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1.1) Πρωτεΐνική αναδίπλωση (protein folding)

Ο όρος πρωτεΐνική αναδίπλωση αναφέρεται στη διαδικασία κατά την οποία ένα 
πολυπεπτίδιο μετατρέπεται από μια γραμμική] αλληλουχία αμινοξέων σε μια 
τρισδιάστατη δομή η οποία και αποτελεί την λειτουργική πρωτεΐνη. Ο όρος αυτός 
συμπεριλαμβάνει και την έννοια της επαναδίπλωσης (refolding) η οποία αναφέρεται σε 
πρωτεΐνες που έχουν χάσει την φυσική διαμόρφωσή τους λόγω μετουσίωσης (π.χ. μετά 
από έκθεση σε υψηλές θερμοκρασίες ή σε χημικούς παράγοντες) ή λόγω 
τροποποιήσεων που μπορεί να υφίστανται κατά τη διάρκεια μεταφοράς στον στόχο 
τους (translocation) και οι οποίες θα πρέπει να επανέλθουν στην αρχική τους 
κατάσταση. Η κατανόηση της πορείας που ακολουθεί μια πρωτεΐνη προς την πλήρη 
αναδίπλωσή της καθώς και η περιγραφή των μηχανισμών και των παραγόντων που 
συμμετέχουν σε αυτήν αποτελούν ένα από τα βασικότερα πεδία της σύγχρονης 
Βιολογίας με έντονο ερευνητικό ενδιαφέρον.

1.1.1)  Πρωτεΐνική αναδίπλωση in vitro

Η πρώτη διερεύνηση του παραπάνω θέματος προήλθε από τις εργασίες του 
Anfinsen (2) που αφορούσαν τη δυνατότητα αναστρέψιμης επαναδίπλωσης ενός χημικά 
μετουσιωμένου ενζυμικού υποστρώματος (ριβονουκλεάσης Α) σε in vitro συνθήκες. 
Από τα πειράματα αυτά όπως και από εκείνα που αφορούσαν άλλες μικρές μονομερείς 
πρωτεΐνες (3,4) φάνηκε ότι η τρισδιάστατη δομή μιας πρωτεΐνης οφείλεται 
αποκλειστικά και μόνο στην πληροφορία που είναι αποθηκευμένη στην αλληλουχία 
των αμινοξέων της χωρίς να απαιτούνται άλλοι εξωτερικοί παράγοντες.

Η επαναδίπλωση μιας πολυπεπτιδικής αλυσίδας in vitro, περιλαμβάνει διαδοχικά 
στάδια. Αρχικά, οι υδρόφοβες περιοχές υποχωρούν μέσα σε χιλιοστά του 
δευτερολέπτου στο εσωτερικό του μορίου, ενώ ταυτόχρονα αρχίζουν να σχηματίζονται 
δευτεροταγείς δομές. Οι τελευταίες, αποτελούν το πλαίσιο στήριξης της τελικής 
διαμόρφωσης της πρωτεΐνης καθώς αλληλεπιδρούν μεταξύ τους προκειμένου να 
καταλάβουν συγκεκριμένες θέσεις στον χώρο. Κατά τη διάρκεια αυτού του σταδίου, το 
θ7ΐοίο διαρκεί συνήθως δευτερόλε7πα ως και λεπτά, το 7ΐολυπεπτίδιο περνά μέσα από 
μια σειρά κινητικά καθορισμένων ενδιάμεσων μορφών. Το χαρακτηριστικό αυτών των 
μορφών, που καλούνται συμπαγή ενδιάμεσα (compact intermediates) (5, 6), είναι ότι 
διαθέτουν ένα εκτεταμένο αριθμό δευτεροταγών δομών αλλά υπολείπονται ενός 
σταθερού υδρόφοβου πορήνα. Το αποτέλεσμα είναι να εκθέτουν στην ε7πφάνεια τους 
υδρόφοβα αμινοξέα τα οποία αλληλεπιδρούν με αντίστοιχα παρακείμενων μορίων 
τείνοντας έτσι προς τη συσσωμάτωση (aggregation) όπως ακριβώς και οι πλήρως 
μετουσιωμένες μορφές. Στα τελικά στάδια της αναδίπλωσης περιλαμβάνεται ο 
σχηματισμός ομοιοπολικών δεσμών (π.χ. δισουλφιδικός) οι οποίοι σταθεροποιούν 
συγκεκριμένες διαμορφώσεις.

Η πλήρης επαναδίπλωση εξαρτάται από θερμοδυναμικά κριτήρια (AG, S) και 
επηρεάζεται για το λόγο αυτό από τις πειραματικές συνθήκες. Για μια δεδομένη 
πρωτεΐνη, η φυσική διαμόρφωση αντιπροσωπεύει την κατάσταση της ελάχιστης 
ελεύθερης ενέργειας (7) σε αντίθεση με τις ενδιάμεσες μορφές και την μετουσιωμένη 
πρωτεΐνη, οι οποίες αντιστοιχούν σε καταστάσεις υψηλότερης ενεργειακής στάθμης και 
μεγαλύτερης δομικής ευελιξίας. Επομένως, σε ένα in vitro σύστημα αναδίπλωσης, η 
πρωτεΐνη υποβοηθείται στην ανάκτηση της τριτοταγούς της δομής με βελτιστοποίηση 
των πειραματικών συνθηκών,κυρίως, με μείωση της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης (για 
αποφυγή των διαπεπτιδικών αλληλεπιδράσεων προς όφελος των ενδοπεπτιδικών)
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καθώς και μείωση της θερμοκρασίας της αντίδρασης (προκειμένου να εξασθενίσουν οι 
υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις).

1.1.2) Πρωτεϊνική αναδίπλωση in  v ivo

Τα συμπεράσματα που εξάγονται από τα in vitro πειράματα, προσφέρουν, 
αναφισβήτητα, σημαντικά στοιχεία στην κατανόηση του μηχανισμού της αναδίπλωσης. 
Από την άλλη όμως, γίνεται αντιληπτό, ότι οι πειραματικές συνθήκες in vitro, δεν 
μπορούν να περιγράφουν με ακρίβεια τη διαδικασία της αναδίπλωσης, των 
νεοσυντιθέμενων πρωτεϊνών ή της επαναδίπλωσης των ημιδιπλωμένων (semifolded) ή 
λανθασμένα αναδιπλωμένων πρωτεϊνών (misfolded) που λαμβάνουν χώρα φυσιολογικά 
στο εσωτερικό του κυττάρου. Τούτο μπορεί να αποδοθεί στους παρακάτω λόγους:

1) Η αναδίπλωση μιας πρωτεΐνης στο κύτταρο -  σε αντίθεση με ότι συμβαίνει στην 
επαναδίπλωση in vitro -  είναι διαδικασία, αναγκαστικά συζευγμένη με τη βιοσύνθεση 
της, η οποία επιτελείται πάντα με συγκεκριμένη φορά (από το αμινοτελικό προς το 
καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης). Το γεγονός αυτό, έχει ως αποτέλεσμα η 
πληροφορία της αναδίπλωσης να γίνεται διαθέσιμη τμηματικά, καθώς η αυξανόμενη 
αμινοξική αλληλουχία εξέρχεται του ριβοσώματος και αρχίζουν να σχηματίζονται οι 
πρώτες δευτεροταγείς δομές. Οι δομές αυτές, αναγκαστικά, καθυστερούν να επιτύχουν 
την πλήρη αναδίπλωσή τους, έως ότου, η ολοκληρωμένη λειτουργική περιοχή στην 
οποία ανήκουν, αναδυθεί από το ριβόσωμα (συνήθως 150 -  300 αα σε μήκος) (8,9). 
Στην περίπτωση των πολυλειτουργικών πρωτεϊνών, μάλιστα, ακόμη και μια 
λειτουργική περιοχή πλήρως αναδιπλωμένη, παραμένει σχετικά ασταθής, απουσία και 
των υπόλοιπων λειτουργικών περιοχών, που συμμετέχουν στην φυσική διαμόρφωση 
της πρωτεΐνης. Έτσι, κατά τη διάρκεια της βιοσύνθεσης, τα περισσότερα πολυπεπτίδια 
δεν είναι ικανά παρά να σχηματίζουν ατελείς δομές, μερικώς αναδιπλωμένες, που 
τυπικά, φέρουν υδρόφοβα αμινοξέα στην επιφάνεια τους και για αυτό είναι πολύ 
ευαίσθητα στη συσσωμάτωση (10,11).

2) Η αναδίπλωση των νεοσυντιθέμενων πρωτεϊνών στο κύτταρο, προκειμενου να 
ολοκληρωθεί, θα πρέπει να ξεπεράσει το πρόβλημα του εξαιρετικά υψηλού 
συνωστισμού μακρομορίων στο κυτταρικό περιβάλλον. Ο μοριακός συνωστισμός 
(molecular crowding), ως έννοια, αναφέρεται στο γεγονός ότι ένα σημαντικότατο 
κλάσμα του κυτταρικού όγκου, καταλαμβάνεται από πρωτεΐνες και άλλα μακρομόρια, 
των οποίων η συνολική συγκέντρωση υπολογίζεται σε 340g/L. Η υψηλή αυτή 
συγκέντρωση αποτελεί και το λόγο, για τον οποίο, ο ενδοκυτταρικός χώρος είναι 
λιγότερο ανεκτικός στη συσσώρευση επιπλέον μακρομορίων (12). Αν μάλιστα, στον 
μοριακό συνωστισμό προστεθεί και η ιδιότητα των ριβοσωμάτων που μετέχουν στην 
μετάφραση να οργανώνονται σε πολυσώματα, αυξάνοντας έτσι ακόμη περισσότερο τη 
τοπική συγκέντρωση πρωτεΐνης, γίνεται εύκολα αποδεκτή η παραδοχή, σύμφωνα με 
την οποία οι σταθερές σύνδεσης μεταξύ των πολυπεπτιδίων στο κυτταρικό περιβάλλον 
είναι αρκετές τάξεις μεγέθους υψηλότερες, σε σύγκριση με αυτές που παρατηρούνται 
σε τεχνητές αντιδράσεις επαναδίπλωσης, στα πλαίσια ενός συστήματος in vino (13.14).

Παρά, τις αντίξοες κυτταρικές συνθήκες, αποδεικνύεται και πειραματικά (15.16) 
ότι η αναδίπλωση των κυτταρικών πρωτεϊνών στο κύτταρο, αποτελεί μια πολύ πιο 
γρήγορη και αποτελεσματική διαδικασία, σε σύγκριση με την επαναδίπλωση στο 
δοκιμαστικό σωλήνα. Έτσι, περισσότερο από το 95% των νεοσυντιθέμενων 
πολυπεπτιδίων, καταλήγουν τελικά να καταλάβουν την τρίτο ταγή τους διαμόρφωση 
(17), ενώ προβλήματα όπως η λανθασμένη αναδίπλωση (niisfolding) και η 
συσσωμάτωση, τα οποία συμβαίνουν συχνά στις in vitro αντιδράσεις (18). στο κύτταρο, 
κάνουν την εμφάνιση τους σπανίως και μόνο στις περιπτώσεις μεταλλαγμένων
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πρωτεϊνών ή σύνθεσης κάτω από συνθήκες στρες (π.χ υψηλές θερμοκρασίες). Η μεγάλη 
αυτή αποτελεσματικότατα που εμφανίζουν τα κύτταρα στο να αναδιπλώνουν επιτυχώς 
τις πρωτεΐνες τους, παρά το δυσμενές περιβάλλον, οφείλεται στη δράση μιας μεγάλης 
κατηγορίας πρωτεϊνών, που καλούνται μοριακοί συνοδοί (molecular chaperones).

1.2) Μοριακοί συνοδοί

Ο όρος «μοριακός συνοδός» χρησιμοποιήθηκε, αρχικά, για την περιγραφή της 
λειτουργίας της νουκλεοπλασμίνης, μιας πυρηνικής πρωτεΐνης που διευκολύνει τη 
συγκρότηση της χρωματίνης, παρεμποδίζοντας ανορθόδοξες αλληλεπιδράσεις μεταξύ 
των ιστονών και του DNA (19). Στη συνέχεια, ο όρος γενικεύτηκε περιλαμβάνοντας 
ένα μεγάλο σύνολο ετερόλόγων αλλά λειτουργικά συσχετιζόμενών πρωτεϊνών οι οποίες 
υποβοηθούν την πρωτέϊνική αναδίπλωση και τη συγκρότηση άλλων πρωτεϊνών του 
κυττάρου (20). Προκειμένου μια πρωτεΐνη να χαρακτηριστεί ως μοριακός συνοδός, θα 
πρέπει να πληρεί τα εξής κριτήρια:

α) Δέσμευση σε πρωτεΐνες που εκθέτουν στην επιφάνεια τους υδρόφοβα αμινοξέα. 
Η βασική ιδιότητα κάθε μοριακού συνοδού είναι η ικανότητα του να αναγνωρίζει και 
να δεσμεύει μετουσιωμένα ή μερικώς αναδιπλωμένα πολυπεπτίδια (εικ.ΙΑ). Όπως 
ειπώθηκε και προηγούμενα κατά τα πρώιμα στάδια της de novo αναδίπλωσης ή όταν 
συμβεί λανθασμένη αναδίπλωση, υδρόφοβα αμινοξέα που κανονικά βρίσκονται στο 
εσωτερικό των πρωτεϊνών, εκτίθενται στην επιφάνεια αυτών, με αποτέλεσμα οι 
πρωτεΐνες να γίνονται ευαίσθητες σε συσσωμάτωση (εικ.ΙΕ) (21,22). Η πιθανότητα της 
συσσωμάτωσης μειώνεται σημαντικά καθώς οι μοριακοί συνοδοί συνδέονται με τις 
υδρόφοβες αυτές περιοχές αποτρέποντας έτσι τέτοιου είδους ενδοπεπτιδικών και 
διαπεπτιδικών αλληλεπιδράσεων (23).

