επαγφκελε κεηαγξαθή. Δπηπιένλ, είλαη γλσζηφ φηη ε ProTα 

εληνπίδεηαη ζε ζέζεηο ελεξγνχο κεηαγξαθήο (Vareli et al., 2000) θαζψο θαη φηη κέζσ 

αιιειεπίδξαζεο κε ην ππξεληθφ αληηγφλν ησλ ηψλ Δpstein-Barr (EBNA3C), ξπζκίδεη ηελ 

αθεηπιίσζε ησλ ηζηνλψλ (Cotter and Robertson, 2000). Σέινο, ε πξνζπκνζίλε εληζρχεη ηε 

κεηαγξαθηθή ελεξγφηεηα ηνπ ππνδνρέα ησλ νηζηξνγφλσλ (ΔR) κέζσ ηεο ζχλδεζήο ηεο κε ηνλ 

αλαζηνιέα REA. Ο αλαζηνιέαο ζρεκαηίδεη ζχκπινθν κε ηελ ProTα, απνκαθξχλεηαη απφ ηνλ 

ππνδνρέα θαη ν ζπλελεξγνπνηεηήο SRC-1 είλαη ειεχζεξνο λα ζπλδεζεί ζηνλ ππνδνρέα θαη λα ηνλ 

ελεξγνπνηήζεη (Martini et al., 2000).   

 

 

 



Εηζαγφγή 

35 

Ρόλος ζηην απόπηωζη 

     Μία απφ ηηο ιεηηνπξγίεο ηεο πξνζπκνζίλεο πνπ ζρεηίδεηαη θαη κε ηελ εκπινθή ηεο ζηνλ 

θαξθίλν, είλαη ε αλαζηνιή ηεο απφπησζεο. Μάιηζηα, ε αληηαπνπησηηθή ηεο δξάζε θαίλεηαη λα 

δηαηεξείηαη απφ ηνλ άλζξσπν κέρξη ην zebrafish (Emmanouilidou et al., 2013). Όπσο είλαη 

γλσζηφ, ε ProTα εκπνδίδεη ην ζρεκαηηζκφ ηνπ απνπηνζψκαηνο (Jiang et al., 2003). Μέζσ 

αιιειεπίδξαζεο κε ηελ απνπησηηθή πξσηεΐλε Αpaf-1 (Qi et al., 2010) ή ζχλδεζεο ζην 

θπηφρξσκα c (Markova et al., 2003), ε ProTα αλαζηέιιεη ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ θαζπαζψλ. 

Δπίζεο, έρεη δεηρζεί φηη ε ηαπηφρξνλε ππεξέθθξαζε ηεο πξνζπκνζίλεο θαη ηεο p8, νδεγεί ζηελ 

αιιειεπίδξαζε ησλ δχν πξσηετλψλ πξνο ζρεκαηηζκφ ζπκπιφθνπ ην νπνίν αλαζηέιιεη ηε δξάζε 

ησλ θαζπαζψλ (Μalicet et al., 2006). Σέινο, ε ProTα θαίλεηαη λα ιεηηνπξγεί σο «δηαθφπηεο» 

κεηαμχ λεπξσληθήο λέθξσζεο θαη απφπησζεο (Ueda et al., 2007).  

 

 

1.2.3   Ζ παξαζπκνζίλε  

     Ζ παξαζπκνζίλε (ParaT) είλαη κία φμηλε (pI 4,15), ππξεληθή πξσηεΐλε, κνξηαθνχ βάξνπο 

11,5 kDa. ΢πγθξηηηθά κε ηελ πξνζπκνζίλε, ε ParaT είλαη ιηγφηεξν ραξαθηεξηζκέλε. Δμαηηίαο 

ηεο κεγάιεο νκνηφηεηαο, ζεσξείηαη φηη ηα δχν πεπηίδηα δνκνχλ κία πξσηετληθή νηθνγέλεηα κε 

αληίζηνηρεο ιεηηνπξγίεο. Ωζηφζν νη δηαθνξέο ζηε βηνινγηθφ ηνπο ξφιν θαλεξψλoπλ πσο νη δχν 

πξσηεΐλεο πξέπεη λα εμεηάδνληαη σο δηαθξηηά κφξηα. 

     Ζ ParaT παξνπζηάδεη επξεία θαηαλνκή ζε ηζηνχο θαη αληρλεχεηαη ζε κεγαιχηεξεο πνζφηεηεο 

ζην ζπθψηη, ηνπο λεθξνχο θαη ηνλ εγθέθαιν (Clinton et al., 1989). Όινη νη ηζηνί, κε εμαίξεζε ηα 

εξπζξνθχηηαξα, εθθξάδνπλ παξαζπκνζίλε (Βrand et al., 1991).  

     Σν γνλίδην ηεο αλζξψπηλεο παξαζπκνζίλεο εληνπίδεηαη ζην ρξσκφζσκα 17 θαη απνηειείηαη 

απφ 5 εμψληα πνπ δηαθφπηνληαη απφ έλα κεγάιν ηληξφλην θαη άιια 3 κηθξφηεξα (Szabo et al., 

1989, Bruniquel et al., 1997). Θεσξείηαη πσο αληίζηνηρα κε ηελ πξνζπκνζίλε, ε παξαζπκνζίλε 

ζπληίζεηαη ρσξίο ην ζρεκαηηζκφ ελφο κεγαιχηεξνπ πξφδξνκνπ κνξίνπ (Σrompeter and Soling, 

1992).  
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1.2.3α   Γνκή ηεο παξαζπκνζίλεο  

     Ζ παξαζπκνζίλε είλαη έλα φμηλν πεπηίδην πνπ πεξηιακβάλεη 101 ακηλνμηθά θαηάινηπα 

(Δηθφλα 8) θαη κάιηζηα ν ίδηνο αξηζκφο ακηλνμέσλ εκθαλίδεηαη ζε φια ηα είδε. ΢χγθξηζε ηεο 

πξσηνηαγνχο δνκήο ηεο παξαζπκνζίλεο κεηαμχ ησλ εηδψλ, θαλεξψλεη ηνλ πςειφ βαζκφ 

ζπληήξεζεο ηνπ κνξίνπ. Ζ ακηλνμηθή ηεο ζχλζεζε εκθαλίδεη ζεκαληηθέο νκνηφηεηεο κε ηεο 

πξνζπκνζίλεο α. Σν Ν-ηειηθφ άθξν ηεο (ακηλνμέα 1-37) είλαη αθεηπιησκέλν ελψ ην C-ηειηθφ 

πεξηιακβάλεη ηελ αιιεινπρία-ζήκα ππξεληθνχ εληνπηζκνχ ηεο (ΝLS). Πάλσ απφ ην 50% ησλ 

φμηλσλ ακηλνμέσλ ηεο εληνπίδνληαη ζην θέληξν ηνπ κνξίνπ, δεκηνπξγψληαο κία φμηλε πεξηνρή 

(ακηλνμέα 38-74) πινχζηα ζε γινπηακηθά θαη αζπαξηηθά θαηάινηπα. Δπίζεο, ε πξσηεΐλε 

ζηεξείηαη αξσκαηηθψλ θαη ζεηνχρσλ ακηλνμέσλ. Αληίζηνηρα κε ηελ πξνζπκνζίλε, ε 

παξαζπκνζίλε δελ εκθαλίδεη ζηαζεξή δεπηεξνηαγή δνκή, αληίζεηα πηνζεηεί κία δηακφξθσζε 

ηπραίνπ ζπεηξάκαηνο. 

     Ζ αλνζνΐζηνρεκηθή κειέηε ηεο παξαζπκνζίλεο, απνθάιπςε ηελ θαηαλνκή ηεο κεηαμχ 

ππξήλα θαη θπηηαξνπιάζκαηνο, αλάινγα κε ηνλ θπηηαξηθφ ηχπν θαη παξά ηελ παξνπζία ηνπ 

ΝLS. Φαίλεηαη φηη ε ζέζε ηεο εμαξηάηαη απφ ην ζηάδην πνιιαπιαζηαζκνχ θαη δηαθνξνπνίεζεο 

ησλ θπηηάξσλ, θαζψο ζε πνιιαπιαζηαδφκελα θχηηαξα αληρλεχεηαη ζηνλ ππξήλα ελψ ζε 

δηαθνξνπνηεκέλα ν εληνπηζκφο ηεο είλαη θπηηαξνπιαζκαηηθφο (Βrand et al., 1991). Ζ ζέζε ηεο 

παξαζπκνζίλεο θαίλεηαη λα ζρεηίδεηαη θαη κε ηελ θπηηαξηθή ππθλφηεηα. ΢πγθεθξηκέλα ζε 

ρακειή ππθλφηεηα ησλ θπηηάξσλ, ε πξσηεΐλε αληρλεχεηαη ζην θπηηαξφπιαζκα, ελψ αληίζεηα ζε 

πςειή ππθλφηεηα εληνπίδεηαη ζηνλ ππξήλα (Trompeter et al., 1999). 

 

1.2.3β   Μεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο ηεο παξαζπκνζίλεο  

     Ζ κφλε ηξνπνπνίεζε πνπ έρεη αλαγλσξηζηεί ζηελ παξαζπκνζίλε, είλαη ε αθεηπιίσζε ηεο 

ζεξίλεο ζην Ν-ηειηθφ άθξν ηεο (Ζaritos et al., 1985, Komiyama et al., 1986). Παξά ηελ πςειή 

νκνινγία κε ηελ πξνζπκνζίλε, δελ έρνπλ αλαγλσξηζηεί ζέζεηο θσζθνξπιίσζεο ζηελ ακηλνμηθή 

αιιεινπρία ηεο ParaT. 
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1.2.3γ   Βηνινγηθόο ξόινο ηεο παξαζπκνζίλεο  

 

Ρόλος ζηην αναδιοργάνωζη ηης τρωμαηίνης 

     Ζ θαηαλνκή ηεο ParaT ζηνλ ππξήλα ζπλδέεηαη κε ζέζεηο πνπ εκπιέθνληαη ζηα πξψηκα ζηάδηα 

ηεο αληηγξαθήο (Vareli et al., 2000). Έρεη δεηρζεί φηη ε παξαζπκνζίλε ζπλδέεηαη εηδηθά κε ηελ 

ηζηφλε Ζ1 in vitro θαη in vivo (Κondili et al., 1996). Μάιηζηα ε ζχλδεζε εληζρχεηαη κεηά ηελ 

πξνζζήθε Zn
2+ 

, γεγνλφο πνπ ζπκθσλεί κε ην ραξαθηεξηζκφ ηεο σο Zn
2+ 

-ζπλδεφκελε πξσηεΐλε. 

Ωζηφζν ε πξνζζήθε γινπηακηθνχ αλαζηέιιεη ηελ αιιειεπίδξαζε ParaT-Ζ1, ππνδεηθλχνληαο ηε 

ζπκκεηνρή ηεο φμηλεο πεξηνρήο ηεο ParaT ζηελ αιιειεπίδξαζε. Σέινο, ε ParaT θαίλεηαη λα 

ξπζκίδεη ηελ πξφζδεζε ηεο Ζ1 ζην λνπθιεφζσκα θαη θαηά απηφλ ηνλ ηξφπν λα εκπιέθεηαη  ζηελ 

αλαδηνξγάλσζε ηεο ρξσκαηίλεο (Μartic et al., 2005). 

 

Ρόλος ζηην αναζηολή ηοσ σποδοτέα ηων γλσκοκορηικοειδών 

     H παξαζπκνζίλε ζπλδέεηαη κέζσ ηεο φμηλεο πεξηνρήο ηεο (43-79) ζε πεξηνρέο ηνπ DNA πνπ 

είλαη εηδηθέο γηα ηα γιπθνθνξηηθνεηδή (glucocorticoid-response elements), εκπνδίδνληαο έηζη ηελ 

πξφζδεζε ηνπ ελεξγνπνηεκέλνπ ππνδνρέα ησλ γιπθνθνξηηθνεηδψλ ζ’ απηέο. Σα 

γιπθνθνξηηθνεηδή αλαζηέιινπλ ηνλ θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ θαη επάγνπλ ηε δηαθνξνπνίεζε. 

Καηά απηφλ ηνλ ηξφπν, ε παξαζπκνζίλε ζα κπνξνχζε λα ιεηηνπξγήζεη σο ξπζκηζηήο ηνπ 

πνιιαπιαζηαζκνχ (Οkamoto and Isohashi, 2000). 
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2   ΢ΚΟΠΟ΢ ΔΡΓΑ΢ΗΑ΢ 

     Ζ πνιπγινπηακπιίσζε έρεη αλαδεηρζεί ζε κία γεληθή κεηα-κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζε πνπ 

ζηνρεχεη έλα επξχ θάζκα ππνζηξσκάησλ (van Dijk et al., 2008). Παξφηη δελ έρεη πξνηαζεί 

ζπγθεθξηκέλε αιιεινπρία πνιπγινπηακπιίσζεο, νη πξσηεΐλεο-ζηφρνη ηεο πεξηέρνπλ πεξηνρέο 

πινχζηεο ζε γινπηακηθά θαηάινηπα θαη πνιιέο απφ απηέο ζρεηίδνληαη κε ηε δνκή ηεο 

ρξσκαηίλεο. Οη πξσηεΐλεο SET, πξνζπκνζίλε α (ProTα) θαη παξαζπκνζίλε (ParaT) πεξηέρνπλ 

αληίζηνηρεο πνιχ-Δ πεξηνρέο θαη εκπιέθνληαη ζηελ αλαδηνξγάλσζε ηεο ρξσκαηίλεο. Ωζηφζν δελ 

είλαη γλσζηφ εάλ πξάγκαηη πνιπγινπηακπιηψλνληαη, πηζαλφηεηα πνπ δηεξεπλήζεθε ζηελ 

παξνχζα εξγαζία. Πην ζπγθεθξηκέλα, νη επηκέξνπο ζηφρνη αθνξνχλ: 

 

 Σε δηεξεχλεζε ηεο ελδπκηθήο πξνζζήθεο γινπηακηθνχ ζηηο πξσηεΐλεο SET, ProTα θαη 

ParaT. 

 

 Σελ ηαπηνπνίεζε απηφλνκσλ πεξηνρψλ πνιπγινπηακπιίσζεο ζε θαζεκία πξσηεΐλε. 

 

 

 Σνλ έιεγρν ηεο ππνθπηηαξηθήο εληφπηζεο ησλ πνιπγινπηακπιησκέλσλ πξσηετλψλ. 

 

 Σε κειέηε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμχ ησλ πνιπγινπηακπιησκέλσλ πξσηετλψλ θαη ησλ 

ηζηνλψλ. 
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3.1   ΚΑΛΛΗΔΡΓΔΗΑ ΚΤΣΣΑΡΧΝ 

3.1.1   Κπηηαξηθή ζεηξά θαη ζπλζήθεο θπηηαξηθήο θαιιηέξγεηαο 

     ΢ηελ παξνχζα εξγαζία ρξεζηκνπνηήζεθε ε αλζξψπηλε θπηηαξηθή ζεηξά ΖΔΚ293 (Human 

Embryonic Kidney cells 293). Πξφθεηηαη γηα θχηηαξα κε θαζνξηζκέλεο πξνέιεπζεο πνπ 

αλαπηχζζνληαη πξνζθνιινχκελα ζε ζηαζεξφ ππφζηξσκα. Κάπνηα δεδνκέλα ππνζηεξίδνπλ φηη 

ηα  ΖΔΚ293 έρνπλ λεπξσληθή πξνέιεπζε (Shaw et al., 2002) θαη άιια φηη εθθξάδνπλ κνξηαθνχο 

δείθηεο ραξαθηεξηζηηθνχο ησλ επηζειηαθψλ θαη κεζεγρπκαηηθψλ θπηηάξσλ (Inada et al., 2016).       

     Γηα ηελ θαιιηέξγεηά ηνπο ρξεζηκνπνηήζεθε ην ζξεπηηθφ κέζν DMEM ( Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium, Gibco) εκπινπηηζκέλν κε 10% v/v εκβξπηθφ νξφ βνφο (FBS), 100U/ml 

πεληθηιίλε θαη 100κg/ml ζηξεπηνκπθίλε. O νξφο απελεξγνπνηήζεθε πξηλ ηε ρξήζε ηνπ κέζσ 

ζέξκαλζεο ζηνπο 58
ν
 C γηα 45 ιεπηά. Ο ρεηξηζκφο ησλ θπηηάξσλ έγηλε ζε εζηία θάζεηεο 

λεκαηηθήο ξνήο (Safeflow 1.2, Bioair Instruments) ψζηε λα εμαζθαιηζηεί πεξηβάιινλ 

απνκνλσκέλν απφ ηελ αηκφζθαηξα πξνο απνθπγή κνιχλζεσλ. Σα θχηηαξα αλαπηχρζεθαλ ζε 

επσαζηηθφ θιίβαλν (Forma Scientific CO2 water Jacketed incubator) κε ζεξκνθξαζία ζηαζεξή 

ζηνπο 37
ν
 C, αηκφζθαηξα θνξεζκέλε κε πδξαηκνχο θαη ζηαζεξή παξνρή 5% CO2 , πξνθεηκέλνπ 

λα παξακείλεη ζηαζεξφ ην pΖ ζην ζξεπηηθφ πιηθφ ηεο θαιιηέξγεηαο. 

 

3.1.2   Αλάπηπμε, δηαηήξεζε θαη απνζήθεπζε θπηηάξσλ 

      Σα θχηηαξα θαιιηεξγήζεθαλ ζε εηδηθά πηάηα θπηηαξνθαιιηέξγεηαο (cell culture dishes 10cm, 

Greiner) κέρξη λα θαιχςνπλ πεξίπνπ ην 80% ηεο επηθάλεηαο ηνπ πηάηνπ (80% confluency), 

νπφηε θαη κνηξάζηεθαλ ζε πεξηζζφηεξα πηάηα (splitting). Γηα ηελ αλαθαιιηέξγεηα ησλ θπηηάξσλ, 

αξρηθά απνκαθξχλζεθε ην ζξεπηηθφ πιηθφ απφ ην πηάην θαη αθνινχζεζαλ δχν εθπιχζεηο κε 5 ml 

δηαιχκαηνο PBS 1Υ. Καηφπηλ πξνζηέζεθαλ 2 ml δηαιχκαηνο ζξπςίλεο (trypsin-EDTA solution, 

Biochrom) θαη ηα θχηηαξα ηνπνζεηήζεθαλ γηα 2 ιεπηά ζηνλ επσαζηηθφ θιίβαλν. Μεηά ηελ 

πιήξε απνθφιιεζε ησλ θπηηάξσλ, πξνζηέζεθαλ 4 ml πιήξνπο ζξεπηηθνχ πιηθνχ γηα ηελ 

απελεξγνπνίεζε ηνπ ελδχκνπ. Σν θπηηαξηθφ ελαηψξεκα ζπιιέρζεθε θαη θπγνθεληξήζεθε γηα 5  

ιεπηά ζηηο 1000 ζηξνθέο/ιεπηφ (1000 rpm) ζε επηηξαπέδηα θπγφθεληξν (Hettich Universal II). 

Σν ππεξθείκελν απνξξίθζεθε θαη ην θπηηαξηθφ ίδεκα επαλαησξήζεθε ζε πιήξεο ζξεπηηθφ πιηθφ. 

Πνζφηεηα θπηηαξηθνχ ελαησξήκαηνο (αλάινγα κε ηελ επηζπκεηή αξαίσζε) κεηαθέξζεθε ζε λέν 

πηάην ζην νπνίν θαη πξνζηέζεθε  πιήξεο θαιιηεξγεηηθφ κέζν κέρξη ηειηθνχ φγθνπ 10ml.  
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     Γηα ηε καθξφρξνλε δηαηήξεζε ηεο θπηηαξηθήο ζεηξάο, ρξεζηκνπνηήζεθαλ θχηηαξα ζηελ 

εθζεηηθή θάζε αλάπηπμήο ηνπο. Καηά ηε δηαδηθαζία απηή, ζπιιέρζεθε ην θπηηαξηθφ ελαηψξεκα 

κεηά απφ ζξπςηλνπνίεζε θαη αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε, φπσο πεξηγξάθεθε παξαπάλσ. Ζ 

επαλαηψξεζε ηνπ θπηηαξηθνχ ηδήκαηνο έγηλε ζε δηάιπκα FBS-DMSO θαη ζπγθεθξηκέλα 

θχηηαξα ζε ζπγθέληξσζε 2x10
6
/ml, επαλαησξήζεθαλ ζε 1 ml δηαιχκαηνο 90% FBS - 10% 

DMSO. Αθνινχζεζε κεηαθνξά ζε εηδηθά θηαιίδηα ςχμεο (cryovials) ηα νπνία ςχρζεθαλ 

ζηαδηαθά: αξρηθά ζηνπο -20
ν
 C γηα 2 ψξεο, έπεηηα ζηνπο -80

ν
 C γηα 24 ψξεο θαη ηειηθά ζε δνρείν 

πγξνχ αδψηνπ ζηνπο -192
ν 

C. Ζ απφςπμε ησλ θπηηάξσλ έγηλε κε γξήγνξε κεηαθνξά ησλ 

cryovials απφ ην πγξφ άδσην ζηνπο 37
ν
 C. Σν πεξηερφκελν ησλ θηαιηδίσλ κεηαθέξζεθε ζε πηάην 

θπηηαξνθαιιηέξγεηαο πνπ πεξηείρε 9ml πιήξνπο ζξεπηηθνχ κέζνπ θαη ηα θχηηαξα 

αλαθαιιηεξγήζεθαλ ζηηο ζπλήζεηο ζπλζήθεο. 

