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Η έγκριση της διδακτορικής διατριβής από την Ιατρική Σχολή του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων 

δεν υποδηλώνει αποδοχή των γνωμών του συγγραφέα Ν. 5343/32, άρθρο 202, παράγραφος 2 

(νομική κατοχύρωση του Ιατρικού Τμήματος).
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 1. Εισαγωγή 

1.1. Η Haspin, μια ιδιαίτερη μιτωτική κινάση 

Η Haspin αναγνωρίστηκε για πρώτη φορά στις απλοειδείς σπερματίδες του ποντικού από τον 

Tanaka και τους συνεργάτες του με αφαιρετική κλωνοποίηση (subtracted Library screening, 

βλέπε (1)). Επειδή η έκφρασή της μειώνεται κατά τη διάρκεια ωρίμανσης των σπερματίδων, η 

συγκεκριμένη πρωτεΐνη ονομάστηκε Haspin (Haploid germ cell-specific nuclear protein), ενώ 

το γονίδιο που την κωδικοποιεί Gsg2 (Germ cell Specific gene 2). Στις αρχικές μελέτες, το 

mRNA της Haspin εντοπίστηκε αποκλειστικά στους γαμέτες και όχι σε άλλους ιστούς όπως 

εγκέφαλος, σπλήνας, καρδιά και ωοθήκες ποντικού. Ωστόσο αργότερα, αποδείχθηκε ότι η 

πρωτεΐνη εκφράζεται επίσης σε ωοκύτταρα και σε σωματικά κύτταρα (2,3) αλλά σε πολύ 

χαμηλότερα επίπεδα (4). Η ανθρώπινη Haspin αποτελείται από 798 αμινοξέα, ενώ του ποντικού 

από 754 και έχουν ομολογία 66% στο σύνολο της αμινοξικής αλληλουχίας τους με ένα ποσοστό 

ομολογίας 83% στο καρβοξυτελικό τους τμήμα (5,6). Στα θηλαστικά, η πρωτεΐνη έχει μοριακή 

μάζα μεταξύ 83 και 87 kDa και αποτελείται από δύο διακριτές περιοχές: μια αμινο-τελική και 

μια καρβοξυ-τελική. Το αμινο-τελικό τμήμα περιέχει σήματα πυρηνικού εντοπισμού (nuclear 

localization signal-NLS), πολλαπλές θέσεις φωσφορυλίωσης και μια περιοχή η οποία 

παρουσιάζει περιορισμένη ομολογία με τον παράγοντα MEF2Β (Myocyte-specific Enhancer 

Factor -MEF 2B). Το καρβοξυ-τελικό τμήμα διαθέτει ένα μοτίβο «φερμουάρ λευκίνης» και μια 

περιοχή που εμφανίζει ομολογία με τη CDC2 κινάση, καθώς και αρκετές άλλες ευκαρυωτικές 

πρωτεϊνικές κινάσες (ePKs) (6,7).  

 

 

1.1.1 Τα δομικά χαρακτηριστικά της Haspin 

Δομικές, βιοχημικές και μορφολογικές μελέτες έχουν δείξει ότι η περιοχή της Haspin, η οποία 

είναι ομόλογη με άλλες κινάσες (kinase domain), περιέχει δυο λοβούς (lobes) και μπορεί να 

φωσφορυλιώσει πρωτεϊνικά υποστρώματα in vitro και in vivo. Ορισμένες δομικές ενθέσεις που 

υπάρχουν στο μόριο παρέχουν στην πρωτεΐνη τη διαμόρφωση μιας σταθερά ενεργής κινάσης. 

Διαφορές από άλλες κινάσες παρατηρούνται και στο ενεργό κέντρο της Haspin. Πιο 
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συγκεκριμένα, ενώ οι περισσότερες κινάσες περιέχουν ένα εξαιρετικά συντηρημένο μοτίβο 

DFG (ασπαρτικό- φαινυλαλανίνη- γλυκίνη), το μοτίβο αυτό στη Haspin διαφοροποιείται σε 

DYT (ασπαρτικό- τυροσίνη- θρεονίνη) (8–11). Δεδομένου ότι η Haspin στερείται ορισμένων 

χαρακτηριστικών μοτίβων που υπάρχουν σε άλλες πρωτεϊνικές κινάσες, ταξινομείται ως μια 

άτυπη κινάση σερίνης-θρεονίνης. 

 

 

 

 

 

 
 

Εικόνα 1.1. Δομικά χαρακτηριστικά της Haspin. (Α) Απεικόνιση της δευτεροταγούς δομής της Haspin 

με τις χαρακτηριστικές ενθέσεις της. Με πράσινο αναπαρίσταται η ελικοειδής δομή α-ulH, με κίτρινο το 

ενεργό κέντρο α-AS και με σκούρο κόκκινο η δομή φουρκέτας β-hairpin. (B) Λεπτομερής αναπαράσταση 

της έλικας αC (μωβ), η οποία περιβάλλεται από υδροφοβικά κατάλοιπα. (C) Αλληλεπιδράσεις των 

συντηρημένων αρωματικών καταλοίπων με την α-ulH (8).  
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Το γονίδιο της Haspin, Gsg2 έχει ασυνήθη χαρακτηριστικά: εντοπίζεται μέσα σε ένα ιντρόνιο 

ενός άλλου γονιδίου, το ItgaE, που κωδικοποιεί την Integrin alphaE και στερείται ιντρονίων 

(5,6). Το Gsg2 στον άνθρωπο κωδικοποιεί ένα μετάγραφο 2.8 kb (Εικόνα 1.2). 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.2. Το γονίδιο της Haspin εντοπίζεται σε ιντρόνιο της Integrin αΕ. Στην πρώτη γραμμή 

απεικονίζεται η δομή του γονιδίου της αΕ και η θέση στην οποία εντοπίζεται το γονίδιο της Haspin στον 

άθρωπο. Σε οριζόντιες γραμμές φαίνονται τα ιντρόνια και σε πλαίσια οι περιοχές των εξονίων. Στις κάτω 

γραμμές αναπαρίστανται τα μετάγραφα των γονιδίων (5). 

 

Η Haspin είναι αρκετά συντηρημένη σε όλα τα μεγάλα ευκαρυωτικά φύλα. Η ομολογία της σε 

θηλαστικά, ασπόνδυλα, ψάρια, αμφίβια, φυτά και μύκητες (όπως τη ζύμη Saccharomyces 

cerevisiae η οποία εκφράζει δυο παράλογα, τα Alk1 και Alk2) μαρτυρεί ίσως μια κοινή 

εξελικτική αφετηρία (9). 

 

1.1.2 Οι λειτουργίες της Haspin 

Η πρώτη υπόθεση που διατυπώθηκε όσον αφορά τη λειτουργία της Haspin ήταν η εμπλοκή της 

στον πολλαπλασιασμό και στη διαφοροποίηση των γαμετών. H υπόθεση αυτή βασίστηκε στην 
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παρατήρηση ότι όταν η Haspin υπερεκφράζεται, ο κυτταρικός κύκλος των κυττάρων 

καθυστερεί στη φάση G1 (1). 

 

Τρία βιβλιογραφικά ορόσημα έχουν διαμορφώσει την εικόνα που έχουμε σήμερα για τη 

λειτουργία της Haspin. Το 2004, η Polioudaki και οι συνεργάτες της περιέγραψαν την 

αντιστρεπτή φωσφορυλίωση της ιστόνης Η3 στη θρεονίνη-3 (H3T3ph), μια μετα-

μεταφραστική τροποποίηση, η οποία εμφανίζεται ειδικά κατά τη διάρκεια της μίτωσης (12). Η 

H3T3ph εντοπίστηκε στα κεντρομερίδια μεταφασικών χρωμοσωμάτων, γεγονός το οποίο 

υποδηλώνει έναν πιθανό ρόλο στη σωστή διάταξη των χρωμοσωμάτων (congression). 

 

 

 

 

Εικόνα 1.3. Εντοπισμός της H3T3ph κατά τη διάρκεια της μίτωσης. Έμμεσος ανοσοφθορισμός 

κυττάρων με αντίσωμα που αναγνωρίζει την H3T3ph. Μιτωτικά κύτταρα που βρίσκονται στην πρόφαση 

έως και στην ανάφαση είναι θετικά στο σήμα της H3T3ph, ενώ τα βέλη δείχνουν τα αναφασικά ή 

τελοφασικά κύτταρα τα οποία δεν εμφανίζουν το συγκεκριμένο σήμα (12).  
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Το 2005, ο Higgins και οι συνεργάτες του απέδειξαν ότι η Haspin είναι αποκλειστικά υπεύθυνη 

για τη φωσφορυλίωση της H3T3 (13). Αργότερα, μια ακόμη μελέτη έδειξε πως η 

φωσφορυλίωση αυτή είναι μέρος ενός μοτίβου που περιλαμβάνει επίσης την Η3Κ4me3 και 

H3R8me2 (PMM) (10). Τέλος, το 2010-2011, αρκετές ερευνητικές ομάδες ανακάλυψαν 

ανεξάρτητα ότι η H3T3ph παρέχει μια θέση πρόσδεσης για την πρωτεΐνη Survivin. Η Survivin 

είναι μέρος του συμπλόκου Chromosomal Passenger (CPC) που περιέχει επίσης τις πρωτεΐνες 

INCENP, Borealin και τη μιτωτική κινάση Aurora B (Εικόνα 1.4). Δοκιμασίες κατακρήμνισης 

(pull down) με τροποποιημένα πεπτίδια της ιστόνης Η3 έδειξαν ότι η Survivin προσδένεται 

ισχυρά μόνο στα πεπτίδια τα οποία περιείχαν την H3T3ph. Παρόλα αυτά, η H3T3ph δεν είναι 

απαραίτητη για τη πρόσδεση στη χρωματίνη, αλλά ούτε και για τη δραστηριότητα του CPC 

καθ’ αυτή. Μελέτες σε fission yeast και σε ανθρώπινα κύτταρα έδειξαν ότι η Haspin 

συνεργάζεται με την Bub1 η οποία φωσφορυλιώνει την θρεονίνη-120 στην ιστόνη Η2Α 

(Η2ΑΤ120/121 στη ζύμη), ώστε να στρατολογηθεί το CPC στο κεντρομερίδιο (14–18). 

 

 

 

 

Εικόνα 1.4. Η Survivin μεσολαβεί για την αλληλεπίδραση του CPC με την H3T3ph. Στα αριστερά 

απεικονίζεται ολόκληρη η δομή της Survivin και η περιοχή BIR όπου προσδένεται η H3T3ph. Στα δεξιά 

φαίνεται η κρυσταλλική δομή του συμπλόκου CPC, όπου στην Survivin προσδένονται οι πρωτεΐνες 

Borealin και INCENP, αντίθετα από το σημείο πρόσδεσης της H3T3ph (14). 
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Η Η3Τ3ph δεν ανιχνεύεται στη διάρκεια της μεσόφασης. Αυτό αποδίδεται στο γεγονός ότι η 

Haspin αυτο-καταστέλλεται (autoinhibition) μέσω της σύνδεσης του αμινο-τελικού της 

τμήματος Haspin Basic Inhibitory Segment ή HBIS στο ενεργό κέντρο της καταλυτικής της 

περιοχής (19). Η αυτο-καταστολή εξουδετερώνεται όταν η Cdk1 φωσφορυλιώσει το HBIS (στη 

θρεονίνη-206 στο βάτραχο και στη θρεονίνη-128 στον άνθρωπο). Το φωσφορυλιωμένο τμήμα 

αναγνωρίζεται από την Polo-like kinase 1 (Plk1/Plx1), η οποία με τη σειρά της φωσφορυλιώνει 

άλλες θέσεις στην ίδια περιοχή. Η φωσφορυλίωση του HBIS σε πολλά κατάλοιπα του, 

προκαλεί τη μετατόπιση του από το ενεργό κέντρο της Haspin με αποτέλεσμα την 

ενεργοποίησή της. 

 

Η Haspin μεταφέρεται στο κεντρομερίδιο μέσω της τροποιημένης τοποϊσομεράσης ΙΙ (TopoΙΙ) 

μέσω σουμοϋλίωσης (SUMOylation). Ωστόσο, αναστολή της SUMOylation ή τροποποίηση 

τμημάτων της συγκεκριμένης περιοχής της τοποϊσομεράσης ΙΙ, δεν επηρεάζει τη δέσμευση της 

Haspin στο κεντρομερίδιο. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι υπάρχουν και άλλοι μηχανισμοί 

που συμμετέχουν προκειμένου να επιστρατευτεί η Haspin στα χρωμοσώματα. Ένας τέτοιος 

μηχανισμός είναι μέσω της αλληλεπίδρασης με τον συμπαράγοντα της Cohesin, Pds5 (18,20). 

Όπως αναπαρίσταται στην Εικόνα 1.5, ο μηχανισμός αυτός απαιτεί δυο στάδια. Αρχικά, η 

κεντρομεριδιακή DNA τοποϊσομεράση ΙΙα τροποποιείται μέσω SUMOylation στο καρβοξυ-

τελικό τμήμα της μέσω της Ε3 λιγάσης PIASy και η Haspin φωσφορυλιώνεται στη θρεονίνη-

206 από την κινάση Cdk1. Στη συνέχεια, η Plk1 αλληλεπιδρά με τη φωσφορυλιωμένη 

θρεονίνη-206, και φωσφορυλιώνει επιπλέον θέσεις στη Haspin καθιστώντας την ενεργή. Στη 

συνέχεια, η τροποποιημένη τοποϊσομεράση ΙΙα αλληλεπιδρά με την ενεργή πλέον Haspin στο 

κεντρομερίδιο, η οποία φωσφορυλιώνει την ιστόνη Η3 (μωβ) στη θρεονίνη-3. Η 

φωσφορυλιωμένη θρεονίνη-3 στρατολογεί το CPC στο κεντρομερίδιο μέσω άμεσης 

αλληλεπίδρασης με τη Survivin. Επιπλέον, η κινάση Bub1, φωσφορυλιώνοντας την H2A 

(σκούρο μωβ) στη θρεονίνη-120, παρέχει μια θέση πρόσδεσης στις Shugoshin 1/2 (Sgo1/2) οι 

οποίες αλληλεπιδρούν με την Borealin, συνεισφέροντας έτσι στη στρατολόγηση του CPC. 
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Εικόνα 1.5. Μοντέλο στρατολόγησης της Haspin στο κεντρομερίδιο μέσω της σουμοϋλιωμένη 

τοποϊσομεράσης ΙΙα.  A) Η τοποϊσομεράση ΙΙα υφίσταται SUMOylation, η Plk1 φωσφορυλιώνει 

επιπλέον θέσεις στη Haspin καθιστώντας την ενεργή. B) Η SUMOylated τοποϊσομεράση ΙΙα στρατολογεί 

την ενεργή Haspin στο κεντρομερίδιο, η οποία φωσφορυλιώνει την ιστόνη Η3 (μωβ) στη θρεονίνη-3 και 

αυτή με τη σειρά της στρατολογεί το CPC στο κεντρομερίδιο αλληλεπιδρώντας με τη Survivin. Επιπλέον, 

η H2AT120ph (σκούρο μωβ) μέσω της Bub1, παρέχει μια θέση πρόσδεσης στις Sgo1/2 οι οποίες 

συνδέονται με την Borealin, συνεισφέροντας έτσι στη στρατολόγηση του CPC (20).  
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Επιπλέον πειραματικές μελέτες απέδειξαν ότι η επώαση σωματικών κυττάρων με ειδικούς 

αναστολείς της Haspin ή η αποσιώπηση της μέσω siRNA προκαλεί μερική αποσύνδεση της 

Aurora B από το κεντρομερίδιο και μετατόπισή της στα σκέλη των χρωμοσωμάτων 

(10,13,15,21). 

 

Η αποδέσμευση της Aurora B από το κεντρομερίδιο επηρεάζει με τη σειρά της τη διάταξη των 

χρωμοσωμάτων κατά τη διάρκεια της μετάφασης. Η Aurora B είναι απαραίτητη για τη 

διόρθωση σφαλμάτων (error correction) στα σημεία σύνδεσης ανάμεσα στα χρωμοσώματα και 

τους μικροσωληνίσκους της ατράκτου, καθώς επίσης και την ενεργοποίηση του μηχανισμού 

SAC (spindle assembly checkpoint-SAC) (22). 

 

Μια ακόμη μιτωτική λειτουργία στην οποία συμμετέχει η Haspin είναι η σύνδεση μεταξύ των 

αδελφών χρωματίδων. Κατά την πρόφαση και προμετάφαση, το σύμπλοκο των Cohesins 

αποδεσμεύεται από τα χρωμοσωμικά σκέλη με τη μεσολάβηση της Polo-1like κινάσης και της 

ανταγωνιστικής δράσης του παράγοντα Wapl. Ο παράγοντας Wapl δεσμεύεται στην πρωτεΐνη 

Pds5, η οποία είναι συστατικό στοιχείο του συμπλόκου Cohesins. Ωστόσο, η Haspin συνδέεται 

με την Pds5B μέσω του αμινο-τελικού της τμήματος στο συντηρημένο μοτίβο YGA/R και 

εκτοπίζει τον Wapl, γεγονός το οποίο έχει ως συνέπεια την παραμονή του συμπλόκου των 

Cohesins στη χρωματίνη στην κεντρομεριαδιακή περιοχή (23). Κύτταρα Haspin-KO ή κύτταρα 

στα οποία έχει παρεμποδιστεί η σύνδεση Haspin-Pds5B, αδυνατούν να διατηρήσουν το 

σύμπλοκο Cohesins στο κεντρομερίδιο, με αποτέλεσμα τον πρόωρο διαχωρισμό των αδελφών 

χρωματίδων. 
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Εικόνα 1.6. Μηχανισμός αλληλεπίδρασης της Haspin με το σύμπλοκο των Cohesins. Στην περιοχή 

του κεντρομεριδίου, η Haspin συνδέεται με τον παράγοντα Pds5 μέσω του μοτίβου YGA/R (wild-type, 

αριστερά), ανταγωνιζόμενη τον παράγοντα Wapl, ο οποίος προκαλεί αποσύνδεση του συμπλόκου 

Cohesins από τη χρωματίνη στα σκέλη των χρωμοσωμάτων. Αλλαγή του μοτίβου YGA/R σε AGA/R 

(δεξιά) καταστρέφει τη σύνδεση του Pds5B επιτρέποντας τη σύνδεση του Wapl στο σύμπλοκο των 

Cohesins. Στη συνέχεια, η Haspin εκτοπίζεται και η σύνδεση των Cohesins μεταξύ των χρωματίδων στο 

κεντρομερίδιο αποδυναμώνεται προκαλώντας πρόωρο διαχωρισμό τους (23).  

 

 

Τέλος, η Haspin συμμετέχει στην οργάνωση της μιτωτικής ατράκτου κατά τη μείωση των 

θηλυκών γαμετών (24). Η άτρακτος στα ωοκύτταρα δεν περιέχει τυπικά κεντροσωμάτια, αλλά 

ένα πλήθος κέντρων οργάνωσης των μικροσωληνίσκων (microtubule organizing centers -

MTOCs) που εντοπίζονται στους δυο πόλους. Η Haspin διαμεσολαβεί στη στρατολόγηση της 
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Aurora C, η οποία με τη σειρά της υποβοηθεί την συσσώρευση των MTOCs και τη δημιουργία 

οργανωμένων «πόλων», από τους οποίους ξεκινάει η συγκρότηση της ατράκτου.  

 

 

 

Εικόνα 1.7. Η αναστολή της Haspin προκαλεί τη δημιουργία μη εστιασμένων πόλων της ατράκτου 

στη μετάφαση της 1ης μειωτικής διαίρεσης. Ωοκύτταρα ποντικού επωάστηκαν in vitro με τον αναστολέα 

της Haspin, 5-ITu για 7 ώρες. Ενώ σε ωοκύτταρα ελέγχου εμφανίστηκαν μόνο δυο σταθεροί και 

λειτουργικοί πόλοι, σε μεταφασικά κύτταρα όπου έχουν επωαστεί με 5-ITu παρουσιάστηκαν πολλαπλά 

MTOCs. Με μπλε απεικονίζεται το DNA, με κόκκινο τα κεντρομερίδια (CREST), με πράσινο η γ-tubulin 

των MTOCs και γκρι οι μικροσωληνίσκοι της ατράκτου (24) . 