β) Ελεγχόμενη απελευθέρωση των προσδεδεμένων πολυπεπτιδίων. Η ικανότητα 
αυτή των μοριακών συνοδών, οφείλεται στη δυνατότητα που έχουν να κινούνται 
μεταξύ δύο εναλλακτικών καταστάσεων, μιας που έχει υψηλή συγγένεια για το 
υπόστρωμα και μιας που έχει χαμηλή συγγένεια για αυτό. Η μετάβαση από την πρώτη 
στη δεύτερη κατάσταση, έχει ως αποτέλεσμα την απελευθέρωση του υποστρώματος και 
επιτυγχάνεται με κατανάλωση ενέργειας που προέρχεται από την υδρόλυση ΑΤΡ (24). 
Η δράση ενός μοριακού συνοδού προϋποθέτει την κυκλική εναλλαγή των δύο αυτών 
καταστάσεων του, με επαγόμενο αποτέλεσμα την διαδοχική και αυστηρά ρυθμιζόμενη 
δέσμευση και αποδέσμευση του μετουσιωμένου υποστρώματος (εικ.ΙΖ), μέχρι αυτό να 
αναδιπλωθεί (εικ.ΙΔ) ή να μεταφερθεί σε ένα άλλο συνοδό (εικ,ΙΣΤ) (25,26).

γ) Επαγωγή αλλαγών στη δομή των πρωτεϊνικών υποστρωμάτων. Οι μοριακοί 
συνοδοί, κατά τη διάρκεια αυτών των διαδοχικών κύκλων δέσμευσης-αποδέσμευσης 
του υποστρώματος, επάγουν αλλαγές στην διαμόρφωσή του. Παράδειγμα αυτής της 
δράσης τους, αποτελεί το ελεγχόμενο ξεδίπλωμα (unfolding) πολυπεπτιδίων, τα οποία 
έχουν εγκλωβιστεί είτε σε ενδιάμεσες μη παραγωγικές μορφές (εικ.ΙΒ,ΙΓ) κατά τη 
διαδικασία της αναδίπλωσης, είτε σε συσσωματώματα μετά την πλήρη μετουσίωση 
τους και τα οποία θα πρέπει πρώτα να ξεδιπλωθούν πριν επιχειρηθεί πάλι η 
επαναδίπλωση τους (27,28,29). Εδώ θα πρέπει να τονιστεί, ότι οι μοριακοί συνοδοί δεν 
φέρουν καμμία ειδική ή συμπληρωματική πληροφορία για την αναδίπλωση του 
υποστρώματος, παρά μόνο διευκολύνουν την υλοποίηση της πληροφορίας που 
περιελαμβάνεται στην πρωτοταγή δομή της πρωτεΐνης-στόχου. Για τον λόγο αυτό, οι 
μοριακοί συνοδοί θα πρέπει να διακριθούν από τις πρωτεΐνες εκείνες που καλούνται 
«καταλύτες της αναδίπλωσης» (folding catalysts), όπως οι πεπτιδυλ-προλυλο- 
ισομεράσες (PPIases) και οι δισουλφιδο-ισομεράσες των πρωτεϊνών (PDIs), και οι
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οποίες προωθούν αποφασιστικά τη διαδικασία της αναδίπλωσης με την cis/trans 
ισομερείωση των καταλοίπων προλίνης (30) και την ανακατάταξη των δισουλφιδικών 
δεσμών στις πρωτεΐνες (31), αντίστοιχα.

Οι πρωτεΐνες που ανήκουν στην κατηγορία των μοριακών συνοδών, είναι υψηλά 
συντηρημένες, με ευρεία κατανομή από τα βακτήρια ως τα κύτταρα των θηλαστικών. 
Ένα μεγάλο μέρος από αυτές αποτελούν οι προπεΐνες του στρες (stress proteins), οι 
οποίες παράγονται από τα κύτταρα σε υψηλές θερμοκρασίες ή μετά από έκθεση τους σε 
συγκεκριμένους φυσικούς και χημικούς παράγοντες. Το φαινόμενο αυτό, καλείται 
απόκριση θερμικού σοκ (heat shock response) ή απόκριση στρες (stress response) 
(32,33,34). Οι πρωτεΐνες αυτές, κατατάσσονται σε μεγάλες οικογένειες με βάση το 
μοριακό τους βάρος, εκ των οποίων οι σπουδαιότερες είναι οι οικογένειες των 
πρωτεϊνών θερμικού σοκ (heat shock proteins ή hsps) των lOOkDa, των 90kDa, των 
70kDa, των 60kDa, των 40kDa καθώς και η οικογένεια των μικρών πρωτεϊνών 
θερμικού σοκ (35). Στις οικογένειες αυτές, περιλαμβάνονται πλέον και πολλά μέλη των 
οποίων η δράση είναι ζωτικής σημασίας για το κύτταρο και κάτω από φυσιολογικές 
συνθήκες. Παρακάτω θα αναλυθεί ο συνδυαστικός ρόλος μελών των οικογενειών 70 
και 40kDa.

Ε ικ ό ν α  1. Πρωτεϊνική 
αναδίπλωση υποβοηθούμενη 
από μοριακούς συνοδούς. 
Τόσο η βιοσύνθεση πρωτεϊνών 
όσο και το κυτταρικό στρες 
μπορεί να οδηγήσουν στη 
δημιουργία πολνπεπτιδίων τα 
οποία έχουν χάσει ή δεν έχουν 
χάσει τη τριτοταγή τους 
διαμόρφωση (Α). Τα μόρια 
αυτά, θα πρέπει να 
αναδιπλωθούν μέσω
διαφόρων ενδιάμεσων
μορφών (Β,Γ), μέχρις ότου 
φθάσουν την φυσική και 
ταυτόχρονα λειτουργική τους 

διαμόρφωση (Δ). Οι ενδιάμεσες αυτές μορφές, είναι δυνατό να εκθέτουν στην επιφάνεια 
τους υδρόφοβα αμινοξέα, τα οποία και τις καθιστούν ευαίσθητες στη συσσωμάτωση (Ε). 
Ο ι μ ο ρια κ ο ί συνοδοί αναγνω ρίζουν και συνδέονται με τις επιφάνειες αυτές και 
παρεμποδίζουν τη συσσωμάτωση τους. Επιπλέον, πρόσφατα δεδομένα, αναδεικνυουν την 
ικανότητα κάπ οιω ν μοριακώ ν συνοδώ ν να επαναδιαλυτοποιούν πρωτεΐνες που είναι 
εγκλω βισμένες στα συσσωματώματα Σ τις περισσότερες περιπτώσεις, μια Α Τ Ρ -  
εζαρτώ μενη αλλαγή στη διαμόρφωση του μοριακού συνοδού, σηματοδοτεί π/ν 
αποδέσμευση του πολυπεπτιδίου, το οποίο βρίσκιπαι υπό αναδίπλ.ωση. Κάποια από τα 
μόρια που αποδεσμεύονται, είναι σε θέση να καταλάβουν n/ν ορθή τους διαμόρφτοση 
χ ω ρ ίς  επιπλέον βοήθεια  από τους μοριακούς συνοδούς, κάποια άλλ.α μεταφέρονται σε 
άλλη μηχανή αναδίπλω σης (ΣΤ), ενώ  τέλος, τα υπολοίποντα επαναδεσμεύονται στον ίδιο 
μ οριακό συνοδό και συμμετέχουν σε ένα νέο κνκλο αναδίπλακτης (2). (Μ ε τροποποιήσεις, 
από WalterS. και Buchner ,1, 2002, Atigew. Chcm .Jnt.Ed 41, 1101)