 

 

3.1.3   Μέηξεζε αξηζκνχ θαη βησζηκφηεηαο θπηηάξσλ 

     Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ αξηζκνχ θαη ην δηαρσξηζκφ δσληαλψλ-λεθξψλ θπηηάξσλ, 

ρξεζηκνπνηήζεθε ε κέζνδνο απνθιεηζκνχ ηεο ρξσζηηθήο θπαλνχλ ηνπ ηξνπαλίνπ απφ ηα 

δσληαλά θχηηαξα (Trypan blue dye exclusion). Γηα ην ζθνπφ απηφ, 10κl θπηηαξηθνχ 

ελαησξήκαηνο αλακίρζεθαλ κε 10κl δηαιχκαηνο ρξσζηηθήο 1X. Σν κίγκα κεηαθέξζεθε ζε 

αηκνθπηηαξφκεηξν ηχπνπ Νeubauer θαη αθνινπζνχζε παξαηήξεζε ησλ θπηηάξσλ ζε 

κηθξνζθφπην αλάζηξνθεο θάζεο (Olympus CK2). Σα δσληαλά θχηηαξα ήηαλ θσηεηλά θαη 

δηάθαλα, ελψ ηα λεθξά εκθαλίζηεθαλ κε βαζχ κπιε ρξψκα θαζψο ε ρξσζηηθή είρε δηαπεξάζεη 

ηε κεκβξάλε ηνπο. O ζπλνιηθφο αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ πξνζδηνξίζηεθε σο εμήο: ΢πλνιηθφο 

αξηζκφο θπηηάξσλ = (Μέζνο φξνο θπηηάξσλ πνπ θαηακεηξήζεθαλ x Aξαίσζε x 10
4 

. 
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3.2   ΠΛΑ΢ΜΗΓΗΑΚΔ΢ ΚΑΣΑ΢ΚΔΤΔ΢  

3.2.1   ΢ρεδηαζκφο θαη θισλνπνίεζε 

Γηα ηε κειέηε ησλ πεξηνρψλ πνιπγινπηακπιίσζεο, θαηαζθεπάζζεθαλ ηα παξαθάησ πιαζκίδηα : 

ParaT 1-53: Σν πιαζκίδην CMV-ParaT ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ ελίζρπζε ηεο πεξηνρήο ηνπ 

αλζξψπηλνπ γνληδίνπ ParaT πνπ αληηζηνηρεί ζηα ακηλνμέα 1 εψο 53. κέζσ ηεο αιπζηδσηήο 

αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (PCR). Οη εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ νη ParaΔco (5'- CCG 

GAA TTC ATG TCG GAG AAA  AGC GTG -3') θαη ParaΒamHI (5'- CCG GGA TCC TCA 

GGC AGT TTC TTC TTC -3'). Έγηλε πέςε ηνπ πξντφληνο κε ΕcoRI/BamHI θαη θισλνπνίεζε 

ζηνλ pEGFP-C2 θνξέα πνπ είρε πξνεγνπκέλσο επσαζηεί κε ηα έλδπκα ΕcoRI θαη BamHI.  

ParaT 54-102: Οη εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ νη ParaΔco (5'- GGC GAA TTC GAG 

GAT GGA GAG GAG GAA GAT- 3') θαη ParaΥhoI (5'- TCC GCT CGA GTC ACG CCG ATG 

CCC CAT T- 3') θαη ην αξρηθφ πιαζκίδην ήηαλ ην pEGFP-C1-ParaT. Σν πξνηφλ θισλνπνηήζεθε 

ζηνλ pEGFP-C2 θνξέα πνπ είρε θνπεί κε ηα έλδπκα ΕcoRI θαη ΧhoI.  

ParaT 36-77: Σν γνλίδην απνκνλψζεθε απφ ην πιαζκίδην pFlag-Para36-77 κεηά απφ πέςε κε ηα 

έλδπκα ΕcoRI θαη BamHI θαη εηζήρζε ζηνλ pEGFP-C1 θνξέα πνπ δηέζεηε ΕcoRI/BamHI ζέζεηο 

θισλνπνίεζεο.  

ProTα 1-70 : Ζ πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ ProTα αξνπξαίνπ πνπ αληηζηνηρεί ζηα ακηλνμέα 1 εψο 70, 

εληζρχζεθε κε PCR ρξεζηκνπνηψληαο ηνπο εθθηλεηέο ProTΔco (5'- CCG GAA TTC ATG TCA 

GAC GCG GCA GTG -3') θαη ProTSal (5'- GCC GTC GAC TTA ACC TTC TTC CTC CTC 

CTC- 3') κε πξφηππν πιαζκίδην ην pFlag-ProTα. Ζ θισλνπνίεζε έγηλε ζην θνξέα pEGFP-C2 

πνπ δηέζεηε ΕcoRI/SalΗ ζέζεηο θισλνπνίεζεο.  

ProTα 1-61: Γηα ηελ ελίζρπζε ηεο πεξηνρήο πνπ πεξηιακβάλεη ηα ακηλνμέα 1 εψο 61, 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη εθθηλεηέο ProTSal (5'- GCC GTC GAC TTA CCC ACC TTC TTC CTC 

CTC -3') θαη ProTEco (5'- CCG GAA TTC ATG TCA GAC GCG GCA GTG -3'). Σν αξρηθφ 

πιαζκίδην ήηαλ ην pFlag-ProTα θαη ε θισλνπνίεζε έγηλε ζηνλ pEGFP-C2 πνπ θφπεθε κε ηα 

έλδπκα ΕcoRI θαη SalΗ.  

ProTα 71-112: Σν γνλίδην εληζρχζεθε κε ηνπο εθθηλεηέο ProTSal (5'- CCG GTC GAC GAT 

GGT GAG GAA GAA GAT GGA G -3') θαη ProTBamHI (5'- CGC GGA TCC CCC GGG CTA 

GTC ATC CTC ATC AGT CTT -3'), απνθφπεθε απφ ην pFlag-ProTα θαη θισλνπνηήζεθε ζην 

πιαζκίδην pEGFP-C1 κέζσ ζέζεσλ SalΗ / BamHI.  

ProTα 41-112: Tν γνλίδην απνκαθξχλζεθε απφ ηνλ θνξέα pFlag-ProTα κε ΕcoRI/ BamHI θαη 

θισλνπνηήζεθε ζηνλ pEGFP-C1 πνπ είρε επσαζηεί κε ηα έλδπκα ΕcoRI/ BamHI.  



Υιηθά θαη Μέζοδοη 

45 

ProTα Γ53-84: To γνλίδην αθαηξέζεθε απφ ην πιαζκίδην pFlag-ProTα κε ΕcoRI/ BamHI θαη 

εηζήρζε ζην pEGFP-C1 πνπ πεξηείρε ΕcoRI/ BamHI ζέζεηο θισλνπνίεζεο.  

 

3.2.2   Παξαζθεπή επηδεθηηθψλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ 

     Γηα ηελ παξαζθεπή επηδεθηηθψλ θπηηάξσλ, ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα 

DH10b ηεο Ε.coli. Σα θχηηαξα εκβνιηάζηεθαλ ζε 5 ml ζξεπηηθνχ κέζνπ LB (1% w/v ηξππηφλε, 

1% w/v ΝaCl, 0,5% εθρχιηζκα δχκεο) εκπινπηηζκέλνπ κε θαλακπθίλε ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 

100 κg/κl θαη επσάζηεθαλ γηα πεξίπνπ 16 ψξεο ζηνπο 37
ν 

C. Καηφπηλ, 1 ml απφ ηελ νινλχθηηα 

θαιιηέξγεηα κεηαθέξζεθε ζε 200 ml LB θαη επσάζηεθε ππφ αλάδεπζε ζηνπο 37
ν 

C κέρξη ε 

νπηηθή ππθλφηεηα ζηα 600 nm (ΟD600) λα θηάζεη ηελ ηηκή 0.42. Ζ θαιιηέξγεηα κεηαθέξζεθε 

ζηνλ πάγν φπνπ θαη παξέκεηλε γηα 10 ιεπηά. Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε ζε 3000 rpm γηα 10 

ιεπηά ζηνπο 4
ν 

C. Σν θπηηαξηθφ ίδεκα επαλαησξήζεθε ζε 40 ml δηαιχκαηνο TFΗ (10 mM ΜΔS, 

45 mM MnCl2, 100 mM RbCl, 10 mM CaCl2) θαη αθέζεθε ζε πάγν γηα 5 ιεπηά. To δείγκα 

θπγνθεληξήζεθε εθ λένπ ζε 3000 rpm γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
ν 

C. Σν ίδεκα επαλαησξήζεθε ζε 2,5 

ml TFΗΗ (10 mM Pipes, 50 mM CaCl2, 10 mM RbCl, 15% γιπθεξφιε) θαη παξέκεηλε ζε πάγν γηα 

15 ιεπηά. Καηφπηλ, ην ελαηψξεκα ησλ επηδεθηηθψλ θπηηάξσλ κεηαθέξζεθε άκεζα ζε πγξφ 

άδσην ζηνπο -192
ν 
C θαη έπεηηα απνζεθεχηεθε ζηνπο -80

ν 
C. 

 

3.2.3   Μεηαζρεκαηηζκφο επηδεθηηθψλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ  

     Σν ελαηψξεκα ησλ επηδεθηηθψλ θπηηάξσλ DH10b, απνκαθξχλζεθε απφ ηνπο -80
ν 

C θαη 

αθέζεθε ζηνλ πάγν γηα 20 ιεπηά. ΢ηε ζπλέρεηα, πξνζηέζεθε φιε ε αληίδξαζε αλαζχλδεζεο ζε 

50κl ελαησξήκαηνο. Αθνινχζεζε επψαζε γηα 30 ιεπηά ζηνλ πάγν θαη έπεηηα ηα βαθηεξηαθά 

θχηηαξα ππνβιήζεθαλ ζε ζεξκηθφ ζνθ ζηνπο 42
ν 

C γηα 2 ιεπηά. Σν δείγκα κεηαθέξζεθε άκεζα 

ζε πάγν, φπνπ θαη παξέκεηλε γηα 2 ιεπηά. Καηφπηλ πξνζηέζεθαλ 250κl LB θαη αθνινχζεζε 

επψαζε ππφ αλάδεπζε γηα 1 ψξα ζηνπο 37
ν 

C. Έπεηηα ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα επηζηξψζεθαλ ζε 

θαηάιιειν ζηεξεφ ζξεπηηθφ κέζν επηινγήο κε ην αληηβηνηηθφ θαλακπθίλε. Σν ηξπβιίν Petri 

επσάζηεθε γηα πεξίπνπ 16 ψξεο ζηνπο 37
ν 

C , νπφηε θαη εκθαλίζηεθαλ απνηθίεο επηηπρψο 

κεηαζρεκαηηζκέλσλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ. 
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3.2.4   Απνκφλσζε πιαζκηδηαθνχ DNA ζε κηθξή θιίκαθα ("Mini-Prep") 

     Τπφ ζηείξεο ζπλζήθεο, αλαζχξζεθαλ ζηαδηαθά 5 απνηθίεο κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηηάξσλ 

απφ ην ηξπβιίν Petri θαη ηνπνζεηήζεθαλ ζε δνθηκαζηηθνχο ζσιήλεο. Κάζε ζσιήλαο πεξηείρε 3 

ml ζξεπηηθνχ πιηθνχ LB εκπινπηηζκέλνπ κε ην αληηβηνηηθφ θαλακπθίλε, ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 

100 κg/κl. Οη πγξέο θαιιηέξγεηεο αθέζεθαλ λα αλαπηπρζνχλ ππφ νινλχθηηα αλάδεπζε ζηνπο 37
ν 

C. ΢ηε ζπλέρεηα, 1,5 ml απφ θάζε θαιιηέξγεηα κεηαθέξζεθε ζε ζσιήλα ηχπνπ eppendorf θαη 

θπγνθεληξήζεθε ζε 13.200 rpm γηα 5 ιεπηά. Σν ίδεκα επαλαησξήζεθε ζε 100κl δηαιχκαηνο Ρ1 

(50 mΜ Tris-Cl, pH 8, 10 mΜ EDTA, 100 κg/ ml RNAase Α) θαη ζην ελαηψξεκα πξνζηέζεθαλ 

100κl δηαιχκαηνο ιχζεο Ρ2 (200 mΜ ΝaOH, 1% SDS) θαη 100κl δηαιχκαηνο Ρ3 (3 Μ Ομηθφ 

Κάιην, pH 5,5). Σν ελαηψξεκα θπγνθεληξήζεθε ζε 13.200 rpm γηα 5 ιεπηά ζηνπο 4
ν 

C. 

΢πιιέρζεθε ε ππεξθείκελε θάζε πνπ πεξηείρε ην πιαζκηδηαθφ DNA θαη πξνζηέζεθε ζ’ απηήλ 1 

ml 100% αηζαλφιεο. Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε ζε 13.200 rpm γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
ν 

C. Σν 

θαηαθξεκληζκέλν DNA επαλαησξήζεθε ζε 500 κl 70% αηζαλφιεο θαη θπγνθεληξήζεθε ζε 

13.200 rpm γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
ν 

C. Απνξξίθζεθε ε αηζαλφιε θαη ην ίδεκα πνπ πεξηείρε ην 

DNA, αθέζεθε γηα 10 ιεπηά ζηνπο 37
ν 

C πξνθεηκέλνπ λα απνκαθξπλζεί πιήξσο ε αηζαλφιε. 

Καηφπηλ επαλαδηαιχζεθε ζε 30 κl ddH2O. 

 

3.2.5   Απνκφλσζε πιαζκηδηαθνχ DNA ζε κεζαία θιίκαθα ("Midi-Prep") 

    Γηα ηελ απνκφλσζε πιαζκηδηαθνχ DNA ζε ηθαλνπνηεηηθή ζπγθέληξσζε θαη πςειή 

θαζαξφηεηα, ρξεζηκνπνηήζεθε ην πξσηφθνιιν ηεο QIAGEN Plasmid Purification Kit. Αξρηθά, 1 

ml απφ ηελ πξνθαιιηέξγεηα κίαο ζεηηθήο απνηθίαο κεηαθέξζεθε ζε 100 ml LB παξνπζία 

θαλακπθίλεο ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 100 κg/κl θαη αθέζεθε λα αλαπηπρζεί ππφ νινλχθηηα 

αλάδεπζε ζηνπο 37
ν 

C. Αθνινχζσο, ε θαιιηέξγεηα θπγνθεληξήζεθε ζε 6000 x g γηα 15 ιεπηά 

ζηνπο 4
ν 

C θαη ην βαθηεξηαθφ ίδεκα επαλαησξήζεθε ζε 4 ml δηαιχκαηνο Ρ1 (50 mΜ Tris-Cl, pH 

8, 10 mΜ EDTA, 100 κg/ ml RNAase Α). Πξνζηέζεθαλ 4 ml δηαιχκαηνο Ρ2 (200 mΜ ΝaOH, 

1% SDS), ην κίγκα αλαδεχηεθε θαη επσάζηεθε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 5 ιεπηά. 

Αθνινχζεζε πξνζζήθε 4 ml δηαιχκαηνο Ρ3 (3 Μ Ομηθφ Κάιην, pH 5,5), αλάδεπζε θαη επψαζε 

ζηνλ πάγν γηα 15 ιεπηά. Καηφπηλ, ην δείγκα θπγνθεληξήζεθε ζε 20.000 x g γηα 30 ιεπηά ζηνπο  
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4
ν 

C. Σν ππεξθείκελν ζπιιέρζεθε θαη επαλαθπγνθεληξήζεθε ζε 20.000 x g γηα 15 ιεπηά ζηνπο 

4
ν 

C. Σν ηειηθφ ππεξθείκελν ηνπνζεηήζεθε ζηε ζηήιε QIAGEN-tip 100, ε νπνία είρε 

πξνεγνπκέλσο εμηζνξξνπεζεί κε ηελ πξνζζήθε 4 ml δηαιχκαηνο QBT (750 mΜ NaCl, 50 mΜ 

MOPS, pH 7, 15% ηζνπξνπαλφιε, 0.15% Σriton Υ-100). Έπεηηα, ε ζηήιε εθπιχζεθε κε 20 ml 

δηαιχκαηνο QC (1 M NaCl, 50 mΜ MOPS, pH 7, 15% ηζνπξνπαλφιε). Σν πιαζκηδηαθφ DNA 

πνπ ζπλδέζεθε ζηε ζηήιε, εθινχζηεθε κε 5 ml δηαιχκαηνο QF (1,25 M NaCl, 50 mΜ Tris-Cl, 

pH 8,5, 15% ηζνπξνπαλφιε). Ζ θαηαθξήκληζε ηνπ DNA έγηλε κε 3,5 ml ηζνπξνπαλφιεο ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε ζε 13.200 rpm γηα 30 ιεπηά ζηνπο 4
ν 

C θαη 

ην ππεξθείκελν απνξξίθζεθε. Σν ίδεκα πνπ πεξηείρε ην DNA, εθπιχζεθε κε 2 ml 70% 

αηζαλφιεο θαη θπγνθεληξήζεθε ζε 13.200 rpm γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
ν 

C. Σν ππεξθείκελν 

απνξξίθζεθε θαη ην ίδεκα αθέζεθε γηα 10 ιεπηά ζηνπο 37
ν 

C πξνθεηκέλνπ λα απνκαθξπλζεί 

πιήξσο ε αηζαλφιε, νπφηε θαη επαλαδηαιχζεθε ζε 30 κl ddH2O.  

 

3.2.6   Πνζνηηθνπνίεζε DNA 

     Ζ ζπγθέληξσζε ηνπ DNA πξνζδηνξίζηεθε θσηνκεηξηθά κε ηε κέηξεζε ηεο απνξξφθεζεο 

ζηα 260 nm (A26O) θαη ηε ρξήζε ηεο εμίζσζεο: CDNA (κg/κl) = (A26O x 50 x παξάγνληαο 

αξαίσζεο)/1000, θαζψο ππνινγίδεηαη φηη ζπγθέληξσζε DNA ίζε κε 50 κg/κl έρεη A26O ίζε κε  

ηελ ηηκή 1. 

     Ζ θαζαξφηεηα ηνπ DNA πξνζδηνξίζηεθε κε βάζε ηελ ηηκή ηεο απνξξφθεζεο ζηα 260 (A26O) 

θαη ζηα 280 nm (A28O) θαη πην ζπγθεθξηκέλα απφ ην πειίθν A26O/A28O. Τςειήο θαζαξφηεηαο 

DNA απαιιαγκέλν απφ πξνζκίμεηο πξσηετλψλ ή RNA, έρεη ιφγν A26O/A28O ~ 1.8. Υακειφηεξν 

πειίθν αληηζηνηρεί ζε παξαζθεχαζκα κε απμεκέλε ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο, ελψ πειίθν πνπ 

πξνζεγγίδεη ηελ ηηκή 2 ππνδεηθλχεη ηελ παξνπζία απμεκέλεο πνζφηεηαο RNA. 

   

 

3.2.7   Ζιεθηξνθφξεζε DNA ζε πεθηή αγαξφδεο 

     Γηα ην δηαρσξηζκφ ησλ κνξίσλ DNA ρξεζηκνπνηήζεθε πεθηή 1% w/v αγαξφδεο ζε 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ΣΑΔ (40 mΜ Tris, pΖ8, 20 mΜ νμηθφ νμχ, 1 mΜ EDTA). Καηά ηελ 

παξαζθεπή ηεο πεθηήο, κεηά ην βξαζκφ ηνπ δηαιχκαηνο ηεο αγαξφδεο πξνζηέζεθε ζην δηάιπκα 

βξσκηνχρν αηζίδην ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 10 κg/ ml. Σα δείγκαηα αλακίρζεθαλ κε ην δηάιπκα 

θφξησζεο (6x Loading Dye, Takara: 10 mΜ Tris, pΖ7,6, 0,03% κπιε ηεο βξσκνθαηλφιεο, 
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0,03% θπαλνχ ηεο μπιφιεο, 60% γιπθεξφιε, 60 mΜ EDTA) ζε αλαινγία 5:1 θαη 

ηνπνζεηήζεθαλ ζηελ πεθηή. Παξάιιεια ηνπνζεηήζεθαλ θαη κάξηπξεο κνξηαθψλ κεγεζψλ 

(Nippon). Ζ ειεθηξνθφξεζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε νξηδφληηα ζπζθεπή, ζηελ νπνία ε πεθηή 

βξηζθφηαλ θαιπκκέλε κε ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ΣΑΔ 1Υ. Δθαξκφζηεθε ειεθηξηθφ πεδίν ηάζεο 

90V θαη ην DNA θηλήζεθε πξνο ηελ άλνδν. Μεηά ην πέξαο ηεο ειεθηξνθφξεζεο, ε πεθηή 

εθηέζεθε ζε ζπζθεπή ππεξηψδνπο αθηηλνβνιίαο, πξνθεηκέλνπ λα γίλνπλ νξαηά ηα ζχκπινθα ηνπ 

DNA κε ην βξσκηνχρν αηζίδην. 

 

3.3   ΓΗΑΜΟΛΤΝ΢Ζ ΚΤΣΣΑΡΧΝ 

     Ζ δηακφιπλζε ησλ θπηηάξσλ ΖΔΚ293 έγηλε κε ηε ρξήζε ηνπ αληηδξαζηεξίνπ Xfect 

Τransfection Reagent (Clontech) ζηηο ζπλζήθεο πνπ αλαγξάθνληαη ζηνλ Πίλαθα 3. Σα θχηηαξα                                                                                                                                                                                                       

επηζηξψζεθαλ ζε θαηάιιειν πηάην ψζηε ηε ζηηγκή ηεο δηακφιπλζεο λα έρνπλ θαιχςεη πεξίπνπ 

ην 70% ηεο επηθάλεηάο ηνπ (70% confluency).  Αξρηθά, ην πιαζκηδηαθφ DNA αλακίρζεθε κε ην 

δηάιπκα ηεο αληίδξαζεο (reaction buffer) θαη θαηφπηλ πξνζηέζεθε ην αληηδξαζηήξην Xfect. 

Αθνινχζεζε επψαζε γηα 10 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη ε αληίδξαζε κεηαθέξζεθε ζην 

αληίζηνηρν πηάην θπηηαξνθαιιηέξγεηαο, φπνπ πξνυπήξρε ν θαηάιιεινο φγθνο πιήξνπο 

ζξεπηηθνχ κέζνπ DMEM. Σν πηάην αλαθηλήζεθε ήπηα θαη κεηαθέξζεθε ζηνλ επσαζηηθφ 

θιίβαλν φπνπ παξέκεηλε γηα πεξίπνπ 24 ψξεο. Ζ απφδνζε ηεο δηακφιπλζεο (efficiency) 

ειέγρζεθε κε ηε βνήζεηα κηθξνζθνπίνπ θζνξηζκνχ (Αxiovert S100 ZEISS). 