 

 

 1.1.3 Ανοιχτά ερωτήματα 

Παρά την πληθώρα πληροφοριών, πολλά ερωτήματα για τον φυσιολογικό ρόλο της Haspin 

παραμένουν αναπάντητα. Πρώτον, η Haspin εκφράζεται σε μη διαιρούμενα κύτταρα, όπως οι 

απλοειδείς σπερματίδες και τα εμπύρηνα ερυθροκύτταρα (1,12). Δεύτερον, τα παράλογα ALK1 

και ALK2 στο ζυμομύκητα δεν λειτουργούν ως κινάσες της ιστόνης Η3, αλλά εμπλέκονται στον 

έλεγχο της πολικότητας (25,26). Τέλος, έμβρυα από τα οποία έχει απαλειφθεί το γονίδιο της 

Haspin αναπτύσσονται φυσιολογικά χωρίς να εμφανίζουν ανατομικές ή λειτουργικές 

ανωμαλίες, εκτός από ορισμένες ατυπίες που παρατηρούνται στους όρχεις (27). Οι 

παρατηρήσεις αυτές, και ιδιαίτερα η τελευταία, υποδηλώνουν ότι η Haspin εξυπηρετεί κάποια 

ιστο-ειδική λειτουργία.  
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Προκειμένου να διερευνηθεί η παραπάνω υπόθεση εργασίας, χρησιμοποιήσαμε εμβρυονικά 

βλαστικά κύτταρα ποντικού, τα οποία παρουσιάζουν ιδιαίτερα χαρακτηριστικά αυτό-

ανανέωσης, τυχαίου πολλαπλασιασμού και ικανότητα διαφοροποίησης προς όλους τους 

ιστούς. 

 

 

1.2 Τα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα ως πειραματικό μοντέλο για τη 

μελέτη της λειτουργίας της Haspin. 

 

1.2.1. Τα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα και οι βασικές ιδιότητες τους 

Τα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα (Embryonic Stem Cells, ESCs) προέρχονται από την 

εσωτερική κυτταρική μάζα (Inner Cell Mass, ICM) που δημιουργείται στο στάδιο της 

βλαστοκύστης (28–30). Τα κύτταρα αυτά έχουν δυο χαρακτηριστικές ιδιότητες: α) την 

πολυδυναμία και β) την αυτό-ανανέωση. Τα δυο αυτά χαρακτηριστικά συνδυάζονται με ένα 

ιδιόμορφο μεταγραφικό καθεστώς και έναν ασυνήθη κυτταρικό κύκλο (31,32). 

 

Με τον όρο «πολυδυναμία» (pluripotency) περιγράφεται η ικανότητα των κυττάρων να 

δημιουργούν ιστούς που περιέχουν και τις τρεις βλαστικές στιβάδες (ενδόδερμα, μεσόδερμα, 

εξώδερμα) στο έμβρυο ή in vitro. Ένα πολυδύναμο κύτταρο δεν έχει προκαθορισμένο 

πρόγραμμα, έχει ένα «κενό μητρώο» (33,34). Τα έμβρυα θηλαστικών αναπτύσσονται από μια 

μικρή ομάδα 10-20 πολυδύναμων κυττάρων τα οποία σχηματίζονται λίγες ημέρες μετά τη 

γονιμοποίηση. Τα γονίδια Oct3/4, Sox2 και Nanog αντιπροσωπεύουν τους βασικούς δείκτες 

πολυδυναμίας. Το Oct3/4 (POU domain) όπως και το Sox2 (SRY-related HMG-box) είναι 

μεταγραφικοί παράγοντες σημαντικοί για τη διατήρηση της πολυδυναμίας στην ICM in vivo 

και in vitro. Το Sox2 συνεργάζεται με το Oct3/4 προκειμένου να ενεργοποιηθεί η έκφραση 

πολλών γονιδίων τα οποία ρυθμίζουν την πολυδυναμία (35–40). Ένα από αυτά είναι το Nanog. 

Το Nanog πρωτοεκφράζεται στο στάδιο του μοριδίου, συσσωρεύεται στο στάδιο της 

βλαστοκύστης και η έκφρασή του υποχωρεί λίγο πριν την εμφύτευση. Η υπερέκφραση του 

Nanog είναι ικανή να παρακάμψει την εξάρτηση των βλαστικών κυττάρων που καλλιεργούνται 
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in vitro από τον παράγοντα LIF (leukemia inhibitory factor), που διατηρεί την πολυδυναμία 

των βλαστικών κυττάρων στην καλλιέργεια. Αντίστροφα, η απουσία Nanog επάγει την τυχαία 

διαφοροποίηση (36,41). 

 

Στις αρχικές απόπειρες απομόνωσης και καλλιέργειας των εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων, 

η διατήρηση της πολυδυναμίας και της ικανότητας αυτο-ανανέωσης τους επιτυγχάνονταν με 

βάση ένα εμπειρικό πρωτόκολλο. Πιο συγκεκριμένα, τα κύτταρα βλαστοκύστης 

καλλιεργούνταν πάνω σε μια στοιβάδα “τροφικών” κυττάρων (feeder cells, ινοβλάστες, στα 

οποία έχει σταματήσει η διαδικασία της μίτωσης) και προσθέτοντας ορό στο καλλιεργητικό 

μέσο. Τα τροφικά κύτταρα (feeder cells) έχουν την ικανότητα να εκκρίνουν έναν βασικό 

παράγοντα, την κυτοκίνη LIF (leukemia inhibitory factor) (42). Όταν ο LIF συνδεθεί στον 

μεμβρανικό υποδοχέα Gp130/LFIR-β ενεργοποιούνται παράλληλα τρία συστήματα 

πρωτεϊνικών κινασών: 1) το σύστημα της κινάσης Janus (JAK), 2) το σύστημα των κινασών 

MAP/ERK και 3) το σύστημα των κινασών ΡΙ(3)Κ/Akt (Εικόνα 1.8). Στο μονοπάτι της JAK 

μέσω του μεταγραφικού παράγοντα Stat3, επάγεται η έκφραση του μεταγραφικού παράγοντα 

Klf4 και μέσω αυτού η μεταγραφή του γονιδίου Sox2. Τα άλλα δύο μονοπάτια επηρεάζουν τη 

μεταγραφή του γονιδίου Nanog, μέσω της αδρανοποίησης ή της ενεργοποίησης του 

μεταγραφικού παράγοντα Tbx3, αντίστοιχα. H επαγωγή των Klf4/Tbx3 με τεχνητό τρόπο 

εξασφαλίζει την αυτο-ανανέωση των εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων ακόμη και απουσία 

του LIF. Άρα, οι Klf4/Tbx3 θα πρέπει να συμμετέχουν στη σηματοδότηση μέσω LIF (43,44). 
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Εικόνα 1.8. Σηματοδοτικές οδοί που ενεργοποιούνται από την πρόσδεση του παράγοντα LIF στον 

υποδοχέα Gp130/LIFR-β (τροποποιημένη εικόνα από (39)). 

 

 

 

Έκτοπη έκφραση αυτών των παραγόντων και συνδυασμός τους με άλλους μεταγραφικούς 

παράγοντες μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον επαναπρογραμματισμό διαφοροποιημένων 

κυττάρων ποντικού και ανθρώπου σε επαγόμενα πολυδύναμα βλαστικά κύτταρα (Induced 

Pluripotent Stem Cells, iPS) (45–50).  

 

Ορισμένοι επιγενετικοί ρυθμιστές εμπλέκονται στη διατήρηση της πολυδυναμίας των 

εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων. Τα σύμπλοκα πρωτεϊνών Polycomb και Trithorax 

ρυθμίζουν την έκφραση πολυάριθμων αναπτυξιακά σημαντικών γονιδίων μέσω ιστονικών 

τροποποιήσεων (51). Το πρώτο σύμπλοκο τρι-μεθυλιώνει την ιστόνη Η3 στη λυσίνη-27 

(H3K27me3), με αποτέλεσμα την στρατολόγηση άλλων συμπλόκων τα οποία επάγουν τη 

συμπύκνωση της χρωματίνης. Αντίθετα, το σύμπλοκο Trithorax μεθυλιώνει την ιστόνη Η3 στη 

λυσίνη-4 (Η3Κ4me) και προωθεί τη μεταγραφή. Οι παράγοντες αυτοί διαμορφώνουν ζώνες 
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εντός του γονιδιώματος των πολυδύναμων κυττάρων οι οποίες είτε είναι κατεσταλμένες είτε 

ενεργοποιημένες περιοχές (52). Ωστόσο, στα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα υπάρχουν 

χρωματινικές περιοχές στις οποίες συνυπάρχουν και οι δυο τροποποιήσεις της ιστόνης Η3 

(bivalent modifications) (53). Οι περιοχές αυτές διατηρούν σε «ετοιμότητα» τα ιστο-ειδικά 

γονίδια, που ενεργοποιούνται όμως κατά την έξοδο των κυττάρων από την κατάσταση 

πολυδυναμίας (53–55). 

 

Η αυτο-ανανέωση (self-renewal) είναι η ικανότητα των βλαστικών κυττάρων να διαιρούνται 

και να παράγουν περισσότερα βλαστικά κύτταρα, προκειμένου να διατηρηθεί μια «δεξαμενή» 

αδιαφοροποίητων κυττάρων (44). Ωστόσο, δεν έχουν υποστεί αθανατοποίηση (immortality) 

και δεν εμφανίζουν σημάδια γήρανσης όπως άλλες πρώιμες κυτταρικές σειρές. Κατά τις 

πρώτες κυτταρικές διαιρέσεις των εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων, τα θυγατρικά κύτταρα 

που προκύπτουν είναι πανομοιότυπα μεταξύ τους. Δηλαδή, ύστερα από κάθε διαίρεση 

προκύπτουν δύο όμοια εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα. Η διαδικασία αυτή είναι γνωστή ως 

συμμετρική αυτο-ανανέωση, σε αντιδιαστολή με την ασύμμετρη διαίρεση όπου τα προϊόντα 

είναι ένα βλαστικό και ένα προγονικό κύτταρο, το οποίο θα εισέλθει σε πορεία 

διαφοροποίησης. 

 

Τα προγράμματα αυτο-ανανέωσης περιλαμβάνουν δίκτυα που εξισορροπούν πρωτο-

ογκογονίδια (proto-oncogenes), ρυθμιστικά ογκοκατασταλτικά γονίδια (gate-keeping tumor 

suppressors) και συστατικά ογοκοκατασταλτικά γονίδια (care-taking tumor suppressors). 

Αυτοί οι ενδογενείς μηχανισμοί ρυθμίζονται από εξωγενή σήματα που προέρχονται από τον 

θώκο (niche), δηλαδή το μικροπεριβάλλον μέσα στο οποίο αναπτύσσονται τα βλαστικά 

κύτταρα. Η ανάγκη αναγέννησης των ιστών προκαλεί μεταβολές στην κατάσταση του 

κυτταρικού κύκλου και στο αναπτυξιακό δυναμικό των βλαστικών κυττάρων ενεργοποιώντας 

διαφορετικά προγράμματα αυτο-ανανέωσης σε διαφορετικά στάδια του κύκλου ζωής. Για 

παράδειγμα, συστήματα όπως τα προγονικά νευρικά κύτταρα του εγκεφάλου και του 

αμφιβληστροειδούς χιτώνα, των νευροβλαστών στη Drosophila καθορίζουν χρονικά τον κάθε 

τύπο νευρώνα που θα δημιουργηθεί κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης τους (56–58).  

 

Η αυτο-ανανέωση δεν είναι μοναδική ιδιότητα των βλαστικών κυττάρων. Ορισμένοι τύποι 

προγονικών και διαφοροποιημένων κυττάρων, όπως τα προγονικά νευρικά κύτταρα και τα 
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λεμφοκύτταρα, μπορούν επίσης να αυτο-ανανεωθούν (59). Η αυτο-ανανέωση των ιστο-ειδικών 

βλαστικών κυττάρων εξαρτάται από μιτογόνους μηχανισμούς που ρυθμίζουν τη μετάβαση από 

τη φάση G1 στη φάση S, στην οποία εμπλέκονται οι οδοί των p16Ink4a-Rb και p19Arf-p53 

(60,61).  

 

Τέλος, ένα βασικό χαρακτηριστικό των εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων είναι ότι 

«αμφιταλαντεύονται» μεταξύ δυο καταστάσεων, της αρχικής (naïve state) και της 

προχωρημένης (primed state). Οι καταστάσεις αυτές αντιστοιχούν σε δυο αναπτυξιακά στάδια 

του εμβρύου, δηλαδή το προ- και το μετα-εμφυτευτικό στάδιο της βλαστοκύστης. Η προ-

εμφυτευτική βλαστοκύστη περιέχει την ICM, η οποία θα σχηματίσει δυο στοιβάδες, την 

επιβλάστη και την υποβλάστη. Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, τα κύτταρα της επιβλάστης 

«ωριμάζουν» υιοθετώντας ένα διαφορετικό πρότυπο γονιδιακής έκφρασης. Ένα 

χαρακτηριστικό της διαδικασίας αυτής είναι η αδρανοποίηση του ενός από τα δυο Χ 

χρωμοσώματα που υπάρχει στα θηλυκά, όπως συμβαίνει σε όλα τα σωματικά κύτταρα του 

ενηλίκου ζώου. Όταν τα κύτταρα της προ-εμφυτευτικής βλαστοκύστης διαχωρίζονται για να 

καλλιεργηθούν in vitro και να σχηματίσουν τον πληθυσμό που αποκαλείται εμβρυονικά 

βλαστικά κύτταρα, είναι ικανά να διατηρήσουν είτε το ανώριμο προφίλ ή να εισέλθουν στην 

προχωρημένη κατάσταση. Το γεγονός αυτό είναι ανάλογo με τις ιδιαιτερότητες της 

εμβρυολογικής ανάπτυξης του κάθε είδους. Για παράδειγμα, στον ποντικό η μετάβαση από το 

προ- στο μετα-εμφυτευτικό στάδιο περιλαμβάνει τον σχηματισμό του λεγόμενου «εμβρυικού 

κυλίνδρου» (egg cylinder) και πολλές φορές καθυστερεί για μεγάλο χρονικό διάστημα ενόσω 

το έμβρυο παραμένει σε μια αναπτυξιακά «παγωμένη» κατάσταση (diapause). Κάτι τέτοιο δεν 

παρατηρείται στο έμβρυο του ανθρώπου (62).  

 

 

1.2.3. Κυτταρικός κύκλος των εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων 

Τα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα χαρακτηρίζονται από έναν ασυνήθη κυτταρικό κύκλο. 

Διαιρούνται πολύ γρήγορα με χρόνο διπλασιασμού 8-10 ώρες στον ποντικό και 8-16 ώρες στον 

άνθρωπο. Η εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου των εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων ελέγχεται 

από μηχανισμούς οι οποίοι εξασφαλίζουν την ταχεία αντιγραφή και τον ακριβή διαμοιρασμό 

του γενετικού υλικού στα θυγατρικά κύτταρα. Τα βλαστικά κύτταρα διατηρούν τα αυξημένα 
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επίπεδα των CDK2, cyclin A/cyclin E, που τους επιτρέπουν την ταχεία είσοδο στη φάση S. Η 

μεγαλύτερη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου καλύπτεται από τη φάση S (περίπου σε ποσοστό 

60%), ενώ οι φάσεις G1 και G2 είναι πολύ σύντομες (63,64). Όταν τα εμβρυονικά βλαστικά 

κύτταρα διαφοροποιηθούν, η διάρκεια της G1 φάσης επιμηκύνεται (μεγαλύτερη από 16 ώρες) 

και ο ρυθμός πολλαπλασιασμού τους μειώνεται, όπως στα σωματικά κύτταρα.   

 

 

 

 

 
 

 
Εικόνα 1.10. Εκτεταμένη φάση S των εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων. Σχηματική απεικόνιση του 

κυτταρικού κύκλου σωματικών και αδιαφοροποίητων βλαστικών κυττάρων. Επισημαίνεται η διαφορά 

μεταξύ της φάσης S και της G1 μεταξύ των κυτταρικών σειρών (65). 

 

 

1.3. Ασύμμετρη κυτταρική διαίρεση 

 Γενικά χαρακτηριστικά της ασύμμετρης κυτταρικής διαίρεσης 

Πολλοί πληθυσμοί βλαστικών κυττάρων υφίστανται συμμετρικές, αλλά ταυτόχρονα και 

ασύμμετρες κυτταρικές διαιρέσεις. Οι διαιρέσεις αυτές συμβαίνουν είτε με τυχαίο τρόπο είτε 



23 
 

ως απάντηση σε σήματα από το περιβάλλον. Οι συμμετρικές διαιρέσεις υπερτερούν υπό 

συνθήκες έκπτυξης των βλαστικών κυττάρων, όπως σε περιπτώσεις επαγόμενης 

διαφοροποίησης και ύστερα από τραυματισμό. Αντίθετα, σε καταστάσεις «ηρεμίας» οι 

ασύμμετρες διαιρέσεις επιτρέπουν στα βλαστικά κύτταρα να διατηρήσουν ισορροπία μεταξύ 

των βλαστικών και των διαφοροποιημένων κυττάρων. Για παράδειγμα, στη Drosophila οι 

νευροβλάστες διαιρούνται ασύμμετρα επιτυγχάνοντας το διαχωρισμό της aPKCζ στο 

θυγατρικό κύτταρο το οποίο θα παραμείνει βλαστικό, ενώ τους παράγοντες Numb, Prospero 

και Brat σε εκείνο το οποίο θα διαφοροποιηθεί (66–68). Επίσης, βλαστικά κύτταρα θηλαστικών 

όπως νευρώνες του κεντρικού νευρικού συστήματος, η βασική στιβάδα της επιδερμίδας, ο 

σκελετικός μυϊκός ιστός κ.ά. διαιρούνται ασύμμετρα υπό ορισμένες συνθήκες (69,70). 

Επομένως, η ασύμμετρη διαίρεση θα πρέπει μάλλον να θεωρηθεί ως ένας εναλλακτικός 

(facultative) τρόπος κυτταρικού πολλαπλασιασμού, ο οποίος ενεργοποιείται επιλεκτικά οσάκις 

χρειάζεται να δημιουργηθούν νέοι κυτταρικοί τύποι.  

 

 

 

 

Εικόνα 1.11. Μηχανισμοί επαγωγής ασύμμετρης κυτταρικής διαίρεσης (67). 
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Στις ασύμμετρες κυτταρικές διαιρέσεις καθοριστικό ρόλο έχει η πολικότητα των θυγατρικών 

κυττάρων κατά τη διάρκεια της διαίρεσης ως αποτέλεσμα διαφορετικών σημάτων από το 

περιβάλλον. Ο προσανατολισμός της μιτωτικής ατράκτου μπορεί να καθορίσει τις θέσεις των 

θυγατρικών κυττάρων στο μικροπεριβάλλον του θώκου και την αναπτυξιακή τύχη του κάθε 

κυττάρου. Για παράδειγμα, τα σπερματογόνια στη Drosophila διαιρούνται ασύμμετρα 

σύμφωνα με τον κάθετο προσανατολισμό της ατράκτου και το περιβάλλον με το οποίο 

γειτνιάζει το κάθε θυγατρικό κύτταρο (71). Πιο συγκεκριμένα, το θυγατρικό κύτταρο το οποίο 

μετακινείται αντίθετα από το θώκο τείνει να διαφοροποιηθεί, ενώ εκείνο το οποίο βρίσκεται 

πλησίον του θώκου παραμένει βλαστικό. Ο προσανατολισμός της μιτωτικής ατράκτου 

καθορίζεται από τον προσανατολισμό του κεντροσώματος (72). Το μητρικό κεντρόσωμα 

εγκαθίσταται στην κορυφαία επιφάνεια (πλησίον του hub) και το θυγατρικό κεντρόσωμα 

εγκαθίσταται στη βασική επιφάνεια (μακριά από το hub) (71). Τα σπερματογόνια έχουν ένα 

σημείο ελέγχου στη διάρκεια προσανατολισμού της ατράκτου, το οποίο δεν επιτρέπει στα 

κύτταρα να διαιρεθούν εάν τα κεντροσωμάτια δεν έχουν τοποθετηθεί στην κορυφαία και τη 

βασική επιφάνεια, αντίστοιχα (72).



 

Σκοπός 

Οι στόχοι της μελέτης ήταν οι εξής: 

 Η διερεύνηση του λειτουργικού ρόλου της Haspin στην αυτο-ανανέωση και την 

έκπτυξη των εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων. 

 Η λεπτομερής εξέταση του ρόλου που διαδραματίζει η Haspin κατά τη διάρκεια της 

διαφοροποίησης. 