συσσωματώματα
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Η οικογένεια hsp70 απαρτίζεται από υψηλά συντηρημένες πρωτεΐνες με 
δραστικότητα ΑΤΡάσης, οι οποίες απαντώνται ευρέως στους προκαρυωτικούς 
οργανισμούς (κυρίως ευβακτήρια) και στα περισσότερα διαμερίσματα των 
ευκαρυωτικών οργανισμών μεταξύ των οποίων το κυτταρόπλασμα, ο πυρήνας, τα 
μιτοχόνδρια, οι χλωροπλάστες και το ενδοπλασματικό δίκτυο.

Όλα τα μέλη της οικογένειας hsp70 εμφανίζουν κοινά δομικά χαρακτηριστικά, που 
συνοψίζονται στην παρουσία δύο λειτουργικών περιοχών, μιας στο αμινοτελικό άκρο 
τους, που έχει δραστικότητα ΑΤΡάσης και μοριακό βάρος 44kDa (36) και μιας στο 
καρβοξυτελικό άκρο αυτών που έχει μοριακό βάρος 25kDa (εικ 2Α). Η τελευταία, 
διαιρείται με τη σειρά της, σε μια υψηλά συντηρημένη περιοχή με ικανότητα 
δέσμευσης των πεπτιδίων-στόχων (peptide binding domain) και μοριακό βάρος 15kDa 
και σε μια λιγότερο συντηρημένη περιοχή στο τελικό άκρο της πρωτεΐνης, μοριακού 
βάρους lOkDa (37, 38), στην οποία, όμως, δεν έχει αποδοθεί κάποιος αποσαφηνισμένος 
ρόλος, πέρα του ότι προσφέρει θέσεις πρόσδεσης κάποιων συμπαραγόντων, όπως θα 
αναλυθεί στη συνέχεια.

Πρόσφατα, έγιναν γνωστές με κρυσταλλογραφία ακτινών X, οι τρισδιάστατες 
δομές των δύο αυτών περιοχών της hsp70 του E.coli, που καλείται DnaK. Έτσι 
αποκαλύφθηκε ότι το αμινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης (ATPase domain) αποτελείται 
από δύο υποπεριοχές β-πτυχωτών επιφανειών, που συνδέονται μεταξύ τους με δύο α- 
έλικες και όλες μαζί σχηματίζουν τη θέση δέσμευσης του νουκλεοτιδίου (36,39,40) (εικ 
2Α). Στη θέση αυτή, μπορεί να προσδένεται είτε ΑΤΡ, είτε ADP και μάλιστα, η φύση 
του δεσμευμένου νουκλεοτιδίου καθορίζει τις ιδιότητες δέσμευσης πολυπεπτιδίου, που 
διαθέτει το καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης. Όσον αφορά την περιοχή πεπτιδικής 
πρόσδεσης, αυτή αποτελείται από δύο δομικές μονάδες, μια υδρόφοβη αύλακα, που 
σχηματίζεται από οχτώ αντιπαράλληλες β-πτυχωτές επιφάνειες και μια πιο ευκίνητη 
περιοχή α-έλικας. Το υπόστρωμα δεσμεύεται στο εσωτερικό της αύλακας, με τη 
βοήθεια υδρόφοβων κυρίως αλληλεπιδράσεων και δεσμών υδρογόνου και 
ακινητοποιείται εκεί, καθώς η α-έλικα επικάθεται στην κορυφή της αύλακας, 
σφραγίζοντάς την (38,41). Όπως αποδείχθηκε χρησιμοποιώντας βιβλιοθήκες πεπτιδίων, 
τα μέλη της οικογένειας αυτής, δεσμεύουν κατά προτίμηση μικρά υδρόφοβα πεπτίδια 
μήκους περίπου 4-5 αμινοξέων (42,43,44). Τέτοιες πεπτιδικές αλληλουχίες, που 
φυσιολογικά ανευρίσκονται στο εσωτερικό των πρωτεϊνών, εκτίθενται γενικά από 
πρωτεΐνες που έχουν χάσει την φυσική τους διαμόρφωση και για τις οποίες οι hsp70 
εμφανίζουν μεγάλη συγγένεια.

Τα δομικά χαρακτηριστικά των μελών της οικογένειας hsp70, που περιγράφηκαν 
παραπάνω, ερμηνεύουν σε ένα βαθμό τη δράση τους η οπαία, αρχικά, συνδέθηκε με το 
θερμικό σοκ στα κύτταρα. Αρχικά, διαπιστώθηκε ότι η επαγωγή της έκφρασης τους 
είχε ως αποτέλεσμα, όχι μόνο την προστασία των μετουσιωμένων υποστρωμάτων από 
τη συσσωμάτωση, αλλά και την υποβοήθηση της επαναδίπλωσης των λανθασμένα 
αναδιπλούμενων υποστρωμάτων. Στη συνέχεια, έγινε φανερό, ότι οι πρωτεΐνες αυτές 
συμμετέχουν ουσιαστικά και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες σε μια σειρά 
κυτταρικών διεργασιών όπως είναι:
α) η υποβοηθούμενη αναδίπλωση κάποιων νεοσυντιθέμενων πρωτεϊνών (45, 8), 
β) η μετακίνηση πολυπεπτιδίων δια μέσου μεμβρανών του κυττάρου (46, 47, 48), 
γ) η συγκρότηση και αποσυγκρότηση ολιγομερών πρωτεϊνικών μορφών (49, 50, 51) 
δ) η πρωτεολυτική αποικοδόμηση ασταθών πρωτεϊνών (52, 53).

Σύντομα, αποδείχθηκε ότι προκειμένου οι πρωτεΐνες αυτής της οικογένειας να

1.3) Οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ μοριακού βάρους 70kDa
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επιτελέσουν τις λειτουργίες τους, απαιτούν τη συμμετοχή και υποστήριξη και άλλων 
συμπαραγόντων, που ανήκουν σε διαφορετικές οικογένειες μοριακών συνοδών, μεταξύ 
των οποίων τη σημαντικότερη αποτελούν οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ μοριακού βάρους 
40kDa.