 

Πηάην 

θπηηαξνθαιιηέξγεηαο 

Πνζόηεηα 

DNA (κg) 

Σειηθόο όγθνο 

αξαίωζεο DNA 

ζην δηάιπκα 

αληίδξαζεο (κl) 

Όγθνο 

αληηδξαζηεξίνπ 

Xfect (κl) 

Όγθνο 

πιήξνπο 

ζξεπηηθνύ 

κέζνπ DMEM 

10 cm 20 600 6 10 ml 

6-ζέζεσλ 2,5 100 0,75 1 ml 

24-ζέζεσλ 1 25 0,3 250 κl 

Πίλαθαο 3: ΢πλζήθεο δηακόιπλζεο θπηηάξωλ κε ην αληηδξαζηήξην Xfect. 
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3.4   ΑΠΟΜΟΝΧ΢Ζ ΚΤΣΣΑΡΗΚΧΝ ΔΚΥΤΛΗ΢ΜΑΣΧΝ  

3.4.1   Απνκφλσζε νιηθνχ θπηηαξηθνχ εθρπιίζκαηνο 

     Κχηηαξα ΖΔΚ293 επηζηξψζεθαλ ζε πηάην 6 ζέζεσλ (6-well plate) θαη δηακνιχλζεθαλ κε ην 

επηζπκεηφ πιαζκηδηαθφ DNA (θεθάιαην 3.3). Μεηά ηελ παξακνλή ησλ θπηηάξσλ ζηνλ 

επσαζηηθφ θιίβαλν επί 24 ψξεο, αθνινχζεζε ε δηαδηθαζία ζπιινγήο νιηθνχ θπηηαξηθνχ 

εθρπιίζκαηνο. Αξρηθά, απνκαθξχλζεθε ην ζξεπηηθφ κέζν απφ ην πηάην θαη ηα θχηηαξα 

εθπιχζεθαλ δχν θνξέο κε PBS 1X. Kαηφπηλ, πξνζηέζεθαλ 150 κl/ζέζε δηαιχκαηνο ιχζεο (20 

mΜ Σris-HCl, pH7.4, 150 mΜ NaCl, 0,1% Triton X-100). Αθνινχζεζε απφμεζε ηνπ ηαπεηίνπ 

κε εηδηθφ μέζηξν θαη ζπιινγή ηνπ θπηηαξηθνχ ελαησξήκαηνο. Σν ελαηψξεκα εκπινπηίζηεθε κε 

θαηάιιειν κίγκα αλαζηνιέσλ πξσηεαζψλ (Roche) ζε αξαίσζε 1:100. Αθνινχζεζε επψαζε ζε 

πάγν γηα 5 ιεπηά θαη θπγνθέληξεζε ζε 13.200 rpm γηα 30 ιεπηά ζηνπο 4
ν 

C. Σν ππεξθείκελν 

ζπιιέρζεθε θαη απνζεθεχηεθε ζηνπο -20
 ν 

C. Ο πξνζδηνξηζκφο νιηθήο πξσηεΐλεο ηνπ 

εθρπιίζκαηνο έγηλε κε ηε κέζνδν Bradford (θεθάιαην 3.4.3). 

 

3.4.2   Απνκφλσζε ππξεληθνχ εθρπιίζκαηνο 

     Κχηηαξα ΖΔΚ293 επηζηξψζεθαλ ζε πηάην 10cm θαη δηακνιχλζεθαλ κε ην επηζπκεηφ 

πιαζκηδηαθφ DNA (θεθάιαην 3.3). Μεηά ηελ νινλχθηηα παξακνλή ησλ θπηηάξσλ ζηνλ 

επσαζηηθφ θιίβαλν, αθνινχζεζε ε δηαδηθαζία ζπιινγήο ππξεληθνχ εθρπιίζκαηνο. Αξρηθά, 

απνκαθξχλζεθε ην ζξεπηηθφ πιηθφ απφ ην πηάην θαη ηα θχηηαξα εθπιχζεθαλ κε 5 ml δηαιχκαηνο 

PBS 1X. Kαηφπηλ, πξνζηέζεθαλ 600 κl δηαιχκαηνο ιχζεο (0,25 Μ ζνπθξφδε, 10 mΜ Σris-HCl, 

pH7.4, 1 mΜ EDTA) θαη αθνινχζεζε απφμεζε ηνπ ηαπεηίνπ κε εηδηθφ μέζηξν. Σν θπηηαξηθφ 

ελαηψξεκα ζπιιέρζεθε θαη εκπινπηίζηεθε κε 6 κl κίγκαηνο αλαζηνιέσλ πξσηεαζψλ (Roche). 

Έπεηηα, ην ελαηψξεκα θπγνθεληξήζεθε ζε 2.300 x g γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
ν 

C, νπφηε 

ζπιιέρζεθαλ νη ππξήλεο σο ίδεκα. Γηα ηε ιχζε ησλ ππξήλσλ πξνζηέζεθαλ 500 κl δηαιχκαηνο 

ΝP40 (0,4% ΝP40, mΜ NaCl, 50 mΜ Σris-HCl, pH8) εκινπηηζκέλνπ κε 5 κl κίγκαηνο 

αλαζηνιέσλ πξσηεαζψλ. Αθνινχζεζε ρξήζε ππεξήρσλ (sonication: 3x10sec, amplitude 20%) 

θαη ην δείγκα θπγνθεληξήζεθε ζε 16.100 x g γηα 30 ιεπηά ζηνπο 4
ν 

C. Σν ππξεληθφ εθρχιηζκα 

ζπιιέρζεθε σο ππεξθείκελν θαη απνζεθεχηεθε ζηνπο -20
 ν 

C. Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο 

πξσηεΐλεο ηνπ εθρπιίζκαηνο έγηλε κε ηε κέζνδν Bradford (θεθάιαην 3.4.3). 
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3.4.3   Πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο πξσηεΐλεο κε ηε κέζνδν Bradford 

    Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο πξσηετληθήο ζπγθέληξσζεο, ρξεζηκνπνηήζεθε ε θαζκαηνζθνπηθή 

κέζνδνο Bradford. Καηά ηε δηαδηθαζία απηή, ην δείγκα αξαηψζεθε κε απεζηαγκέλν λεξφ κέρξη 

ηειηθνχ φγθνπ 800κl. Καηφπηλ, πξνζηέζεθαλ 200κl αληηδξαζηεξίνπ Biorad Protein Assay Dye 

Reagent Concentrate (Biorad Laboratories). Σν δείγκα επσάζηεθε γηα 5 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ θαη ε απνξξφθεζή ηνπ κεηξήζεθε ζηα 595nm (θσηφκεηξν SHIMADZU UVmini-

1240). Ζ πνζνηηθνπνίεζε έγηλε κε ηε βνήζεηα πξφηππεο θακπχιεο αλαθνξάο, ε νπνία 

θαηαζθεπάζηεθε απφ ηηο ηηκέο απνξξφθεζεο δηαιπκάησλ αιβνπκίλεο νξνχ βνφο (BSA) γλσζηήο 

ζπγθέληξσζεο. 

 

 

3.5   ΑΝΟ΢ΟΚΑΣΑΒΤΘΗ΢Ζ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ 

     Γηα ηε κειέηε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμχ ησλ πνιπγινπηακπιησκέλσλ πξσηετλψλ θαη ησλ 

ηζηνλψλ, πξαγκαηνπνηήζεθε αλνζνθαηαβχζηζε ησλ ζπκπιεγκάησλ GFP-SET-H3, GFP-ProTα-

H1 θαη GFP-ParaT-H1. Αξρηθά, θχηηαξα ΖΔΚ293 δηακνιχλζεθαλ κε ηνπο πιαζκηδηαθνχο 

θνξείο έθθξαζεο ηεο GFP κνξθήο ησλ πξσηετλψλ καδί κε ηελ ελεξγή ή αλελεξγή κνξθή ηεο 

πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4. Απνκνλψζεθαλ ηα ππξεληθά εθρπιίζκαηα (θεθάιαην 3.4.2) θαη 

επσάζηεθαλ κε αληίζσκα έλαληη ηεο GFP πξσηεΐλεο (DSHB, Uiowa) έηζη ψζηε 300κg 

εθρπιίζκαηνο λα επσαζηνχλ κε 3 κg αληηζψκαηνο επί 24 ψξεο ζηνπο 4
ν 

C. Αθνινχζεζε επψαζε 

κε ζθαηξίδηα πξσηεΐλεο G (Ηnvitrogen) γηα 3 ψξεο ζηνπο 4
ν 

C. Υξεζηκνπνηήζεθαλ 20 κl 

ζθαηξηδίσλ γηα θάζε εθρχιηζκα, ηα νπνία πξνεγνπκέλσο εθπιχζεθαλ δχν θνξέο κε PBS θαη κία 

θνξά κε ην δηάιπκα ιχζεο ησλ ππξήλσλ (0,4% ΝP40, mΜ NaCl, 50 mΜ Σris-HCl, pH8). Μεηά 

ηελ επψαζε, ηα δείγκαηα θπγνθεληξήζεθαλ ζε 1600 rpm γηα 4 ιεπηά ζηνπο 4
ν 

C θαη 

αθνινχζεζαλ ηξεηο πιχζεηο ησλ ζθαηξηδίσλ κε δηάιπκα 0,2% ΝP40, mΜ NaCl, 50 mΜ Σris-

HCl, pH7,4. Μεηά ηελ ηειεπηαία πιχζε, ηα ζθαηξίδηα επαλαησξήζεθαλ ζε 20 κl δηαιχκαηνο 

Laemmli 2Υ, ζεξκάλζεθαλ ζηνπο 95
ν
C γηα 5min θαη αλαιχζεθαλ κε αλνζναπνηχπσζε θαηά 

Western (θεθάιαην 3.6). 
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3.6   ΑΝΟ΢ΟΑΠΟΣΤΠΧ΢Ζ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ ΚΑΣΑ WESTERN 

     Ζ κέζνδνο ηεο Αλνζναπνηχπσζεο θαηά Western πεξηιακβάλεη ηνλ ειεθηξνθνξεηηθφ 

δηαρσξηζκφ ησλ πξσηετλψλ ζε πεθηή, ηε κεηαθνξά ηνπο ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο ππφ ηελ 

επίδξαζε ειεθηξηθνχ πεδίνπ θαη ηελ αλίρλεπζή ηνπο κεηά απφ ηε ζχλδεζε κε εηδηθφ αληίζσκα. 

 

3.6.1   Hιεθηξνθφξεζε πξσηετλψλ ζε πεθηή SDS-πνιπαθξπιακηδίνπ (SDS-PAGE) 

     O δηαρσξηζκφο ησλ πξσηετλψλ έγηλε ζε πεθηή αθξπιακηδίνπ παξνπζία SDS. ΢αλ εθθηλεηήο 

γηα ηνλ πνιπκεξηζκφ ηνπ αθξπιακηδίνπ ρξεζηκνπνηήζεθε δηάιπκα ππεξζεηΐθνχ ακκσλίνπ (APS) 

ελψ ε δηαδηθαζία επηηαρχλζεθε απφ ηελ παξνπζία N,N,N’,N’-ηεηξακεζπιν-αηζπιελν-δηακίλεο  

(ΣΔMED). H ειεθηξνθφξεζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε αζπλερέο ζχζηεκα, δειαδή ζε 2 δηαδνρηθά 

πεθηψκαηα: έλα πήθησκα επηζηνίβαμεο (stacking gel) θαη έλα πήθησκα δηαρσξηζκνχ (separating 

gel). Ζ πεθηή επηζηνίβαμεο πεξηείρε 4,5% αθξπιακίδην, 0,125 Μ Tris pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% 

APS θαη 0,1% ΣΔMED. Ζ πεθηή δηαρσξηζκνχ πεξηείρε 10% ή 12% αθξπιακίδην, 0,38 Μ Tris 

pH 8,8, 0,1% SDS, 0,1% APS θαη 0,05% ΣΔMED. ΢πγθεθξηκέλα γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ GFP-

SET, GFP-ProTα θαη GFP-ParaT ή ησλ ηκεκάησλ ηνπο, ρξεζηκνπνηήζεθαλ πεθηέο δηαρσξηζκνχ 

10%. Γηα ηελ αλάιπζε ησλ αλνζνζπκπιεγκάησλ ησλ εμεηαδφκελσλ πξσηετλψλ κε ηηο ηζηφλεο, 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ πεθηέο 12%.  

     Σα πξσηεΐληθά εθρπιίζκαηα αλακίρζεθαλ κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Laemmli 4X (250mM Tris-

HCl, pH 6,8, 9,2% SDS, 40% w/v γιπθεξφιε, 0,2% w/v κπιε ηεο βξσκνθαηλφιεο, 100 mM 

DTT) ζε αλαινγία φγθσλ 3/1. Αθνινχζεζε ζέξκαλζε ησλ δεηγκάησλ ζηνπο 95
ν
C γηα 5min κε 

ζηφρν ηελ πιήξε απνδηάηαμε ησλ πξσηετλψλ θαη θαηφπηλ ηνπνζεηήζεθαλ ζηελ πεθηή. 

Παξάιιεια, ηνπνζεηήζεθαλ πξσηεΐλεο γλσζηνχ κνξηαθνχ βάξνπο ζπλδεδεκέλεο κε ρξσζηηθή 

(BlueStar PLUS Prestained Protein Marker, MWPO4). Ζ ειεθηξνθφξεζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα (25mM Tris, 192mM γιπθίλε, 0,1% SDS) ππφ ηελ επίδξαζε ειεθηξηθνχ 

πεδίνπ. Ζ αξρηθή έληαζε ήηαλ 16 mA γηα ην δηάζηεκα πνπ νη πξσηεΐλεο θηλνχληαλ εληφο ηεο 

πεθηήο επηζηνίβαμεο θαη 25mA θαζφιε ηε δηάξθεηα θίλεζήο ηνπο ζηελ πεθηή δηαρσξηζκνχ. 
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3.6.2   Ζιεθηξνκεηαθνξά πξσηετλψλ ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο 

     Μεηά ηνλ ειεθηξνθνξεηηθφ δηαρσξηζκφ ησλ πξσηετλψλ, ηνπνζεηήζεθε πάλσ ζηελ πεθηή 

κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο κε δηάκεηξν πφξσλ 0,45κm (GE Healthcare) ε νπνία είρε 

πξνεγνπκέλσο ελεξγνπνηεζεί κε εκβάπηηζε ζε λεξφ. Πεθηή θαη κεκβξάλε ηνπνζεηήζεθαλ 

αλάκεζα ζε δχν δηεζεηηθά ραξηηά Whatman 3mm θαη ζηε ζπλέρεηα ζην εηδηθφ πιαίζην ηεο 

ζπζθεπήο κεηαθνξάο. Σν ζχζηεκα βπζίζηεθε ζην δηάιπκα κεηαθνξάο (25 mM Tris, 192 mM 

γιπθίλε, 0,1% SDS, 20% κεζαλφιε) θαη εθαξκφζηεθε ειεθηξηθφ πεδίν έληαζεο 200 mA γηα 70 

ιεπηά.  

 

3.6.3   Αλνζναπνηχπσζε 

     Μεηά ηε κεηαθνξά, ε κεκβξάλε εθπιχζεθε κε δηάιπκα PBST (PBS-0,1% Tween-20) γηα 20 

ιεπηά θαη επσάζηεθε ζε δηάιπκα δέζκεπζεο (blocking buffer) PBST-5% άπαρν γάια γηα 16 

ψξεο ζηνπο 4
ν 

C. Καηφπηλ, ηνπνζεηήζεθε ζε δηάιπκα PBST-2% δειαηίλε (fish skin gelatin, 

SIGMA) γηα 20 ιεπηά. Aθνινχζεζε επψαζε κε εηδηθφ αληίζσκα θαηάιιεια αξαησκέλν ζε 

PBST-0,5% δειαηίλε (Πίλαθαο 4) ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 2 ψξεο ή  νινλχθηηα ζηνπο 4
ν
C.  

Έπεηηα, ε κεκβξάλε εθπιχζεθε κε δηάιπκα PBST θαη ζηε ζπλέρεηα κε δηάιπκα δέζκεπζεο γηα 

30 ιεπηά. Αθνινχζεζε επψαζε κε αληίζσκα έλαληη αλνζνζθαηξηλψλ, ζπδεπγκέλν κε 

ξαθαληδηθή ππεξνμεηδάζε (ΗgG-HRP). Ζ αξαίσζε ήηαλ 1:3000 ζε PBST-5% άπαρν γάια θαη ε 

επψαζε έγηλε γηα 1 ψξα. 
 

 

3.6.4   Αλίρλεπζε πξσηετλψλ κε ηε κέζνδν ηεο εληζρπκέλεο ρεκεηνθσηαχγεηαο
 

     Μεηά ηελ επεμεξγαζία κε ηα αληηζψκαηα, ε κεκβξάλε εθπιχζεθε κε δηάιπκα PBST γηα 30 

ιεπηά θαη επσάζηεθε κε ην ππφζηξσκα ηεο ππεξνμεηδάζεο (LumiSensor
TM 

Chemiluminescent 

HRP Substrate, GenScript). Xξεζηκνπνηήζεθε 0,1 ml ππνζηξψκαηνο/cm
2 

κεκβξάλεο θαη ε 

επψαζε έγηλε γηα 1 ιεπηφ. ΢ηε ζπλέρεηα ε κεκβξάλε εθηέζεθε ζε θσηνγξαθηθφ θηικ γηα 

δηάθνξνπο ρξφλνπο, απφ κεξηθά δεπηεξφιεπηα κέρξη θαη ιίγα ιεπηά. Μεηά ηελ έθζεζε, 

αθνινχζεζε ε εκθάληζε ηνπ θηικ κε ηνπνζέηεζή ηνπ ζην δηάιπκα εκθάληζεο (Fuji Hunt 

Developer) γηα 3 ιεπηά θαη έπεηηα ζην δηάιπκα κνληκνπνίεζεο (Fuji Hunt Fixer) γηα 7 ιεπηά. 
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ΑΝΣΊ΢ΧΜΑ 

 

ΑΡΑΗΧ΢Ζ 

 

ΗgG-HRP 

anti-GFP (SICGEN) 1:2000 Goat 

GT335 (Adipogen) 1:1000 Mouse 

anti-H3 (Abcam) 1:10.000 Rabbit 

anti-Acetyl-H3 (Μillipore) 1:2000 Rabbit 

anti-H1 

(απνκνλσκέλν απφ αληηνξφ κε ρξσκαηνγξαθία 

ζπγγέλεηαο) 

1: 1000 Rabbit 

 Πίλαθαο 4: Αληηζώκαηα θαη αξαηώζεηο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ αλνζναπνηύπωζε 

θαηά Western. 

 

 

3.7 ΑΠΟΜΟΝΧ΢Ζ ΑΝΣΗ΢ΧΜΑΣΟ΢ ΑΠΟ ΑΝΣΗΟΡΟ ΜΔ ΥΡΧΜΑΣΟΓΡΑΦΗΑ      

΢ΤΓΓΔΝΔΗΑ΢ 

     Σν αληίζσκα έλαληη ηνπ θαξβνμπηειηθνχ άθξνπ ηεο πξνζπκνζίλεο α (anti-ct, ακηλνμέα 87-

109) απνκνλψζεθε απφ αληηνξφ θνπλειηνχ κέζσ ρξσκαηνγξαθίαο ζπγγέλεηαο. Ζ απνκφλσζε 

βαζίζηεθε ζηελ εηδηθή αιιειεπίδξαζε κεηαμχ αληηγφλνπ θαη αληηζψκαηνο. Σν ct πεπηίδην 

ζπλδέζεθε νκνηνπνιηθά ζε θαηάιιειε ζηήιε ρξσκαηνγξαθίαο θαη αθνινχζεζε ν θαζαξηζκφο 

ηνπ αληηνξνχ. 

 

3.7.1   Πξνεηνηκαζία ζηήιεο ρξσκαηνγξαθίαο 

     Γηα ηνλ θαζαξηζκφ ηνπ anti-ct αληηνξνχ, ρξεζηκνπνηήζεθε ζηήιε κε πιηθφ ρξσκαηνγξαθίαο 

Affigel 15 (Βiorad). To πιηθφ αθέζεθε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα πεξίπνπ 30 ιεπηά. 

Καηφπηλ, 2 ml ελαησξήκαηνο ηνπνζεηήζεθαλ ζε πνξψδεο γπάιηλν ρσλί θαη ην πγξφ 
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αλαξξνθήζεθε άκεζα ππφ θελφ. Σα ζθαηξίδηα εθπιχζεθαλ αξρηθά κε 2-πξνπαλφιε θαη θαηφπηλ 

κε ddΖ2O. ΢ηε ζπλέρεηα πξνζηέζεθαλ 500 κl δηαιχκαηνο ζχδεπμεο (0,1 Μ Ζepes pH 7,5, 1 mΜ  

EDTA, 0,5 mΜ PMSF) θαη αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε ζε 13.200 rpm γηα 1 ιεπηφ. Σν 

ππεξθείκελν απνκαθξχλζεθε θαη πξνζδηνξίζηεθε ν φγθνο ησλ ζθαηξηδίσλ. Ζ επαλαηψξεζε 

έγηλε ζε 2 φγθνπο δηαιχκαηνο ζχδεπμεο.  