 Ο έλεγχος της γονιδιακής έκφρασης σε γενωμικό επίπεδο σε κύτταρα στα οποία 

απουσιάζει ή υπερεκφράζεται η συγκεκριμένη πρωτεΐνη.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Υλικά και Μέθοδοι 

  



 

  



 
 

2. Υλικά και Μέθοδοι 

 

2.1 Μέθοδοι καλλιέργειας κυττάρων 

 

2.1.1 Καλλιέργεια κυτταρικών σειρών 

Τα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα ποντικού (Ε14Τ) ήταν ευγενική χορηγία του εργαστηρίου 

του Austin Smith (Cambridge University). Η καλλιέργεια των κυττάρων πραγματοποιείται σε 

ειδικό διαμορφωμένο χώρο ο οποίος διατηρείται στείρος και ο χειρισμός τους 

πραγματοποιείται εντός μιας εστίας κάθετης νηματικής ροής. Τα κύτταρα διατηρούνται σε 

επωαστικό κλίβανο σταθερής θερμοκρασίας 37o C, η ατμόσφαιρα είναι εμπλουτισμένη με 

σταθερή συγκέντρωση CO2 5% και υπάρχουν κατάλληλες συνθήκες υγρασίας. Η καλλιέργεια 

των E14T δεν απαιτεί συν-καλλιέργεια με τροφικά κύτταρα για την διατήρηση της 

αυτοανανέωσης και της πολυδυναμίας τους. Απαιτείται μόνο επίστρωση των τρυβλίων με 0.1% 

διάλυμα ζελατίνης. 

 

Το θρεπτικό μέσο που χρησιμοποιείται στην καλλιέργεια των εμβρυονικών βλαστικών 

κυττάρων GMEM (Glassgow Modified Eagle’s Medium) είναι εμπλουτισμένο με 15% 

εμβρυϊκό ορό βοός (Fetal Bovine Serum, FBS), L-γλουταμίνη 2mM, 0.1 mM μη απαραίτητα 

αμινοξέα (MEM Non-Essential Amino Acids, MNEA), πυροσταφιλικό νάτριο 1mM, 

πενικιλλίνη 100 units/ml και στρεπτομυκίνη 0,1 mg/ml. Στην καλλιέργεια των κυττάρων 

προστίθεται β-μερκαπτοαιθανόλη 0,1mM και LIF (Leukemia Inhibitor Factor) που είναι 

απαραίτητα για την διατήρηση της αδιαφοροποίητης κατάστασης των βλαστικών κυττάρων. Η 

παρασκευή του γίνεται με υπερέκφραση του αντίστοιχου πλασμιδιακού DNA που φέρει το 

γονίδιο για την έκφραση του παράγοντα LIF σε κύτταρα Cos και συλλέγεται η εκκρινόμενη 

πρωτεΐνη από το καλλιεργητικό μέσο. Στη συνέχεια, το υλικό που συλλέχθηκε τιτλοποιείται 

από ξεχωριστά πειράματα σε εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα προκειμένου να επιλεγεί η ιδανική 

συγκέντρωση του. 



30 

  

Άλλες κυτταρικές σειρές οι οποίες χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή είναι επιθηλιακά 

κύτταρα ανθρώπου HeLa και μια ιδιαίτερη κυτταρική σειρά μυοβλαστών ποντικού, C2C12. 

Καλλιεργούνται στις ίδιες συνθήκες με τα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα. Το καλλιεργητικό 

μέσο το οποίο χρησιμοποιείται είναι DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 

εμπλουτισμένο με 10% εμβρυικό ορό μόσχου (Fetal Calf Serum, FCS), 2mM L-γλουταμίνη 

και 2mM πενικιλίνη/στρεπτομυκίνη. 

 

 

2.1.2 In vitro διαφοροποίηση κυτταρικών σειρών 

2.1.2.1 Διαφοροποίηση εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων σε τρεις διαστάσεις 

Τα κύτταρα διαφοροποιούνται σε τρεις διαστάσεις (3D) με την τεχνική των «κρεμάμενων 

σταγόνων» (hanging drops). Αρχικά, τα κύτταρα αφού τρυψινοποιηθούν, 500 μονήρη κύτταρα 

ανά 20 μl αφήνονται υπό μορφή «κρεμάμενης σταγόνας».Υπό τη μορφή αυτή καλλιεργούνται 

για διάστημα 2 ημερών ώστε να σχηματιστούν τα εμβρυοειδή σωμάτια (Embryoid bodies, 

EBs). Τα σχηματιζόμενα σωμάτια μεταφέρονται σε βακτηριακά τρυβλία για περαιτέρω 

διαφοροποίηση.  

 

Για την ανάπτυξη των σωματιδίων προς διαφοροποίηση μεσοδερμικής κατεύθυνσης, 

χρησιμοποιείται IMDM (Iscove’s Modified Dublecco’s Medium) εμπλουτισμένο με 15% FBS, 

2mM πενικιλλίνη/στρεπτομυκίνη, 2mM L-γλουταμίνη και 450 mmol/L α-μονοθειογλυκερόλη 

(1-Thioglycerol, MTG) χωρίς την προσθήκη LIF. Το θρεπτικό μέσο ανανεώνεται μετά την 5η 

ημέρα διαφοροποίησης ανά δυο ημέρες καθ’ όλη τη διάρκεια του πειράματος.  

 

Σε ένα κύκλο πειραμάτων χρειάστηκε να ακολουθηθεί το παραπάνω πρωτόκολλο με βάση τη 

δημοσίευση του (73). Σύμφωνα με το συγκεκριμένο πρωτόκολλο ακολουθείται παρόμοια 

διαδικασία διαφοροποίησης, όπως με αυτή που περιγράφθηκε. Στη συνέχεια, τα σχηματιζόμενα 

εμβρυοειδή σωμάτια τρυψινοποιούνται, προκειμένου να γίνουν μονήρη κύτταρα και 

επιστρώνονται αραιά (10-20 κύτταρα/mm2 ) σε επιστρωμένες καλυπτρίδες με ζελατίνη. Τα 
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δείγματα μονιμοποιούνται περίπου 12 ώρες αργότερα όπου τα μονήρη κύτταρα έχουν 

πραγματοποιήσει την πρώτη κυτταρική τους διαίρεση και είναι πλέον ζεύγη. 

 

 

2.1.2.2 Διαφοροποίηση μυοβλαστών ποντικού 

Οι μυοβλάστες C2C12 είναι μια κυτταρική σειρά μερικώς διαφοροποιημένων κυττάρων, τα 

οποία έχουν την ιδιότητα να διαφοροποιηθούν περαιτέρω σχηματίζοντας συστελλόμενους 

μυοσωληνίσκους. Η διαφοροποίησης τους επιτυγχάνεται με μείωση του ορού στο 

καλλιεργητικό μέσο. Πιο συγκεκριμένα, τα κύτταρα επιστρώνονται σε τρυβλίο και 

αναπτύσσονται έως ότου η πυκνότητα τους προσεγγίσει το 90%. Τότε, το θρεπτικό μέσω τους 

αντικαθίσταται με μειωμένη περιεκτικότητα ορού (1%). Μέχρι την 3η ημέρα διαφοροποίησης 

το θρεπτικό διαφοροποίησης αντικαθίσταται κάθε 24 ώρες, ενώ μετέπειτα κάθε 12 ώρες. Μέσω 

της διαδικασίας αυτής, οι μονοπυρηνικοί μυοβλάστες συντήκονται και σχηματίζουν 

πολυπυρηνικούς μυοσωληνίσκους.  

 

2.1.3 In vivo διαφοροποίηση των εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων (σχηματισμός 

τερατωμάτων) 

Ο σχηματισμός τερατωμάτων εκπονήθηκε σε συνεργασία με τον δρ. Δ. Στέλλα στο εργαστήριο 

του κ. Α. Κλινάκη, στην Ακαδημία Αθηνών (ΙΒΕΑΑ). 

 

Κύτταρα επιστρώθηκαν σε τρυβλία και επωάστηκαν με τον αναστολέα 5-ITu για 26 ώρες, σε 

συγκέντρωση 1μΜ. Στη συνέχεια, τα κύτταρα κάθε συνθήκης τρυψινοποιήθηκαν προκειμένου 

να προκύψουν μονήρη κύτταρα. Μετρήθηκαν 1x106 κύτταρα και αφού επαναιωρήθηκαν σε 

0.5ml διαλύματος PBS ενέθηκαν υποδόρια στο μηρό ανοσοκατεστελμένων SCID ποντικών. 

Στον αριστερό μηρό κάθε ποντικού εισήχθησαν κύτταρα τα οποία πρώτα είχαν επωαστεί με 5-

ITu και στον δεξιό μηρό κύτταρα ελέγχου. Συνολικά χρησιμοποιήθηκαν 8 ενήλικα 

πειραματόζωα τα οποία κρατούνται σε χώρο υπό αυστηρά στείρες συνθήκες. Περίπου 4 

εβδομάδες μετά την έγχυση των κυττάρων, μια ομάδα τεσσάρων ποντικών θυσιάστηκε 

προκειμένου να αναλυθεί η πορεία της διαφοροποίησης. Μετά από 8 εβδομάδες θυσιάστηκαν 
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τα υπόλοιπα πειραματόζωα και αναλύθηκαν τα αποτελέσματα. Οι όγκοι που προέκυψαν 

χρώσθηκαν με αιματοξυλίνη και ηωσίνη για περαιτέρω ανάλυση. 

 

 

2.1.4 Διαμόλυνση κυτταρικών σειρών με ηλεκτροδιάτρηση  

Η συνήθης και επιτυχής μέθοδος διαμόλυνσης των βλαστικών εμβρυονικών κυττάρων είναι η 

ηλεκτροδιάτρήση. Η ηλεκτροδιάτρηση είναι μια τεχνική εισαγωγής επιλεγμένου DNA σε 

κύτταρα. Η αρχή της μεθόδου βασίζεται στην εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου προκειμένου να 

διαταραχθεί προσωρινά η φωσφολιπιδιακή διπλοστοιβάδα της κυτταρικής μεμβράνης, με 

αποτέλεσμα πολικά μόρια (όπως τα νουκλεϊκά οξέα) να εισέλθουν στο κύτταρο. 

Χρησιμοποιήθηκε η συσκευή ECM630 (BTX Inc.) και οι αντίστοιχες ειδικές κυψελίδες 

(cuvettes-BTX 640). Για τα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα, 5x 106 κύτταρα αραιώθηκαν με 20 

μg πλασμιδίου σε τελικό όγκο 400μl GMEM και χρησιμοποιήθηκαν οι εξής παράμετροι : 

200V, 950μF και 0Ω. 

 

 

2.1.5 Δημιουργία σταθερών κυτταρικών σειρών βλαστικών κυττάρων  

2.1.5.1 Δημιουργία σταθερής σειράς υπερεκφράζοντας τη Haspin 

Για τη δημιουργία σταθερών κυτταρικών σειρών τα κύτταρα διαμολύνονται με τα αντίστοιχα 

πλασμίδια και διαμοιράζονται σε τρυβλίο έξι φρεατίων. Μετά από 24 ώρες από τη διαμόλυνση 

χορηγείται στα κύτταρα αντιβιοτικό επιλογής, πουρομυκίνη (1.5 μg/ml) για12-15 ημέρες έως 

ότου σχηματιστούν κλωνογενείς αποικίες ικανοποιητικού μεγέθους. Οι σχηματιζόμενες 

αποικίες συλλέγονται και καθεμία μεταφέρεται σε φρεάτιο τρυβλίου 96 φρεατίων και 

αναπτύσσονται κλωνογενώς. Πραγματοποιείται αλλαγή του θρεπτικού μέσου και προσθήκη 

αντιβιοτικού καθημερινά. Όταν τα κύτταρα αναπτυχθούν αρκετά, ώστε να καλύψουν όλη την 

επιφάνεια του τρυβλίου, μεταφέρονται διαδοχικά σε τρυβλίο 24 φρεατίων, 12 φρεατίων, 6 

φρεατίων και τελικώς σε τρυβλίο 60mm. Οι κλώνοι ελέγχονται για την παρουσία του 

αντίστοιχου πλασμιδίου.  
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2.1.5.2 Δημιουργία σταθερής σειράς αποκόπτοντας το γονίδιο της Haspin 

Η απαλοιφή πραγματοποιείται με τη μέθοδο CRISPR/Cas9 (Clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats). Τα CRISPR είναι τμήματα προκαρυωτικού DNA τα οποία 

περιέχουν βραχείες επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες βάσεων και παίζουν βασικό ρόλο στο 

αμυντικό σύστημα των βακτηρίων. Αποτελούν τη βάση μιας τεχνολογίας επεξεργασίας του 

γονιδιώματος που επιτρέπει τη μόνιμη τροποποίηση των γονιδίων μέσα στον οργανισμό. Η 

νουκλεάση Cas9, αφού εισαχθεί στο κύτταρο, οδηγείται από ένα συνθετικό RNA οδηγό (guide-

gRNA) προκειμένου να κόψει το DNA στην επιθυμητή θέση επιτρέποντας την απομάκρυνση 

των γονιδίων και / ή την προσθήκη νέων. 

 

Για την εκτέλεση του πειραματικού σχεδίου χρησιμοποιούνται κατάλληλοι πλασμιδιακοί 

φορείς που στοχεύουν ειδικά το συγκεκριμένο γονίδιο από την εταιρία Santa Cruz (με κωδικούς 

sc-420703-NIC και sc-437281 για το πλασμίδιο ελέγχου). Τα συγκεκριμένα πλασμίδια είναι 

διαφορετικά μεταξύ τους, το καθένα κωδικοποιεί μια μεταλλαγμένη μορφή της νουκλεάσης 

Cas9 καθώς και ένα μοναδικό τμήμα 20 νουκλεοτιδίων τα οποία είναι ειδικά για την 

αλληλουχία του γονιδίου-στόχου (RNA οδηγοί-guide RNA) (βλέπε παρακάτω πίνακα). Το ένα 

από τα δυο πλασμίδια περιέχει ένα γονίδιο ανθεκτικότητας στην πουρομυκίνη για την επιλογή 

των κλώνων και το άλλο έναν μάρτυρα GFP για επιβεβαίωση της διαμόλυνσης.  

 

 

Guide RNAs for Haspin gene 

1) CAGCGACGTAACGAGTCGC 

2) AAGGCGCGCTTCAGGTTCGG 

 

 

Διαμολύνονται εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα με το αντιδραστήριο UltraCruz transfection 

Reagent, ταυτόχρονα με τα δυο πλασμίδια που περιγράφεται παραπάνω και αφήνονται στην 

καλλιέργεια ώστε να ανακάμψουν για 24 ώρες, και να εκφράσουν το γονίδιο ανθεκτικότητας 

στην πουρομυκίνη. Την επόμενη μέρα, προστίθεται 1.5μg/ml του αντιβιοτικού στο θρεπτικό 

μέσο και τα κύτταρα καλλιεργούνται παρουσία του για 72 ώρες. Τα κύτταρα που δεν 

εκφράζουν το γονίδιο ανθεκτικότητας δεν επιβιώνουν. Ακολουθεί απομάκρυνση του 

αντιβιοτικού από το θρεπτικό μέσο για περίπου 10 ημέρες. Όταν τα κύτταρα αναπτυχθούν 
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αρκετά, ώστε να σχηματιστούν αποικίες και καλύψουν όλη την επιφάνεια του τρυβλίου, 

μεταφέρονται διαδοχικά σε τρυβλίο 24 φρεατίων, 12 φρεατίων, 6 φρεατίων και τελικώς σε 

τρυβλίο 60mm. Οι κλώνοι ελέγχονται για την παρουσία ή απουσία του γονιδίου της Haspin 

μέσου ελέγχου της παρουσίας ή μη της φωσφορυλίωσης H3T3. 

 

 

 2.1.5.3 Παροδική αποσιώπηση της Haspin σε κύτταρα Hela 

Για τις δοκιμασίες αποσιώπησης της Haspin χρησιμοποιήθηκαν οι εξής αλληλουχίες siRNAs 

(ΑΜ 1093, 141030, 242467) και αλληλουχία ελέγχου RNA (AM4642) από την Ambion. Οι 

αλληλουχίες αυτές σε συγκέντρωση 20 nM διαμολύνθηκαν σε κύτταρα HeLa με το 

αντιδραστήριο Lipofectamine RNAiMAX από την Invitrogen, σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Τα κύτταρα παρατηρήθηκαν και αναλύθηκαν μετά από 48-72 hours. 

 

 

2.2 Μέθοδοι Μοριακής Βιολογίας 

2.2.1 Απομόνωση ολικού RNA και ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

πραγματικού χρόνου (Real Time qPCR) 

Η απομόνωση του ολικού RNA και η ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

πραγματοποιήθηκε σε συνεργασία με τη Δρ. Κατερίνα Σουψανά.  

 

Η απομόνωση του ολικού RNA και η κατασκευή του cDNA  πραγματοποιήθηκαν με το 

RNeasy protect mini kit (Qiagen) και το PrimeScript RT Reagent Kit με gDNA Eraser (Perfect 

Real Time) (Takara), αντίστοιχα, σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Η qPCR πραγματοποιήθηκε στο μηχάνημα CFXConnect instrument (Biorad) με SYBR Fast 

Master Mix (2x) Universal (KAPA) και η ανάλυση των δεδομένων και η στατιστική τους έγινε 

στο πρόγραμμα qbase+ (Biogazelle) σύμφωνα με το MIQE guidelines.  

Ο πίνακας 1 περιέχει όλους τους εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία. 
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Πίνακας 1. Αναλυτική λίστα των πριμοδοτικών μορίων που χρησιμοποιήθηκαν   

Γονίδιο 5’ αλληλουχία 3’ αλληλουχία 

Nanog CCAGTGGAGTATCCCAGCAT GTTGGTCCAGGTCTGGTTGT 

Oct3/4 TGGGCTAGAGAAGGATGTGG TGGGAAAGGTGTCCCTGTAG 

Klf4 GACTAACCGTTGGCGTGAGG GTCTAGGTCCAGGAGGTCGT 

Sox2 AAAGGGTTCTTGCTGGGTTT AAACAAGACCACGAAAACGG 

Mouse and  

Human Haspin 
ATGCTGAAAAGGTTTATGGGGA GGCAGGATTTCCTCAAAGGTTT 

Dazl GCCCGCAAAAGAAGTCTGTG ACCAACAACCCCCTGAGATG 

Scml2 CCACTGGGGTACACACTGAAT CAGCTCCAATTGTGGCAGGA 

 

2.2.3 Αλληλούχηση RNA (RNA Sequencing) 

Η αλληλούχηση RNA πραγματοποιήθηκε σε συνεργασία με τη Δρ. Κατερίνα Σουψανά και τον 

Dr. Benes Vladimir (Genomics Core Facility, EMBL Heidelberg). Η αλληλούχηση των 75 bp 

πραγματοποιήθηκε στο NextSeq 500 (Illumina). Η ανάλυση των δεδομένων 

πραγματοποιήθηκε σε συνεργασία με Δρ. Κατερίνα Σουψανά, Δρ. Παντελής Τοπάλης και τον 

Δρ. Γεώργιο Σφήκα στην πλατφόρμα Chipster. 

 

2.2.4 Αλληλούχηση μικρών νουκλεοτιδικών αλληλουχιών (Amplicon Sequencing)  

Η αλληλούχηση πραγματοποιήθηκε σε συνεργασία με τη Δρ. Κατερίνα Σουψανά και τον Dr. 

Benes Vladimir (Genomics Core Facility, EMBL Heidelberg). Η απομόνωση του γενωμικού 

DNA πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με γνωστά πρωτόκολλα. Η περιοχή ενδιαφέροντος 

ενισχύθηκε χρησιμοποιώντας τους παρακάτω εκκινητές και την πολυμεράση Kapa HiFi hot 

start (KK2601). 

 

For 
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTTCGAACGTACGCGGCGAGG 

 

Rev 
CTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTTCTGCGGGAGCCGAGGTC 
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Τα προϊόντα μεγέθους 250bp αλληλουχήθηκαν στην πλατφόρμα MiSeq (Illumina). Η ανάλυση 

των δεδομένων πραγματοποιήθηκε σε συνεργασία με τη Δρ. Κατερίνα Σουψανά και τον Δρ. 

Γεώργιο Σφήκα χρησιμοποιώντας τον δημοσιευμένο αλγόριθμο CRISPResso.  

 

 

2.3 Μορφολογικές μέθοδοι 

2.3.1 Έμμεσος ανοσοφθορισμός σε κύτταρα επιστρωμένα σε γυάλινες επιφάνειες 

Ο έμμεσος ανοσοφθορισμός έγινε σύμφωνα με τα πρωτόκολλα των (74,75). Πιο αναλυτικά, τα 

κύτταρα έχουν επιστρωθεί μια ή δυο ημέρες πριν σε γυάλινες καλυπτρίδες, μονιμοποιούνται 

σε διάλυμα 1 ή 4% φορμαλδεΰδης αραιωμένης σε PBS για 10 λεπτά ή σε κρύα μεθανόλη για 6 

λεπτά. Το μέσο και ο χρόνος επώασης της μονιμοποίησης των κυττάρων εξαρτάται από το 

εκάστοτε αντίσωμα το οποίο θα χρησιμοποιηθεί. Ακολουθούν πλύσεις με PBS και στη 

συνέχεια επώαση του δείγματος για 10 λεπτά με διάλυμα γλυκίνης 5mM διαλυτοποιημένης σε 

PBS, προκειμένου να εξουδετερωθεί το μέσο μονιμοποίησης. Τα δείγματα εκπλύονται με PBS 

και εν συνεχεία επωάζονται για 15 λεπτά σε ρυθμιστικό διάλυμα Α το οποίο είναι ικανό να 

αποκλείει μη ειδικές θέσεις. Το συγκεκριμένο διάλυμα περιέχει 150mM NaCl, 20mM Tris-

HCl, 2mM MgCl2 , 0.1mM EGTA, 0.2% Triton X-100, 0.5% Fish skin gelatin (FSG). 