Α Πρόσθεση
I Ιρόσθεση hsp40

Περιοχή
Α Τ Ρ ά σ η ς

συμπαραχοντοιν
1-----------I

I Ιεριοχή
πρόσθεσης πεππ&ου

385393 537 638

/  \  /

Πρόσθεση hsp70 Πρόσθεση υποστρώματος και hsp70
I--------------- Η------------------------------ϊ

Περιοχή Περιοχή Περιοχή I Ιεριοχή
i  G / F  C R  κ α ρ β ο ς υ τ ε λ ι κ ο ύ  ά κ ρ ο υ

„ 1 78 108 143 200 376

Πρότυπο
HPD

Ε ικ ό ν α  2 . Δ ομ ή λειτουργικώ ν περιοχώ ν τω ν μοριακώ ν συνοδών hsp70 και hsp40. 
(Α,πάνω ) Ο ργάνωση περιοχώ ν της βακτηριακής πρω τεΐνης D n a K  (ομόλογης της hsp70 
τω ν θηλαστικών). Ο ι περιοχές Α Τ Ρ ά σ η ς και της πρόσδεσης πεπτιδίου χαρακτηρίζονται 
από δομ ές υψηλά συντηρημένες, μεταξύ όλω ν των προκαρυωτικών και ευκαρναπικών 
π ρω τεϊνώ ν h sp70. (Α, κάτω αριστερά) Παρουσιάζεται στον χώ ρο η περιοχή π/ς Α ΤΡάσης  
της h sc70 του βοός, μ ε δεσμευμένα A D P , Pi, ιόντα Μ ξ2+(μωβ) και δυο ιόντα t C (μπλε). 
(Α, κάτω  δεξιά) Α πεικονίζεται στον χώ ρο η περιοχή πρόσδεσης πεπτιδίων της DnaK 
όπου μπορούν να διακριθούν το δεσμευμένο πεπτιδικό υπόστρωμα (μικροί μπλε κύκλοι) 
και οι β-π τυχω τές επιφάνειες μ α ζί μ ε  τις θηλιές που σχηματίζουν ι?/ν θέση πρόσδεσης του 
υποστρώματος (πράσινο σε αντίθεση μ ε  το υπόλοιπο της περιοχής που απεικονίζεται μ ε  
ανοιχτό μπλε). Η  έλικα, που σχηματίζει το «κάλυμμα» της θέσης πρόσδεσης. θεωρείται 
ότι ανοίγει και κλείνει (πορτοκαλί βέλη) σε απόκριση ΑΤΡ-εξαρτώ μενω ν δομικών 
αλλαγώ ν στην περιοχή της ΑΤΡάσης. (Β ,δεξιά) Οργάνωση των λειτουργικών περιοχών 
στη βακτηριακή D naJ. Περιοχή G /F : περιοχή Γλυκίνης-φαινυλαλανίνης· περιοχή C R : 
περιοχή πλούσια σε κυστείνες και δέσμευσης ιόντων Ζ η 2*. (Β.αριστερά). Σχηματική 
αναπαράσταση της δομής της περιοχής J  στον χώ ρο όπου μπορούν να διακριθούν οι 
πλάγιες αλυσίδες του τριπεπτιδικού προτύπου H PD, το οποίο είναι απαραίνμο για τη 
σύνδεση της πρω τεΐνης μ ε  τις πραπεΐ\>ες hsρ 7 0 .(Μ ε  τροποποιήσεις, από Bukau Β. και 
N o r w ic h  A L ., 1998, C e ll 92,352-355)
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Η οικογένεια hsp40, η οποία αποτελείται από τουλάχιστον 600 μέλη, 
χαρακτηρίζεται από μεγάλη ετερογένεια (35). Το μοναδικό κριτήριο που απαιτείται για 
την κατάταξη μιας πρωτεΐνης στην ομάδα αυτή, είναι η παρουσία στην αλληλουχία της 
μιας λειτουργικής περιοχής μήκους ~70αα, γνωστής ως J (J domain), η οποία βρίσκεται 
συνήθως στο αμινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης και η οποία έχει αποδειχθεί ότι διεγείρει 
τι] δραστικότητα ΑΤΡάσης των πρωτεϊνών hsp70 (55,56). Η ιδιότητα αυτή δείχθηκε 
αρχικά για τη J domain του βακτηριακού μέλους της οικογένειας που καλείται DnaJ και 
η οποία συμμετέχει στη μηχανή αναδίπλωσης της DnaK (57).

1.4) Οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ μοριακού βάρους 40kDa

13
33
16
19
220
27
38
125
46
48
399

Saccharomyces cerevisiae 
Fungi

Caenorhabditis elegans 
Nematoda 

Metazoa 
Fruit FI 

Arthropoda 
Chordata 

Mouse 
Human 

Eukaryota

nclassified 
irus

Archaea 
acteria 
yano bacteria

2
15

207
15

ynechocystis PCC 6303 3
ice spp. 

Arabidopsis thaliana 
Green Plants

lastid Group 
ther Eukaryotes

21
85
130
176
3

Εικόνα 3. Στις βάσεις δεδομένων του ΕΒΙ (European Informatics Institute) υπάρχουν 
καταχωρημένες οι αλληλουχίες περίπου 693 μελών της οικογένειας των πρωτεϊνών 
hsp40. Παραπάνω παρατίθεται η αριθμητική τους κατάταξη στους διαφόρους 
οργανισμούς