 

3.7.2   Οκνηνπνιηθή ζχλδεζε πεπηηδίνπ ζην πιηθφ ρξσκαηνγξαθίαο 

     ΢ε 1ml δηαιχκαηνο ζχδεπμεο (0,1 Μ Ζepes pH 7,5, 1 mΜ EDTA, 0,5 mΜ PMSF) δηαιχζεθε 

1,5 mg πεπηηδίνπ ct θαη αθνινχζεζε δηαπίδπζε επί 24 ψξεο. Έπεηηα, ην δηάιπκα πεπηηδίνπ 

αλακίρζεθε κε ηα ζθαηξίδηα θαη επσάζηεθε γηα 1ψξα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη 3 ψξεο 

ζηνπο 4
ν
 C. Σν δείγκα θπγνθεληξήζεθε ζε 13.200 rpm γηα 2 ιεπηά, νπφηε ην κε ζπδεπγκέλν 

πεπηίδην απνκαθξχλζεθε σο ππεξθείκελν ελψ ηα ζθαηξίδηα επαλαησξήζεθαλ ζε ξπζκηζηηθφ 

δηάιπκα: 1Μ Tris-HCl, pH 8, 1 mΜ EDTA, 1 mΜ PMSF (blocking buffer). Αθνινχζεζε 

θπγνθέληξεζε ζε 13.200 rpm γηα 2 ιεπηά, επαλαηψξεζε ησλ ζθαηξηδίσλ ζε 2 φγθνπο 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο (blocking buffer) θαη νινλχθηηα επψαζε ζηνπο 4
ν
 C. Καηφπηλ, 

πξαγκαηνπνηήζεθε θπγνθέληξεζε ζε 13.200 rpm γηα 2 ιεπηά, νπφηε ην ππεξθείκελν 

απνξξίθζεθε θαη ηα ζθαηξίδηα εθπιχζεθαλ 3 θνξέο κε ην ηζνηνληθφ δηάιπκα:  0,9% NaCl, 20 

mΜ Σris-HCl, 0,5 mΜ PMSF, pH 7,3. Μεηά ηελ ηειεπηαία πιχζε, ηα ζθαηξίδηα 

επαλαησξήζεθαλ ζε δηάιπκα BSA (250κg BSA/ ml ηζνηνληθνχ δηαιχκαηνο) θαη επσάζηεθαλ γηα 

2 ψξεο ζηνπο 4
ν
 C. Μεηά ηελ απφξξηςε ηνπ δηαιχκαηνο BSA, ην πιηθφ επαλαησξήζεθε ζε 

ηζνηνληθφ δηάιπκα θαη απνζεθεχηεθε ζηνπο 4
ν
 C.  

 

3.7.3   Καζαξηζκφο αληηνξνχ  

     ΢ε 1,5 ml αληηνξνχ πξνζηέζεθε Tween-20 θαη PMSF ζε ηειηθή πεξηεθηηθφηεηα 0,1% θαη 

ηειηθή ζπγθέληξσζε 0,5mM αληίζηνηρα. Ο αληηνξφο ηνπνζεηήζεθε ζηε ζηήιε, ε νπνία είρε 

πξνεγνπκέλσο εμηζνξξνπεζεί κε 20ml δηαιχκαηνο PBS, θαη επσάζηεθε γηα 2 ψξεο ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Καηφπηλ ε ζηήιε εθπιχζεθε κε 30ml δηαιχκαηνο PBSΣ (PBS-0,1% 

Tween-20) γηα ηελ απνκάθξπλζε ησλ κε εηδηθψλ ζπλδέζεσλ θαη εμηζνξξνπήζεθε κε 20ml 

δηαιχκαηνο PBS. 
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     Ζ έθινπζε ηνπ anti-ct αληηζψκαηνο πνπ δεζκεχηεθε ζηε ζηήιε, έγηλε κε δηάιπκα 0,2Μ 

γιπθίλεο, 0,5Μ ΝaCl, pH 2,2. ΢πιιέρζεθαλ 10 θιάζκαηα φγθνπ 1ml ζε ζσιελάξηα ζηα νπνία 

πξνυπήξραλ 0,2 ml δηαιχκαηνο 1M Tris, pH 11,5, κε ζηφρν ηελ άκεζε εμνπδεηέξσζε ησλ 

εθινπζκάησλ. Ζ πνζφηεηα ηνπ αληηζψκαηνο ζε θάζε θιάζκα ειέγρζεθε κε ηε κέζνδν Bradford 

(θεθάιαην 3.4.3). Με βάζε ηηο ηηκέο απνξξφθεζεο ζηα 595nm, επηιέρζεθαλ ηα θιάζκαηα ζηα 

νπνία εθινχζηεθε ην αληίζσκα θαη ελψζεθαλ. Αθνινχζεζε δηαπίδπζε έλαληη PBS επί 24 ψξεο 

ζηνπο 4
ν
 C. Ζ κεκβξάλε δηαπίδπζεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε, είρε φξην κνξηαθνχ βάξνπο 12 kDa 

(Sigma). Kαηφπηλ, ην αληίζσκα ζπιιέρζεθε ελψ ε ζηήιε εθπιχζεθε κε 30ml PBS, πιεξψζεθε 

κε δηάιπκα PBS-0,02% ΝaΝ3 θαη απνζεθεχηεθε ζηνπο 4
ν
 C.  

 

3.8   ΑΝΟ΢ΟΦΘΟΡΗ΢ΜΟ΢ ΚΑΗ ΢ΤΝΔ΢ΣΗΑΚΖ ΜΗΚΡΟ΢ΚΟΠΗΑ 

          Κχηηαξα ΖΔΚ293 επηζηξψζεθαλ ζε θαιππηξίδεο ηνπνζεηεκέλεο ζε πηάην 24 ζέζεσλ θαη 

δηακνιχλζεθαλ κε ην επηζπκεηφ πιαζκηδηαθφ DNA (θεθάιαην 3.3). Μεηά ηελ νινλχθηηα 

παξακνλή ησλ θπηηάξσλ ζηνλ επσαζηηθφ θιίβαλν, αθνινχζεζε ε δηαδηθαζία ηνπ 

αλνζνθζνξηζκνχ. Αξρηθά αθαηξέζεθε ην ζξεπηηθφ πιηθφ απφ ην πηάην θαη ηα θχηηαξα 

εθπιχζεθαλ δχν θνξέο κε δηάιπκα PBS 1X. Καηφπηλ ηα θχηηαξα κνληκνπνηήζεθαλ κε ηελ 

πξνζζήθε 300κl/θαιππηξίδα δηαιχκαηνο 4% παξαθνικαδεχδεο (PFA) γηα 20 ιεπηά ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ (RT). Μεηά ηελ απνκάθξπλζε ηεο PFA, πξνζηέζεθαλ απφ 300 κl 

δηαιχκαηνο 50 mΜ ΝΖ4Cl θαη ηα θχηηαξα επσάζηεθαλ γηα 15 ιεπηά ζε RT. Αθνινχζεζαλ δχν 

εθπιχζεηο κε PBS 1X θαη επψαζε κε 300 κl δηαιχκαηνο 0,1% Σriton γηα 6 ιεπηά ζε RT. 

Kαηφπηλ νη θαιππηξίδεο εθπιχζεθαλ δχν θνξέο κε δηάιπκα PBS 1X θαη επσάζηεθαλ κε 10% 

εκβξπηθφ νξφ κφζρνπ (FCS) γηα 20 ιεπηά ζε R/T, ψζηε λα θαιπθζνχλ νη κε εηδηθέο ζέζεηο 

πξφζδεζεο ησλ αληηζσκάησλ (blocking). Aθνινχζεζε ε επψαζε θάζε θαιππηξίδαο κε ην 

πξσηνγελέο αληίζσκα γηα 2,5 ψξεο ζηνπο 37
ν
 C (Πίλαθαο 5). ΢ηε ζπλέρεηα, νη θαιππηξίδεο 

εθπιχζεθαλ ηξεηο θνξέο κε δηάιπκα PBS 1X θαη επσάζηεθαλ κε 10%  FCS γηα 5 ιεπηά ζε RT. 

Αθνινχζεζε ε επψαζε κε ην δεπηεξνγελέο αληίζσκα γηα 50 ιεπηά ζε RT.  Οη θαιππηξίδεο 

εθπιχζεθαλ ηέζζεξηο θνξέο κε δηάιπκα PBS 1X θαη ηνπνζεηήζεθαλ κε ηελ επηθάλεηα ησλ 

θπηηάξσλ πξνο ηα θάησ ζε αληηθεηκελνθφξν πιάθα, ζην ζεκείν πνπ είρε πξνεγνπκέλσο 

ηνπνζεηεζεί κία ζηαγφλα mounting medium (ibidi). ΢θξαγίζηεθαλ κε ηελ ηνπνζέηεζε βεξληθηνχ 

ζηελ πεξηθέξεηά ηνπο θαη αθνινχζεζε παξαηήξεζε ζε ζπλεζηηαθφ κηθξνζθφπην Leica TCS-SP, 

εμνπιηζκέλν κε πεγή αθηηλνβνιίαο Laser Argon (488nm)/Krypton (568nm) θαη ινγηζκηθφ Leica 

TCS. 
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1
ν
 ΑΝΣΊ΢ΧΜΑ 

 

ΑΡΑΗΧ΢Ζ 

 

2
ν
 ΑΝΣΊ΢ΧΜΑ 

(αξαίωζε 1:200) 

 

anti-ct (έλαληη ησλ ακηλνμέσλ 87-109 

ηεο πξνζπκνζίλεο, απνκνλσκέλν απφ 

αληηνξφ κε ρξσκαηνγξαθία ζπγγέλεηαο) 

 

1:50 

 

anti-Rabbit 488 

 

anti-P1 (έλαληη ησλ ακηλνμέσλ 5-30 ηεο 

παξαζπκνζίλεο, απνκνλσκέλν απφ 

αληηνξφ κε ρξσκαηνγξαθία ζπγγέλεηαο) 

 

1: 20 

 

anti-Rabbit 488 

      Πίλαθαο 5: Αληηζψκαηα θαη αξαηψζεηο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηνλ αλνζνθζνξηζκφ. 
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4. ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Αποηειέζκαηα 

58 

4.1 Γηεξεύλεζε ελδπκηθήο πξνζζήθεο θαηαινίπωλ γινπηακηθνύ ζηηο πξωηεΐλεο SET, 

πξνζπκνζίλε α θαη παξαζπκνζίλε  

     ΢χκθσλα κε βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα, νη πξσηεΐλεο νη νπνίεο απνηεινχλ ππνζηξψκαηα ησλ 

πνιπγινπηακπιαζψλ πεξηέρνπλ αιιεινπρίεο πινχζηεο ζε γινπηακηθά θαηάινηπα. Ζ δξάζε 

πνιιψλ απφ απηέο ζρεηίδεηαη κε ηε δνκή ηεο ρξσκαηίλεο (van Dijk et al., 2008). Οη πξσηεΐλεο 

SET, πξνζπκνζίλε α (ProTα) θαη παξαζπκνζίλε (ParaT) πεξηέρνπλ αληίζηνηρεο πνιπ-Δ πεξηνρέο 

θαη εκπιέθνληαη ζηελ αλαδηνξγάλσζε ηεο ρξσκαηίλεο. Σα παξαπάλσ ραξαθηεξηζηηθά 

θαζηζηνχλ ηηο ελ ιφγσ πξσηεΐλεο πηζαλνχο ζηφρνπο πνιπγινπηακπιίσζεο.  

     Πξνθεηκέλνπ λα δηεξεπλεζεί εάλ νη ζπγθεθξηκέλεο πξσηεΐλεο πξάγκαηη ηξνπνπνηνχληαη,  νη 

θσδηθνπνηνχζεο πεξηνρέο ησλ γνληδίσλ SET, ProTα θαη ParaT θισλνπνηήζεθαλ ζην θνξέα 

έθθξαζεο ΔGFP-C1. Οη ρηκαηξηθέο απηέο θαηαζθεπέο ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηε δηακφιπλζε 

θπηηάξσλ ΖΔΚ293 ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ πνιπγινπηακπιάζε TTLL4 ζε δχν κνξθέο, ηελ ελεξγή 

θαη ηελ αλελεξγή. Δπηιέρζεθε ε ζπγθεθξηκέλε πνιπγινπηακπιάζε κεηαμχ ησλ κειψλ ηεο TTLL 

νηθνγέλεηαο, ιφγσ ηεο ηθαλφηεηάο ηεο λα ηξνπνπνηεί θαη άιια ππνζηξψκαηα πέξαλ ηεο 

ηνπκπνπιίλεο (Πίλαθαο 2). Ζ ελεξγή κνξθή ηνπ ελδχκνπ (ΣΣLL4_C639-ΔΤFP) απνηειείηαη απφ 

ηα ηειεπηαία 639 ακηλνμηθά θαηάινηπα ηεο πιήξνπο αιιεινπρίαο (ακηλνμέα 555-1193). H 

αλελεξγή κνξθή ηεο ΣΣLL4_C639-ΔΤFP θέξεη ηε κεηάιιαμε Δ901G ζηελ πεξηνρή πξφζδεζεο 

ΑΣP (van Dijk et al., 2007). 

 

Η πολσγλοσηαμσλίωζη ηης πρωηεΐνης SET 

     Ζ GFP-SET εθθξάζηεθε ζε θχηηαξα ΖΔΚ293 παξνπζία ηεο ελεξγήο (Δ) ή αλελεξγήο (Α) 

πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4. Ωο ζεηηθφο κάξηπξαο πνιπγινπηακπιίσζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ε 

ηξνπνπνίεζε ησλ ελδνγελψλ ηνπκπνπιηλψλ α θαη β απφ ηελ ελεξγή TTLL4. Δπηπιένλ, σο δείγκα 

ειέγρνπ ηξνπνπνίεζεο ηεο GFP-SET, εθθξάζηεθε ε πξσηεΐλε GFP παξνπζία ηνπ ελεξγνχ 

ελδχκνπ. Γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ην αληίζσκα GT335 

ελψ κε ην αληίζσκα πνπ αλαγλσξίδεη ηελ GFP ειέγρζεθε ε έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο ζε θάζε 

δείγκα. 

     Όπσο θαίλεηαη ζηελ Δηθφλα 9, κεηά ηελ έθθξαζε ηεο ελεξγήο TTLL4, ην αληίζσκα GT335 

αλίρλεπζε κφλν κία πξσηετληθή δψλε (~50kDa) ε νπνία αληηζηνηρεί ζηηο πνιπγινπηακπιησκέλεο 

ηνπκπνπιίλεο α θαη β (δηαδξνκή 1). Σν ίδην ζπλέβε θαη φηαλ ζπλδηακνιχλζεθαλ νη πιαζκηδηαθνί 

θνξείο πνπ θσδηθνπνηνχλ ηελ GFP πξσηεΐλε θαη ηελ ελεξγή TTLL4 (δηαδξνκή 2). Απφ ηα 

παξαπάλσ επηβεβαηψλεηαη φηη ε GFP δελ απνηειεί ππφζηξσκα ηεο πνιπγινπηακπιάζεο. 

Ωζηφζν, φηαλ εθθξάζηεθε ε GFP-SET παξνπζία ηεο ελεξγήο TTLL4, ην GT335 απνθάιπςε ηελ 
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χπαξμε κίαο δεχηεξεο πξσηετληθήο δψλεο πέξαλ ηεο αλακελφκελεο ηνπκπνπιίλεο (δηαδξνκή 3). 

Ζ δψλε απηή αληηζηνηρεί ζηελ πνιπγινπηακπιησκέλε GFP-SET. Αληίζεηα, φηαλ εθθξάζηεθε ε 

GFP-SET παξνπζία ηνπ αλελεξγνχ ελδχκνπ, ην GT335 δελ αλαγλψξηζε θακία ηξνπνπνηεκέλε 

πξσηεΐλε (δηαδξνκή 4). Δίλαη ζεκαληηθφ λα αλαθεξζεί φηη ηα επίπεδα έθθξαζεο ηεο GFP-SET 

παξνπζία ελεξγήο (δηαδξνκή 3) θαη αλελεξγήο TTLL4 (δηαδξνκή 4) είλαη κεηαμχ ηνπο 

ζπγθξίζηκα, φπσο δηαπηζηψζεθε κε ηε ρξήζε ηνπ anti-GFP αληηζψκαηνο. Σα απνηειέζκαηα 

απηά ππνδεηθλχνπλ φηη ε πξσηεΐλε SET απνηειεί ζηφρν πνιπγινπηακπιίσζεο.  

     Σέινο, κεηά ηελ επψαζε κε ην anti-GFP αληίζσκα, δηαπηζηψζεθε κία κηθξή δηαθνξά σο πξνο 

ηελ ειεθηξνθνξεηηθή θηλεηηθφηεηα ηεο πξσηεΐλεο. Ζ πνιπγινπηακπιησκέλε GFP-SET θηλείηαη 

πην αξγά (δηαδξνκή 3) ζε ζρέζε κε ηελ κε ηξνπνπνηεκέλε (δηαδξνκή 4). Ζ δηαθνξά απηή 

πηζαλφλ λα νθείιεηαη ζηελ αιιαγή ηνπ κνξηαθνχ ηεο βάξνπο σο απνηέιεζκα πξνζζήθεο 

γινπηακηθψλ θαηαινίπσλ.   

 

 

Δηθόλα 9: Αλίρλεπζε πνιπγινπηακπιίωζεο ηεο πξωηεΐλεο SEΣ. ΢ε θχηηαξα ΖΔΚ293 

εθθξάζηεθαλ ε ελεξγή πνιπγινπηακπιάζε TTLL4 (δηαδξνκή 1), ε πξσηεΐλε GFP παξνπζία ηεο ελεξγήο 

TTLL4 (δηαδξνκή 2) θαη ε GFP-SEΣ παξνπζία ηεο ελεξγήο ή αλελεξγήο TTLL4 (δηαδξνκέο 3, 4). Σα 

θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα ζπιιέρζεθαλ 24 ψξεο κεηά ηε δηακφιπλζε, ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε SDS-PAGE 

10% θαη αλαιχζεθαλ κε αλνζναπνηχπσζε θαηά Western. Γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο 

ρξεζηκνπνηήζεθε ην αληίζσκα GT335. Σα επίπεδα έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ ειέρζεζαλ κε αληίζσκα 

έλαληη ηεο GFP πξσηεΐλεο. Οη ηνπκπνπιίλεο α θαη β, πνπ απνηεινχλ ην θχξην ππφζηξσκα ησλ 

πνιπγινπηακπιαζψλ ιεηηνπξγνχλ σο ζεηηθφο κάξηπξαο ηεο ηξνπνπνίεζεο θαη εκθαλίδνληαη σο κία 

εληαία δψλε ζηελ πεξηνρή ησλ 50 kDa.   
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Η πολσγλοσηαμσλίωζη ηων πρωηεϊνών ProTα και ParaT 

     Oη ρηκαηξηθέο πξσηεΐλεο GFP-ProTα θαη GFP-ParaT εθθξάζηεθαλ ζε θχηηαξα ΖΔΚ293 

παξνπζία ηεο ελεξγήο ή αλελεξγήο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4. Όπσο θαη ζηελ πεξίπησζε ηεο 

GFP-SET, σο κάξηπξεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη ηνπκπνπιίλεο α θαη β θαζψο θαη ε πξσηεΐλε GFP 

παξνπζία ηεο ελεξγήο TTLL4. Αληίζηνηρα, ε αλίρλεπζε ησλ πνιπγινπηακπιησκέλσλ πξσηετλψλ 

έγηλε κε ην εηδηθφ γηα ηελ ηξνπνπνίεζε αληίζσκα GT335 ελψ ηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ ελ ιφγσ 

πξσηετλψλ αλαιχζεθαλ κε αληίζσκα έλαληη ηεο GFP. 

     Δηδηθφηεξα, φηαλ εθθξάζηεθε κφλν ε ελεξγή πνιπγινπηακπιάζε TTLL4, ην αληίζσκα 

GT335 αλίρλεπζε ηελ πνιπγινπηακπιησκέλε ηνπκπνπιίλε, φπσο αλακελφηαλ (Δηθφλα 10, 

δηαδξνκή 2). Όηαλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζπλδπαζηηθή έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο GFP θαη ηεο 

ελεξγήο TTLL4, ην GT335 αλαγλψξηζε κφλν ηελ πνιπγινπηακπιησκέλε ηνπκπνπιίλε (δηαδξνκή 

1). Ωζηφζν, φηαλ εθθξάζηεθε ε GFP-ProTα παξνπζία ηεο ελεξγήο TTLL4, ην GT335 αλίρλεπζε 

δχν πξσηετληθέο δψλεο (δηαδξνκή 3). Ζ κία δψλε αληηζηνηρεί ζηελ πνιπγινπηακπιησκέλε 

ηνπκπνπιίλε θαη ε δεχηεξε ζηελ πνιπγινπηακπιησκέλε GFP-ProTα. Αληίζεηα, φηαλ ζηα 

θχηηαξα εθθξάζηεθε ε GFP-ProTα παξνπζία ηεο αλελεξγήο TTLL4, ην GT335 δελ αλαγλψξηζε 

θακία πξσηεΐλε (δηαδξνκή 4). Σα επίπεδα έθθξαζεο ηεο GFP-ProTα φπσο αληρλεχζεθαλ κε ην 

anti-GFP αληίζσκα είλαη παξφκνηα παξνπζία είηε ηνπ ελεξγνχ είηε ηνπ αλελεξγνχ ελδχκνπ. Απφ 

ηα παξαπάλσ ππνδεηθλχεηαη φηη ε πξνζπκνζίλε α ηξνπνπνηείηαη κεηα-κεηαθξαζηηθά κέζσ 

πνιπγινπηακπιίσζεο. Σα ίδηα απνηειέζκαηα πξνέθπςαλ φηαλ εθθξάζηεθε ε GFP-ParaT 

παξνπζία ηεο ελεξγήο TTLL4 (Δηθφλα 10, δηαδξνκή 5). Δπνκέλσο, ηφζν ε πξνζπκνζίλε α φζν 

θαη ε παξαζπκνζίλε απνηεινχλ ππφζηξσκα ηεο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4. 
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Δηθόλα 10: Αλίρλεπζε πνιπγινπηακπιίωζεο ηωλ πξωηεϊλώλ πξνζπκνζίλε α θαη 

παξαζπκνζίλε. ΢ε θχηηαξα ΖΔΚ293 εθθξάζηεθαλ ε GFP πξσηεΐλε παξνπζία ηεο ελεξγήο 

πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4 (δηαδξνκή 1), ε ελεξγή TTLL4 (δηαδξνκή 2), ε GFP-ProTα παξνπζία ηεο 

ελεξγήο ή αλελεξγήο TTLL4 (δηαδξνκέο 3, 4) θαη ε GFP-ParaT παξνπζία ηεο ελεξγήο ή αλελεξγήο 

TTLL4 (δηαδξνκέο 5, 6). Σα θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα ζπιιέρζεθαλ 24 ψξεο κεηά ηε δηακφιπλζε θαη νη 

πξσηεΐλεο αλαιχζεθαλ κε αλνζναπνηχπσζε θαηά Western. Ζ πνιπγινπηακπιίσζε ειέγρζεθε κε ην 

αληίζσκα GT335 θαη ε έθθξαζε ησλ πξσηετλψλ κε αληίζσκα έλαληη ηεο GFP πξσηεΐλεο. Οη 

ηνπκπνπιίλεο α θαη β απνηεινχλ ζεηηθφ κάξηπξα ηεο ηξνπνπνίεζεο. 