Ακολουθεί επώαση 1 ώρας με το πρωτεύον αντίσωμα το οποίο έχει αραιωθεί στο διάλυμα Α 

αποκλεισμού ειδικών θέσεων σε κατάλληλη συγκέντρωση σε θερμοκρασία δωματίου και σε 

θάλαμο υψηλής υγρασίας. Μετά από τρεις πλύσεις με το διάλυμα Α τα δείγματα επωάζονται 

με αντίστοιχο δευτερεύον φθορίζον αντίσωμα στις ίδιες συνθήκες με το πρωτεύον αλλά ο 

χρόνος επώασης είναι 45 λεπτά. Τα δείγματα εκπλύονται τρείς φορές με το διάλυμα Α και 

άλλες τρεις με PBS έτσι ώστε να ακολουθήσει η χρώση του DNA χρωστικές όπως DAPI, 

TOPRO-3 είτε ιωδιούχο προπίδιο (PI-propidium iodide) ανάλογα με τις απαιτήσεις του 

πειράματος. Τέλος, οι καλυπτρίδες εκπλύονται με PBS και αφού καλυφθούν με ένα διάλυμα 

(Vectashield) το οποίο προστατεύει το δείγμα από την απώλεια του φθορισμού κατά την 

παρατήρηση, τοποθετούνται σε αντικειμενοφόρους πλάκες. Τα δείγματα διατηρούνται στους 

4ο C και εξετάζονται σε συνεστιακό μικροσκόπιο (Confocal microscope Leica SP5 TCII). 
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Αντίσωμα Εταιρία Μονιμοποίηση Αραίωση 

H3T3ph Παρασκευή του εργαστηρίου μας 4% φορμαλδεΰδη 1:750 

H3K9me3 Novus Biologicals 4% φορμαλδεΰδη 1:200 

H3K27me3 Upstate 4% φορμαλδεΰδη 1:400 

Nanog Abcam 4% φορμαλδεΰδη 1:300 

Oct-3/4 Santa Cruz 4% φορμαλδεΰδη 1:300 

Brachyury Santa Cruz 4% φορμαλδεΰδη 1:50 

Gata 4 Santa Cruz 4% φορμαλδεΰδη 1:100 

Nestin Developmental Studies Hybridoma Bank 4% φορμαλδεΰδη 1:200 

Klf4 Abcam 4% φορμαλδεΰδη 1:1000 

Aurora B Abcam 4% φορμαλδεΰδη 1:1000 

CREST A. Tzioufas, Πανεπιστήμιο Αθηνών  1 ή 4% φορμαλδεΰδη 1:300 

INCENP Active Motif 4% φορμαλδεΰδη 1:500 

PCNA Santa Cruz Μεθανόλη 1:200 

α-Tubulin Sigma-Aldrich 4% φορμαλδεΰδη 1:5000 

aPKCζ Santa Cruz 4% φορμαλδεΰδη 1:300 

Desmin Παρασκευή του εργαστηρίου μας 4% φορμαλδεΰδη 1:500 

BrdU Novus Biologicals 70% Αιθανόλη 1:1000 

HP1α Millipore 4% φορμαλδεΰδη 1:1000 

Lamin A Παρασκευή του εργαστηρίου μας 1 & 4% φορμαλδεΰδη 1:600 

Lamin B Παρασκευή του εργαστηρίου μας 4% φορμαλδεΰδη 1:600 

 

 

2.3.2 Έμμεσος ανοσοφθορισμός σε εμβρυοειδή σωματίδια 

Τα εμβρυοειδή σωμάτια αναπτύχθηκαν σε καλυπτρίδες επιστρωμένες με ζελατίνη μια ή δυο 

μέρες πριν την ημέρα παρατήρησης. Το πρωτόκολλο που ακολουθείται στα εμβρυοειδή 

σωμάτια είναι παρόμοιο με τον έμμεσο ανοσοφθορισμό των απλών κυττάρων αλλά με κάποιες 

διαφορές στους χρόνους επώασης. Τα εμβρυοειδή σωμάτια μονιμοποιούνται για 30 λεπτά και 

ακολουθούν πλύσεις με PBS με 5 λεπτά επώαση η καθεμία και ακολουθεί εξουδετέρωση της 

φορμαλδεΰδης για 30 λεπτά. Η επώαση με το διάλυμα Α διαρκεί για 1 ώρα και στη συνέχεια 

τα σωμάτια επωάζονται για ακόμα 30 λεπτά με διάλυμα αυξημένης περιεκτικότητας σε Triton 

X-100 (0.5%). Τα δείγματα επωάζονται με το πρωτεύον αντίσωμα ολονύκτια στους 4ο C σε 

θάλαμο υψηλής υγρασίας, εκπλύονται με το διάλυμα Α και εν συνεχεία επωάζονται με το 

Πίνακας 2. Αναλυτική λίστα των αντισωμάτων που χρησιμοποιήθηκαν 
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δευτερεύον αντίσωμα για 45 λεπτά. Οι ακόλουθες πλύσεις και η χρώση του DNA είναι ίδια με 

τον ανοσοφθορισμό σε κύτταρα. 

 

Κάποιες συνθήκες πειραμάτων απαιτούσαν τα εμβρυοειδή σωμάτια να χρωσθούν όντας σε 

εναιώρημα και όχι να επιστρωθούν σε γυάλινη επιφάνεια. Το πρωτόκολλο σε αυτήν την 

περίπτωση είναι το ίδιο με αυτό του έμμεσου ανοσοφθορισμού των εμβρυοειδών σωματίων με 

τη διαφορά ότι η κάθε επώαση θα πρέπει να πραγματοποιείται σε επιφάνεια που δεν επιτρέπει 

την προσκόλληση των κυττάρων. 

 

 

2.3.3 Συνεστιακή μικροσκοπία 

Τα δείγματα εξετάσθηκαν σε συνεστιακό μικροσκόπιο (confocal microscope) Leica TCS-SP1 

και Leica SP5 TCSII ενώ οι φωτογραφίες αναλύθηκαν με χρήση των λογισμικών Fiji (NIH 

Image), LAS AF Lite (Leica) ή Adobe Photoshop (Adobe) Software. 

 

2.3.4 Μελέτη κυτταρικού κύκλου μέσω κυτταρομετρίας ροής (FACS assays). 

Για τη μελέτη του κυτταρικού κύκλου των κυτταρικών σειρών που χρησιμοποιούνται στην 

παρούσα διατριβή πραγματοποιήθηκε με κυτταρομετρία ροής. Πιο συγκεκριμένα, περίπου 1 

x106 αδιαφοροποίητα κύτταρα εκπλένονται με διάλυμα PBS και τρυψινοποιούνται ώστε να 

προκύψουν μονήρη κύτταρα. Στη συνέχεια, τα κύτταρα επωάζονται με διάλυμα το οποίο 

περιέχει ιωδιούχο προπίδιο (PI) για 20-30 λεπτά για τη χρώση του DNA. Το συγκεκριμένο 

διάλυμα παρασκευάζεται από το εργαστήριο του κ. Βαρθολομάτου από όπου έγινε και η δωρεά.  

2.3.5 Ποσοτικοποίηση θετικών κυττάρων ως προς τους βασικού δείκτες διαφοροποίησης 

EBs μέσω κυτταρομετρίας ροής (FACS). 

Πραγματοποιείται συλλογή των εμβρυοειδή σωματιδίων την ημέρα 4 της διαφοροποίησης, 

αφαιρείται το θρεπτικό μέσο, ακολουθούν εκπλύσεις με PBS και προστίθεται διάλυμα 
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Accumax για 1-3 λεπτά ώστε να διασπασθούν τα EBs και τα κύτταρα να είναι μονήρη. 

Ακολουθεί έμμεσος ανοσοφθορισμός σύμφωνα με το πρωτόκολλο για τα εμβρυοειδή σωμάτια 

που ήδη περιγράφθηκε. Όλη η διαδικασία πραγματοποιείται στον πάγο και οι εκπλύσεις των 

ενδιάμεσων σημείων πραγματοποιούνται με διάλυμα PBS-Triton. Το διάλυμα Α περιέχει 0.5% 

περιεκτικότητα σε Triton-X100 και το πρώτο αντίσωμα επωάζεται ολονύκτια στους 4ο C. Τα 

δείγματα αναλύθηκαν σε κυτταρομετρητή BD FACSCALIBUR. Η ανάλυση των 

αποτελεσμάτων έγινε με το λογισμικό Cellquest. Για την περαιτέρω ανάλυση των 

αποτελεσμάτων από το ποσοστό των θετικών κυττάρων αφαιρέθηκε το ποσοστό ψευδώς 

θετικών λόγω αυτοφθορισμού και θορύβου των δευτερογενών αντισωμάτων (negative 

controls), ώστε να πραγματοποιηθεί κανονικοποίηση των δειγμάτων. 

 

 

2.4 Στατιστική ανάλυση 
 
Η στατιστική ανάλυση των μορφολογικών δεδομένων πραγματοποιήθηκε με το SPSS. Η 

μέθοδος που επιλέχθηκε σε κάθε περίπτωση προσαρμόστηκε ανάλογα με τα δεδομένα.      

Η στατιστική σημαντικότητα (p value) σε κάθε περίπτωση παρουσιάζεται με αστερίσκους και 

ειδικότερα * p< 0.05, ** p<0.01 και ***p<0.001.  



 
 
 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

3. Αποτελέσματα



 
 

 

 

  



 

3. Αποτελέσματα 

 

3.1 Ο ρόλος της καταλυτικής περιοχής της Haspin  

Επιχειρήσαμε να παρέμβουμε στη λειτουργία της μιτωτικής κινάσης Haspin, που είναι 

υπεύθυνη για τη φωσφορυλίωση της θρεονίνης-3 της ιστόνης 3 (Η3Τ3ph), προκειμένου να 

διερευνηθεί ο ρόλος της στη διάρκεια της μίτωσης. Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιήθηκε ένας 

μικρομοριακός χημικός αναστολέας της Haspin 5-Iodotubercidin (5-ITu). Ο 5-ITu συνδέεται 

στη θέση πρόσδεσης του ATP και καταστέλλει την ενζυματική δραστηριότητα της κινάσης 

(IC50 5–9 nM) (8,76).  

 

 

          

 

Εικόνα 3.1. Αναπαράσταση της στερεοχημικής δομής της Haspin και της θέσης στην οποία δεσμεύεται ο 

5-ITu (76). Στα δεξιά αναπαρίσταται ο χημικός τύπος του αναστολέα 5-Iodotubercidin. 

 

 

Ωστόσο, η συγκεκριμένη χημική ένωση αναστέλλει και άλλες κινάσες όπως για παράδειγμα τη 

CLK (Cdc2-like kinase), τη DYRK (dual-specificity tyrosine regulated kinase) και σε 

μικρότερο βαθμό τη Cdk1/Cyclin B, χωρίς να επηρεάζει τις κινάσες της οικογένειας Aurora. 

Επί τη βάσει ειδικών δοκιμασιών (ΔTm assays), με τις οποίες μετράται η συγγένεια των 

αναστολέων μέσω της αύξησης της σταθερότητας του συμπλόκου της πρωτεΐνης με τον 
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αναστολέα κατά τη σύνδεση τους, αποδεικνύεται ότι η αλληλεπίδραση του 5-ITu με τις 

προαναφερθείσες κινάσες είναι σχετικά ασθενής. Ο 5-ITu αναστέλλει την καταλυτική δράση 

της Haspin, χωρίς να επηρεάζονται οι αλληλεπιδράσεις της με άλλες πρωτεΐνες (11).  

 

 

3.1.1 Επιδράσεις του 5-ITu στην κυτταρική διαίρεση 

Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία (21), ο αναστολέας χρησιμοποιείται στα κύτταρα θηλαστικών σε 

συγκεντρώσεις από 0.1μΜ έως 1μΜ. Διαπιστώσαμε ότι στα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα ο 

5-ITu προκαλεί πλήρη αναστολή της Η3Τ3ph τόσο στη μεγαλύτερη όσο στη μικρότερη 

συγκέντρωση (Εικόνα 3.2).  
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Εικόνα 3.2. Αναστολή της Haspin με τον ειδικό αναστολέα, 5-ITu. Στιγμιότυπα των φάσεων της 

μίτωσης στα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα μετά από επώαση με τον αναστολέα σε συγκεντρώσεις 0.1μΜ 

και 1μΜ. Κλίμακα 5μm. 

 

 

 

Η αναστολή της Haspin είναι αντιστρεπτή, καθώς η απομάκρυνσή του 5-ITu από το θρεπτικό 

μέσο έχει ως αποτέλεσμα την επανεμφάνιση της Η3Τ3ph στα μεταφασικά κύτταρα. Τα επίπεδα 

φωσφορυλίωσης επανέρχονται στα φυσιολογικά κατά 50% περίπου, σε χρονικό διάστημα 

μικρότερο των 30 λεπτών. Το σήμα επανεμφανίζεται κυρίως στην περιοχή του κεντρομεριδίου˙ 

ωστόσο, σε κάποιες περιπτώσεις παρατηρούνται περιοχές με πιο ασθενή φθορισμό στα σκέλη 

των χρωμοσωμάτων (Εικόνα 3.3, λεπτομέρεια). Δεδομένης της εξαιρετικά χαμηλής έκφρασης 

της Haspin στα σωματικά κύτταρα (4) και της μη διαθεσιμότητας κατάλληλων αντισωμάτων, 

αυτές οι παρατηρήσεις παρέχουν μια πρώτη ένδειξη ότι η ενεργή μορφή της ενδογενούς 

πρωτεΐνης εντοπίζεται πρωτίστως, αλλά όχι αποκλειστικά, στο κεντρομερίδιο. 
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Εικόνα 3.3. Η αντιστρεπτή δράση του αναστολέα της Haspin. Αντιπροσωπευτικά στιγμιότυπα  

μεταφάσεων σε κύτταρα που έχουν επωαστεί με 5-ITu και μετά καλλιεργηθεί απουσία του σε διάστημα 10, 

30 και 60 λεπτών. Η κάτω σειρά δείχνει περιοχές των χρωμοσωμάτων σε μεγαλύτερη μεγέθυνση. Κλίμακα 

5μm. n>100, όπου n ο αριθμός των μεταφασικών κυττάρων που μετρήθηκε σε κάθε χρονικό στιγμιότυπο. 

Οι αριθμοί επάνω δεξιά σε κάθε πλαίσιο αντιπροσωπεύει την ένταση του σήματος της H3T3ph σε Arbitary 

Units (AU).  

 

 

 

Πειράματα qRT-PCR και εμμέσου ανοσοφθορισμού δείχνουν μια μικρή αύξηση στην έκφραση 

του παράγοντα πολυδυναμίας Nanog, σε αντίθεση με το Oct4 και το Sox2 τα οποία δεν 

εμφανίζουν μεταβολή στην έκφρασή τους. Η αύξηση αυτή δεν είναι όμως στατιστικά 

σημαντική (Εικόνα 3.4). Κατά συνέπεια, ο 5-ITu δεν φαίνεται να επηρεάζει την κατάσταση 

πολυδυναμίας των βλαστικών κυττάρων.  
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Εικόνα 3.4. Έλεγχος πολυδυναμίας των εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων ύστερα από την 

αναστολή της Haspin μέσω του 5-ITu. Έμμεσος ανοσοφθορισμός με αντισώματα που αναγνωρίζουν 

τους δείκτες Nanog και Oct3/4 (επάνω). Κλίμακα 10μm. Επίπεδα έκφρασης των Nanog, Oct3/4 και Sox2 

σε κύτταρα τα οποία έχουν επωαστεί με τον 5-ITu, με qRT-PCR (κάτω) σε μονάδες Arbitary Units (AU). 

 

 

 

Κύτταρα τα οποία έχουν επωαστεί με τον 5-ITu ολοκληρώνουν τη μίτωση χωρίς εμφανή 

προβλήματα στον διαχωρισμό των χρωμοσωμάτων και την ανασυγκρότηση των πυρήνων στα 

θυγατρικά κύτταρα που προκύπτουν. Ο διαχωρισμός χρωματινικών πρωτεϊνών (π.χ. HP1α) και 

πρωτεϊνών του πυρηνικού φακέλου (Lamin A και B) στα θυγατρικά κύτταρα ακολουθεί επίσης 

τα γνωστά πρότυπα (Εικόνα 3.5).  
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Εικόνα 3.5. Η αναστολή της Haspin δεν επιδρά στην οργάνωση της χρωματίνης και του πυρηνικού 

φακέλου στα θυγατρικά κύτταρα μετά τη μίτωση. Χρώση θυγατρικών κυττάρων που έχουν επωαστεί 

με 5-ITu, μέσω εμμέσου ανοσοφθορισμού για τις πρωτεΐνες Lamin A και B, HP1α. Κλίμακα 5μm. n>50, 

όπου n ο αριθμός των ζευγών θυγατρικών κυττάρων που μελετήθηκαν ύστερα από χρώση κάθε 

αντισώματος σε κάθε συνθήκη. 

 

 

 

Με πιο ενδελεχή έλεγχο, οι ετεροχρωματινικές εστίες των κυττάρων που έχουν επωαστεί με 

τον αναστολέα παρουσιάζουν διαφορετική μορφή από εκείνη των κυττάρων ελέγχου. Ανάλυση 

μέσω του προγράμματος FiJi, με το οποίο η εικόνα του κάθε ζεύγους κυττάρων μετατρέπεται 

σε χάρτη επιφανείας (surface plot), δείχνει ότι τα κύτταρα στα οποία έχει ανασταλεί η Haspin 

εμφανίζουν περισσότερες σε αριθμό και μικρότερες σε μέγεθος ετεροχρωματινικές εστίες 

συγκριτικά με τα κύτταρα ελέγχου (Εικόνα 3.6). Αν και το γεγονός αυτό υποδηλώνει μια 

πιθανή «μετάβαση» από την πρωταρχική (naïve) στην προχωρημένη (primed) κατάσταση 

(βλέπε Εισαγωγή), άλλες ατυπίες δεν παρατηρούνται. 
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Εικόνα 3.6. Η αναστολή της Haspin επηρεάζει μερικώς την οργάνωση της χρωματίνης μετά τη 

μίτωση. Προφίλ ετεροχρωματινικών εστιών στα δυο θυγατρικά κύτταρα παρουσία και απουσία του LIF 

και 5-ITu, όπως φαίνεται μετά από χρώση που αναγνωρίζει την πρωτεΐνη HP1α. Στα δεξιά 

παρουσιάζονται οι αντίστοιχοι χάρτες επιφανείας των δυο κυττάρων. Κλίμακα 10μm. n>25, όπου n ο 

αριθμός των ζευγών θυγατρικών που μελετήθηκαν και αναλύθηκαν μέσω του προγράμματος Fiji. 

 

 

 

Ωστόσο, η έλλειψη της H3T3ph επιδρά σημαντικά στον εντοπισμό του συμπλόκου CPC 

(Centromere Passenger Complex) κατά τη διάρκεια της μετάφασης, όπως προκύπτει από την 

κατανομή της Aurora B. Συγκεκριμένα, η επώαση των κυττάρων με 5-ITu προκαλεί μερική 

μετακίνηση της Aurora B από το κεντρομερίδιο στα χρωμοσωμικά σκέλη, όπως έχει 

παρατηρηθεί και σε προηγούμενες μελέτες (Εικόνα 3.7). 
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Εικόνα 3.7. Η αναστολή της Haspin απεντοπίζει μερικώς την Aurora B από το κεντρομερίδιο κατά 

τη διάρκεια της μετάφασης. Οι εικόνες δείχνουν στιγμιότυπα μιτωτικών κυττάρων μετά από χρώση με 

αντισώματα που αναγνωρίζουν την Aurora B και την α-Tubulin. Κλίμακα 5μm. 