Δομική ανάλυση της DnaJ, έδειξε ότι αυτή αποτελείται από τέσσερις συντηρημένες 
περιοχές, οι οποίες πιθανόν να αντανακλούν λειτουργικές περιοχές (εικ 2, Β). 
Αναλυτικά αυτές έχουν ως εξής:
α) J  περιοΥΐί. Αποτελεί την καλύτερα συντηρημένη περιοχή μεταξύ των hsp40 
πρωτεϊνών. Με φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού (NMR) (58,59), 
δείχθηκε ότι έχει το σχήμα ενός προεκτεταμένου δακτύλου, ο οποίος διαμορφώνεται 
από τέσσερις α-έλικες. Οι δύο από αυτές (II και III), είναι μακρές και αντιπαράλληλες, 
περικλείουν ένα υδρόφοβο πυρήνα, ενώ στο άκρο τους φέρουν το λειτουργικά 
απαραίτητο πρότυπο των τριών αμινοξέων, ιστιδίνη(Η)-προλίνη(Ρ)-ασπαρτικό οξύ(ϋ) 
(εικ 2Β). Το πρότυπο αυτό (HPD motif), βρίσκεται σε όλες τις πρωτεΐνες DnaJ που 
έχουν βρεθεί ως σήμερα, και φαίνεται ότι παίζει καθοριστικό ρόλο στη δράση της J 
περιοχής, αφού μετάλλαξη σε οποιοδήποτε από τα τρία αυτά αμινοξέα, έχει ως 
αποτέλεσμα την αδυναμία της πρωτεΐνης να διεγείρει τη δραστικότητα ΑΤΡάσης της 
hsp70 (60). Η σταθεροποίηση των αντιπαράλληλων ελικών εξασφαλίζεται από την 
παρουσία των υπόλοιπων δύο βραχέων α-ελικών (I και IV), που καταλαμβάνουν θέσεις 
στο αμινοτελικό και καρβοξυτελικό άκρο της J περιοχής αντίστοιχα, καθώς και από τις 
ενδοπεπτιδικές υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις των υψηλά συντηρημένων αμινοξέων, που 
βρίσκονται προς το εσωτερικό του κυρίως σώματος του δακτύλου. Επιπλέον, λιγότερο 
συντηρημένα αμινοξέα, που απαντώνται στη θηλιά που σχηματίζουν οι έλικες II και III, 
όπως και εκατέρωθεν του τριπεπτιδίου HPD, θεωρείται ότι παίζουν σημαντικό ρόλο
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στην ειδικότητα των αλληλεπιδράσεων, μεταξύ μελών της οικογένειας και διαφόρων 
hsp70 πρωτεϊνών (6 1,62). Τέλος, δεν έχει ακόμη διευκρινιστεί, αν η J  περιοχή είναι 
επαρκής για την αλληλεπίδραση μεταξύ DnaJ και hsp70 πρωτεϊνών, αφού κάποιες 
αναφορές προτείνουν την εμπλοκή σε αυτή και της παρακείμενης G/F περιοχής (63,64). 
β) G/F περιΟΥύ. Η περιοχή αυτή, μήκους συνήθως 30 -  40αα, είναι πλούσια σε γλυκίνη 
και φαινυλαλανίνη (40% και 15% αντίστοιχα), ενώ ο λειτουργικός της ρόλος δεν είναι 
αποσαφηνισμένος. Αρχικά, θεωρήθηκε ότι αποτελεί απλά ένα ευλύγιστο συνδέτη 
μεταξύ της J  περιοχής (55,56) και του υπόλοιπου μορίου. Στη συνέχεια, βρέθηκε ότι, σε 
ορισμένες τουλάχιστον περιπτώσεις, συμμετέχει αποφασιστικά στη ρύθμιση της 
αλληλεπίδρασης ολόκληρου του μορίου της DnaJ με τη DnaK, είτε άμεσα, ως 
συνδεόμενη η ίδια με τη DnaK (63,64), ρυθμίζοντας ταυτόχρονα την ειδικότητα αυτής 
της σχέσης (65), είτε έμμεσα, επηρεάζοντας τη διαμόρφωση της J  περιοχής 
προκειμένου αυτή να γίνει κατάλληλη για σύνδεση με τη DnaK (66). Γενικά η δράση 
της, θεωρείται ενισχυτική προς αυτή της J  περιοχής και περιορίζεται στις πρωτεΐνες 
hsp40 τύπου I και II, που θα αναφερθούν στη συνέχεια.
γ) CR π ε ρ ιΟ Υ ύ . Στη συνέχεια της G/F περιοχή βρίσκεται μια αλληλουχία πλούσια σε 
κυστείνες (Cystein Rich domain), στην οποία ανευρίσκεται το εξαιρετικά συντηρημένο 
αμινοξικό πρότυπο C -X -X -C -X -G -X -G  (όπου 0=κυστείνη, G= γλυκίνη, 
Χ=οποιοδήποτε αμινοξύ) να επαναλαμβάνεται τέσσερις φορές. Μελέτες ανάλυσης 
βιοφυσικών δεδομένων (67,68), έδειξαν ότι το πρότυπο αυτό, είναι υπεύθυνο για το 
σχηματισμό δύο δακτύλων Ζη2+, καθώς σε κάθε πρωτεϊνικό μόριο καθηλώνονται δύο 
άτομα Ζη2+, με τη βοήθεια ατόμων θείου που ανήκουν σε γειτονικές κυστείνες. 
Μεταξύ, δε, των δύο δακτύλων Ζη2+ σχηματίζεται ένας πυρήνας υδρόφοβων 
αμινοξέων. Πρόσφατη ανάλυση, με φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού 
συντονισμού, αποκάλυψε ότι η CR περιοχή διατάσσεται στο χώρο σε σχήμα V, με τον 
κάθε δάκτυλο Ζη2+ να καταλαμβάνει τη θέση του σε κάθε μία από τις δύο πτέρυγες του 
σχήματος (69). Επιπλέον, δείχθηκε ότι η τοπολογία της τρισδιάστατης διαμόρφωσης 
της CR περιοχής, είναι μοναδική και χαρακτηριστική για τις πρωτεΐνες DnaJ και δεν 
προσομοιάζει με περιοχές κυστεινών άλλων πρωτεϊνών, που δεσμεύουν άτομα 
Ζη2+(69), όπως αρχικά είχε θεωρηθεί (68,70). Όπως αποδείχθηκε με την χρήση, είτε 
μεταλλαγμένων μορφών της πρωτεΐνης, που έφεραν ελλείματα για την περιοχή αυτή 
(67), είτε με υπερέκφραση σε κύτταρα της περιοχής δακτύλου Ζη2+, απουσία των J και 
G/F περιοχών (68), η δομή αυτής της αλληλουχίας της DnaJ, αποτελεί τμήμα και όχι το 
σύνολο της περιοχής δέσμευσης του υποστρώματος. Έτσι, είναι εν μέρει υπεύθυνη, 
τουλάχιστον η περιοχή του πρώτου δακτύλου Ζη2+ (7 1), για τις ιδιότητες μοριακού 
συνοδού που έχουν αποδωθεί στην πρωτεΐνη (72,73), ενώ σύμφωνα με πολύ πρόσφατα 
στοιχεία, η περιοχή του δευτέρου δακτύλου Ζη2+ μπορεί να αποτελεί μια νέα θέση 
αλληλεπίδρασης της πρωτεΐνης με την πρωτεΐνη DnaK (7 1).
δ) Πεοιονή καρβο£υτελικού άκρου. II περιοχή αυτί), αποτελεί τη λιγότερο 
συντηρημένη μεταξύ των μελών της οικογένειας hsp40. Ο ρόλος της εξακολουθεί να 
παραμένει αμφιλεγόμενος. Παρόλα αυτά, έχει δειχθεί ότι τμήματα αυτής της περιοχής, 
είναι υπεύθυνα για τη δράση της DnaJ, όσον αφορά την αναγνώριση και δέσμευση των 
πεπτιδικών υποστρωμάτων και την περαιτέρω αναδίπλωση τους μέσω της DnaK.
(74.75) . Ο ρόλος της αυτός επιτυγχάνεται πιθανά μέσω συνεργασίας με τη CR περιοχή
(67.76) . 1 ! παραδοχή αυτί), φαίνεται να ισχύει, μόνο όσον αφορά τις πρωτεΐνες 1ι$ρ40 
τύπου I, μια και σύμφωνα με κάποιες αναφορές, στις πρωτεΐνες hsp40 τύπου II (που δεν 
περιελαμβάνουν CR περιοχή), το καρβοξυτελικό άκρο υποδεικνύεται απο μόνο του 
επαρκές στη δέσμευση μετουσιωμένου υποστρώματος (77). Φαί νέτας λοιπόν, on 
υπάρχουν δύο περιοχές σύνδεσης με to υπόστρωμα πάνω στην αλληλουχία των 
πρωτεϊνών hsp40: η μία βρίσκεται στο καρβοξυτελικό τους άκρο, αφορά όλους τους
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τύπους των πρωτεϊνών αυτών (I,II,III) και αποτελεί θέση πρόσδεσης χαμηλής 
συγγένειας που απαιτείται για τη δράση τους ως συν-συνοδά μόρια. Η άλλη, βρίσκεται 
στο πρώτο δάκτυλο Ζη2+ της περιοχής CR, μόνο, των πρωτεϊνών hsp40 τύπου I και 
αποτελεί θέση πρόσδεσης υψηλής συγγένειας. Η θέση αυτή, απαιτείται προκειμένου, 
μόνο, οι πρωτεΐνες αυτής της κατηγορίας, να παίζουν ρόλο μοριακού συνοδού, 
ανεξάρτητα από τη συνεργασία τους με πρωτεΐνες της οικογένειας hsp70 (7 1 ,78).