 

4.2   Σαπηνπνίεζε απηόλνκωλ πεξηνρώλ πνιπγινπηακπιίωζεο 

     Όπσο αλαθέξζεθε θαη παξαπάλσ, νη πξσηεΐλεο SET, πξνζπκνζίλε α θαη παξαζπκνζίλε 

πεξηιακβάλνπλ πεξηνρέο πινχζηεο ζε γινπηακηθά θαηάινηπα. Όζνλ αθνξά ηηο πξσηείλεο ProTα 

θαη ParaT, νη πνιπ-Δ πεξηνρέο εληνπίδνληαη ζην θεληξηθφ ηκήκα ησλ αιιεινπρηψλ ηνπο ελψ 

ζηελ πεξίπησζε ηεο SET ζην θαξβνμπηειηθφ άθξν.  

     ΢ηελ παξνχζα εξγαζία, έγηλε πξνζπάζεηα πξνζδηνξηζκνχ απηφλνκσλ πεξηνρψλ 

πνιπγινπηακπιίσζεο ζε θαζεκία πξσηεΐλε ψζηε λα δηαπηζησζεί εάλ νη ελ ιφγσ πεξηνρέο 

αλαγλσξίδνληαη απφ ηελ πνιπγινπηακπιάζε TTLL4 θαη ζπληζηνχλ ζέζεηο ηξνπνπνίεζεο. 

Δπηπιένλ, δηεξεπλήζεθε εάλ γηα ηελ αληίδξαζε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο απαηηείηαη ην ζχλνιν 

ησλ πεξηνρψλ απηψλ ή επηκέξνπο ηκήκαηά ηνπο. Πξνθεηκέλνπ λα απαληεζνχλ ηα εξσηήκαηα 

απηά, δεκηνπξγήζεθαλ ρηκαηξηθέο θαηαζθεπέο απνηεινχκελεο απφ ηκήκαηα ησλ αιιεινπρηψλ 

ησλ SET, ProTα θαη ParaT ζπδεπγκέλα κε ηελ GFP πξσηεΐλε. 
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    4.2.1   Πεξηνρέο πνιπγινπηακπιίωζεο ζηελ SET   

      Ζ πξσηεΐλε SET απνηειείηαη απφ 277 ακηλνμηθά θαηάινηπα. Σα φμηλα ακηλνμέα (ακηλνμέα 

226-277) ζπγθεληξψλνληαη ζηελ θαξβνμπηειηθή πεξηνρή ελψ ζην θέληξν ηνπ κνξίνπ εληνπίδεηαη 

ε NAP πεξηνρή (ακηλνμέα 97-197). Οη ρηκαηξηθέο θαηαζθεπέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ (Δηθφλα 

11) , ζρεδηάζηεθαλ έηζη ψζηε: 

1) λα απνπζηάδεη ε φμηλε πεξηνρή (GFP-SET1-210), 

2) λα απνπζηάδεη ε NAP πεξηνρή (GFP-SETΓ97-197),   

3) λα εθθξάδεηαη κφλν ην ακηλνηειηθφ ηκήκα (GFP-SET1-97). 

     Οη θαηαζθεπέο απηέο ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηε δηακφιπλζε θπηηάξσλ ΖΔΚ293 ζε 

ζπλδπαζκφ κε ηελ ελεξγή ή αλελεξγή πνιπγινπηακπιάζε TTLL4. Γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο 

πνιπγινπηακπιίσζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ην αληίζσκα GT335 θαη γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ ην αληίζσκα έλαληη ηεο GFP.    

 

 

 

Δηθόλα 11: ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηωλ αιιεινπρηώλ ηεο SET πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα 

ηελ θαηαζθεπή ηωλ ρηκαηξηθώλ πξωηεϊλώλ. Ζ πιήξεο αιιεινπρία ηεο SET απνηειείηαη απφ 277 

ακηλνμέα (NP_003002.2). Οη ρηκαηξηθέο θαηαζθεπέο πεξηιακβάλνπλ ηελ GFP πξσηεΐλε ζπδεπγκέλε κε 

ηκήκαηα ηεο SET: SET1-97, SET1-210 θαη SETΓ97-197. 
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     Αξρηθά, ρξεζηκνπνηήζεθε ε θαηαζθεπή GFP-SET1-97 ε νπνία εθθξάζηεθε παξνπζία ηεο 

ελεξγήο ή αλελεξγήο TTLL4 (Δηθφλα 12, δηαδξνκέο 4, 5) θαη ηα επίπεδα έθθξαζήο ηεο 

ειέρζεζαλ κε ην anti-GFP αληίζσκα. Όπσο δηαπηζηψζεθε, ε GFP-SET1-97 (δηαδξνκέο 4, 5)  

εθθξάζηεθε ζε αληίζηνηρα επίπεδα κε ηε GFP-SET (δηαδξνκέο 2, 3) θαη ηελ πξσηεΐλε GFP 

(δηαδξνκή 1). Απφ ηε ρξήζε ηνπ αληηζψκαηνο GT335, θάλεθε φηη παξνπζία ηνπ ελεξγνχ 

ελδχκνπ ε GFP-SET1-97 δελ πνιπγινπηακπιηψλεηαη (δηαδξνκή 4) ελψ αληίζεηε ήηαλ ε εηθφλα ηεο  

GFP-SET παξνπζία ηεο ελεξγήο TTLL4 (δηαδξνκή 2). Δπνκέλσο, ε ακηλνμηθή πεξηνρή 1-97 ηεο 

SET δελ απνηειεί θαηάιιειν ππφζηξσκα πνιπγινπηακπιίσζεο. Σν απνηέιεζκα απηφ ζπλάδεη 

κε ηελ απνπζία φμηλσλ πεξηνρψλ απφ ην ζπγθεθξηκέλν (ακηλνηειηθφ) ηκήκα ηεο πξσηεΐλεο. 

Παξάιιεια, επηβεβαηψλεηαη φηη νη πεξηνρέο-ζηφρνη ηεο TTLL4 εληνπίδνληαη ζην θεληξηθφ θαη 

θαξβνμπηειηθφ ηκήκα ηεο SET (ακηλνμέα 98-277). 

 

 

Δηθόλα 12: Οη ζέζεηο πνιπγινπηακπιίωζεο ηεο SET πεξηιακβάλνληαη κεηαμύ ηωλ 

ακηλνμηθώλ θαηαινίπωλ 98-277. ΢ε θχηηαξα ΖΔΚ293 εθθξάζηεθαλ ε GFP πξσηεΐλε παξνπζία ηεο 

ελεξγήο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4 (δηαδξνκή 1), ε GFP-SEΣ παξνπζία ηεο ελεξγήο ή αλελεξγήο 

TTLL4 (δηαδξνκέο 2, 3) θαη ε GFP-SET1-97 παξνπζία ηνπ ελεξγνχ ή αλελεξγνχ ελδχκνπ (δηαδξνκέο 4, 5). 

Γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ην αληίζσκα GT335 ελψ ηα επίπεδα 

έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ ειέρζεζαλ κε αληίζσκα έλαληη ηεο GFP. 
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     Καηφπηλ, ν πξνζδηνξηζκφο ησλ πεξηνρψλ πνιπγινπηακπιίσζεο επηθεληξψζεθε ζε δχν 

βαζηθέο πεξηνρέο. Ζ κία αθνξά ηελ θεληξηθή NAP πεξηνρή θαη ε δεχηεξε ηελ φμηλε πεξηνρή ηνπ  

θαξβνμπηειηθνχ άθξνπ. Δηδηθφηεξα, ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη θαηαζθεπέο GFP-SET1-210 απφ ηελ  

νπνία απνπζηάδεη ην θαξβνμπηειηθφ ηκήκα θαζψο θαη ε GFP-SETΓ97-197 απφ ηελ νπνία 

απνπζηάδεη ε πεξηνρή NAP. ΢ε ζπκθσλία κε φια ηα παξαπάλσ πεηξάκαηα, νη ρηκαηξηθέο 

θαηαζθεπέο εθθξάζηεθαλ παξνπζία ηεο ελεξγήο ή αλελεξγήο TTLL4 ελψ σο κάξηπξεο 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ε GFP πξσηεΐλε θαη ε GFP-SET  (Δηθφλα 13).  

     Αξρηθά, φηαλ εθθξάζηεθε ε GFP-SET1-210 παξνπζία ηεο ελεξγήο TTLL4, ην GT335 

αλαγλψξηζε κφλν ηελ πνιπγινπηακπιησκέλε ηνπκπνπιίλε α θαη β (δηαδξνκή 4). Άξα, φηαλ 

απνπζηάδεη ε φμηλε αιιά δηαηεξείηαη ε NAP πεξηνρή, ε πξσηεΐλε ράλεη ηελ ηθαλφηεηά ηεο λα 

πνιπγινπηακπιηψλεηαη. Σν ίδην αξλεηηθφ απνηέιεζκα πξνέθπςε φηαλ εθθξάζηεθε ε  GFP-

SETΓ97-197  παξνπζία ηνπ ελεξγνχ ελδχκνπ (δηαδξνκή 6) δειαδή αλ απνπζηάδεη ε NAP πεξηνρή 

αιιά δηαηεξείηαη ε φμηλε , ε πξσηεΐλε αδπλαηεί λα ηξνπνπνηεζεί. Ωο εθ ηνχηνπ, ηφζν ε GFP-

SET1-210 φζν θαη ε GFP-SETΓ97-197  δελ απνηεινχλ ζηφρν ηεο ηξνπνπνίεζεο. Αληίζεηα, ε GFP-

SET αληρλεχζεθε πνιπγινπηακπιησκέλε παξνπζία ηεο ελεξγήο TTLL4, φπσο αλακελφηαλ 

(δηαδξνκή 2). ΢πλνςίδνληαο, απφ ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα πξνθχπηεη φηη γηα ηελ 

πνιπγινπηακπιίσζε ηεο πξσηεΐλεο SET, απαηηείηαη ν ζπλδπαζκφο ηεο NAP πεξηνρήο θαη ηνπ 

φμηλνπ, πνιπ-Δ ηκήκαηνο.  

       

 

Δηθόλα 13: Σαπηνπνίεζε ηωλ πεξηνρώλ ηεο SET πνπ είλαη απαξαίηεηεο γηα ηελ 

πνιπγινπηακπιίωζε. ΢ε θχηηαξα ΖΔΚ293 εθθξάζηεθαλ ε GFP πξσηεΐλε παξνπζία ηεο ελεξγήο 
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πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4 (δηαδξνκή 1), ε GFP-SEΣ παξνπζία ηεο ελεξγήο ή αλελεξγήο TTLL4 

(δηαδξνκέο 2, 3), ε GFP-SET1-210 θαη ε GFP-SETΓ97-197 παξνπζία ηεο ελεξγήο ή αλελεξγήο TTLL4 

(δηαδξνκέο 4, 5 θαη 6,7 αληίζηνηρα). Σα θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα αλαιχζεθαλ κε αλνζναπνηχπσζε θαηά 

Western. Γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ην αληίζσκα GT335 ελψ ηα 

επίπεδα έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ ειέρζεζαλ κε αληίζσκα έλαληη ηεο GFP. Ζ GFP-SET θαη νη 

ηνπκπνπιίλεο α θαη β ιεηηνπξγνχλ σο ζεηηθνί κάξηπξεο ηεο ηξνπνπνίεζεο.   

 

 

Δηθόλα 14: Οη επηκέξνπο πεξηνρέο ηεο SEΣ θαη ε ζπκκεηνρή ηνπο ζηελ 

πνιπγινπηακπιίωζε. ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ δνκηθψλ πεξηνρψλ ηεο SEΣ: ακηλνηειηθή πεξηνρή: 

ακηλνμέα 1-97, NAP πεξηνρή: ακηλνμέα 97-197 θαη θαξβνμπηειηθή πεξηνρή: ακηλνμέα 198-277. 

 

 

4.2.2   Πεξηνρέο πνιπγινπηακπιίωζεο ζηελ πξνζπκνζίλε α 

     Δπφκελν βήκα ζηελ παξνχζα εξγαζία ήηαλ ε δηεξεχλεζε ηεο κεηα-κεηαθξαζηηθήο 

πξνζζήθεο γινπηακηθνχ ζηηο πξσηεΐλεο πξνζπκνζίλε α θαη παξαζπκνζίλε. Δλψ ζηελ πεξίπησζε 

ηεο SET νη πνιπ-Δ πεξηνρέο ζπγθεληξψλνληαη ζην θαξβνμπηειηθφ ηεο άθξν, ζηηο πξσηεΐλεο 

ProTα θαη ParaT απνηεινχλ ηκήκαηα ηεο θεληξηθήο ακηλνμηθήο πεξηνρήο. Δηδηθφηεξα, ε 

πξνζπκνζίλε α απνηειείηαη απφ 112 ακηλνμέα, εθ ησλ νπνίσλ νη ζέζεηο 1-40 απνηεινχλ ην 
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ακηλνηειηθφ ηεο ηκήκα ελψ ε φμηλε πεξηνρή βξίζθεηαη κεηαμχ ησλ θαηαινίπσλ 53-84. Οη 

ρηκαηξηθέο θαηαζθεπέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ (Δηθφλα 15), ζρεδηάζηεθαλ έηζη ψζηε: 

1) λα ππάξρεη κφλν ε ακηλνηειηθή πεξηνρή (GFP-ProTα1-40), 

2) λα απνπζηάδεη ε ακηλνηειηθή πεξηνρή (GFP-ProTα41-112), 

3) λα απνπζηάδεη ε φμηλε πεξηνρή (GFP-ProTαΓ53-84), 

4) λα εθθξάδεηαη ην ακηλνηειηθφ ή ην θαξβνμπηειηθφ άθξν κε επηκέξνπο ηκήκαηα ηεο φμηλεο 

πεξηνρήο (GFP-ProTα1-61, GFP-ProTα1-70, GFP-ProTα71-112).  

     Οη θαηαζθεπέο απηέο ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηε δηακφιπλζε θπηηάξσλ ΖΔΚ293 ζε 

ζπλδπαζκφ κε ηελ ελεξγή ή αλελεξγή κνξθή ηεο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4. Σα εθρπιίζκαηα 

αλαιχζεθαλ κε αλνζναπνηχπσζε θαηά Western, ζηελ νπνία ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα αληηζψκαηα: 

α) GT335 γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο θαη β) anti-GFP γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

ηεο πξσηετληθήο έθθξαζεο. 

 

 

Δηθόλα 15: ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηωλ αιιεινπρηώλ ηεο πξνζπκνζίλεο α πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ θαηαζθεπή ηωλ ρηκαηξηθώλ πξωηεϊλώλ. Ζ πιήξεο αιιεινπρία ηεο 

ProTα απνηειείηαη απφ 112 ακηλνμέα (ΝP_068508.1). Οη ρηκαηξηθέο θαηαζθεπέο πεξηιακβάλνπλ ηελ GFP 

πξσηεΐλε ζπδεπγκέλε κε ηκήκαηα ηεο ProTα: ProTα1-40, ProTα41-112, ProTα1-61, ProTα1-70, ProTαΓ53-84 θαη 

ProTα71-112 . 

 

     Αξρηθά, εθθξάζηεθαλ νη GFP-ProTα1-40, GFP-ProTα41-112 θαη GFP-ProTα, παξνπζία ηεο 

ελεξγήο ή αλελεξγήο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4 (Δηθφλα 16). Αλαθνξηθά κε ηε ρηκαηξηθή 

πξσηεΐλε GFP-ProTα1-40 παξνπζία ηεο ελεξγήο TTLL4, βξέζεθε φηη κφλν ε ηνπκπνπιίλε θέξεη  

πξνζζήθε γινπηακηθψλ (δηαδξνκή 1). Ωζηφζν, φηαλ εθθξάζηεθε ε GFP-ProTα41-112 παξνπζία 

ηεο ελεξγήο TTLL4, ην GT335 αλίρλεπζε δχν πξσηετληθέο δψλεο νη νπνίεο αληηζηνηρνχλ ζηηο 

πνιπγινπηακπιησκέλεο πξσηεΐλεο ηνπκπνπιίλε θαη GFP-ProTα41-112 (δηαδξνκή 4). Ζ αλίρλεπζε 
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πνιπγινπηακπιίσζεο ηεο GFP-ProTα παξνπζία ηνπ ελεξγνχ ελδχκνπ, ρξεζίκεπζε σο ζεηηθφο 

κάξηπξαο ηεο ηξνπνπνίεζεο (δηαδξνκή 6). Σα επίπεδα ηεο πνιπγινπηακπιησκέλεο 

ηνπκπνπιίλεο πνπ αληρλεχζεθαλ φηαλ ζηα θχηηαξα εθθξάζηεθε ε αλελεξγή TTLL4 (δηαδξνκέο 

1, 3, 5) νθείινληαη ζηελ παξνπζία κηθξψλ πνζνηήησλ ελδνγελψλ πνιπγινπηακπιαζψλ. Σα 

απνηειέζκαηα απηά ππνδεηθλχνπλ φηη ε πεξηνρή ηεο πξνζπκνζίλεο α πνπ απαηηείηαη γηα ηελ 

πνιπγινπηακπιίσζή ηεο βξίζθεηαη κεηαμχ ησλ ακηλνμηθψλ θαηαινίπσλ 41-112. 

 

 

 

Δηθόλα 16: Οη ζέζεηο πνιπγινπηακπιίωζεο ηεο πξνζπκνζίλεο α πεξηιακβάλνληαη κεηαμύ 

ηωλ ακηλνμηθώλ θαηαινίπωλ 41-112. ΢ε θχηηαξα ΖΔΚ293 εθθξάζηεθαλ παξνπζία ηεο ελεξγήο ε 

αλελεξγήο TTLL4, νη πξσηεΐλεο GFP-ProTα1-40 (δηαδξνκέο 1, 2), GFP-ProTα41-112 (δηαδξνκέο 3, 4) θαη 

GFP-ProTα (δηαδξνκέο 5, 6). Γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ην αληίζσκα 

GT335. Σα επίπεδα έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ ειέρζεζαλ κε αληίζσκα έλαληη ηεο GFP. Οη ηνπκπνπιίλεο 

α θαη β απνηεινχλ ζεηηθνχο κάξηπξεο ηεο ηξνπνπνίεζεο.  

 

     Καηφπηλ, εμεηάζηεθε εάλ ε φμηλε πεξηνρή ηεο ProTα (ακηλνμέα 53-84) πνπ πεξηιακβάλεηαη 

ζηελ ρηκαηξηθή πξσηεΐλε GFP-ProTα 41-112 είλαη απηή πνπ ηξνπνπνηείηαη (Δηθφλα 17). Γηα ην 

ζθνπφ απηφ, ε GFP-ProTα Γ53-84 απφ ηελ νπνία απνπζηάδεη ε φμηλε πεξηνρή εθθξάζηεθε ζε 

θχηηαξα παξνπζία ηεο αλελεξγήο ή ελεξγήο TTLL4 (Δηθφλα 17, δηαδξνκέο 4, 5). Ωο αξλεηηθφο 
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κάξηπξαο ρξεζηκνπνηήζεθε ε πξσηεΐλε GFP (δηαδξνκή 1) θαη σο ζεηηθφο ε GFP-ProTα 

(δηαδξνκέο 2, 3). Σα απνηειέζκαηά καο έδεημαλ φηη ε GFP-ProTαΓ53-84 δελ 

πνιπγινπηακπιηψλεηαη εθφζνλ ην GT335 δελ αλαγλψξηζε θακία πξσηεΐλε πέξαλ ηεο 

ηνπκπνπιίλεο  παξνπζία ηνπ ελεξγνχ ελδχκνπ (δηαδξνκή 5). Παξνπζία ηνπ αλελεξγνχ ελδχκνπ 

ην GT335 αλίρλεπζε ρακειά επίπεδα ηνπκπνπιίλεο ιφγσ ησλ ελδνγελψλ πνιπγινπηακπιαζψλ 

(δηαδξνκή 4). Σα απνηειέζκαηα απηά ππνδεηθλχνπλ φηη ε φμηλε πεξηνρή (ακηλνμέα 53-84) 

πεξηιακβάλεη ζέζεηο πνπ αλαγλσξίδνληαη απφ ηελ πνιπγινπηακπιάζε.  