 

 

 

Πιο αναλυτική καταγραφή της κατανομής της Aurora B παρουσία/απουσία 5-ITu αποκαλύπτει 

ότι η πρωτεΐνη εντοπίζεται είτε σε ευμεγέθη συσσωματώματα που συμπίπτουν με το 

κεντρομερίδιο (Clustered, centromeres), είτε σε κοκκία που εντοπίζονται στα χρωμοσωμικά 

σκέλη (Particles, chromosome arms). Επίσης, αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι περίπου 20% 

των κυττάρων εμφανίζει πολύ ασθενές σήμα Aurora B (low intensity), όπως έχει ήδη αναφερθεί 

από τους Baron και τους συνεργάτες του (77). 

 

Η δομή της μιτωτικής ατράκτου στα κύτταρα που έχουν επωαστεί με τον 5-ITu εμφανίζει 

ατυπίες. Συγκεκριμένα, στα κύτταρα αυτά η απόσταση μεταξύ των πόλων της μιτωτικής 

ατράκτου είναι περίπου 20% μικρότερη συγκριτικά με αυτή των κυττάρων ελέγχου (Εικόνα 

3.8). 
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Εικόνα 3.8. Η αναστολή της Haspin προκαλεί μεταβολές στην κατανομή της Aurora B και στην 

οργάνωση της μιτωτικής ατράκτου. (Α,Β) Κατανομή της Aurora B σε σχέση με τη θέση του 

κεντρομεριδίου σε κύτταρα τα οποία έχουν επωαστεί με τον αναστολέα 5-ITu. Για μεγαλύτερη ευκρίνεια 

αναπαρίστανται η μεγίστη προβολή (maximum projection) και τρείς τομές κάθε κυττάρου (z1, z2, z3). Στα 

δεξιά κάθε συνθήκης υπάρχουν εικόνες σε μεγαλύτερη μεγέθυνση. Κλίμακα 5μm. Το ιστόγραμμα 

απεικονίζει τα ποσοστά μεταφασικών κυττάρων στα οποία η Aurora B κατανέμεται στις κατηγορίες που 

αναφέρονται στο κυρίως κείμενο (Clustered centromeres, Particles chromosome arms και Low 

intensity). Η στατιστική ανάλυση πραγματοποιήθηκε μέσω χ2 και p=1.2x10-14.(C) Απεικόνιση της 

μιτωτικής ατράκτου σε μεταφασικά κυττάρα επωασμένα με τον αναστολέα 5-ITu. Kλίμακα 5μm. 

Διάγραμμα (box plot) που απεικονίζει την απόσταση μεταξύ των πόλων της ατράκτου σε κάθε συνθήκη, 

σε σχέση με εκείνη των κυττάρων ελέγχου με p=9.4x10-15. 
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Παρόλα αυτά, σε επίπεδο κυτταρικού κύκλου και ρυθμού ανάπτυξης των κυττάρων δεν 

παρουσιάζονται εμφανείς αποκλίσεις. Τα ποσοστά προφασικών, προμεταφασικών, 

μεταφασικών, αναφασικών και τελοφασικών είναι περίπου τα ίδια με εκείνα των κυττάρων 

ελέγχου, με εξαίρεση μια μικρή αύξηση στη διάρκεια της μετάφασης. Σε συνάρτηση με αυτό, 

η καμπύλη ανάπτυξης των κυττάρων δείχνει επίσης μια μικρή καθυστέρηση όταν η Haspin 

αναστέλλεται (Εικόνα 3.9).  

 

 

 

 

Εικόνα 3.9. Επιδράσεις της αναστολής της Haspin στην πρόοδο της μίτωσης, τον κυτταρικό κύκλο 

και την κινητική ανάπτυξης των εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων. (Α) Ποσοστά φάσεων της 

μίτωσης . Η στατιστική ανάλυση πραγματοποιήθηκε με χ2, με p =2.3x10-1.(Β) Ιστόγραμμα που απεικονίζει 

τις φάσεις του κυτταρικού κύκλου με κυτταρομετρία ροής (FACs). (C) Καμπύλες ανάπτυξης των κυττάρων. 

 

 

 

Τα πολυδύναμα βλαστικά κύτταρα μπορούν να διαφοροποιηθούν προς κάθε τύπο εμβρυονικού 

δέρματος, με αφαίρεση του LIF από το καλλιεργητικό μέσο. Στις συνθήκες διαφοροποίησης 

απαντώνται υποπληθυσμοί διαφόρων κυτταρικών τύπων, γεγονός που έχει ερμηνευθεί ως μια 

ένδειξη ασύμμετρης κυτταρικής διαίρεσης (βλέπε Εισαγωγή). Για αυτόν ακριβώς το λόγο 

διερευνήσαμε την παρουσία ασύμμετρα διαιρούμενων κυττάρων τόσο στην αδιαφοροποίητη 

όσο και στη διαφοροποιημένη κατάσταση. 

 

Η μελέτη πραγματοποιήθηκε σε μονιμοποιημένα δείγματα με τη χρήση αντισώματος που 

αναγνωρίζει την κινάση aPKCζ (έναν κλασικό δείκτη ασυμμετρίας). Επιπλέον, μελετήθηκε η 
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κατανομή των παραγόντων πολυδυναμίας Nanog, Oct3/4 και Klf4. Για την καλύτερη ερμηνεία 

των αποτελεσμάτων, εξετάστηκαν ζεύγη κυττάρων που παρέμεναν συνδεδεμένα με μεσόσωμα 

(midbody), ώστε να προσδίδεται μια σχετική βεβαιότητα ότι πρόκειται περί θυγατρικών. Όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 3.10, δεν παρατηρήθηκε ανισομερής κατανομή των δεικτών aPKCζ, 

Nanog, Oct4, Klf4 σε κύτταρα ελέγχου ή κύτταρα που είχαν επωαστεί με τον 5-ITu, 

ανεξάρτητα από την κατάσταση της διαφοροποίησης. Ανάλογα πειράματα σε ένα άλλο 

σύστημα κυττάρων που μπορεί να διαφοροποιηθεί εν μέρει in vitro, τα μυογενή κύτταρα 

C2C12, έδωσαν παρόμοια αποτελέσματα. 

 

 

 

Εικόνα 3.10. Η αναστολή της Haspin δεν επηρεάζει το πρότυπο της κυτταρικής διαίρεσης στα 

εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα. Οι εικόνες απεικινίζουν ζεύγη θυγατρικών κυττάρων που συνδέονται με 

μεσόσωμα μετά από χρώση με αντισώματα που αναγνωρίζουν τους δείκτες aPKCζ, Nanog, Oct4 και Klf4. 

Κλίμακα 5μm.n>30, όπου n ο αριθμός ζευγών κυττάρων που μελετήθηκαν σε κάθε κατηγορία 

αντισώματος σε κάθε συνθήκη. 

 

 

 

Σε μια σχετικά πρόσφατη δημοσίευση (73), έχει αναφερθεί ότι τα εμβρυονικά βλαστικά 

κύτταρα ανθρώπου και ποντικού διαιρούνται ασύμμετρα κατά την 7η ημέρα της 

διαφοροποίησής τους. Επιπρόσθετα, στο πειραματικό πρωτόκολλο των Elabd et al η 

διαφοροποίηση έγινε σε τρεις διαστάσεις με τη δημιουργία εμβρυοειδών σωματίων (Embryoid 

bodies, EBs), τρυψινοποίηση και μελέτη μονήρων κυττάρων σε διασπορά. 
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Χρησιμοποιώντας το συγκεκριμένο πρωτόκολλο μελετήθηκε την κατανομή των δεικτών 

Brachyury (BraT) και Gata4, σε κύτταρα ελέγχου και κύτταρα που έχουν επωαστεί με τον 5-

ITu. Τα δεδομένα που παρουσιάζονται στην Εικόνα 3.11 οδηγούν στο συμπέρασμα ότι δεν 

παρατηρούνται ασσυμετρίες υπό τις συνθήκες που πραγματοποιήθηκε ο έλεγχος. 

 

 

  

Εικόνα 3.11. Η αναστολή της Haspin δεν επηρεάζει το πρότυπο της κυτταρικής διαίρεσης στα 

εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα κατά τη διαφοροποίηση. A) Αναπαράσταση του πρωτοκόλλου των 

Elabd et al. (Β) Εικόνες κυττάρων που συνδέονται με μεσόσωμα μετά από χρώση με αντισώματα που 

αναγνωρίζουν τους δείκτες BraT και Gata4. Κλίμακα 5μm. n>30, όπου n ο αριθμός των ζευγών 

θυγατρικών κυττάρων που μετρήθηκαν και μελετήθηκαν για κάθε αντίσωμα σε κάθε συνθήκη. 
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Από το σύνολο των πειραμάτων που περιγράφηκαν παραπάνω προκύπτει ότι η Haspin δεν 

εμπλέκεται στην ασύμμετρη κυτταρική διαίρεση, η οποία εξάλλου δεν παρατηρείται στο 

συγκεκριμένο πειραματικό σύστημα και υπό τις πειραματικές συνθήκες που αναλύθηκαν 

προηγουμένως. 

 

 

 3.1.2 Επιδράσεις του 5-ITu στη γονιδιακή έκφραση 

Για να διερευνηθούν σε μεγαλύτερο βάθος οι επιδράσεις σε μεγαλύτερη λεπτομέρεια τις 

επιδράσεις του αναστολέα της Haspin, αναλύθηκαν κύτταρα που είχαν επωαστεί με 5-ITu σε 

συγκεντρώσεις 0.1μM και 1μΜ με μικροσυστοιχίες DNA (DNA microarrays). Με τη μέθοδο 

αυτή συγκρίνονται τα πρότυπα γονιδιακής έκφρασης των κυττάρων με εκείνα των κυττάρων 

ελέγχου σε όλη την έκταση του γονιδιώματος.  

 

Τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται στην Εικόνα 3.12 δείχνουν ότι ένας ικανοποιητικός 

αριθμός γονιδίων επηρεάζεται από τον αναστολέα της Haspin. Παρουσία 0.1μΜ 5-ITu, σε 63 

γονίδια παρατηρείται αύξηση της μεταγραφικής δραστηριότητας κατ’ ελάχιστο 1,5 φορές, ενώ 

σε 15 γονίδια παρατηρείται μείωση. Επίσης, παρουσία 1μΜ 5-ITu, 130 γονίδια αυξάνουν την 

έκφρασή τους, ενώ 206 γονίδια τη μειώνουν. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον προκαλεί η αύξηση της 

έκφρασης του μεταγραφικού παράγοντα πολυδυναμίας Klf4 κατά 1,7 φορές.  
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Εικόνα 3.12. Επίπεδα έκφρασης ύστερα από ανάλυση σε μικροσυστοιχίες DNA. (Α)Γονίδια τα οποία 

έχουν επηρεαστεί σε κύτταρα επωασμένα με 0.1μΜ (σκούρο μπλε) και 1μΜ (ανοιχτό μπλε) αναστολέα, 

αντίστοιχα. (Β) Διαγράμματα Venn που παρουσιάζουν τα κοινά γονίδια τα οποία επηρεάζονται στις δυο 

συγκεντρώσεις του αναστολέα.  

 

 

 

Η αύξηση των επιπέδων του Klf4 επιβεβαιώνεται με πειράματα qRT-PCR και εμμέσου 

ανοσοφθορισμού. Τα πειράματα αυτά δείχνουν επίσης ότι η αύξηση των επιπέδων του Klf4 

είναι αντιστρεπτή, εφόσον όταν ο 5-ITu απομακρυνθεί από το θρεπτικό μέσο τα επίπεδα του 

εν λόγω παράγοντα επανέρχονται στο «φυσιολογικό» (Εικόνα 3.13). 
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Εικόνα 3.13. Η αναστολή της Haspin αυξάνει τα επίπεδα έκφρασης του Klf4 στα εμβρυονικά 

βλαστικά κύτταρα. (Α) Επίπεδα έκφρασης του Klf4 ύστερα από 26 ώρες επώασης με 5-ITu με έμμεσο 

ανοσοφθορισμό και qRT-PCR, με p<0.001. (Β) Αποκατάσταση των επιπέδων έκφρασης του Klf4, ύστερα 

από απομάκρυνση του αναστολέα από το θρεπτικό μέσο για 2 και 4 ώρες. Κλίμακα 10μm.  

 

 

Η υπερέκφραση του Klf4 μετά από την επώαση του 5-ITu επιβεβαιώνεται επίσης όταν τα 

πειράματα πραγματοποιηθούν σε μια συμβατική κυτταρική σειρά, τα επιθηλιακά κύτταρα Hela 

(Εικόνα 3.14). 
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Εικόνα 3.14. Η αναστολή της Haspin αυξάνει τα επίπεδα έκφρασης του Klf4 στα κύτταρα Hela. 

Έμμεσος ανοσοφθορισμός με αντίσωμα που αναγνωρίζει τον Klf4 σε κύτταρα Hela τα οποία έχουν 

επωαστεί με 5-ITu. Κλίμακα 10μm. 

 

 

 

Για να διευκρινιστεί εάν η αύξηση του Klf4 οφείλεται στην αναστολή της Haspin καθαυτής ή 

σε κάποια πλειοτροπική δραστηριότητα του 5-ITu πραγματοποιήθηκαν πειράματα με siRNA. 

Τα πειράματα αυτά έγιναν σε κύτταρα Hela λόγω της άμεσης διαθεσιμότητας κατάλληλων 

αντιδραστηρίων που αντιστοιχούν στο mRNA της ανθρώπινης Haspin (Εικόνα 3.15). Όπως 

φαίνεται στο ιστόγραμμα της Εικόνας 3.15.Β, η αύξηση των επιπέδων του Klf4 είναι μάλλον 

αποτέλεσμα της δράσης του 5-ITu και δεν οφείλεται στην αναστολή της Haspin. 
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Εικόνα 3.15. Η αύξηση των επιπέδων του Klf4 οφείλεται στην πλειοτροπική δράση του 5-ITu (A) 

Ανίχνευση της H3T3ph μιτωτικών κυττάρων Hela τα οποία έχουν διαμολυνθεί με siRNA που καταστέλλει 

την έκφραση της Haspin. Κλίμακα 5μm. (B) Έμμεσος ανοσοφθορισμός με αντίσωμα για τον Klf4 στις δυο 

κατηγορίες κυττάρων. Κλίμακα 10μm.  Διάγραμμα που απεικονίζει τα επίπεδα έκφρασης του Klf4 στις 

παραπάνω κατηγορίες ύστερα από ποσοτικοποίηση της έντασης του φθορισμού. 

 

 

3.1.3 Επιδράσεις του 5-ITu στη διαφοροποίηση των εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων 

Λαμβάνοντας υπόψη ότι ο Klf4 είναι ένας παράγοντας πολυδυναμίας, δημιουργήθηκε το 

ερώτημα εάν η έλλειψη της H3T3ph στα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα επηρεάζει τη 

διαφοροποίηση in vitro. Για να απαντηθεί το ερώτημα αυτό, πραγματοποιήθηκαν in vitro 

διαφοροποιήσεις σε τρεις διαστάσεις. Μετά την αφαίρεση του παράγοντα LIF και την 

καλλιέργεια των κυττάρων σε «κρεμάμενες σταγόνες» τα βλαστικά κύτταρα σχηματίζουν 

εμβρυοειδή σωμάτια, EBs. Όταν το πείραμα αυτό επαναληφθεί παρουσία/απουσία 5-ITu υπό 

τις συνθήκες οι οποίες περιγράφονται στην Εικόνα 3.16 παρατηρούνται τα εξής: α) κύτταρα 

ελέγχου τα οποία επωάζονται μόνο με τον διαλύτη του αναστολέα (αιθανόλη) για 26 ώρες πριν 
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την επαγωγή της διαφοροποίησης σχηματίζουν φυσιολογικά EBs (1η κατηγορία)˙ β) κύτταρα 

τα οποία επωάζονται με τον αναστολέα για 26 ώρες,  πριν την επαγωγή της διαφοροποίησης, 

δεν σχηματίζουν EBs (2η κατηγορία)˙ γ) κύτταρα ελέγχου τα οποία επωάζονται με αιθανόλη 

κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης σχηματίζουν φυσιολογικά EBs (3η κατηγορία) ˙ και δ) 

κύτταρα τα οποία επωάζονται με τον αναστολέα κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης 

σχηματίζουν σχετικά μικρά EBs (4η κατηγορία) (Εικόνα 3.17).  

 

   

 

Εικόνα 3.16. Αναπαράσταση της πορείας διαφοροποίησης μετά από επίδραση του αναστολέα 5-ΙΤu. 

Παρουσιάζονται οι τέσσερις κατηγορίες των εμβρυοειδών σωματίων (a,b,c,d). 

 

 

 



61 

 

 

 

Εικόνα 3.17. Πορεία διαφοροποίησης εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων παρουσία του αναστολέα 

της Haspin. Αντιπροσωπευτικά προφίλ των EBs που προκύπτουν από κάθε κατηγορία με βάση το 

σχεδιάγραμμα της Εικόνας 3.14.(n=5, όπου n ο αριθμός των πειραμάτων διαφοροποίησης) Κλίμακα 

50μm. 

 

 

 

Προκειμένου περί EBs τα οποία σχηματίζονται παρουσία του 5-ITu κατά τη διάρκεια της 

διαφοροποίησης (4η κατηγορία),ο έλεγχος με έμμεσο ανοσοφθορισμό αποκαλύπτει ότι πρώιμοι 

δείκτες διαφοροποίησης, όπως ο Brachyury (BraT) και ο Gata4, εκφράζονται σε μικρότερο 

ποσοστό από ότι στα κύτταρα ελέγχου (Εικόνα 3.18). Από το σύνολο των αποτελεσμάτων 

αυτών προκύπτει ότι ο 5-ITu επηρεάζει τη διαφοροποίηση των βλαστικών κυττάρων, ιδιαίτερα 

όταν επιδρά πριν τον σχηματισμό των EBs. 
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Εικόνα 3.18. Έλεγχος έκφρασης ιστο-ειδικών δεικτών σε διαφοροποιημένα κύτταρα κάθε 

κατηγορίας. Χρώση των EBs με ειδικά αντισώματα που αναγνωρίζουν τους δείκτες BraT και Gata4. Ο 

αριθμός κάτω αριστερά αντιπροσωπεύει το ποσοστό επί τοις εκατό των BraT και Gata4 θετικών 

κυττάρων. (n=3, όπου n ο αριθμός των πειραμάτων διαφοροποίησης). Κλίμακα 50 μm. 

 

 

Τα αποτελέσματα της in vitro διαφοροποίησης επιβεβαιώνονται με πειράματα in vivo 

(σχηματισμός τερατωμάτων). Πιο συγκεκριμένα, σε 8 ανοσοκατεσταλμένα ποντίκια ενέθηκαν 

υποδόρια κύτταρα τα οποία είχαν επωαστεί με τον αναστολέα της Haspin για 26 ώρες 

(αριστερός μηρός) και κύτταρα ελέγχου (δεξιός μηρός). Αρχικά, ένα μήνα μετά, 4 ζώα 

θυσιάστηκαν ώστε να ελεγχθεί η πορεία της διαφοροποίησης όταν ο σχηματισμός των 

τερατωμάτων είναι στα αρχικά του στάδια. Τα υπόλοιπα 4 ζώα θυσιάστηκαν μετά τη 

συμπλήρωση 8 με 10 εβδομάδων, στο τελικό στάδιο της διαφοροποίησης όπου τα τερατώματα 

έχουν σχηματιστεί πλήρως. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.17, όγκοι σχηματίζονται μόνο στο 

μηρό των ζώων όπου ενέθηκαν τα κύτταρα ελέγχου (Εικόνα 3.19.Α). Ιστολογική ανάλυση 

δείχνει ότι τα τερατώματα περιέχουν παράγωγα και των τριών βλαστικών δερμάτων. 
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Εικόνα 3.19. Η αναστολή της Haspin εμποδίζει το σχηματισμό τερατωμάτων κατά την in vivo 

διαφοροποίηση. A) Early teratoma formation: Ανατομική περιοχή έγχυσης των κυττάρων στο ζώο και 

μέγεθος των όγκων μετά από ένα μήνα διαφοροποίησης. Β) Late teratoma formation: Μέγεθος όγκων 2 

μήνες μετά την έγχυση.C) Χρώση με αιμοτοξυλίνη και ηωσίνη για αναγνώριση των τριών δερμάτων. 

 

 

 

Διαπιστώθηκε ότι οι επιδράσεις του 5-ITu στη διαφοροποίηση αφορούν ειδικά τα εμβρυονικά 

βλαστικά κύτταρα. Το συμπέρασμα αυτό βασίζεται στο γεγονός ότι η επαγωγή του 

σχηματισμού μυοσωληνίσκων από μερικώς διαφοροποιημένες μυοβλάστες C2C12 

παρουσία/απουσία του 5-ITu δίνει και στις δυο περιπτώσεις παρόμοια αποτελέσματα (Εικόνα 

3.20). 
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Εικόνα 3.20. Η αναστολή της Haspin δεν επιδρά στη διαφοροποίηση των μυοβλαστών C2C12. 