Με βάση την ομολογία που εμφανίζουν προς τις λειτουργικές περιοχές της 
βακτηριακής hsp40 (DnaJ), τα μέλη της οικογένειας που έχουν βρεθεί μέχρι σήμερα 
κατατάσσονται σε τρεις τύπους (79):

Τύπος I: περιλαμβάνει εκείνες τις πρωτεΐνες που περιέχουν όλες τις περιοχές που
απαντώνται στην πρωτεΐνη DnaJ.

Τύπος II: περιλαμβάνει τις πρωτεΐνες που περιέχουν στην αλληλουχία τους, μόνο, 
τις περιοχές J (στο αμινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης όπως συμβαίνει και στη DnaJ) και 
G/F (αν και η τελευταία τείνει εδώ να έχει μεγαλύτερο μέγεθος και πιο ποικίλο 
περιεχόμενο σε κατάλοιπα γλυκίνης, σε σύγκριση με τις ομόλογες περιοχές των 
πρωτεϊνών τύπου I).

Τύπος III: ανήκουν οι πρωτεΐνες που φέρουν, μόνο, την περιοχή J, η οποία μπορεί 
να βρίσκεται σε διαφορετική θέση, πέραν του αμινοτελικού άκρου της πρωτεΐνης.

Παρόλες όμως τις διαφορές, που μπορεί να έχουν μεταξύ τους οι πρωτεΐνες hsp40 
των διαφόρων τύπων, σε όλες τις περιπτώσεις που εξετάστηκαν, η δράση τους είναι η 
ίδια και συνοψίζεται στη θετική ρύθμιση των πρωτεϊνών hsp70 μέσω των ΑΤΡ- 
εξαρτώμενων κύκλων αναδίπλωσης των μετουσιωμένων υποστρωμάτων. Παρακάτω, 
θα γίνει η περιγραφή του τρόπου με τον οποίο λαμβάνει χώρα η ρύθμιση αυτή.

1.5) Δράση των πρωτεϊνών hsp40 στην hsp70 μηχανή αναδίπλωσης του 
προκαρυωτικού και του ευκαρυωτικού κυττάρου

Τα τελευταία χρόνια, βρίσκεται υπό εντατική εξέταση, τόσο η φύση όσο και η 
δράση κυτταρικών νανομηχανών που συγκροτούνται από μέλη των οικογενειών hsp70 
και hsp40 καθώς και άλλους μοριακούς συνοδούς και συν-συνοδούς, όπως θα 
περιγράφει στη συνέχεια. Αποδεικνύεται, δε, ότι η δράση αυτών των πρωτεϊνικών 
μηχανών είναι ζωτικής σημασίας για το κύτταρο, μια και ο κύριος σκοπός τους είναι να 
βοηθούν τις νεοσυντιθέμενες πρωτεΐνες να λάβουν την φυσική τους διαμόρφωση και τις 
μετουσιωμένες πρωτεΐνες να επανακτήσουν την λειτουργικότητα τους. Παρακάτω, 
γίνεται λεπτομερής αναφορά στο τρόπο με το οτιοίο δρα η νανομηχανή αναδίπλωσης 
της hsp70 στο προκαρυωτικό και στο ευκαρυωτικό κύτταρο, αντίστοιχα.

Προκαρυωτικό κύτταρο

Η απόπειρα αναδίπλωσης ενός πολυπεπτιδίου, από τον μοριακό συνοδό (DnaK), 
περιλαμβάνει, όπως ειπώθηκε παραπάνω, διαδοχικούς κύκλους δέσμευσης και 
αποδέσμευσης από το υπόστρωμα, οι οποίοι είναι ΑΤΡ-εξαρτώμενοι. Σύμφωνα με αυτό 
το μοντέλο, η φύση του νουκλεοτιδίου (ΑΤΡ ή ADP), που είναι κάθε στιγμή 
δεσμευμένο στην περιοχή ΑΤΡάσης της DnaK, καθορίζει την ικανότητα δέσμευσης που 
διαθέτει το καρβοξυτελικό της άκρο (80). Έτσι, η δέσμευση ΑΤΡ στο αμινοτελικό της 
άκρο, προκαλεί δομική αλλαγή που μεταφέρεται στη περιοχή πεπτιδικής πρόσδεσης, η 
οποία έχει ως αποτέλεσμα να ανασηκωθεί η τελική α-έλικά της, αφήνοντας ελεύθερη 
την υδρόφοβη αύλακα να δεχθεί το υπόστρωμα (8 1,82,83) (εικ 2Α). Η διαμόρφωση 
αυτή, αντιπροσωπεύει για τον μοριακό συνοδό την κατάσταση γρήγορης δέσμευσης και
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γρήγορης απελευθέρωσης του υποστρώματος (84). Αντίθετα, η υδρόλυση του ΑΤΡ από 
την ΑΤΡάση της DnaK και η δέσμευση σε αυτήν του ADP, προκαλεί το κλείσιμο της 
α—έλικας και την ταυτόχρονη συγκράτηση του υποστρώματος στην αύλακα. Στη 
διαμόρφωση αυτή, ο μοριακός συνοδός βρίσκεται στην κατάσταση αργής δέσμευσης 
και απελευθέρωσης του υποστρώματος, ενώ ταυτόχρονα, η συγγένεια προς το ! 
υπόστρωμα αυξάνει σημαντικά. Γίνεται φανερό, λοιπόν, ότι η αντίδραση υδρόλυσης 
του ΑΤΡ, αποτελεί τον μοριακό διακόπτη μεταξύ των δύο εναλλακτικών καταστάσεων 
των πρωτεϊνών hsp70 και παίζει καθοριστικό ρόλο στην αλληλεπίδραση μεταξύ των 
πρωτεϊνών αυτών και των υποστρωμάτων τους (85). Ταυτόχρονα, η ταχύτητα 
υδρόλυσης με την οποία το ADP αντικαθιστά το ΑΤΡ στην ίδια θέση της DnaK, '
αποτελεί τον περιοριστικό παράγοντα της ταχύτητας, με την οποία λαμβάνουν χώρα οι ;
διαδοχικοί κύκλοι δέσμευσης-αποδέσμευσης του υποστρώματος από τον μοριακό i
συνοδό (86,87,88). Η ταχύτητα της αντίδρασης αυτής, αποδεικνύεται κρίσιμη |
παράμετρος κατά την αποφυγή συσσωμάτωσης μετουσιωμένων πρωτεϊνών. Η j
συσσωμάτωση είναι μια διαδικασία εξαιρετικά γρήγορη, που λαμβάνει χώρα σε μια I
κλίμακα δευτερολέπτων, για αυτό προκειμένου να παρεμποδιστεί, θα πρέπει ο 
σχηματισμός συμπλοκών μεταξύ hsp70 και πολυπεπτιδίων να είναι εξίσου γρήγορος. | 
Έχει υπολογιστεί ότι, παρουσία ADP (ή απουσία νουκλεοτιδίου), η DnaK εμφανίζει 
σταθερές σύνδεσης με πεπτιδικά υποστρώματα που κυμαίνονται σε μια κλίμακα ΙΟ
Ι 00 Μ’1 s'1 (89). Αν υποτεθεί, ότι η ενδοκυτταρική συγκέντρωση ενός μετουσιωμένου 1
πολυπεπτιδίου είναι ΙΟμΜ, τότε ο σχηματισμός του συ μπλόκου θα απαιτήσει {
τουλάχιστον αρκετά λεπτά, χρόνος ανεπαρκής για την αποφυγή της συσσωμάτωσης j
του. Από την άλλη, στην κατάσταση της DnaK κατά την οποία το ΑΤΡ είναι 
δεσμευμένο πάνω της, οι παραπάνω σταθερές επιταχύνονται κατά τουλάχιστον μια j 
τάξη μεγέθους. Παρά το γεγονός αυτό, η συγκράτηση του πολυπεπτιδίου πάνω στην 
DnaK, απαιτεί την μετατροπή της ΑΤΡ μορφή της (μορφή χαμηλής συγγένειας για τα 
υποστρώματα), στην υψηλής συγγένειας ADP μορφή της μέσω της υδρόλυσης του 
ΑΤΡ, από την ίδια την πρωτεΐνη. Επειδή όμως, η ενδογενής δραστικότητα της ΑΤΡάσης 
όλων των πρωτεϊνών hsp70, έχει αποδειχθεί εξαιρετικά ασθενής (με ρυθμούς 
μετατροπής της τάξης του 0.02 εως 0.2min") (90,81) και παρά το ότι η παρουσία 
μετουσιωμένου υποστρώματος την αυξάνει 2-10 φορές (91,87), στην πράξη 
αποδεικνύεται αδύναμη να ανταγωνιστές από μόνη της, τη ταχύτητα της αντίδρασης 
συσσωμάτωσης (72,73).