 

 

Δηθόλα 17: Ζ όμηλε πεξηνρή ηεο πξνζπκνζίλεο α απνηειεί ππόζηξωκα 

πνιπγινπηακπιίωζεο. ΢ε θχηηαξα ΖΔΚ293 εθθξάζηεθαλ ε GFP πξσηεΐλε παξνπζία ηεο ελεξγήο 

πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4 (δηαδξνκή 1), ε GFP-ProTα θαη ε GFP-ProTαΓ53-84 παξνπζία ηεο αλελεξγήο 

ή ελεξγήο TTLL4 (δηαδξνκέο 2, 3 θαη 4,5). Γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο 

ρξεζηκνπνηήζεθε ην αληίζσκα GT335. Ζ έθθξαζε ησλ πξσηετλψλ ειέγρζεθε κε αληίζσκα έλαληη ηεο 

GFP.  
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    Δθφζνλ δηαπηζηψζεθε φηη ε πνιπ-Δ πεξηνρή 53-84 απαηηείηαη γηα ηελ πνιπγινπηακπιίσζε ηεο 

πξνζπκνζίλεο α, εμεηάζηεθε εάλ ε ηξνπνπνίεζε εληνπίδεηαη ζε επηκέξνπο ηκήκα ηεο πεξηνρήο 

απηήο. Ζ φμηλε πεξηνρή πεξηιακβάλεη ηξεηο ππνπεξηνρέο κε δηαδνρηθά γινπηακηθά θαηάινηπα 

(
53

VDEEEEEGG
61

, 
53

VDEEEEEGGEEEEEEG
70

 θαη 
71

DGEEEDGDEDEEAE
112

). ΢ηα πιαίζηα 

πεξαηηέξσ αλάιπζεο ηεο ελ ιφγσ πεξηνρήο, ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη παξαθάησ ρηκαηξηθέο 

θαηαζθεπέο πνπ απεηθνλίδνληαη ζρεκαηηθά ζηελ Δηθφλα 18:  

α) GFP-ProTα 1-61, ακηλνμέα 
53

VDEEEEEGG
61

 

β) GFP-ProTα 1-70, ακηλνμέα  
53

VDEEEEEGGEEEEEEG
70 

γ) GFP-ProTα 71-112, ακηλνμέα 
71

DGEEEDGDEDEEAE
112

. 

 

 

Δηθόλα 18: ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηωλ ηκεκάηωλ ηεο όμηλεο πεξηνρήο ηεο πξνζπκνζίλεο α 

πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ αληίδξαζε  πνιπγινπηακπιίωζεο.  

 

 

     Πην ζπγθεθξηκέλα, φηαλ εθθξάζηεθαλ νη παξαπάλσ ρηκαηξηθέο πξσηεΐλεο (GFP-ProTα1-61, 

GFP-ProTα1-70 θαη ε GFP-ProTα71-112) παξνπζία ηεο ελεξγήο TTLL4 (δηαδξνκέο 4, 6, 8) ην 

αληίζσκα ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο αλίρλεπζε ηελ χπαξμε ηξνπνπνίεζεο κφλν ζηελ πεξίπησζε 

ηεο GFP-ProTα1-70 (δηαδξνκή 6). ΢πλεπψο, ε ζπγθεθξηκέλε πεξηνρή ηεο πξσηεΐλεο απνηειεί 

ππφζηξσκα ηεο πνιπγινπηακπιάζεο. Απφ ηελ αλάιπζε ησλ ππνπεξηνρψλ πξνέθπςε φηη ε 

αιιεινπρία 
53

VDEEEEEGG
61 

δελ επαξθεί γηα ηελ ηξνπνπνίεζε ηεο πξνζπκνζίλεο α. 
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Απαηηνχληαη επηπιένλ ηα ακηλνμηθά θαηάινηπα 
62

EEEEEEG
70 

ψζηε ε πξσηεΐλε λα 

πνιπγινπηακπιησζεί. Δπίζεο, ε πεξηνρή 
71

DGEEEDGDEDEEAE
112

 δελ πθίζηαηαη 

ηξνπνπνίεζε. Σα απνηειέζκαηα απηά παξνπζηάδνληαη ζπλνπηηθά ζηελ Δηθφλα 20.   

 

 

Δηθόλα 19: Σα ακηλνμέα 62-70 ηεο όμηλεο πεξηνρήο ηεο πξνζπκνζίλεο α πεξηιακβάλνπλ ηηο 

ζέζεηο ηξνπνπνίεζεο από ηελ πνιπγινπηακπιάζε TTLL4. ΢ε θχηηαξα ΖΔΚ293 εθθξάζηεθαλ ε 

GFP πξσηεΐλε παξνπζία ηεο ελεξγήο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4 (δηαδξνκή 1),  θαη νη πξσηεΐλεο GFP-

ProTα  (δηαδξνκέο 2, 3), GFP-ProTα1-61 (δηαδξνκέο 4, 5), GFP-ProTα1-70  (δηαδξνκέο 6, 7)  θαη  GFP-

ProTα71-11(δηαδξνκέο 8, 9) παξνπζία ηεο ελεξγήο ή αλελεξγήο TTLL4. Γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο 

πνιπγινπηακπιίσζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ην αληίζσκα GT335. Ζ έθθξαζε ησλ πξσηετλψλ ειέγρζεθε κε 

αληίζσκα έλαληη ηεο GFP. Οη ηνπκπνπιίλεο α θαη β, απνηεινχλ ζεηηθνχο κάξηπξεο ηεο ηξνπνπνίεζεο.  
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Δηθόλα 20: Οη επηκέξνπο πεξηνρέο ηεο πξνζπκνζίλεο α θαη ε ζπκκεηνρή ηνπο ζηελ 

πνιπγινπηακπιίωζε. Απεηθνλίδνληαη ζρεκαηηθά νη δνκηθέο πεξηνρέο ηεο ProTα: ακηλνηειηθή 

πεξηνρή: ακηλνμέα 1-40 , θεληξηθή κε όμηλε πεξηνρή: ακηλνμέα 41-52, θεληξηθή όμηλε πεξηνρή: 

ακηλνμέα 53-84  θαη θαξβνμπηειηθή πεξηνρή: ακηλνμέα 85-112.    

 

 

4.2.3   Πεξηνρέο πνιπγινπηακπιίωζεο ζηελ παξαζπκνζίλε 

     Ζ κειέηε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο ζπλερίζηεθε κε ηελ πξσηεΐλε παξαζπκνζίλε. Πξφθεηηαη 

γηα έλα ηδηαίηεξα φμηλo κφξην, πνπ εκθαλίδεη πςειή νκνινγία κε ηελ πξνζπκνζίλε α θαη 

πεξηιακβάλεη ηελ φμηλε πεξηνρή ζην θέληξν ηνπ κνξίνπ ηνπ. Πην ζπγθεθξηκέλα, ε παξαζπκνζίλε 

απνηειείηαη απφ 102 ακηλνμέα, ην ακηλνηειηθφ ηκήκα ηεο εληνπίδεηαη ζηηο ζέζεηο 1-38 θαη ε 

φμηλε πεξηνρή κεηαμχ ησλ θαηαινίπσλ 36-77. Οη ρηκαηξηθέο θαηαζθεπέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

γηα ηελ αληίδξαζε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο (Δηθφλα 21), ζρεδηάζηεθαλ έηζη ψζηε: 
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1) λα απνπζηάδεη ε ακηλνηειηθή πεξηνρή (GFP-ParaΣ39-102) 

2) λα ππάξρεη απνθιεηζηηθά ε φμηλε πεξηνρή (GFP-ParaΣ36-77) 

3) λα εθθξάδεηαη ην ακηλνηειηθφ άθξν κε ηκήκα ηεο φμηλεο πεξηνρήο (GFP-ParaΣ1-53) ή ην 

θαξβνμπηειηθφ άθξν κε έλα δηαθνξεηηθφ ηκήκα ηεο φμηλεο πεξηνρήο (GFP-ParaΣ54-102).  

 

 

 

Δηθόλα 21: ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηωλ αιιεινπρηώλ ηεο παξαζπκνζίλεο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ θαηαζθεπή ηωλ ρηκαηξηθώλ πξωηεϊλώλ. Ζ πιήξεο αιιεινπρία ηεο 

ParaT απνηειείηαη απφ 102 ακηλνμέα (ΑΑΑ61185.1). Οη ρηκαηξηθέο θαηαζθεπέο πεξηιακβάλνπλ ηελ GFP 

πξσηεΐλε ζπδεπγκέλε κε ηκήκαηα ηεο ParaT : ParaT1-53, ParaT54-102, ParaT39-102 θαη ParaT36-77.  

 

     Έπεηηα απφ ζπλδηακφιπλζε ησλ πιαζκηδηαθψλ θνξέσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ ηελ GFP-ParaΣ39-

102  θαη ηελ ελεξγή TTLL4, ην αληίζσκα GT335 αλαγλψξηζε ηελ πνιπγινπηακπιησκέλε GFP-

ParaΣ39-102 (δηαδξνκή 4). ΢ηελ πεξίπησζε έθθξαζεο ηεο GFP-ParaΣ παξνπζία ηνπ ελεξγνχ 

ελδχκνπ, ην GT335 αλίρλεπζε φπσο αλακελφηαλ ηηο πνιπγινπηακπιησκέλεο πξσηεΐλεο 

ηνπκπνπιίλε θαη GFP-ParaΣ (δηαδξνκή 2). Παξνπζία ηεο αλελεξγήο TTLL4, δελ αληρλεχζεθε  ε 

πξνζζήθε γινπηακηθψλ ζε θαλέλα απφ απηά ηα ππνζηξψκαηα (δηαδξνκέο 3, 5). Σν απνηέιεζκα 

απηφ ππνδεηθλχεη φηη νη πεξηνρέο πνπ ηξνπνπνηνχληαη εληνπίδνληαη κεηαμχ ησλ ακηλνμηθψλ 

θαηαινίπσλ 39 εψο 102.  
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Δηθόλα 22: Oη ζέζεηο πνιπγινπηακπιίωζεο ηεο παξαζπκνζίλεο πεξηιακβάλνληαη κεηαμύ 

ηωλ ακηλνμηθώλ θαηαινίπωλ 39-102. ΢ε θχηηαξα ΖΔΚ293 εθθξάζηεθαλ νη πξσηεΐλεο GFP 

παξνπζία ηεο ελεξγήο TTLL4 (δηαδξνκή 1), GFP-ParaΣ (δηαδξνκέο 2, 3) θαη ε GFP-ParaΣ39-102 

(δηαδξνκέο 4, 5) παξνπζία ηεο ελεξγήο ή αλελεξγήο TTLL4. Ζ πνιπγινπηακπιίσζε αληρλεχζεθε κε ην 

αληίζσκα GT335 ελψ ηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ ειέρζεζαλ κε αληίζσκα έλαληη ηεο GFP. Οη 

ηνπκπνπιίλεο α θαη β, απνηεινχλ ζεηηθνχο κάξηπξεο ηεο ηξνπνπνίεζεο.  

 

         Ζ ακηλνμηθή πεξηνρή ηεο ParaT (ακηλνμέα 39-102) ε νπνία εκπιέθεηαη ζηελ ηξνπνπνίεζε 

πεξηιακβάλεη ηελ πνιπ-Δ πεξηνρή. Ζ πεξηνρή απηή εληνπίδεηαη ζηα ακηλνμέα 36-77 θαη 

απνηειείηαη απφ δχν επηκέξνπο ηκήκαηα δηαδνρηθψλ γινπηακηθψλ θαηαινίπσλ (
36

VVEEEENG- 

AEEEEEETAE
53

 θαη 
54

DGEEEDEEEEEEDDEGPA
77

). Γηα λα δηεξεπλεζεί εάλ νη δχν απηέο 

ππνπεξηνρέο πεξηέρνπλ ζέζεηο-ζηφρνπο ηεο ηξνπνπνίεζεο, ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη παξαθάησ 

ρηκαηξηθέο θαηαζθεπέο πνπ απεηθνλίδνληαη ζρεκαηηθά ζηελ Δηθφλα 23:  

α) GFP- ParaT36-77, ακηλνμέα 
36

VVEEEENGAEEEEEETAEDGEEEDEEEEEEDDEGPA
77

 

β) GFP- ParaT1-53, ακηλνμέα 
36

VVEEEENGAEEEEEETAE
53

   

γ) GFP- ParaT54-102, ακηλνμέα 
54

DGEEEDEEEEEEDDEGPA
77

. 
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Δηθόλα 23: ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηωλ ηκεκάηωλ ηεο όμηλεο πεξηνρήο ηεο παξαζπκνζίλεο  

πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ αληίδξαζε πνιπγινπηακπιίωζεο.  

 

 

     Όπσο θαίλεηαη ζηελ Δηθφλα 24, φηαλ εθθξάζηεθαλ νη GFP-ParaΣ39-102,  ParaΣ1-53,  GFP-

ParaΣ54-102 θαη ε GFP-ParaΣ36-77 παξνπζία ηεο ελεξγήο TTLL4 (δηαδξνκέο 1, 2, 4, 6), ην 

αληίζσκα GT335 αλίρλεπζε ηελ πνιπγινπηακπιίσζε ζηελ πεξηνρή 39-102 (δηαδξνκή 1) θαη 

ζηελ πεξηνρή 36-77 ηεο παξαζπκνζίλεο (δηαδξνκή 6). Αληίζεηα, παξνπζία ηεο αλελεξγήο 

TTLL4 νη δψλεο πνπ αληηζηνηρνχλ ζηηο ζπγθεθξηκέλεο πξσηεΐλεο δελ αληρλεχζεθαλ (δηαδξνκέο 

3, 5, 7). ΢πλεπψο ε  ParaΣ1-53 δελ κπνξεί λα πνιπγινπηακπιησζεί, δειαδή ηα ακηλνμέα 

36
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53 
ηεο φμηλεο πεξηνρήο δελ επαξθνχλ γηα ηελ ηξνπνπνίεζε. 

Οκνίσο ζπκβαίλεη θαη κε ηελ ακηλνμηθή αιιεινπρία 
54
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πνπ 

πεξηέρεηαη ζηελ GFP-ParaΣ54-102 . Σα δεδνκέλα απηά ππνδεηθλχνπλ φηη νη ζέζεηο αλαγλψξηζεο 

ηεο πνιπγινπηακπιάζεο βξίζθνληαη κεηαμχ ησλ θαηαινίπσλ 36 έσο 77.  
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Δηθόλα 24: Σα ακηλνμέα 36-77 ηεο όμηλεο πεξηνρήο ηεο παξαζπκνζίλεο πεξηιακβάλνπλ ηηο 

ζέζεηο ηξνπνπνίεζεο από ηελ πνιπγινπηακπιάζε TTLL4. ΢ε θχηηαξα ΖΔΚ293 εθθξάζηεθαλ νη 

GFP-ParaΣ39-102 παξνπζία ηεο ελεξγήο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4 (δηαδξνκή 1), GFP-ParaΣ1-53 

παξνπζία ηεο ελεξγήο ή αλελεξγήο  TTLL4 (δηαδξνκέο 2, 3), GFP-ParaΣ54-102 παξνπζία ηεο ελεξγήο ή 

αλελεξγήο TTLL4 (δηαδξνκέο 4, 5) θαη GFP-ParaΣ36-77 παξνπζία ηνπ ελεξγνχ ή αλελεξγνχ ελδχκνπ 

(δηαδξνκέο 6, 7). Γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ην αληίζσκα GT335. Σα 

επίπεδα έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ ειέρζεζαλ κε αληίζσκα έλαληη ηεο GFP. Ζ GFP-ParaΣ39-102 θαη νη 

ηνπκπνπιίλεο α θαη β, απνηεινχλ ζεηηθνχο κάξηπξεο ηεο ηξνπνπνίεζεο. 



Αποηειέζκαηα 

76 

 

Δηθόλα 25: Οη επηκέξνπο πεξηνρέο ηεο παξαζπκνζίλεο θαη ε ζπκκεηνρή ηνπο ζηελ 

πνιπγινπηακπιίωζε. Απεηθνλίδνληαη ζρεκαηηθά νη δνκηθέο πεξηνρέο ηεο ParaT: ακηλνηειηθή πεξηνρή: 

ακηλνμέα 1-38, όμηλε πεξηνρή: ακηλνμέα 36-77 θαη θαξβνμπηειηθή πεξηνρή: ακηλνμέα 77-102.  

 

4.3 Έιεγρνο ππνθπηηαξηθήο εληόπηζεο ηωλ πνιπγινπηακπιηωκέλωλ πξωηεϊλώλ SET,  

πξνζπκνζίλε α θαη παξαζπκνζίλε 

     Οη κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο ξπζκίδνπλ ηελ πξσηετληθή ιεηηνπξγία κέζσ 

δηαθνξεηηθψλ κεραληζκψλ. Έλαο απφ απηνχο αθνξά ζηε κεηαβνιή ηεο ππνθπηηαξηθήο ζέζεο 

ησλ πξσηετλψλ σο απνηέιεζκα ηεο ηξνπνπνίεζεο. ΢ηα πιαίζηα απηά, κειεηήζεθε ε θπηηαξηθή 

θαηαλνκή ησλ πνιπγινπηακπιησκέλσλ πξσηετλψλ SET, ProTα θαη ParaΣ.  

     Πξνθεηκέλνπ λα κειεηεζεί ε ππνθπηηαξηθή ζέζε ηεο SET, ε GFP-SET εθθξάζηεθε ζε 

θχηηαξα ΖΔΚ293 παξνπζία ηεο ελεξγήο ή αλελεξγήο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4 (Δηθφλα 

26Α). Ζ αλάιπζε κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία απνθάιπςε ηνλ ππξεληθφ εληνπηζκφ ηεο 

πξσηεΐλεο θαη ζηηο δχν πεξηπηψζεηο. ΢πλεπψο, ε πνιπγινπηακπιίσζε δελ θάλεθε λα κεηαβάιιεη 

ηελ θαηαλνκή ηεο SET κέζα ζην θχηηαξν. 

     Γηα λα ειεγρζεί ε επίδξαζε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο ζηελ ππνθπηηαξηθή ζέζε ηεο 

πξνζπκνζίλεο α, κειεηήζεθε ν εληνπηζκφο ηεο ελδνγελνχο πξσηεΐλεο παξνπζία ηεο ελεξγήο ή 
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αλελεξγήο TTLL4 (Δηθφλα 26Β). Γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο πξσηεΐλεο, ρξεζηκνπνηήζεθε αληίζσκα 

έλαληη ηνπ θαξβνμπηειηθνχ άθξνπ ηεο, δειαδή εηδηθφ γηα ηα ακηλνμέα 87-109 (anti-ct). Όπσο 

θάλεθε απφ ηελ αλάιπζε, ε ελδνγελήο ProTα αληρλεχεηαη ζηνλ ππξήλα παξνπζία ηεο αλελεξγήο 

TTLL4. Ωζηφζν, δελ δηαπηζηψζεθε κεηαηφπηζή ηεο εθηφο ππξήλα θαη παξνπζία ηνπ ελεξγνχ 

ελδχκνπ. Σν απνηέιεζκα απηφ ππνδεηθλχεη φηη ε ProTα παξακέλεη ζηνλ ππξήλα αλεμάξηεηα απφ 

ηελ πνιπγινπηακπιίσζή ηεο.  

     Αληίζηνηρα, γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο ελδνγελνχο παξαζπκνζίλεο, ρξεζηκνπνηήζεθε αληίζσκα 

ην νπνίν πξνζδέλεηαη εηδηθά ζηελ ακηλνμηθή πεξηνρή 5-30 ηνπ ακηλνηειηθνχ άθξνπ ηεο 

πξσηεΐλεο (anti-P1) (Δηθφλα 26Γ). Απφ ηελ αλάιπζε ηεο θαηαλνκήο ηνπ θζνξηζκνχ 

δηαπηζηψζεθε, φπσο θαη ζηηο παξαπάλσ πεξηπηψζεηο, φηη ε παξνπζία ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο 

δελ επεξεάδεη ηε ζέζε ηεο παξαζπκνζίλεο ζην θχηηαξν θαη ηελ εληφπηζή ηεο ζηνλ ππξήλα.  

 

Δηθόλα 26: Τπνθπηηαξηθή εληόπηζε ηωλ πξωηεϊλώλ SET, πξνζπκνζίλε α θαη 

παξαζπκνζίλε παξνπζία ηεο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4. Α. Ζ GFP-SET εθθξάζηεθε ζε 

θχηηαξα ΖΔΚ293 παξνπζία ηεο ελεξγήο ή αλελεξγήο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4. Β.  Αλνζναλίρλεπζε 

ηεο ελδνγελνχο ProTα κε ηε ρξήζε ηνπ αληηζψκαηνο anti-ct (θφθθηλν) παξνπζία ηεο ελεξγήο ή αλελεξγήο 
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TTLL4. Ζ πνιπγινπηακπιάζε απεηθνλίδεηαη κε πξάζηλν ρξψκα θαη δηαθξίλνληαη νη ραξαθηεξηζηηθέο 

δνκέο ζηνλ ππξήλα. Γ. Aλνζναλίρλεπζε ηεο ελδνγελνχο ParaΣ κε ηε ρξήζε ηνπ αληηζψκαηνο anti-P1 

(θφθθηλν) παξνπζία ηνπ ελεξγνχ ή αλελεξγνχ ελδχκνπ. Ζ πνιπγινπηακπιάζε TTLL4 απεηθνλίδεηαη κε 

πξάζηλν ρξψκα. 

 

4.4   Μειέηε ηεο αιιειεπίδξαζεο ηωλ πνιπγινπηακπιηωκέλωλ πξωηεϊλώλ κε ηηο ηζηόλεο  

    Πνιιέο απφ ηηο κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο εληνπίδνληαη ζε πεξηνρέο πνπ είλαη 

ππεχζπλεο γηα ηηο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ πξσηετλψλ, γεγνλφο πνπ αλαδεηθλχεη ηελ εκπινθή 

ηνπο ζην ζρεκαηηζκφ ή/θαη ηε ζηαζεξνπνίεζε ησλ πξσηετληθψλ ζπκπιφθσλ (Nishi et al., 2011). 

Ζ πνιπγινπηακπιίσζε σο κία ηέηνηα ηξνπνπνίεζε, πξνζζέηεη αξλεηηθφ θνξηίν θαη δεκηνπξγεί 

φμηλεο πιεπξηθέο αιπζίδεο πνπ εθηείλνληαη απφ ηελ θχξηα αιιεινπρία ηεο πξσηεΐλεο. Απηή ε 

δνκή πνπ απνθηνχλ νη ηξνπνπνηεκέλεο πξσηεΐλεο, είλαη πηζαλφλ λα επεξεάδεη ηελ 

αιιειεπίδξαζή ηνπο κε άιια κφξηα θαη ελδερνκέλσο λα ζηαζεξνπνηεί ηελ πξφζδεζή ηνπο ζηα 

θέξνληα ζεηηθφ θνξηίν.  