Χρώση διαφοροποιημένων κυττάρων C2C12 την ημέρα 6 με αντισώματα που αναγνωρίζουν Desmin, Klf4 

και ac-Tub.. Κλίμακα 10μm.  

 

 

3.1.4 Επιδράσεις του 5-ITu στην πρόοδο του κυτταρικού κύκλου 

Για να δοθεί μια καλύτερη ερμηνεία στα αποτελέσματα που προέκυψαν κατά τη διάρκεια της 

διαφοροποίησης των βλαστικών κυττάρων, πραγματοποιήθηκαν νέες σειρές πειραμάτων όπου 

αφού τα κύτταρα έχουν προεπωαστεί για 26 ώρες με 5-ITu˙ στη συνέχεια, τρυψινοποιούνται 

και αφήνονται να αναπτυχθούν περαιτέρω απουσία 5-ITu. Σε μια δεύτερη ομάδα δειγμάτων, η 

αρχική επώαση και τρυψινοποίηση πραγματοποιείται όπως και παραπάνω αλλά στη συνέχεια 

ο αναστολέας απομακρύνθηκε μετά την τρυψινοποίηση. Τέλος, σε μια ομάδα δειγμάτων τα 

κύτταρα επωάστηκαν μόνο με διαλύτη (κύτταρα ελέγχου).  Στο τέλος αυτής της διαδικασίας, 

ο παράγοντας LIF αφαιρέθηκε από το μέσο και τα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε κρεμάμενες 
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σταγόνες ώστε να σχηματιστούν ΕΒs. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.21.B, όταν ο 5-ITu 

παραμείνει για 48 ώρες στο καλλιεργητικό μέσο τα ΕΒs σχηματίζονται φυσιολογικά. 

Αντιθέτως, όταν ο 5-ITu αφαιρεθεί από το μέσο μετά την τρυψινοποίηση δεν σχηματίζονται 

ΕΒs. Η παρατήρηση αυτή θυμίζει τα αποτελέσματα που προέκυψαν όταν ο 5-ITu προστέθηκε 

κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης (βλέπε Εικόνα 3.17).  

 

 

 

Εικόνα 3.21. (Α) Χρονοδιάγραμμα της πειραματικής πορείας παρουσία και απουσία του 5-ITu στα 

εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα. (Β) Προφίλ των EBs τα οποία σχηματίζονται σε κάθε περίπτωση ύστερα 

από την αφαίρεση του 5-ITu. Κλίμακα 50 μm. 

 

 

 

Αυτά τα αποτελέσματα υποδηλώνουν ότι τα κύτταρα συμπεριφέρονται  φυσιολογικά όταν ο 

αναστολέας είναι συνεχώς παρών, αλλά παρουσιάζουν δυσλειτουργίες όταν επωαστούν αρχικά 

με τον 5-ITu και αυτός έπειτα απομακρυνθεί από το μέσο.  
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 Ανεξάρτητα από τη διαδικασία της διαφοροποίησης, μετρήθηκε επίσης και η κυτταρική 

ανάπτυξη των κυττάρων που καλλιεργούνται παρουσία LIF, μετά από επώαση με τον 5-ITu 

για 26 ώρες και αφαίρεση του για 48 ώρες. Παρατηρήθηκε ότι υπό αυτές τις συνθήκες τα 

κύτταρα δεν αναπτύσσονται φυσιολογικά και ο μιτωτικός τους δείκτης είναι αμελητέος. Αυτό 

δεν συμβαίνει στην περίπτωση που μετά την αρχική επώαση με τον 5-ITu, ο παράγοντας 

συνεχίζει να είναι παρών στο καλλιεργητικό μέσο (Εικόνα 3.22.Α). Δεν λήφθηκαν παρόμοια 

αποτελέσματα όταν ακολουθήθηκε το ίδιο πειραματικό πρωτόκολλο σε κύτταρα C127 και 

C2C12. Το γεγονός αυτό ενισχύει την υπόθεση ότι οι επιδράσεις του αναστολέα της Haspin 

είναι ειδικές για τα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα (Εικόνα 3.22.Β). 

 

 

 

Εικόνα 3.22. Οι επιδράσεις του αναστολέα της Haspin είναι ειδικές για τα εμβρυονικά βλαστικά 

κύτταρα (Α) Καμπύλη ανάπτυξης και ποσοστό μιτωτικών κυττάρων στα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα 

υπό τις συνθήκες που περιγράφονται στην εικόνα 3.19. (Β) Καμπύλη ανάπτυξης των κυτταρικών σειρών 

C127 και C2C12 υπό τις συνθήκες που ακολουθήθηκαν στα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα. 
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Για να ελεγχθεί εάν η μη φυσιολογική ανάπτυξη των κυττάρων που καλλιεργούνται παρουσία 

ή απουσία 5-ITu οφείλεται σε μειωμένη είσοδο τους στην S φάση καταγράφηκε καταρχήν το 

πρότυπο κατανομής  της πρωτεΐνης PCNA. Παράλληλα, μελετήθηκε η ενσωμάτωση BrdU 

(ενός αναλόγου της θυμιδίνης) η οποία συμβαίνει ειδικά κατά τη διάρκεια της S φάσης. Όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 3.23, η συνεχής παρουσία του 5-ITu στα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα 

είναι απαραίτητη για τη δίοδο από το σημείο ελέγχου της G1 και την είσοδο στη φάση S (G1/S 

checkpoint). 

 

 

 

Εικόνα 3.23. Η συνεχής παρουσία του 5-ITu είναι απαραίτητη για την είσοδο των κυττάρων στη φάση S (Α) 

Χρονοδιάγραμμα πειραματικής πορείας προκειμένου να μελετηθεί η είσοδος των κυττάρων στην S φάση με 

καταγραφή (Β) του προφίλ κατανομής του PCNA  και της ενσωμάτωσης BrdU στα κύτταρα.   

 

 

Τα παραπάνω αποτελέσματα οδηγούν στο συμπέρασμα ότι ο συγκεκριμένος αναστολέας για 

τη Haspin, αν και παρουσιάζει ενδιαφέρον, δεν προσφέρεται για να απαντηθούν τα ερωτήματα 

που έχουν τεθεί στην αρχή της παρούσας μελέτης.  
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3.2 Συνέπειες της απαλοιφής και της υπερέκφρασης της Haspin 

Δεδομένου ότι ο 5-ITu παρουσιάζει πλειοτροπικές δράσεις, ακολουθήθηκαν δύο εναλλατικές 

παράλληλες πορείες ώστε να απαντηθούν τα ερωτήματα της μελέτης: α) απαλείφθηκε το 

γονίδιο Gsg2 από τα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα και β) υπερεκφράστηκε το γονίδιο της 

ανθρώπινης Haspin συντηγμένο με το μόριο της πράσινης φθορίζουσας χρωστικής. Η 

απαλοιφή του γονιδίου πραγματοποιήθηκε μέσω της τεχνολογίας με CRISP/Cas9 (78), ενώ για 

την υπερέκφραση επιλέχθηκε κατάλληλος επισωματικός φορέας τόσο για την παροδική 

διαμόλυνση όσο και για τη δημιουργία σταθερών σειρών. (Εικόνα 3.24). Με τον τρόπο αυτό 

αυξήήθηκε τόσο την καταλυτική όσο και την ενδοκυττάρια συγκέντρωση της πρωτεΐνης. Τα 

κύτταρα στα οποία έχει απαλειφθεί η Haspin (KO κύτταρα, KnockOut cells) και τα κύτταρα 

στα οποία υπερεκφράζεται η πρωτεΐνη (ΟΕ κύτταρα, OverExpressed cells) μελετήθηκαν 

συστηματικά προκειμένου να διερευνηθεί ο ρόλος της στην κυτταρική διαίρεση και στη 

γονιδιακή έκφραση.  
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Εικόνα 3.24. A) Περιοχές στις οποίες αποκόπτεται η αλληλουχία του γονιδίου GSG2 από την ενδουκλεάση 

Cas9 ώστε να κατασκευαστεί σταθερή κυτταρική σειρά όπου έχει το γονίδιο της Haspin έχει διαταραχθεί 

μέσω του non-homologous end joining, μηχανισμού επιδιόρθωσης των κυττάρων. B) Ο πλασμιδιακός 

φορέας με τον οποίο διαμολύνθηκαν τα Ε14 κύτταρα προκειμένου να κατασκευαστεί η σταθερή κυτταρική 

σειρά υπερέκφρασης τη Haspin.  

 

 

3.2.1 Ατυπίες κατά τη διάρκεια της κυτταρικής διαίρεσης 

Όπως αναμένεται, στα κύτταρα ΚΟ η H3T3ph δεν ανιχνεύεται (Εικόνα 3.25), επιβεβαιώνοντας 

το γεγονός ότι η Haspin ευθύνεται αποκλειστικά για τη δημιουργία της συγκεκριμένης 

τροποποίησης. Ωστόσο, τα κύτταρα ΟΕ δίνουν ένα εντυπωσιακό αποτέλεσμα: ο εντοπισμός 

της εξωγενούς Haspin είναι κατά βάση κεντρομεριδιακός, σε συμφωνία με ότι αναφέρεται στη 
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βιβλιογραφία (79) ˙ ωστόσο, η Η3Τ3ph μετατοπίζεται από την κεντρομεριδιακή περιοχή στα 

χρωμοσωμικά σκέλη. Παρόμοια μετατόπιση της H3T3ph έχει καταγραφεί ύστερα από 

μεταλλάξεις στην πρωτεΐνη Repo-Man, μια ρυθμιστική υπομονάδα της φωσφατάσης 1-PP1, η 

οποία απο-φωσφορυλιώνει ειδικά την ιστόνη Η3 (80). Το ίδιο έχει διαπιστωθεί στα ζυγωτά 

ανθρώπου μετά τη γονιμοποίηση, μια φάση της εμβρυϊκής ανάπτυξης όπου τα επίπεδα της PP1 

είναι χαμηλά (81). Από το σύνολο αυτών των αποτελεσμάτων, προκύπτει το συμπέρασμα ότι 

η περίσσεια της Haspin πιθανότατα διαταράσσει την ισορροπία μεταξύ κινάσης/φωσφατάσης 

και οδηγεί σε έκτοπη φωσφορυλίωση της ιστόνης Η3.  

 

 

 

Εικόνα 3.25. Φαινότυποι των μιτωτικών κυττάρων ΚΟ και ΟΕ. (Α) Απουσία του σήματος Η3Τ3ph σε 

εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα στα οποία το γονίδιο της Haspin έχει απαλειφθεί. (Β) κατανομή της Haspin 

και της H3T3ph σε κύτταρα τα οποία υπερεκφράζουν μόνιμα (stable) ή παροδικά (transient) EGFP-

Haspin. Κλίμακα 5μm. Τα ιστογράμματα στο (Α) και στο (B) απεικονίζουν τα επίπεδα του mRNA της 

Haspin σε ΚΟ και ΟΕ κύτταρα μέσω qRT-PCR.  
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Ανεξάρτητα από το παραπάνω, η έκτοπη φωσφορυλίωση της ιστόνης Η3 φαίνεται ότι 

επηρεάζει τη δομική οργάνωση των χρωμοσωμάτων, διότι όταν υπερεκφράζεται η Haspin οι 

αδελφές χρωματίδες είναι σε πολλές περιπτώσεις αποσυνδεδεμένες η μια από την άλλη και 

εμφανίζονται «τεταμένες» (“stretched”) (Εικόνα 3.26.Α, φαινότυποι). Συνηγορητικά ως προς 

αυτήν την ερμηνεία, ενώ στα κύτταρα ΚΟ και τα κύτταρα ελέγχου η H3K9me3, μια άλλη 

τροποποιημένη μορφή H3, εντοπίζεται στην περικεντρομεριδιακή περιοχή, στα κύτταρα ΟΕ η 

H3K9me3 διασπείρεται στα χρωμοσωμικά σκέλη (Εικόνα 3.26.B).  

 

 

 

 

Εικόνα 3.26. Αλλαγές στην οργάνωση των χρωμοσωμάτων μετά από απαλοιφή ή υπερέκφραση της 

Haspin (Α) Προφίλ μιτωτικών ΟΕ κυττάρων στα οποία παρατηρούνται ατυπίες στα χρωμοσώματα, (Β) 

εντοπισμός της H3K9me3 στα κύτταρα ΚΟ και ΟΕ. Κλίμακα 5μm.  

 

 

 

Πιο ενδελεχής έλεγχος των δειγμάτων αποκαλύπτει ότι στα κύτταρα ΚΟ τα μεγάλα 

συσσωματώματα που σχηματίζει η Aurora B στα φυσιολογικά κύτταρα διασπώνται σε 

μικρότερα θραύσματα, τα οποία μετατοπίζονται προς τα χρωμοσωμικά σκέλη (κατηγορία 

«particles, centromeres») (Εικόνα 3.27).  
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Εικόνα 3.27. Mερικός απεντοπισμός της Aurora B στα ΚΟ κύτταρα. (Α,Β) Κατανομή της Aurora B 

σε σχέση με τη θέση του κεντρομεριδίου σε κύτταρα ΚΟ. Ο έλεγχος των κυττάρων έγινε όπως περιγράφεται 

στην Εικόνα 3.8.(p=2.6Ε-10). 

 

 

 

Παρόμοια αποτελέσματα προκύπτουν ύστερα από αποσιώπηση της Haspin με siRNA σε 

κύτταρα Hela (Εικόνα 3.28). Αυτά τα δεδομένα επιβεβαιώνουν προηγούμενες μελέτες (82) και 

υποδεικνύουν ότι απουσία της H3T3ph μια υπολειμματική δεξαμενή CPC παραμένει 

συνδεδεμένη με το εγγύς κεντρομερές/κινητοχώρο. Κατά πάσα πιθανότητα αυτή η σύνδεση 

που δεν σχετίζεται με την H3T3ph διαμεσολαβείται από τη Sgo1/2-Η2ΑΤ120ph η οποία 

συνδέεται στην υπομονάδα του CPC Borealin (18,82). Σε κάθε περίπτωση, δεδομένου ότι η 

«υπολειμματική» Aurora B δεν σχηματίζει συσσωματώματα όταν απουσιάζει η Haspin, είναι 

πιθανόν ότι η συγκεκριμένη κινάση (ή η τροποποίηση που καταλύει) να διαδραματίζει κάποιο 

ρόλο στη συσσώρευση μεμονωμένων CPC στο κεντρομερίδιο.  
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Εικόνα 3.28. Μερικός απεντοπισμός του CPC και μεταβολές στη δομική οργάνωση της μιτωτικής 

ατράκτου, ύστερα από αποσιώπηση της Haspin σε κύτταρα Hela. (Α,B)Ανίχνευση του σήματος 

H3T3ph, του εντοπισμού της Aurora B και της INCENP σε κύτταρα επωασμένα με τον αναστολέα και με 

siRNA. Κλίμακα 5μm. (C) Διαγράμματα τα οποία απεικονίζουν τη δια-πολική απόσταση της μιτωτικής 

ατράκτου (p=8.5Ε-0.5) και τη διασπορά της Aurora B (p=1.7Ε-10) ύστερα από κάθε συνθήκη στα 

κύτταρα Hela. 

 

 

 

Στα κύτταρα ΟΕ η Aurora B εντοπίζεται κυρίως στο κεντρομερίδιο (Εικόνα 3.29), παρά το 

γεγονός ότι το μεγαλύτερο ποσοστό της H3T3ph έχει μετατοπιστεί στα σκέλη των 
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χρωμοσωμάτων. Επώαση των κυττάρων OE με 5-ITu, που όπως αποδείχθηκε προκαλεί 

απαλοιφή της H3T3ph, δεν επηρεάζει τον εντοπισμό της Aurora B στην κεντρομεριδιακή 

περιοχή. Αυτό το γεγονός αποτελεί μια επιπλέον ένδειξη για την ύπαρξη ενός μηχανισμού 

αγκυροβόλησης του CPC στο εγγύς κεντρομερίδιο που είναι ανεξάρτητος από την H3T3ph. 

 

 

 

 

Εικόνα 3.29. Εντοπισμός της Aurora B στο κεντρομερές στα ΟΕ κύτταρα. (Α,Β) Κατανομή της 

Aurora B σε σχέση με τη θέση του κεντρομεριδίου σε κύτταρα ΟΕ. Ο έλεγχος των κυττάρων έγινε όπως 

περιγράφεται στην Εικόνα 3.8. (p=1.2Ε-30). 

 

 

 

Η μελέτη της μιτωτικής ατράκτου στις συγκεκριμένες κυτταρικές σειρές αποκαλύπτει ότι τα 

κύτταρα ΚΟ εμφανίζουν μικρότερη δια-πολική απόσταση συγκριτικά με αυτή των κυττάρων 

ελέγχου (Εικόνα 3.30). Παρόλα αυτά, παρόμοια αποτελέσματα προκύπτουν επίσης ύστερα από 
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έλεγχο κυττάρων OE (Εικόνα 3.30), γεγονός που υποδηλώνει ότι η σωστή γεωμετρία της 

ατράκτου απαιτεί ακριβή «δοσολογία» της κινάσης Haspin στα βλαστικά κύτταρα. Το 

αποτέλεσμα αυτό επιβεβαιώνεται ύστερα από διαμόλυνση κυττάρων Hela με siRNA (Εικόνα 

3.28C). 

 

 

 

Εικόνα 3.30. Μεταβολές της οργάνωσης της μιτωτικής ατράκτου σε ΚΟ και ΟΕ κύτταρα. Προφίλ 

της μιτωτικής ατράκτου σε μεταφασικά κυττάρα ΚΟ (A) και ΟΕ (B). Kλίμακα 5μm. Διαγράμματα (box 

plots) που απεικονίζουν την απόσταση μεταξύ των πόλων της ατράκτου σε κάθε συνθήκη, σε σχέση με 

εκείνη των κυττάρων ελέγχου (p=1.7E-0.5 για τα ΚΟ κύτταρα και p=1.2E-30 για τα ΟΕ κύτταρα). 

 

 

 

Ο έλεγχος των μεταφασικών κυττάρων δείχνει ότι η συχνότητα των μη ευθυγραμμισμένων 

χρωμοσωμάτων στα κύτταρα ΚΟ και ΟΕ είναι περίπου διπλάσια σε σύγκριση με τα κύτταρα 

ελέγχου, γεγονός το οποίο θα μπορούσε να εξηγηθεί από το μερικό απεντοπισμό της Aurora B 

και την αλλοιωμένη γεωμετρία της ατράκτου (Εικόνα 3.30 διαγράμματα). Παρά τις ατυπίες που 
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παρουσιάζονται στη διάταξη των χρωμοσωμάτων, η έλλειψη και η περίσσεια Haspin δεν 

φαίνεται να προκαλούν καθυστέρηση στη διάρκεια της μίτωσης, όπως έχει αναφερθεί 

προκειμένου περί σωματικών κυττάρων (83). Αυτό αποδεικνύεται από το γεγονός ότι τα 

ποσοστά προφασικών, μεταφασικών, αναφασικών και τελοφασικών κυττάρων στις σειρές ΚΟ 

και ΟΕ δε διαφέρουν σημαντικά από εκείνα των κυττάρων ελέγχου. Επίσης, η εξέλιξη του 

κυτταρικού κύκλου στα κύτταρα ΚΟ και ΟΕ δεν επηρεάζεται (Εικόνα 3.31, ιστογράμματα).  

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.31. Η υπερέκφραση και η απαλοιφή της Haspin δεν επηρεάζουν σημαντικά τη διάρκεια 

της μίτωσης, παρά τα ποσοστά μη φυσιολογικά διατεταγμένων χρωμοσωμάτων. (Α,Β) Ποσοστά 

προφασικών, προμεταφασικών, μεταφασικών, αναφασικών και τελοφασικών κυττάρων ΚΟ και ΟΕ 

(επάνω) (p=1.3E-01 για τα ΚΟ κύτταρα και p=4.1E-0.2 για τα κύτταρα ΟΕ). Διαγράμματα που 

απεικονίζουν τα ποσοστά των μη φυσιολογικών χρωμοσωμάτων των ΚΟ και ΟΕ κυττάρων στη διάρκεια 

της μίτωσης (κάτω). 
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Τέλος, ο ρυθμός ανάπτυξης των κυττάρων ΚΟ και ΟΕ δεν εμφανίζει σημαντική μεταβολή 

συγκριτικά με το ρυθμό ανάπτυξης των κυττάρων ελέγχου (Εικόνα 3.32, καμπύλες ανάπτυξης). 