     Οη πξσηεΐλεο SET, ProTα θαη ParaT αιιειεπηδξνχλ κε κία ζεηξά κνξίσλ θαη κέζσ απηψλ 

ησλ αιιειεπηδξάζεσλ εκπιέθνληαη ζε δηαθνξεηηθέο θπηηαξηθέο δηεξγαζίεο. Ωζηφζν, θνηλφ 

ραξαθηεξηζηηθφ θαη ησλ ηξηψλ πξσηετλψλ είλαη ε αιιειεπίδξαζή ηνπο κε ηηο ηζηφλεο. ΢ηα 

πιαίζηα απηά, εμεηάζηεθε ην ελδερφκελν κεηαβνιήο ηεο ζπγγέλεηαο ησλ ηξηψλ πξσηετλψλ γηα ηηο 

ηζηφλεο, σο ζπλέπεηα ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο.  

 

4.4.1   Αιιειεπίδξαζε ηεο πνιπγινπηακπιηωκέλεο SET κε ηελ ηζηόλε Ζ3  

          Ζ νγθνπξσηεΐλε SET αιιειεπηδξά κέζσ ηεο ΝΑP πεξηνρήο κε ηελ ηζηφλε Ζ3 (Κaretsou 

et al., 2009). Γηα ηε κειέηε ηεο αιιειεπίδξαζεο, ε GFP-SET εθθξάζηεθε ζε θχηηαξα ΖΔΚ293 

παξνπζία ηεο ελεξγήο ή αλελεξγήο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4. Σα ππξεληθά εθρπιίζκαηα πνπ 

ζπιιέρζεθαλ κεηά ηε δηακφιπλζε ησλ θπηηάξσλ (input) ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ 

αλνζνθαηαθξήκληζε ησλ πξσηετληθψλ ζπκπιεγκάησλ κε ηε ρξήζε αληηζψκαηνο έλαληη ηεο GFP 

πξσηεΐλεο (ΗP:anti-GFP). Αθνινχζεζε ε αλάιπζε ησλ εθρπιηζκάησλ κέζσ αλνζναπνηχπσζεο 

θαηά Western. Πξνθεηκέλνπ λα αληρλεπζεί ε ηζηφλε Ζ3 πνπ αιιειεπηδξά κε ηελ πξσηεΐλε SET, 

ρξεζηκνπνηήζεθε ην αληίζσκα anti-Ζ3 ην νπνίν πξνζδέλεηαη εηδηθά ζηε ζπγθεθξηκέλε ηζηφλε. 

Παξάιιεια εμεηάζηεθαλ ηα επίπεδα αθεηπιίσζεο ηεο Ζ3 κε ηε βνήζεηα ηνπ anti-acetyl-H3 

αληηζψκαηνο, ην νπνίν αλαγλσξίδεη ηελ αθεηπιίσζε ηνπ ακηλνηειηθνχ άθξνπ ηεο ηζηφλεο. 

Eιέρζεθε ε αθεηπιίσζε ηεο Ζ3 θαζψο ε SET εκπνδίδεη ηελ αθεηπιίσζε ησλ ηζηνλψλ, σο κέινο 
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ηνπ ζπκπιφθνπ αλαζηνιήο ησλ αθεηπινηξαλζθεξαζψλ (Seo et al., 2001). Πξνθεηκέλνπ λα 

επηβεβαησζεί ε πνιπγινπηακπιίσζε ηεο GFP-SET, ρξεζηκνπνηήζεθε ην αληίζσκα GT335 ελψ 

γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ ρξεζηκνπνηήζεθε ην αληίζσκα anti-GFP. 

     Αξρηθά, πξαγκαηνπνηήζεθε αλνζνθαηαθξήκληζε ηεο GFP-SET κε ηε ρξήζε ηνπ αληηζψκαηνο 

anti-GFP. Ζ πνζφηεηα ηεο πξσηεΐλεο πνπ θαηαθξεκλίζηεθε ήηαλ επαξθήο θαη ζε ζπγθξίζηκα 

επίπεδα παξνπζία ελεξγήο ή αλελεξγήο TTLL4 (Δηθφλα 27, δηαδξνκέο 3, 4). Δηδηθφηεξα ζηε 

δηαδξνκή 3 παξνπζία ηνπ ελεξγνχ ελδχκνπ, έλα πνζνζηφ ηεο GFP-SET θάλεθε φηη 

πνιπγινπηακπιηψλεηαη, φπσο απνθάιπςε ε επψαζε κε ην αληίζσκα GT335. Υξεζηκνπνηψληαο 

αληίζσκα έλαληη ηεο ηζηφλεο Ζ3, ζηα εθρπιίζκαηα φπνπ εθθξάδεηαη ε  GFP-SET δελ θάλεθε λα 

ππάξρεη δηαθνξά παξνπζία θαη απνπζία πνιπγινπηακπιίσζεο (δηαδξνκέο 3, 4). Δπίζεο, δελ 

δηαπηζηψζεθε αιιαγή ησλ επηπέδσλ ηεο αθεηπιησκέλεο Ζ3 ε νπνία ζπγθαηαθξεκλίδεηαη κε ηελ 

GFP-SET (δηαδξνκέο 3, 4). Δπνκέλσο, ε παξνπζία ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο δελ ζπλδέεηαη κε 

κεηαβνιέο ζηε ζπγγέλεηα ηεο GFP-SET γηα ηελ ηζηφλε Ζ3 νχηε επεξεάδεη ηελ αθεηπιίσζε ηεο 

ηζηφλεο. Ζ αλάιπζε απηή αλ θαη πνηνηηθή, απνηειεί κία πξψηε έλδεημε ζρεηηθά κε ηελ επίδξαζε 

ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο ζηελ αιιειεπίδξαζε κεηαμχ SET θαη Ζ3. ΢χκθσλα κε ηα 

απνηειέζκαηα απηά, ε χπαξμε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο κπνξεί πξάγκαηη λα κελ επεξεάδεη ηελ 

αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ησλ δχν πξσηετλψλ. Ωζηφζν, δελ απνθιείεηαη ε πνιπγινπηακπιίσζε λα 

επάγεη θάπνηα κεηαβνιή ζηε ζπγγέλεηα κεηαμχ ησλ ελ ιφγσ κνξίσλ, ε νπνία φκσο λα κελ 

αληρλεχεηαη απφ ηελ πεηξακαηηθή πξνζέγγηζε πνπ αθνινπζήζακε.  

 

 

Δηθόλα 27: Ζ πνιπγινπηακπιίωζε ηεο πξωηεΐλεο SET δελ θαίλεηαη λα επεξεάδεη ηελ 

αιιειεπίδξαζή ηεο κε ηελ ηζηόλε Ζ3. Ζ GFP-SET εθθξάζηεθε ζε θχηηαξα ΖΔΚ293 παξνπζία ηεο 

ελεξγήο ή αλελεξγήο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4 (δηαδξνκέο 1,2 input). Ζ αλνζνθαηαθξήκληζε ησλ 
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πξσηετληθψλ ζπκπιεγκάησλ έγηλε κε ηε ρξήζε αληηζψκαηνο έλαληη ηεο GFP (δηαδξνκέο 3, 4). Ζ έθθξαζε 

ηεο GFP-SET ειέγρζεθε κε ην αληίζσκα anti-GFP θαη ε πνιπγινπηακπιίσζε κε ην αληίζσκα GT335. 

Γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο ηζηφλεο Ζ3 θαζψο θαη ηνλ έιεγρν ησλ επηπέδσλ αθεηπιίσζήο ηεο, 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα αληηζψκαηα anti-Ζ3 θαη anti-acetyl-H3 αληίζηνηρα.   

 

4.4.2 Αιιειεπίδξαζε ηωλ πνιπγινπηακπιηωκέλωλ πξωηεϊλώλ πξνζπκνζίλε α θαη 

παξαζπκνζίλε κε ηελ ηζηόλε Ζ1 

     Ζ πξνζπκνζίλε α θαη ε παξαζπκνζίλε αιιειεπηδξνχλ κε ηε ζπλδεηηθή ηζηφλε Ζ1 κέζσ ηεο 

φμηλεο πεξηνρήο ηνπο (Papamarcaki and Tsolas, 1994, Kondili et al., 1996) θαη ξπζκίδoπλ ηελ 

ζχλδεζε ηεο ηζηφλεο Ζ1 κε ηε ρξσκαηίλε (Κaretsou et al., 1998, Martic et al., 2005). Γηα λα 

δηεξεπλεζεί εάλ ε πνιπγινπηακπιίσζε επεξεάδεη ηελ αιιειεπίδξαζε ησλ πξσηετλψλ απηψλ κε 

ηελ Ζ1, νη GFP-ProTα θαη GFP-ParaT εθθξάζηεθαλ ζε θχηηαξα ΖΔΚ293 παξνπζία ηεο ελεξγήο 

ή αλελεξγήο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4. Σα ππξεληθά εθρπιίζκαηα πνπ ζπιιέρζεθαλ (input) 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ αλνζνθαηαθξήκληζε ησλ πξσηετληθψλ ζπκπιεγκάησλ κε ηε ρξήζε 

αληηζψκαηνο έλαληη ηεο GFP πξσηεΐλεο (ΗP:GFP). Γηα ηνλ έιεγρν έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο, 

πξαγκαηνπνηήζεθε αλνζναπνηχπσζε θαηά Western φπνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ην αληίζσκα anti-

GFP. Ζ αλίρλεπζε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο έγηλε κε ην αληίζσκα GT335. Πξνθεηκέλνπ λα 

αληρλεπζεί ε ηζηφλε Ζ1 πνπ αιιειεπηδξά κε ηελ ProTα θαη ηελ ParaT, ρξεζηκνπνηήζεθε ην 

αληίζσκα anti-Ζ1.  

       ΢χκθσλα κε ηα απνηειέζκαηά καο, νη ρηκαηξηθέο πξσηεΐλεο αλνζνθαηαθξεκλίζηεθαλ απφ 

ηα εθρπιίζκαηα ζε ηθαλνπνηεηηθά επίπεδα κεηά ηε ζπλδπαζηηθή ηνπο έθθξαζε ηφζν κε ηελ 

ελεξγή φζν θαη κε ηελ αλελεξγή TTLL4 (Δηθφλα 28Α θαη Β, δηαδξνκέο 3, 4). Δπίζεο κε ηε 

βνήζεηα ηνπ αληηζψκαηνο GT335, παξαηεξήζεθε φηη νη GFP-ProTα θαη GFP-ParaT είλαη 

κεξηθψο πνιπγινπηακπιησκέλεο. Όκσο παξά ηελ παξνπζία ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο, ε 

πνζφηεηα ηεο ηζηφλεο πνπ θαηαθξεκλίζηεθε, είλαη ίδηα παξνπζία ηνπ ελεξγνχ θαη αλελεξγνχ 

ελδχκνπ (Δηθφλα 28Α θαη Β, δηαδξνκέο 3, 4). ΢πλεπψο, απφ ηε ζπγθεθξηκέλε πεηξακαηηθή 

πξνζέγγηζε  δελ δηαπηζηψζεθε ζεκαληηθή κεηαβνιή σο πξνο ηελ αιιειεπίδξαζε ProTα-Ζ1 θαη 

ParaT-Ζ1. 
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Δηθόλα 28: Ζ πνιπγινπηακπιίωζε ηωλ πξωηεϊλώλ πξνζπκνζίλε α θαη παξαζπκνζίλε δελ 

θαίλεηαη λα επεξεάδεη ηελ αιιειεπίδξαζή ηνπο κε ηελ ηζηόλε Ζ1. Ζ GFP-ProTα θαη GFP-

ParaT εθθξάζηεθαλ ζε θχηηαξα ΖΔΚ293 παξνπζία ηεο ελεξγήο (δηαδξνκέο 1, 3) ή αλελεξγήο 

πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4 (δηαδξνκέο 2, 4). Αθνινχζεζε ε ζπιινγή ησλ ππξεληθψλ εθρπιηζκάησλ θαη 

ε αλνζνθαηαθξήκληζε ησλ πξσηετληθψλ ζπκπιεγκάησλ κε ηε ρξήζε αληηζψκαηνο έλαληη ηεο GFP 

πξσηεΐλεο. Ζ έθθξαζε ηεο ρηκαηξηθήο πξσηεΐλεο ειέγρζεθε κε ην αληίζσκα anti-GFP θαη ε 

πνιπγινπηακπιίσζε αληρλεχζεθε κε ην αληίζσκα GT335. Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ επηπέδσλ ηεο 

ηζηφλεο Ζ1 έγηλε ρξήζε ηνπ αληηζψκαηνο anti-Ζ1. 
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5. ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ 
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΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ 

     Οη κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο απνηεινχλ έλα γεληθφ κεραληζκφ ξχζκηζεο ηεο 

ιεηηνπξγίαο ησλ πξσηετλψλ. Πνιιέο απφ απηέο νδεγνχλ ζηελ αληηζηξεπηή πξνζζήθε ελφο 

εχξνπο κνξίσλ ηα νπνία θπκαίλνληαη απφ ρεκηθέο νκάδεο (κεζπιίσζε, αθεηπιίσζε, 

θσζθνξπιίσζε) κέρξη ιηπίδηα ή κηθξνχ κεγέζνπο πξσηετληθά κφξηα. Ζ πνιπγινπηακπιίσζε 

είλαη κία κεηα-κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζε θαηά ηελ νπνία ζρεκαηίδνληαη γινπηακηθέο αιπζίδεο 

πνηθίινπ κήθνπο ζηηο πξσηεΐλεο-ζηφρνπο. Σα έλδπκα πνπ ηελ θαηαιχνπλ είλαη νη 

πνιπγινπηακπιάζεο θαη αλήθνπλ ζηελ νηθνγέλεηα πξσηετλψλ TTLL (Tubulin Tyrosine Ligase-

Like) (Janke et al., 2005). Ζ θχζε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο, δειαδή ε πξνζζήθε ακηλνμηθψλ 

θαηαινίπσλ κε ηε κνξθή νκνπνιπκεξψλ αιπζίδσλ, ηελ θαζηζηά ηδηαίηεξε ζπγθξηηηθά κε άιιεο 

γλσζηέο ηξνπνπνηήζεηο. 

     Οη πην γλσζηνί θαη εθηελψο κειεηεκέλνη ζηφρνη ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο είλαη νη 

ηνπκπνπιίλεο α θαη β (Eddé et al., 1990, Alexander et al., 1991) θαζψο θαη νη NAP πξσηεΐλεο 

(Regnard et al., 2000). Δπηπξφζζεηα εξεπλεηηθά δεδνκέλα αλαδεηθλχνπλ θαη άιιεο πξσηεΐλεο σο 

πηζαλά ππνζηξψκαηα ησλ πνιπγινπηακπιαζψλ, πξνηείλνληαο φηη ε πνιπγινπηακπιίσζε είλαη 

κηα πην επξεία κεηα-κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζε απφ φηη ζεσξήζεθε αξρηθά. Μεηαμχ απηψλ ησλ 

πξσηετλψλ πεξηιακβάλνληαη νη ΑΝΡ32, ε λνπθιενθσζκίλε B23, ε λνπθιενπνξίλε, ε 

λνπθιενιίλε, ε  NF45, ε RNP-K, ε RANGAP θαη ε ΔΒ1 (van Dijk et al., 2008). Tα ηειεπηαία 

πεηξακαηηθά δεδνκέλα απέδεημαλ φηη νη πξσηεΐλεο PELP1 (Kashiyawa et al., 2010), Μad-2 (Τe 

et al., 2014), λνπθιενπιαζκίλε (Οnicubo et al., 2015) θαη ζπλζάζε cGAS (Xia et al., 2016) 

ηξνπνπνηνχληαη κε ηε κεηα-κεηαθξαζηηθή πξνζζήθε θαηαινίπσλ γινπηακηθνχ.  

     Παξά ηνλ ραξαθηεξηζκφ ελφο κεγαιχηεξνπ εχξνπο πξσηετλψλ-ζηφρσλ, ν βηνινγηθφο ξφινο 

ηεο ηξνπνπνίεζεο δελ είλαη πιήξσο θαηαλνεηφο νχηε έρεη πξνηαζεί ζπγθεθξηκέλε αιιεινπρία-

ζηφρνο ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο. Ωζηφζν, φια ηα ππνζηξψκαηα πεξηέρνπλ φμηλεο πεξηνρέο 

πινχζηεο ζε γινπηακηθά θαηάινηπα θαη ηα πεξηζζφηεξα είλαη πξσηεΐλεο πνπ κεηαθηλνχληαη απφ 

θαη πξνο ηνλ ππξήλα, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη πνιιψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε δνκή ηεο 

ρξσκαηίλεο. ΢ηελ παξνχζα εξγαζία, εμεηάζηεθαλ νη πξσηεΐλεο SET, πξνζπκνζίλε α (ProTα) θαη 

παξαζπκνζίλε (ParaT) σο πηζαλά ππνζηξψκαηα ηεο ηξνπνπνίεζεο απηήο. Καη νη ηξεηο πξσηεΐλεο  
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πεξηέρνπλ εθηελείο πνιχ-Δ πεξηνρέο θαη εκπιέθνληαη ζηελ αλαδηνξγάλσζε ηεο ρξσκαηίλεο, 

ραξαθηεξηζηηθά πνπ ηηο θαζηζηνχλ ππνςήθηνπο ζηφρνπο πνιπγινπηακπιίσζεο.   

     Ζ νγθνπξσηεΐλε SET αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ NAP πξσηετλψλ θαη κάιηζηα είλαη 

νκφινγε κε ηελ NAP-1 (Muto et al., 2007). Απφ δνκηθήο πιεπξάο, ε SET δηαθξίλεηαη ζε ηξεηο 

πεξηνρέο (Κaretsou et al., 2009). Ζ πξψηε (ακηλνμέα 1-76) αθνξά ην Ν-ηειηθφ ηκήκα ηεο 

πξσηεΐλεο θαη ζεσξείηαη ππεχζπλε γηα ην δηκεξηζκφ ηεο. Ζ θεληξηθή πεξηνρή (ακηλνμέα 80-225) 

πεξηιακβάλεη ηνλ NAP ηνκέα θαη κεζνιαβεί ζηελ αιιειεπίδξαζε κε ηηο ηζηφλεο. Ζ ηξίηε 

πεξηνρή εληνπίδεηαη ζην θαξβνμπηειηθφ ηκήκα ηεο θαη πεξηέρεη κία αιιεινπρία πινχζηα ζε 

γινπηακηθά (ακηλνμέα 226-277). Απηή ε φμηλε, πνιχ-Δ πεξηνρή πηνζεηεί κία ηπραία δηακφξθσζε 

θαη ραξαθηεξίδεηαη σο εγγελψο εχθακπηε (IDR-Intrinsically Disordered Region) (Park et al., 

2005, McBryant et al., 2003).  

     Ζ πξνζπκνζίλε α είλαη κία απφ ηηο πην φμηλεο πξσηεΐλεο πνπ απαληψληαη ζηε θχζε. Ζ Ν-

ηειηθή αιιεινπρία ηεο (ακηλνμέα 1-28) αληηζηνηρεί ζηελ ζπκνζίλε α1 θαη είλαη πιήξσο 

ζπληεξεκέλε ζε φια ηα είδε. Πεξίπνπ ην 50% ησλ ακηλνμέσλ ηεο είλαη φμηλα θαη 

ζπζζσξεχνληαη ζην θεληξηθφ ηκήκα ηεο πξσηεΐλεο, δεκηνπξγψληαο κία πεξηνρή πινχζηα ζε 

γινπηακηθά (ακηλνμέα 53-84). Ζ πξσηεΐλε πηνζεηεί κία δηακφξθσζε ηπραίνπ ζπεηξάκαηνο, ρσξίο 

θαλνληθή δεπηεξνηαγή δνκή (Gast et al, 1995). Απηή ε  έιιεηςε ζηαζεξήο δνκήο ηελ θαηαηάζζεη 

ζηηο εγγελψο εχθακπηεο πξσηεΐλεο (IDPs-Intrinsically Disordered Proteins) θαη είλαη ζεκαληηθή 

γηα ην θπζηνινγηθφ ξφιν θαη ηελ αιιειεπίδξαζή ηεο κε άιια κφξηα.  

     Ζ παξαζπκνζίλε εκθαλίδεη ζεκαληηθέο νκνηφηεηεο κε ηελ πξνζπκνζίλε α. Πεξηζζφηεξα απφ 

ην ήκηζπ ησλ φμηλσλ ακηλνμέσλ ηεο εληνπίδνληαη ζην θέληξν ηνπ κνξίνπ, δεκηνπξγψληαο κία 

πεξηνρή πινχζηα ζε γινπηακηθά (ακηλνμέα 36-70). Αληίζηνηρα κε ηελ πξνζπκνζίλε α, ε 

παξαζπκνζίλε απνηειεί ραξαθηεξηζηηθφ παξάδεηγκα εγγελψο εχθακπηεο πξσηεΐλεο (ΗDP). 

     Ζ παξνχζα κειέηε απνθάιπςε φηη νη πξσηεΐλεο SET, πξνζπκνζίλε α θαη παξαζπκνζίλε 

ηξνπνπνηνχληαη παξνπζία ηεο ελεξγήο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4. ΢πλεπψο, θαη νη ηξεηο 

πξσηεΐλεο απνηεινχλ πξάγκαηη ζηφρνπο πνιπγινπηακπιίσζεο. Ζ ζπγθεθξηκέλε 

πνιπγινπηακπιάζε επηιέρζεθε κεηαμχ ησλ κειψλ ηεο TTLL νηθνγέλεηαο, ιφγσ ηεο ηθαλφηεηάο 

ηεο λα ηξνπνπνηεί θαη άιια ππνζηξψκαηα πέξαλ ηεο ηνπκπνπιίλεο (van Dick et al., 2007). Σν 

έλδπκν ρξεζηκνπνηήζεθε ζε δχν κνξθέο, ηελ ελεξγή θαη ηελ αλελεξγή ε νπνία θέξεη κία 

κεηάιιαμε ζηελ πεξηνρή πξφζδεζεο ΑTP (van Dijk et al., 2007).  
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     Ζ πξνζπάζεηα πξνζδηνξηζκνχ απηφλνκσλ πεξηνρψλ πνιπγινπηακπιίσζεο, αλέδεημε ηελ 

εκπινθή επηκέξνπο αιιεινπρηψλ ζε θάζε πξσηεΐλε. ΢ρεηηθά κε ηελ SET, δηαπηζηψζεθε φηη αλ 

απαιεηθζεί ε θαξβνμπηειηθή πεξηνρή ηεο (ακηλνμέα 211-277), ε πξσηεΐλε ράλεη ηελ ηθαλφηεηα 

λα πνιπγινπηακπιηψλεηαη. Ζ πεξηνρή απηή φρη κφλν ζπγθεληξψλεη ηα γινπηακηθά θαηάινηπα  

ηεο πξσηεΐλεο αιιά πηνζεηεί θαη κία ηπραία δηακφξθσζε (IDR), αξθεηά επέιηθηε θαη 

ελδερνκέλσο πξνζβάζηκε απφ ηελ πνιπγινπηακπιάζε. Δπίζεο, απαξαίηεηε γηα ηελ 

πνιπγινπηακπιίσζε βξέζεθε λα είλαη θαη ε πεξηνρή NAP, ε νπνία επζχλεηαη γηα ηελ 

αιιειεπίδξαζε ηεο SET κε ηηο ηζηφλεο. Σν ηκήκα απηφ (ακηλνμέα 97-197) δελ είλαη πινχζην ζε 

γινπηακηθά, σζηφζν ελδέρεηαη λα πεξηιακβάλεη ζηνηρεία πνπ απαηηνχληαη γηα ηελ ηξνπνπνίεζε 

ή λα ζπκβάιιεη ζηε ζπλνιηθή δηακφξθσζε ηεο SET, πξνθεηκέλνπ λα αλαγλσξηζηεί απφ ηελ 

TTLL4. ΢πλεπψο, ν ζπλδπαζκφο φμηλεο θαη NAP πεξηνρήο, είλαη απηφο πνπ απαηηείηαη γηα ηελ 

πνιπγινπηακπιίσζε ηεο SET.   

     Όζνλ αθνξά ηελ πξνζπκνζίλε α, ε πνιπ-Δ πεξηνρή ζην θέληξν ηνπ κνξίνπ ηεο (ακηλνμέα 53-

84), είλαη απηή πνπ απαηηείηαη γηα ηελ πνιπγινπηακπιίσζή ηεο. Πην ζπγθεθξηκέλα, ηα 

γινπηακηθά θαηάινηπα 62-70 είλαη ηθαλά θαη αλαγθαία γηα ηελ ηξνπνπνίεζε ηεο πξσηεΐλεο. Γηα 

ηελ πνιπγινπηακπιίσζε ηεο παξαζπκνζίλεο, ε πεηξακαηηθή αλάιπζε έδεημε φηη ην 

θαξβνμπηειηθφ ηκήκα ηεο πνπ πεξηιακβάλεη ηελ φμηλε πνιπ-Δ πεξηνρή, ηξνπνπνηείηαη απφ ηελ 

TTLL4. Δηδηθφηεξα ηα ακηλνμέα 36-77 απαηηνχληαη γηα ηελ ηξνπνπνίεζε ηεο πξσηεΐλεο.  

     Ζ αλάδεημε ησλ SET, ProTα θαη ParaT σο λέσλ ππνζηξσκάησλ, επηβεβαίσζε ηε ζεκαζία ησλ 

πινχζησλ ζε γινπηακηθά πεξηνρψλ σο ζηνηρεία πνπ αλαγλσξίδνληαη απφ ηελ πνιπγινπηακπιάζε 

TTLL4. Δπηπιένλ, ζηηο  πξσηεΐλεο SET, ProTα θαη ParaT ππάξρνπλ ζηνηρεία ηα νπνία 

απαληψληαη ζε κφξηα πνπ ραξαθηεξίδνληαη σο εγγελψο εχθακπηα (ΗDRs). Όπσο έρεη δεηρζεί, νη 

ΗDRs απνηεινχλ ζπρλά ζηφρνπο κεηα-κεηαθξαζηηθψλ ηξνπνπνηήζεσλ ιφγσ ηεο επέιηθηεο δνκήο 

θαη ηεο πιαζηηθφηεηαο πνπ εκθαλίδνπλ (Iachouvera et al., 2004). Σέηνηνπ είδνπο πξσηεΐλεο, 

δηεπθνιχλνπλ αθελφο ηελ αλαγλψξηζή ηνπο απφ ηα θαηάιιεια ηξνπνπνηεηηθά έλδπκα θαη 

αθεηέξνπ ηελ πξφζβαζε ησλ ελδχκσλ. Υαξαθηεξηζηηθφ παξάδεηγκα πξσηετλψλ κε ΗDRs 

απνηεινχλ νη ηνπκπνπιίλεο, ηα θαξβνμπηειηθά άθξα ησλ νπνίσλ πεξηέρνπλ ζέζεηο αλαγλψξηζεο 

γηα κία ζεηξά ηξνπνπνηεηηθψλ ελδχκσλ (Roll-Mecak, 2015). Αληίζηνηρα, ε επέιηθηε δνκή πνπ 

ραξαθηεξίδεη ηηο SET, ProTα θαη ParaT, πηζαλφλ λα δηεπθνιχλεη ηελ αλαγλψξηζε ηεο 

αιιεινπρίαο πνιπγινπηακπιίσζεο απφ ηελ TTLL4 αιιά θαη ηελ πξφζβαζή ηεο ζηηο πξσηεΐλεο 

απηέο. 
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     Ζ πνιπγινπηακπιίσζε ησλ άθξσλ ηεο ηνπκπνπιίλεο α θαη β, ιεηηνπξγεί σο ζήκα ζχλδεζεο 

γηα κηα ζεηξά MAP πξσηετλψλ (Microtubule Associated Proteins) πνπ αιιειεπηδξνχλ επηιεθηηθά 

κε ηελ πνιπγινπηακπιησκέλε ηνπκπνπιίλε (Bonnet et al., 2001). Μία ηέηνηα πξσηεΐλε είλαη ε 

CSAP (Centriole and Spindle Associated Protein) (Βacker et al., 2012). Δπηπιένλ, ε αχμεζε ηνπ 

αξλεηηθνχ θνξηίνπ ζην θαξβνμπηειηθφ άθξν ηεο ηνπκπνπιίλεο, θαίλεηαη λα επεξεάδεη ηε 

ιεηηνπξγία ησλ κνξηαθψλ θηλεηήξσλ (Σhorn et al., 2000). Πξφζθαηα, νη Sirajuddin θαη 

ζπλεξγάηεο, έδεημαλ φηη ε πνιπγινπηακπιίσζε ηεο β-ηνπκπνπιίλεο ησλ λεπξηθψλ θπηηάξσλ 

απμάλεη ηελ θηλεηηθφηεηα ηεο θηλεζίλεο-1 (Sirajuddin et al., 2014). Δπηπιένλ, ν αξηζκφο ησλ 

γινπηακηθψλ θαηαινίπσλ πνπ πξνζηίζεληαη ζηα άθξα ηεο ηνπκπνπιίλεο ξπζκίδεη πνζνηηθά ηε 

δηάζπαζε ησλ κηθξνζσιελίζθσλ απφ ηελ πξσηεΐλε spastin. Έρεη βξεζεί επίζεο φηη ε 

πνιπγινπηακπιίσζε ξπζκίδεη ηελ αιιειεπίδξαζε θαη άιισλ πξσηετλψλ εθηφο απφ ηηο 

ηνπκπνπιίλεο. Υαξαθηεξηζηηθφ παξάδεηγκα απνηειεί ε Μad-2 πξσηείλε, ε απμεκέλε 

πνιπγινπηακπιίσζε ηεο νπνίαο επάγεη ηε ζηξαηνιφγεζε θαη ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο κηησηηθήο 

θηλάζεο Αurora B ε νπνία θπζηνινγηθά αλαζηέιιεηαη απφ ηελ  Μad-2. Έλα αθφκα παξάδεηγκα 

είλαη ε πνιπγινπηακπιίσζε ηεο ζπλζάζεο ηνπ θπθιηθνχ GMP-AMP ε νπνία παξεκπνδίδεη ηε 

ζχλδεζή ηνπ ζην DNA ελψ ε κνλνγινπηακπιίσζε απφ ηελ TTLL4 εκπνδίδεη ηελ ιεηηνπξγία 

ηνπ. ΢ην ζχζηεκα ηνπ Xenopus laevis, ε πνιπγινπηακπιίσζε ηεο λνπθιενπιαζκίλεο ζε 

ζπλδπαζκφ κε άιιεο κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο κεηαβάιιεη ηε δηακφξθσζε ηεο 

πξσηείλεο θαη ηελ αιιειεπίδξαζή ηεο κε ηηο ηζηφλεο (Οnikubo et al., 2015). ΢ην ίδην ζχζηεκα, ε 

πξνζζήθε γινπηακηθψλ θαηαινίπσλ ζηελ πξσηείλε Νap1 ηξνπνπνηεί ηε δπλακηθή ηεο ηζηφλεο 

Ζ1 θαη ηε ζπκπχθλσζε  ησλ κηησηηθψλ ρξσκνζσκάησλ (Μiller et al., 2015). Σέινο, ζε θχηηαξα 

θαξθίλνπ ηνπ παγθξέαηνο βξέζεθε φηη ε πνιπγινπηακπιίσζε ηεο πξσηεΐλεο PELP1 εληζρχεη ηε 

ζπγγέλεηά ηεο γηα ηελ ηζηφλε Ζ3 θαη δηαδξακαηίδεη ξφιν ζηελ αλαδηνξγάλσζε ηεο ρξσκαηίλεο 

(Kashiwaya et al., 2010).  

     Ο ζρεκαηηζκφο φμηλσλ αιπζίδσλ πνπ εθηείλνληαη απφ ηελ θχξηα αιιεινπρία ηεο πξσηεΐλεο 

θαη ε πξνζζήθε αξλεηηθνχ θνξηίνπ απνηεινχλ ζπλέπεηεο ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο. Απηή ε 

δνκή ησλ ηξνπνπνηεκέλσλ πξσηετλψλ δεκηνπξγεί έλα επλντθφ πεξηβάιινλ γηα ηε 

ζηαζεξνπνίεζε ηεο αιιειεπίδξαζεο κε ζεηηθά θνξηηζκέλα κφξηα. ΢ηα πιαίζηα απηά, 

δηεξεπλήζεθε εάλ ε πνιπγινπηακπιίσζε κεηαβάιιεη ηε ζπγγέλεηα ησλ ηξνπνπνηεκέλσλ 

πξσηετλψλ γηα ηηο ζεηηθά θνξηηζκέλεο ηζηφλεο. Πην ζπγθεθξηκέλα, γηα ηελ SET κειεηήζεθε ε 

αιιειεπίδξαζή ηεο κε ηελ ηζηφλε Ζ3 θαζψο εκθαλίδεη πξνηίκεζε γηα ηε ζπγθεθξηκέλε ηζηφλε 

ζπγθξηηηθά κε ηηο ππφινηπεο (Κaretsou et al., 2009). Δπηπιένλ, εμεηάζηεθαλ ηα επίπεδα 
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αθεηπιίσζεο ηεο Ζ3, δεδνκέλνπ φηη ε SEΣ αλαζηέιιεη ηελ αθεηπιίσζε ησλ ηζηνλψλ κέζσ ελφο 

κεραληζκνχ "histone-masking" (Seo et al., 2001). Άιισζηε απφ ηε βηβιηνγξαθία είλαη γλσζηφ 

φηη ε πνιπγιπηακπιίσζε ηεο πξσηεΐλεο PELP1 κεηψλεη ηα επίπεδα αθεηπιίσζεο ηεο ηζηφλεο Ζ3 

(Kashiwaya et al., 2010). Όζνλ αθνξά ηελ πξνζπκνζίλε α, κειεηήζεθε ε αιιειεπίδξαζή ηεο κε 

ηελ ηζηφλε Ζ1 θαζψο έρεη δεηρζεί φηη ζπλδέεηαη επηιεθηηθά ζηε ζπγθεθξηκέλε ηζηφλε κέζσ ηεο 

φμηλεο πεξηνρήο ηεο (Papamarcaki and Tsolas, 1994, Κaretsou et al., 1998). Αληίζηνηρα, ε 

παξαζπκνζίλε ζπλδέεηαη ζηελ ηζηφλε Ζ1 (Κondili et al., 1996) θαη κ’ απηφλ ηνλ ηξφπν ξπζκίδεη 

ηελ πξφζδεζε ηεο ηζηφλεο ζην λνπθιεφζσκα (Martic et al., 2005). 

     Όπσο δηαπηζηψζεθε, ε παξνπζία ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο δελ κεηαβάιιεη ηε ζπγγέλεηα ησλ 

ηξνπνπνηεκέλσλ πξσηετλψλ γηα ηηο ηζηφλεο. Πην ζπγθεθξηκέλα, δελ βξέζεθε αιιαγή ζηελ 

ηθαλφηεηα πξφζδεζεο ηεο SET ζηελ ηζηφλε Ζ3, νχηε ζηα επίπεδα αθεηπιίσζεο ηεο Ζ3. 

Αληίζηνηρα, δελ αληρλεχηεθε δηαθνξνπνίεζε ζηελ αιιειεπίδξαζε ησλ ProTα θαη ParaT κε ηελ 

ηζηφλε Ζ1. Σν γεγνλφο απηφ κπνξεί λα νθείιεηαη ζηε πξνζέγγηζε κε ηελ νπνία κειεηήζεθαλ νη 

αιιειεπηδξάζεηο, ε νπνία ήηαλ πνηνηηθή θαη φρη απηή πνπ ελδείθλπηαη γηα ηέηνηνπ είδνπο 

αλαιχζεηο. Πηζαλφλ κία πνζνηηθή αλάιπζε ρξεζηκνπνηψληαο απνκνλσκέλα ππνζηξψκαηα 

πςειήο θαζαξφηεηαο θαζψο θαη ε εηζαγσγή ελφο in vitro ζπζηήκαηνο ζα ήηαλ νη ελδεδεηγκέλεο 

ζπλζήθεο γηα λα απαληεζνχλ ηα εξσηήκαηά καο. Πξέπεη επίζεο λα ηνληζηεί φηη αλ θαη ε 

πνιπγινπηακπιίσζε δελ θαίλεηαη λα επεξεάδεη ηε ζχλδεζε ησλ πξσηετλψλ καο κε ηηο ηζηφλεο, 

κπνξεί σζηφζν λα επηδξά ζην ξφιν ησλ ηζηνλψλ ζηελ νξγάλσζε ηεο ρξσκαηίλεο, φπσο έρεη 

βξεζεί ζηελ πεξίπησζε ηεο Νap1 (Μiller et al., 2015). Απφ ηελ άιιε πιεπξά, ε 

πνιπγινπηακπιίσζε κπνξεί πξάγκαηη λα επεξεάδεη ηηο αιιειεπηδξάζεηο ησλ ελ ιφγσ πξσηετλψλ 

κε θάπνηνπο απφ ηνπο ζηφρνπο ηνπο, ζηνπο νπνίνπο φκσο δελ πεξηιακβάλνληαη νη ηζηφλεο. 

     Δίλαη γλσζηφ φηη νη κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο ξπζκίδνπλ ηε ιεηηνπξγία κίαο 

πξσηεΐλεο κέζσ δηαθνξεηηθψλ κεραληζκψλ. Έλαο απφ απηνχο αθνξά ζηε κεηαβνιή ηεο 

θπηηαξηθήο ζέζεο ηεο πξσηεΐλεο (van Roey et al., 2013). Απηφ ζπκβαίλεη ζηελ πξσηεΐλε SET, 

φπνπ ε θσζθνξπιίσζε ηεο Ser9, νδεγεί ζηε κεηαβνιή ηεο ππνθπηηαξηθήο ζέζεο ηεο πξσηεΐλεο 

(ten Κlooster et al., 2007).  Ζ ζπγθεθξηκέλε ηξνπνπνίεζε πξνθαιεί ηελ θαηάξγεζε ηεο δηκεξνχο 

κνξθήο πνπ έρεη ε SET ζηνλ ππξήλα θαη ηελ έμνδφ ηεο ζην θπηηαξφπιαζκα. Αλάινγν 

παξάδεηγκα απνηειεί ε πνιπγιπθπιίσζε, κηα κεηα-κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζε πνπ εκθαλίδεη 

ζεκαληηθέο νκνηφηεηεο κε ηελ πνιπγινπηακπιίσζε θαη θαηαιχεηαη απφ κέιε ηεο TTLL 

νηθνγέλεηαο. Πην ζπγθεθξηκέλα, ζην παξάζηην Giardia duodenalis, έρεη βξεζεί φηη απνπζία 

πνιπγιπθπιίσζεο ε πξσηεΐλε 14-3-3 κεηαηνπίδεηαη ζηνλ ππξήλα (Lalle et al., 2011). ΢ηα 
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πιαίζηα πξνζδηνξηζκνχ ηνπ βηνινγηθνχ ξφινπ ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο εμεηάζηεθε εάλ ε 

παξνπζία ηεο κεηαβάιιεη ηνλ ππνθπηηαξηθφ εληνπηζκφ ηεο SET αιιά θαη ησλ πξσηετλψλ 

πξνζπκνζίλε α θαη παξαζπκνζίλε, νη νπνίεο εληνπίδνληαη θπξίσο ζηνλ ππξήλα.  

     Σα απνηειέζκαηά καο έδεημαλ φηη νη ηξνπνπνηεκέλεο πξσηεΐλεο SET, ProTα θαη ParaT 

εμαθνινπζνχλ λα βξίζθνληαη ζηνλ ππξήλα φπσο ζπκβαίλεη θαη απνπζία ηεο 

πνιπγινπηακπιίσζεο. Ζ ππξεληθή παξακνλή ησλ πξσηετλψλ ελδερνκέλσο λα ζρεηίδεηαη κε ηηο 

αιιειεπηδξάζεηο ηνπο. Πην ζπγθεθξηκέλα, νη ηξνπνπνηεκέλεο πξσηεΐλεο παξακέλνπλ ζηνλ 

ππξήλα πξνθεηκέλνπ λα αιιειεπηδξάζνπλ κε άιια ππξεληθά κφξηα ηα νπνία ζπλδένληαη 

επηιεθηηθά ζηελ πνιπγινπηακπιησκέλε κνξθή. Μέζσ απηψλ ησλ εμεηδηθεπκέλσλ 

αιιειεπηδξάζεσλ, είλαη πηζαλφλ λα επάγνληαη ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα νδεγψληαο ζε 

ζπγθεθξηκέλε θπηηαξηθή απφθξηζε. Δπηπξφζζεηα, ε ίδηα ε θχζε ηεο πνιπγινπηακπιίσζεο 

πηζαλφλ λα ζπκβάιιεη ζηελ ππξεληθή παξακνλή ησλ πξσηετλψλ SET, ProTα θαη ParaT. Απηφ 

κπνξεί λα ζπκβαίλεη γηαηί ε ζπζζψξεπζε αξλεηηθνχ θνξηίνπ ζηηο ηξνπνπνηεκέλεο πξσηείλεο 

εκπνδίδεη ηελ έμνδφ ηνπο απφ ηνλ ππξήλα.  

     ΢πλνςίδνληαο, ε πνιπγινπηακπιίσζε απνηειεί κία ηδηαίηεξε κεηα-κεηαθξαζηηθή 

ηξνπνπνίεζε πνπ δεκηνπξγεί έλα ραξαθηεξηζηηθφ κνηίβν ζηηο πξσηείλεο-ζηφρνπο ηεο. Ζ 

ηαπηνπνίεζε ησλ πξσηεηλψλ SET, πξνζπκνζίλε α θαη παξαζπκνζίλε σο λέσλ ππνζηξσκάησλ 

ηεο πνιπγινπηακπιάζεο ΣΣLL4, έξρεηαη λα δηεπξχλεη ην πιήζνο ησλ ήδε γλσζηψλ ζηφρσλ ηεο 

πνιπγινπηακπιίσζεο. Δπίζεο, ζπλεγνξεί κε ηα ήδε γλσζηά δεδνκέλα ζρεηηθά κε ηε ζεκαζία 

ησλ πνιπ-Δ πεξηνρψλ ζηε ζπγθεθξηκέλε ηξνπνπνίεζε. Δπηβεβαηψλεη αθφκα φηη πξσηετληθά 

κφξηα πνπ εκπιέθνληαη ζε δηεξγαζίεο ζρεηηθέο κε ηε ρξσκαηίλε, απνηεινχλ ζπρλά ζηφρνπο 

πνιπγινπηακπιίσζεο θαη είλαη πηζαλφλ λα επεξεάδεη ηε γνληδηαθή έθθξαζε.  
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΢ΤΜΠΔΡΑ΢ΜΑΣΑ 

     ΢ηελ παξνχζα εξγαζία δηεξεπλήζεθε ε ελδπκηθή πξνζζήθε γινπηακηθνχ ζηηο πξσηεΐλεο 

SET, πξνζπκνζίλε α θαη παξαζπκνζίλε, σο απνηέιεζκα πνιπγινπηακπιίσζεο. Όπσο 

απνδείρζεθε: 

 Καη νη ηξεηο πξσηεΐλεο ηξνπνπνηνχληαη παξνπζία ηεο ελεξγήο πνιπγινπηακπιάζεο TTLL4. 

 Ζ παξνπζία ηεο ηξνπνπνίεζεο  δελ κεηαβάιιεη ηνλ ππνθπηηαξηθφ εληνπηζκφ ησλ πξσηετλψλ. 

 Γηα ηελ πνιπγινπηακπιίσζε ηεο SET απαηηείηαη ε NAP πεξηνρή θαζψο θαη ε πινχζηα ζε 

γινπηακηθά θαξβνμπηειηθή πεξηνρή.  

 Ζ φμηλε πεξηνρή ηφζν ηεο πξνζπκνζίλεο, φζν θαη ηεο παξαζπκνζίλεο είλαη απηή πνπ 

εκπιέθεηαη ζηελ ηξνπνπνίεζε. 

 Ζ πνιπγινπηακπιίσζε δελ θαίλεηαη λα επηδξά ζηελ αιιειεπίδξαζε ησλ παξαπάλσ 

πξσηετλψλ κε ηηο ηζηφλεο.  
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