Συνδυάζοντας αυτά τα αποτελέσματα, εξάγεται το συμπέρασμα ότι η Haspin δεν είναι 

απαραίτητη για την αυτο-ανανέωση και την έκπτυξη των βλαστικών κυττάρων. Το 

συμπέρασμα αυτό επιβεβαιώνεται από το γεγονός ότι τα κύτταρα ΚΟ και ΟΕ είναι ικανά να 

πολλαπλασιαστούν αρκετές φορές στην καλλιέργεια, χωρίς να παρουσιάζουν εμφανείς 

αλλαγές στην αρχιτεκτονική τους ή να χάνουν την ικανότητα πολλαπλασιασμού τους.  

 

 

 

 

Εικόνα 3.32. Η μη φυσιολογική διάταξη των χρωμοσωμάτων δεν επηρεάζει την έκπτυξη και τον 

πολλαπλασιασμό των ΚΟ και ΟΕ κυττάρων. (Α,Β) Διαγράμματα που απεικονίζουν τα ποσοστά φάσεων 

του κυτταρικού κύκλου (επάνω). Καμπύλες ανάπτυξης των κυττάρων ΚΟ και ΟΕ (κάτω). 
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3.2.2 Επιδράσεις στην πολυδυναμία και τη διαφοροποίηση 

Πειράματα έμμεσου ανοσοφθορισμού των κυττάρων ΚO και ΟΕ με αντισώματα που 

αναγνωρίζουν Nanog και Oct4 δημιουργεί την εντύπωση ότι οι συγκεκριμένοι παράγοντες 

πολυδυναμίας εκφράζονται σε χαμηλότερα επίπεδα. Ωστόσο, πειράματα qRT-PCR δείχνουν 

ότι οι διαφορές στα επίπεδα έκφρασης (τουλάχιστον σε επίπεδα mRNA) των μεταγραφικών 

παραγόντων δεν είναι στατιστικά σημαντικές και/ή δεν παρατηρούνται σε όλους τους κλώνους 

(Εικόνα 3.33). 

 

Εικόνα 3.33. Η απαλοιφή ή η υπερέκφραση της Haspin δεν επηρεάζει σημαντικά τα επίπεδα 

έκφρασης των παραγόντων πολυδυναμίας. (Α) Χρώση με αντισώματα που αναγνωρίζουν Nanog, Oct4 

και Klf4. Κλίμακα 10μm. (Β) Επίπεδα έκφρασης των παραπάνω παραγόντων με qRT-PCR στα κύτταρα 

ΚΟ και ΟΕ.  
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Οι πυρήνες των κυττάρων ΚΟ περιέχουν μικρότερες και περισσότερες σε αριθμό 

ετεροχρωματινικές εστίες συγκριτικά με τους πυρήνες των κυττάρων ελέγχου καθώς και των 

κυττάρων ΟΕ. Μια πιθανή ερμηνεία για αυτό, που συνδυάζεται με ευρήματα που προκύπτουν 

από τον έμμεσο ανοσοφθορισμό (βλέπε Εικόνα 3.33), είναι ότι η Haspin ευοδώνει τη 

«μετάβαση» από την πρωταρχική (naïve) στην προχωρημένη (primed) κατάσταση (Εικόνα 

3.34; βλέπε επίσης (62). Παρόλα αυτά, χαρτογράφηση του επιγενετικού τοπίου μέσω 

αντισωμάτων που αναγνωρίζουν τις τροποποιήσεις H3K27me3, H3K9me3 και την 

ετεροχρωματινική πρωτεΐνη HP1α δεν αποκαλύπτει μείζονες αλλαγές ανάμεσα στα κύτταρα 

ΚΟ και τα κύτταρα ελέγχου (Εικόνα 3.34 και 3.35). Λαμβάνοντας υπόψη το σύνολο των 

αποτελεσμάτων μπορεί να εξαχθεί το συμπέρασμα ότι στο συμπέρασμα ότι η Haspin δεν 

εμπλέκεται άμεσα στη διατήρηση του καθεστώτος πολυδυναμίας. Προφανώς, ήσσονος 

σημασίας επιδράσεις στη σταθερότητα των πρωτεϊνών Nanog και Oct4 ή τη μικρο-ετερογένεια 

της χρωματίνης δεν μπορούν να αποκλειστούν.  

 

 

Εικόνα 3.34. Επιδράσεις της απαλοιφής της Haspin στην οργάνωση της χρωματίνης. (Α) Χρώση των 

κυττάρων ΚΟ με αντισώματα που αναγνωρίζουν τις τροποποιήσεις H3K9me3, H3K27me3 και της 

ετεροχρωματινικής πρωτεΐνης HP1α. (B) Τα διαγράμματα απεικονίζουν τον αριθμό και το μέγεθος των 

ετεροχρωματινικών εστιών των κυττάρων ΚΟ σε σύγκριση με των κυττάρων ελέγχου (p=3.4E-94 για το 

μέγεθος και p=2.3E-0.5 για τον αριθμό των ετεροχρωματινικών εστιών). 
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Εικόνα 3.35. Επιδράσεις της υπερέκφρασης της Haspin στην οργάνωση της χρωματίνης. (Α) Χρώση 

των κυττάρων ΟΕ με αντισώματα που αναγνωρίζουν τις τροποποιήσεις H3K9me3, H3K27me3 και της 

ετεροχρωματινικής πρωτεΐνης HP1α. (B) Τα διαγράμματα απεικονίζουν τον αριθμό και το μέγεθος των 

ετεροχρωματινικών εστιών των κυττάρων ΟΕ σε σύγκριση με των κυττάρων ελέγχου (p=1.3E-0.1 για το 

μέγεθος και p=1.1E-0.5 για τον αριθμό των ετεροχρωματινικών εστιών). 

 

 

Η απομάκρυνση του παράγοντα LIF από το θρεπτικό μέσο καλλιέργειας και επαγωγή της 

διαφοροποίησης μέσω της τεχνικής των «κρεμάμενων σταγόνων», οδηγεί στη δημιουργία EBs 

(Εικόνα 3.36). Τα EBs τα οποία προκύπτουν από κύτταρα KO είναι σημαντικά μικρότερα σε 

μέγεθος, σε σύγκριση με  εκείνα των κυττάρων ΟΕ και των κυττάρων ελέγχου. Επιπροσθέτως, 

ενώ τα τελευταία αναπτύσσονται φυσιολογικά τις πρώτες 6 μέρες της διαφοροποίησης, τα 

πρώτα καθυστερούν στην ανάπτυξή τους και αποσυντίθενται σταδιακά εντός 10 ημερών. Η μη 

φυσιολογική ανάπτυξη των EBs τα οποία δεν περιέχουν Haspin συμβαδίζει με το γεγονός ότι 

τα κύτταρα ΚΟ παρουσιάζουν βραδύτερο ρυθμό ανάπτυξης στην αδιαφοροποίητη κατάσταση 

(βλέπε Εικόνα 3.33.Α). Ένα άλλο σημείο που πρέπει να ληφθεί υπόψη είναι όμως ότι η 

επεξεργασία του γονιδίου της Haspin με CRISPR/Cas9 καταστρέφει αναγκαστικά το γονίδιο 

της Integrin αE.  Η έλλειψη της Integrin αE μπορεί να οδηγεί σε χαλάρωση των διακυτταρικών 

συνδέσεων (dissociation) και διάσπαση των EBs σε κάποιο στάδιο της διαφοροποίησης. 
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Εικόνα 3.36. Η απαλοιφή της Haspin από το γονιδίωμα των εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων 

προκαλεί μη φυσιολογικό σχηματισμό EBs. (Α) Προφίλ των EBs που προκύπτουν από κύτταρα ΚΟ και 

ΟΕ. Κλίμακα 50μm. (Β) Διαγράμματα που αποδεικνύουν τη σταδιακή αποσύνθεση των EBs τα οποία 

προκύπτουν από τα κύτταρα ΚΟ. (n=4, όπου n ο αριθμός των πειραμάτων διαφοροποίησης). 

 

 

 

Εξετάστηκαν την έκφραση πρωίμων ιστο-ειδικών δεικτών σε EBs κατά την ημέρα 4 (όταν τα 

EBs είναι ακόμα ακέραια και βρίσκονται σε φάση ανάπτυξης), χρησιμοποιώντας αντισώματα 

τα οποία αναγνωρίζουν τον Branchyury (BraT), Gata4 και Nestin. Όπως συμβαίνει συχνά σε 

in vitro δοκιμασίες μη κατευθυνόμενης διαφοροποίησης, αυτά τα πειράματα έδειξαν 

διακυμάνσεις στα επίπεδα έκφρασης, δημιουργώντας δυσκολίες στην ερμηνεία των 

αποτελεσμάτων. Για αυτό το λόγο οι δοκιμασίες επαναλήφθηκαν αρκετές φορές, 

τρυψινοποιώντας τα EBs και αναλύοντας το σύνολο των κυτταρικών πληθυσμών με 

κυτταρομετρία ροής (Εικόνα 3.37). Σύγκριση των ποσοστών των BraT/Gata4/Nestin-θετικών 

κυττάρων με το Kolmogorov-Smirnov test  αποκαλύπτει ότι ο αριθμός των κυττάρων που 

εκφράζουν τον μεσοδερματικό και ενδοδερματικό δείκτη στις ομάδες ΚΟ και ΟΕ δεν διαφέρει 

σημαντικά από εκείνο των κυττάρων ελέγχου. Παρόλα αυτά, η διαφοροποίηση προς 

νευροεξώδερμα φαίνεται να επηρεάζεται στα κύτταρα ΚΟ. Το αποτέλεσμα αυτό πρέπει να 
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ερμηνευθεί με προσοχή δεδομένου του πολύ μικρού αριθμού Nestin-θετικών κυττάρων τις 4 

πρώτες ημέρες διαφοροποίησης. 

 

 

 

 

Εικόνα 3.37. Η έλλειψη της Haspin ίσως να επηρεάζει τη διαφοροποίηση προς εξώδερμα. Καμπύλες 

κυτταρομετρίας ροής και διαγράμματα που απεικονίζουν τα ποσοστά θετικών BraT+, Gata4+ και 

Nestin+ κυττάρων των EBs που προκύπτουν από κύτταρα ΚΟ και ΟΕ. Η αξιολόγηση των ποσοτικών  

αποτελεσμάτων έγινε με το Kolmogorov-Smirnov test.  
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Τα ΕΒs εξετάστηκαν με έμμεσο ανοσοφθορισμό έτσι ώστε να διαμορφωθεί μια πιο 

συγκεκριμένη εικόνα της ιστο-ειδικής έκφρασης των κυττάρων ΚΟ και ΟΕ. Τα αποτελέσματα 

που παρουσιάζονται στην Εικόνα 3.38 δείχνουν αρκετές ατυπίες, όπως ετερογενή έκφραση και 

σχετικά μικρότερη ένταση σήματος των BraT, Gata4 και Nestin. Από το σύνολο αυτών των 

παρατηρήσεων προκύπτει ότι, παρόλο που η διαφοροποίηση των κυττάρων δεν επηρεάζεται 

σημαντικά, τα κύτταρα ΚΟ και ΟΕ ακολουθούν ένα μη φυσιολογικό πρότυπο έκφρασης ιστο-

ειδικών δεικτών. Για την καλύτερη ερμηνεία των αποτελεσμάτων θα χρειαστεί 

ποσοτικοποίηση της έκφρασης των συγκεκριμένων δεικτών με άλλες μεθόδους (π.χ. western 

blotting). 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.38. Τα κύτταρα ΚΟ και ΟΕ παρουσιάζουν ατυπίες στην έκφραση ιστο-ειδικών δεικτών. 

(Α) χρώση των EBs που προκύπτουν από κύτταρα ΚΟ και ΟΕ με αντισώματα τα οποία αναγνωρίζουν 

τους δείκτες Brachyury, Gata4 και Nestin. Κλίμακα 50μm.  

 

 

3.3 Επιδράσεις στη γονιδιακή έκφραση 

Προκειμένου να διασαφηνιστεί αν η απουσία ή η περίσσεια της Haspin ευοδώνει ή αναστέλλει 

μια συγκεκριμένη αναπτυξιακή διαδικασία, αναλύθηκαν τα κύτταρα  ΚΟ και ΟΕ με 

αλληλούχηση RNA (RNA sequencing). Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.39, ένας μεγάλος 

αριθμός γονιδίων επηρεάζεται ύστερα από την απαλοιφή του γονιδίου της Haspin ή 
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υπερέκφρασή της. Υιοθετώντας έναν ουδό με p-value <0.05 και διαφορές στα επίπεδα 

έκφρασης >2 (fold difference) σε σχέση με τα κύτταρα ελέγχου, στην αναλογία των γονιδίων 

των οποίων η έκφραση αυξάνεται (upregulated genes) προς εκείνα στα οποία μειώνεται 

(downregulated genes) κυμαίνεται από ~1.4 (στα κύτταρα ΚΟ) μέχρι ~0.4 (στα κύτταρα ΟΕ). 

Αυτό υποδηλώνει ότι η Haspin έχει μια συνολικά κατασταλτική επίδραση στη μεταγραφή. 

Περαιτέρω, εάν δεν λάβουμε υπόψη τα γονίδια που διαφέρουν στους δυο κλώνους των 

κυττάρων ΚΟ και ΟΕ, εστιάζοντας αποκλειστικά στα κοινά γονίδια (βλέπε Venn diagrams) 

παρατηρούμε ότι τόσο η απαλοιφή όσο και η υπερέκφραση της Haspin έχουν κυρίως 

κατασταλτική επίδραση στη μεταγραφή. (Θα επανέλθουμε σε αυτό το σημείο αμέσως 

παρακάτω). 

 

 

 

Εικόνα 3.39. Διαφορές των επιπέδων έκφρασης γονιδίων ύστερα από ανάλυση με αλληλούχηση RNA 

(RNA sequencing) (Α) Διαγράμματα Venn που απεικονίζουν τα γονίδια στα οποία επηρεάζεται η έκφρασή 

τους κατά την αποσιώπηση ή υπερέκφραση της Haspin (Β).  
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Τα γονίδια των οποίων η έκφρασή τους μεταβάλλεται από την υπερέκφραση της Haspin 

μπορούν να εντοπιστούν σε όλα τα χρωμοσώματα του ποντικού. Ωστόσο, σύμφωνα με το 

Fisher exact test, η κατανομή τους δεν είναι σε όλες τις περιπτώσεις τυχαία και εμφανίζει 

στατιστικά σημαντική συσχέτιση προκειμένου περί των χρωμοσωμάτων 1, 2, 12, 14, X και Y. 

Η απαλοιφή της Haspin δείχνει μια πιο ξεκάθαρη εικόνα, καθώς η στατιστικά σημαντική 

κατανομή των επηρεασμένων γονιδίων αφορά μόνο τα δυο φυλετικά χρωμοσώματα Χ και Υ 

(Εικόνα 3.40).  

 

 

 

Εικόνα 3.40. Ιστογράμματα τα οποία δείχνουν την κατανομή των επηρεασμένων γονιδίων στα 

χρωμοσώματα του ποντικού.  Η συσχέτιση των κατανομών των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε με 

Fisher exact test. 
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Σε συμφωνία με την επιλεκτική σχέση που δείχνουν τα επηρεασμένα γονίδια με τα φυλετικά 

χρωμοσώματα ανάλυση με Gene Ontology (GO) αποκάλυψε ότι πολλά από αυτά κωδικοποιούν 

παράγοντες που εμπλέκονται στη γαμετογένεση (Εικόνα 3.41 και 3.42 ). 

 

 

 

 

Εικόνα 3.41. Ιστογράμματα που απεικονίζουν τη συσχέτιση των επηρεασμένων γονιδίων των κυττάρων 

ΚΟ και ΟΕ με τη γαμετογένεση. 

 

 

 



87 

 

 

 

Εικόνα 3.42. Ανάλυση string με την οποία αναπαρίσταται το δίκτυο συσχέτισης μεταξύ των επηρεασμένων 

γονιδίων στα ΚΟ τα πιο ευρέως συσχετιζόμενα γονίδια ανήκουν  στο αναπτυξιακό σύστημα των 

αρσενικών γαμετών. 

 

 

 

Στη συνέχεια, για να περιοριστεί ο αχανής αριθμός γονιδίων και για να γίνει πιο εύκολη η 

ερμηνεία των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε σύγκριση των γονιδίων των οποίων η 

έκφραση αλλάζει σημαντικά τόσο στα κύτταρα ΚΟ όσο και στα ΟΕ. Η κατηγορία αυτή 

αποτελείται από 40 κοινά γονίδια (Εικόνα 3.43), εκ των οποίων 33 μειώνουν την έκφρασή τους, 

6 στην κατηγορία στα οποία η έκφρασή τους αυξάνεται και 1 που εκφράζεται διαφορικά στα 

ΚΟ και ΟΕ κύτταρα. Το γονίδιο αυτό είναι το Otof (84,85).  
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Εικόνα 3.43.(A) Διάγραμμα Venn το οποίο δείχνει τα κοινά γονίδια τα οποία επηρεάζονται στα κύτταρα 

ΚΟ και ΟΕ. Χάρτης (heat map) που σκιαγραφεί τις διαφορές στα επίπεδα έκφρασης των κοινών γονιδίων 

που επηρεάζονται σε λογαριθμική κλίμακα (B) Ιστόγραμμα που απεικονίζει τις διαφορές στα επίπεδα 

έκφρασης που επηρεάζονται στα κύτταρα ΚΟ και ΟΕ σε λογαριθμική κλίμακα. 

 

 

 

Στα downregulated γονίδια συμπεριλαμβάνονται: α) τα Zfy1/2, δυο γονίδια που εντοπίζονται 

στο Υ χρωμόσωμα και εμπλέκονται στη σπερμιογένεση (86–88) β) το Uba1y, ένα γονίδιο το 

οποίο επίσης εντοπίζεται στο Υ χρωμόσωμα και εμπλέκεται στην επιβίωση και τον 

πολλαπλασιασμό των διαφοροποιούμενων σπερματογονίων (89) γ) το Sohlh2, ένα ειδικό 
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γονίδιο για τα γαμετικά κύτταρα (90–92), δ) το Nxf3, το οποίο εντοπίζεται στο Χ χρωμόσωμα 

και εκφράζεται ειδικά στα κύτταρα Sertoli (93,94) και ε) το Fkbp6, ένα ειδικό γονίδιο της 

μείωσης (95).  

 

Επίσης, ανάμεσα στα 40 κοινά γονίδια ανιχνεύεται το Scml2, το οποίο εντοπίζεται στο Χ 

χρωμόσωμα και κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη που συνδέεται στο σύμπλοκο Polycomb και 

συμμετέχει στον επιγενετικό έλεγχο των γαμετών μέσω ουβικιτινυλίωσης της ιστόνης Η2Α 

(96,97) και το Dazl, ένα γονίδιο που εμπλέκεται στην ανάπτυξη των γαμετικών κυττάρων (98–

100). Η μείωση της έκφρασης αυτών των δυο ρυθμιστικών γονιδίων επιβεβαιώνεται με 

πειράματα qRT-PCR (Εικόνα 3.44).  

 

 

 

Εικόνα 3.44. Η απαλοιφή και η υπερέκφραση της Haspin μειώνει την έκφραση των Dazl και Scml2. 

Επίπεδα έκφρασης των παραγόντων αυτών με qRT-PCR στα κύτταρα ΚΟ και ΟΕ. 

 

 

 

Ένα άλλο στοιχείο στο υποσύνολο γονιδίων που επηρεάζονται στα ΚΟ κύτταρα είναι ο 

ρυθμιστής του γονιδίου EIF2S3Y, το οποίο, μαζί με το SRY, ρυθμίζει το πρόγραμμα της 

γαμετογένεσης (101–103). Τέλος, στην ομάδα των γονιδίων τα οποία δείχνουν σημαντικά 

μειωμένη έκφραση  στους δυο τύπους κυττάρων είναι το Zfp264, το οποίο εντοπίζεται σε 

περιοχή γενωμικής αποτύπωσης και εκφράζεται στους όρχεις (104) καθώς επίσης και το 

γονίδιο της Aurora C το οποίο επηρεάζεται στα κύτταρα ΟΕ.  
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Η αναζήτηση στις βάσεις δεδομένων Chip για συγκεκριμένες τροποιήσεις αποκάλυψε ότι τα 

ορχεο-ειδικά γονίδια περιέχουν στην αρχή του γονιδίου και πιθανώς στους υποκινητές τους 

H3K4me3, μια τροποποίηση η οποία γειτνιάζει άμεσα με την H3T3ph, (βλέπε. ENCODE, 

ENCSR000CCW). Περαιτέρω ανάλυση, με πιο αυστηρά κριτήρια μειώνοντας το fold, έδειξε 

ότι τα γονίδια που επηρεάζονται από τη Haspin αποτελούν στοιχεία ενός καλά εδραιωμένου 

δικτύου γονιδίων τα οποία έχουν λειτουργική σχέση μεταξύ τους. Το δίκτυο αυτό 

αποκαλύπτεται μέσω του αλγόριθμου STRING και της βάσης δεδομένων που αφορά τις 

αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών (105). Κεντρικά στοιχεία σε αυτό το δίκτυο είναι τα γονίδια 

KDM5D και το Uty που παρουσιάζουν δραματική μείωση στην έκφραση τους (>6 φορές) στα 

κύτταρα ΚΟ. Ο παράγοντας JARID1D απομεθυλιώνει την H3K4me2,3, ενώ ο UTY είναι 

παρόμοιος με τον UTX και JAMJD3, δυο γνωστές απομεθυλάσες της H3K27me3. Αντίθετα με 

τον UTX και τον JAMJD3, ο παράγοντας UTY έχει αποδειχθεί ότι έχει δραστηριότητα 

ιστονικής απομεθυλάσης in vivo και μπορεί να λειτουργεί ως «μιμητικό» άλλων 

απομεθυλασών που επηρεάζουν την H3K27me3  (106,107). 

 

Τα αποτελέσματα που προκύπτουν από την αλληλούχηση RNA αποκαλύπτουν μια εκλεκτική 

σχέση της Haspin με τη διαφοροποίηση των αρσενικών γαμετικών κυττάρων, πράγμα που 

συμφωνεί με το γεγονός ότι η Haspin εντοπίστηκε αρχικά σε απλοειδείς μη διαιρούμενες 

σπερματίδες (1). Αυτό όμως έρχεται σε αντίθεση με το γεγονός ότι η Haspin είναι ενεργή μόνο 

κατά τη διάρκεια της μίτωσης και αυτό-καταστέλλεται στη διάρκεια της μεσόφασης στα 

σωματικά κύτταρα (19). Πιστεύεται ότι η άρση της αυτο-αναστολής της Haspin απαιτεί 

διαδοχική φωσφορυλίωση της αμινο-τελικής περιοχής της από τις κινάσες Cdk1 και Polo 

(Plk1), οι οποίες ενεργοποιούνται στην αρχή της φάσης της μίτωσης. Από τα παραπάνω 

προκύπτουν επομένως τα ακόλουθα ερωτήματα: α) εάν η Haspin λειτουργεί καταλυτικά και 

φωσφορυλιώνει την H3T3 στον πυρήνα των σπερματίδων και β) εάν η συγκεκριμένη 

τροποποίηση συσχετίζεται με άλλες ιστονικές τροποποιήσεις σε αυτό το σύστημα. 

 

Προκειμένου να απαντηθούν τα συγκεκριμένα ερωτήματα, πραγματοποιήθηκε μια σειρά 

πειραμάτων σε όρχεις ποντικού. Τα πειράματα αυτά βρίσκονται σε εξέλιξη, όμως τα πρώτα 

αποτελέσματα δείχνουν ότι πράγματι το σήμα της H3T3ph εντοπίζεται στα γαμετικά κύτταρα.  

Η H3T3ph ανιχνεύεται σε σχετικά «χαλαρές» περιοχές της χρωματίνης που είναι 

εμπλουτισμένες σε H3K27me3, αλλά δεν περιέχουν H3K9me3 και HP1α.  
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Για να εξακριβωθεί ο ακριβής ρόλος των συνδυαστικών τροποποιήσεων στα κατάλοιπα 

θρεονίνη-3, λυσίνη-4 και λυσίνη-27 που εμφανίζονται στην αμινο-τελική περιοχή της ιστόνης 

H3 θα απαιτηθούν περαιτέρω πειράματα και ιδιαίτερα δοκιμασίες ChIP-seq.



 

 
 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

4. Συζήτηση



 
 

 

 

  



 

4. Συζήτηση 

4.1 Ο ρόλος της Haspin στη μίτωση 

Η Haspin εμπλέκεται σε μια ποικιλία μιτωτικών διαδικασιών, στις οποίες συμπεριλαμβάνονται 

η ευθυγράμμιση των χρωμοσωμάτων, η διασύνδεση των κεντρομεριδίων στις αδελφές 

χρωματίδες και η συγκρότηση της μιτωτικής ατράκτου. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα που 

περιγράφτηκαν παραπάνω αποδεικνύεται ότι, παρά τη συμμετοχή της σε όλες αυτές τις 

διαδικασίες, η Haspin δεν είναι απαραίτητη για τη διατήρηση της πολυδυναμίας και την 

έκπτυξη των εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων υπό συνθήκες in vitro καλλιέργειας. Ωστόσο, 

είναι πιθανό ότι η έλλειψη της Haspin εν μέρει να αντισταθμίζεται από έναν μηχανισμό που 

περιλαμβάνει την κινάση Bub1. Είναι γνωστό ότι η Bub1 φωσφορυλιώνει την ιστόνη H2A στη 

θρεονίνη-120 (H2AT120ph), δημιουργώντας μια θέση πρόσδεσης για τις Sgo1/2. Οι πρωτεΐνες 

αυτές συνδέονται με τη Borealin, με αποτέλεσμα την πρόσδεση του CPC στο εγγύς 

κεντρομερές/κινητοχώρο (16,18). Όταν ο μηχανισμός αυτός που εξαρτάται από τη Bub1 δεν 

επαρκεί για τον αποτελεσματικό έλεγχο της διάταξης των χρωμοσωμάτων, προφανώς ο 

διαχωρισμός των αδελφών χρωματίδων σε ένα ποσοστό κυττάρων δεν γίνεται φυσιολογικά. Τα 

κύτταρα που εμφανίζουν ελλείμματα ή περίσσεια γενετικού υλικού πιθανόν αποπίπτουν μετά 

την έξοδο τους από τη μίτωση, δημιουργώντας έτσι μια υστέρηση στο ρυθμό 

πολλαπλασιασμού. Ωστόσο, το υπόλοιπο του κυτταρικού πληθυσμού συνεχίζει να 

πολλαπλασιάζεται, ενώ ταυτόχρονα διατηρεί το αναπτυξιακό του δυναμικό. Αυτό οφείλεται 

στη «στατιστική μηχανική» η οποία χαρακτηρίζει την πολυδύναμη κατάσταση (108): σε 

αντίθεση με τα διαφοροποιημένα κύτταρα, τα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα αποτελούνται από 

ετερογενείς υποπληθυσμούς που παρουσιάζουν ποικίλα προφίλ γονιδιακής έκφρασης. Οι 

υποπληθυσμοί αυτοί βρίσκονται σε διάφορες αντιστρεπτές μικροκαταστάσεις (microstates). 

Επομένως, η εξάλειψη ενός υποπληθυσμού αναπληρώνεται λειτουργικά από την επιστράτευση 

ενός άλλου χωρίς να δημιουργούνται εμφανή προβλήματα στη διαδικασία διαφοροποίησης.  

 

4.2 Η Haspin ως ρυθμιστής της μεταγραφής 

Εκτός από τον ρόλο της στη μίτωση, υπάρχουν πλέον αρκετές ενδείξεις ότι η Haspin λειτουργεί 

ως επιγενετικός ρυθμιστής κατά τη διάρκεια της γαμετογένεσης. Λόγω της διαφορικής 
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μεθυλίωσης της 5’ περιοχής του γονιδίου Gsg2 (109), τα επίπεδα έκφρασης της Haspin στα 

σωματικά κύτταρα είναι πάρα πολύ χαμηλά (4), σε αντίθεση με τους αρσενικούς γαμέτες, 

στους οποίους είναι πολύ υψηλότερη (1). Για αυτό και δεν αποτελεί έκπληξη το γεγονός ότι 

ποντίκια στα οποία έχει απαλειφθεί το γονίδιο Gsg2 δεν εμφανίζουν προβλήματα στην 

οργανογένεση, αλλά μόνο στους όρχεις (27).  

 

Τα αποτελέσματα από την αλληλούχηση RNA που παρουσιάζονται στην παρούσα διατριβή 

δείχνουν ότι ορισμένα αναπτυξιακά ρυθμιζόμενα και ορχεο-ειδικά γονίδια μειώνουν τη 

μεταγραφική τους δραστηριότητα μετά την υπερέκφραση ή την απαλοιφή της Haspin. Το 

γεγονός αυτό μπορεί να ερμηνευθεί με δυο τρόπους. Πρώτον, η Haspin, αλλά και η H3T3ph 

για την οποία είναι υπεύθυνη, μπορεί να λειτουργούν βέλτιστα σε μια συγκεκριμένη 

«δοσολογία» (“dosage” effect)˙ εναλλακτικά, η H3T3ph ίσως να είναι μέρος ενός σύνθετου 

επιγενετικού διακόπτη, ο οποίος ενεργοποιείται υπό συγκεκριμένες αναπτυξιακές συνθήκες.  

 

Είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι η H3T3ph και η H3K4me3 συνυπάρχουν στην αμινο-

τελική περιοχή της ιστόνης H3 (10), όπως επίσης συμβαίνει με τα «ανταγωνιστικά» σήματα 

H3S10ph και H3K9me3 (110–112). Παρά το γεγονός ότι ο υποπληθυσμός των μορίων της 

ιστόνης Η3 που φέρει ταυτόχρονα και τις δυο τροποποιήσεις (phospho- and methyl-mark) είναι 

πιθανότατα πολύ μικρός (λόγω της διαφορετικής εναλλαγής- «turnover»- μεταξύ 

φωσφορυλίωσης και μεθυλίωσης), ο συνδυασμός των H3T3ph/H3K4me3 ίσως να λειτουργεί 

είτε ως ένας διαδικός διακόπτης (binary switch), είτε ως μια αμφίσημη τροποποίηση (bivalent 

modification), όπως συμβαίνει με τον συνδυασμό των H3K4me3/H3K27me3. Οι αμφίσημες 

ιστονικές τροποποιήσεις, που είναι ένα χαρακτηριστικό γνώρισμα των πολυδύναμων κυττάρων 

και των κυττάρων της γαμετικής σειράς, θεωρείται ότι διατηρούν μια κατάσταση μεταγραφικής 

ετοιμότητας (“poised state”) για όσο χρονικό διάστημα τα κύτταρα είναι αδιαφοροποίητα 

(113).  

 

Το γεγονός ότι τόσο η απουσία όσο και η περίσσεια της Haspin προκαλούν μείωση της 

μεταγραφής των ορχεο-ειδικών γονιδίων μπορεί να ερμηνευθεί μέσω μιας αλληλεπίδρασης 

μεταξύ των H3T3ph, H3K4me3 και H3K27me3 καθώς και ζευγών μεταγραφικών 

ενεργοποιητών/καταστολέων. Η ιδέα αυτή, που απεικονίζεται διαγραμματικά στην Εικόνα 4.1, 

βασίζεται σε δυο υποθέσεις: α) ότι η προσθήκη μιας φωσφορικής ομάδας στην θρεονίνη-3 

εξασθενεί την αλληλεπίδραση της H3K4me3 με ένα ενεργοποιητικό σύμπλοκο (histone code 
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reader), αλλά δεν επηρεάζει απαραίτητα τη σύνδεση ενός κατασταλτικού παράγοντα σε ένα 

σχετικά απομακρυσμένο κατάλοιπο μεθυλιωμένης λυσίνης, β) ότι ενώ υπό φυσιολογικές 

συνθήκες μόνο ένας μικρός πληθυσμός ιστόνης Η3 είναι φωσφορυλιωμένος, ένας μεγαλύτερος 

πληθυσμός τροποποιείται όταν υπερεκφράζεται η Haspin. 

 

 

 

Εικόνα 4.1 Πιθανοί μηχανισμοί γονιδιακής ρύθμισης από την κινάση Haspin. Υπό φυσιολογικές 

συνθήκες η Haspin φωσφορυλιώνει την ιστόνη Η3 στην περιοχή του υποκινητή ενός κατασταλτικού 

γονιδίου, με συνέπεια να μην παράγεται ο καταστολέας και το γονίδιο-στόχος να μεταγράφεται. Αυτό δεν 

συμβαίνει όταν η Haspin λείπει. Στην περίπτωση που η Haspin υπερεκφράζεται, δεν παράγεται μεν ο 

καταστολέας, αλλά δεν μεταγράφεται και το γονίδιο-στόχος λόγω υπερ-φωσφορυλίωσης της ιστόνης Η3 

στο δικό του υποκινητή. 

 

 

 

 

Βασιζόμενοι σε αυτές τις υποθέσεις και λαμβάνοντας υπόψη ότι η κατανομή των 

επηρεασμένων γονιδίων σχετίζεται με το χρωμόσωμα Υ, προκύπτει η υπόθεση  ότι η Haspin 

ίσως λειτουργεί ως ένας παράγοντας άρσης της καταστολής ειδικών γονιδίων που ρυθμίζουν 

τη σπερμιογένεση μέσω της καταστολής κατασταλτικών γονιδίων (βλέπε. Εικόνα 4.2 και 4.3).  
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Η υπόθεση που προτείνεται υποστηρίζεται από μια σειρά δομικών και βιοχημικών δεδομένων. 

Η φωσφορυλίωση της θρεονίνης-3 μειώνει τη δέσμευση της διπλής διπλού χρωμοτομέα του 

παράγοντα αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης CHD1 στην H3K4me3 περίπου 25 φορές (114). 

Ωστόσο, η φωσφορυλίωση της Ser-10 H3 δεν επηρεάζει σε αυτή την αλληλεπίδραση. 

Παρόμοια δεδομένα έχουν προκύψει σε σχέση με την πρόσδεση των PHD finger proteins (για 

παράδειγμα DIDO3, ING2, MLL5, RAG2 και TAF3), καθώς και της υπομονάδας TTD της 

απομεθυλάσης 4 Α στην H3K4me3 (61,115–117).  

 

Παρόλα αυτά, η αλληλεπίδραση των H3T3ph-H3K4me3 δεν χρειάζεται απαραίτητα να είναι 

ανταγωνιστική. Υπάρχουν παραδείγματα όπου τα γειτονικά σήματα φωσφορυλίωσης και 

μεθυλίωσης δεν αλληλεπιδρούν μεταξύ τους ή δρουν συνεργιστικά. Για παράδειγμα, η 

πρόσδεση της περιοχής ATRX-DNMT3-DNMT3L (ADD) της πρωτεΐνης ATRX στην 

Η3Κ9me3 δεν επηρεάζεται από τη φωσφορυλίωση της S10H3, ενώ η πρόσδεση της PWWP 

του BRPF1 στη Η3.3Κ36me3 ενισχύεται σχεδόν 2 φορές με τη φωσφορυλίωση της γειτονικής 

τυροσίνης-41 (118). Το γεγονός αυτό μπορεί να εξηγήσει γιατί, ενώ η Haspin έχει κυρίως ένα 

κατασταλτικό ρόλο στο σύνολο των γονιδίων, ένα ποσοστό από αυτά αυξάνουν την έκφρασή 

τους στα κύτταρα ΚΟ και ΟΕ.  

 

Ένας μεταγραφικός ρυθμιστής η έκφραση του οποίου επηρεάζεται από τη Haspin είναι το 

SCML2 (Εικόνα 4.2). Ο παράγοντας αυτός σχετίζεται με το σύμπλοκο Polycomb (PRC1) και 

μεσολαβεί για την ουβικιτινυλίωση της ιστόνης H2A στη λυσίνη-119 (96,119,120). Η 

τροποποιημένη H2A παρέχει μια θέση πρόσδεσης για ένα άλλο σύμπλοκο Polycomb (Jarid2-

Aebp2-containing PRC2), το οποίο μεθυλιώνει τη λυσίνη-27 στην ιστόνη Η3 (121) και 

προκαλεί αποσιώπηση γονιδίων που είναι ενεργά στα σωματικά κύτταρα. Παράλληλα, το 

SCML2 αποτρέπει την ουβικιτινυλίωση της Η2Α στη λυσίνη-119 στα γονίδια των φυλετικών 

χρωμοσωμάτων (96).  
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Εικόνα 4.2  Ρύθμιση της μεταγραφής στην περίπτωση που το γονίδιο στόχος του καταστολέα είναι ένα 

άλλο κατασταλτικό γονίδιο όπως το SCML2, το οποίο δρα μέσω του συμπλόκου PRC1. 

  

 

 

 

Ένα άλλο γονίδιο το οποίο επηρεάζεται από τη από τη Haspin είναι το JARID1D. Το γονίδιο 

αυτό κωδικοποιεί την πρωτεΐνη KMD5D, η οποία ο απομεθυλιώνει την H3K4me2,3. Η 

απομεθυλίωση της H3K4me3 μπορεί να προκαλεί εκλεκτική αποσιώπηση/ενεργοποίηση 

ορχεο-ειδικών γονιδίων κατά τη διάρκεια της σπερμιογένεσης (Εικόνα 4.3). 
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Εικόνα 4.3 Ρύθμιση της μεταγραφής στην περίπτωση που το γονίδιο-στόχος του καταστολέα είναι μια 

απομεθυλάση της H3K4me3, όπως το KDM5D. Οι δράσεις αυτές της Haspin δεν συμβαίνουν κατά τη 

διάρκεια της μεσόφασης στα σωματικά κύτταρα γιατί το ένζυμο αυτό-αναστέλλεται, αλλά λαμβάνουν χώρα 

στις απλοειδείς σπερματίδες όπου η Haspin είναι ενεργή. 

 

 

 

 

Για να εκτιμηθεί η εγκυρότητα αυτών των υποθέσεων, πρέπει να διερευνηθεί διεξοδικά η 

ρύθμιση των ορχεο-ειδκών γονιδίων από τα ζεύγη καταστολέων/ενεργοποιητών, τα οποία 

δρουν μέσω των H3T3ph / H3K4me3 και H3K27me3.



  

Περίληψη  

 
 
Η άτυπη πρωτεϊνική κινάση Haspin είναι υπεύθυνη για τη φωσφορυλίωση της ιστόνης Η3 στη 

θρεονίνη 3 (H3T3ph). Κατά τη διάρκεια της μίτωσης, η H3T3ph εντοπίζεται στα 

κεντρομερίδια, παρέχοντας μια θέση πρόσδεσης για το σύμπλοκο CPC (Chromosomal 

Passenger Complex). Παρότι η σύνδεση του συμπλόκου CPC στο κεντρομερίδιο είναι 

σημαντική για τη σωστή διάταξη των χρωμοσωμάτων και τον διαχωρισμό των αδελφών 

χρωματίδων,  ποντίκια στα οποία το γονίδιο της Haspin έχει αδρανοποιηθεί (KnockOut-KO) 

αναπτύσσονται φυσιολογικά χωρίς να παρουσιάζουν σημαντικά ελλείμματα, εκτός από 

κάποιες ανωμαλίες που παρατηρούνται στους όρχεις. Για να διαχωριστούν οι ζωτικές και μη 

ζωτικές λειτουργίες της Haspin, εξετάστηκαν εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα ποντικού στα 

οποία έχει απαλειφθεί ή υπερεκφράζεται η συγκεκριμένη πρωτεΐνη. Τα αποτελέσματα δείχνουν 

ότι η Haspin δεν είναι απαραίτητη για την αυτο-ανανέωση και την έκπτυξη των πολυδύναμων 

κυττάρων. Παρόλα αυτά, η απουσία της επηρεάζει την in vitro διαφοροποίηση και η αστάθμητη 

έκφρασή της επηρεάζει σοβαρά την έκφραση ορχεο-ειδικών γονιδίων. Επί τη βάσει αυτών και 

άλλων συνηγορητικών στοιχείων, προτείνεται ότι η φωσφορυλίωση της θρεονίνης-3 από τη 

Haspin, μαζί με την τρι-μεθυλίωση της λυσίνης-4 στην ιστόνη Η3 (H3K4me3), λειτουργούν 

ως ένας επιγενετικός «διακόπτης», που ρυθμίζει την έκφραση αναπτυξιακά σημαντικών 

γονιδίων κατά τη διάρκεια της σπερμιογένεσης



 

 



 

Summary  

 
 
The atypical protein kinase Haspin is responsible for mitotic phosphorylation of Histone H3 at 

threonine-3 (H3T3ph). During mitosis, H3T3ph localizes in the inner centromere and it is 

thought to provide a docking site for the Chromosomal Passenger Complex (CPC). Although 

CPC targeting to the centromere is critical for the control of chromosome congression and 

sister-chromatid segregation, Haspin-knockout mice develop normally and do not exhibit major 

defects, except for testicular anomalies. To distinguish between essential and non-essential 

functions of Haspin, we have examined mouse embryonic stem cells lacking or overexpressing 

this protein. The results show that Haspin is not essential for the population expansion of naïve 

pluripotent cells. However, the lack of Haspin compromises the in vitro differentiation and its 

inappropriate expression affects severely the expression of testis-specific genes. According to 

these data and in combination with observations, we suggest that H3T3ph along with 

H3K4me3, function as an epigenetic switch that regulates the expression of testis-specific genes 

during spermiogenesis. 
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