Ο μηχανισμός, όμως, της αναδίπλωσης προκειμένου να ολοκληρωθεί και να γίνει 
πιο αποτελεσματικός, πρέπει να συμπληρωθεί από τη δράση συν-συνοδών πρωτεϊνών, 
εκ των οποίων, οι σημαντικότερες είναι αυτές που ανήκουν στην οικογένεια των 
πρωτεϊνών hsp40. Πιο συγκεκριμένα, ο ρόλος των πρωτεϊνών αυτών συνοψίζεται στη 
σύζευξη της ρύθμισης του κύκλου της ΑΤΡάσης της hsp70, με τη δέσμευση και 
αναδίπλωση των πεπτιδικών υποστρωμάτων (57,92). Η σύζευξη αυτή, είναι σημαντική, 
γιατί αποτρέπει την επί ματαίω έναρξη των κύκλων της hsp70 απουσία υποστρώματος.
Στην περίπτωση του συστήματος DnaJ-DnaK, έχει παρατηρηθεί ότι η DnaJ πέρα από 
τη δέσμευση της στην DnaK, έχει από μόνη της την ικανότητα να δεσμεύεται στα 
πολυπεπτίδια που αποτελούν υποστρώματα για την DnaK, και μάλιστα, με κηητική 
τόσο γρήγορη ώστε να αποτρέπει τη συσσωμάτωση τους (68,72). Μάλιστα, πρόσφατες 
μελέτες (93), στις οποίες χρησιμοποιήθηκε μια πλειάδα ολιγοπεπτιδίων που ήταν 
ακινητοποιημένα σε κυτταρίνη, δείχθηκε ότι DnaJ και DnaK αναγνωρίζουν κατά βάση 
το ίδιο πρότυπο υδρόφοβων και αρωματικών αμινοξέων. έχοντας ταυτόχρονα και 
κάποιες διαφορές. Οι διαφορές αυτές έγκεινται στα εξής: |
•  1 1 DnaK δεσμεύει κατά προτίμηση υδρόφοβους πυρήνες μήκους 4-5 αμινοξέων. Η j
συγγένεια αυτί), αυξάνει αν εκατέρωθεν υπάρχουν περιοχές θετικά φορτισμένων |



καταλοίπων. Η DnaJ δεσμεύεται στο ίδιο υδροφοβικό πρότυπο, που έχει όμως 
αυξημένο μήκος (περίπου οχτώ αμινοξέα).
• Η κλειστή αύλακα, που σχηματίζει η περιοχή πεπτιδικής πρόσδεσης της DnaK, 
είναι σε θέση να δεσμεύει, λόγω αρχιτεκτονικής, αλληλουχία αμινοξέων αποτελούμενη 
μόνο από σκελετό L-αμινοξέων τα οποία έχουν συγκεκριμένο προσανατολισμό. 
Αντίθετα, η DnaJ έχει την ικανότητα να δεσμεύει αλληλουχίες τόσο L - όσο και D- 
αμινοξέων, άσχετα από τη στερεοχημεία του σκελετού τους. Αυτό εξηγείται από την 
έλλειψη οποιασδήποτε κλειστής κοιλότητας στη δομή των περιοχών πεπτιδικής 
πρόσδεσης της DnaJ (CR και καρβοξυτελικό άκρο), που θα επέτρεπε επαφές με το 
σκελετό των προσδεδεμένων πεπτιδίων. Για το λόγο αυτό, προτείνεται ότι η DnaJ δρα 
ως ένας παράγοντας σάρωσης (scanning factor), που σκοπό έχει τον γρήγορο έλεγχο 
της επιφάνειας μιας πρωτεΐνης προκειμένου να εντοπίσει και να αλληλεπιδράσει με τις 
πλάγιες αλυσίδες των εκτιθέμενων υδρόφοβων αμινοξέων, χωρίς να έχει την ικανότητα 
της πιο σταθερής και μόνιμης συγκράτηση τους, λειτουργία που διαθέτει η 
ενεργοποιημένη DnaK (ADP -  μορφή).

Με βάση τα παραπάνω, μπορεί να περιγράφει το ισχύον μοντέλο της κυκλικής 
λειτουργίας της μηχανής αναδίπλωσης της DnaK (εικ. 4). Ο κύκλος ξεκινά με την 
αναγνώριση και την παροδική σύνδεση της DnaJ με τις ομάδες των υδρόφοβων 
αμινοξέων που εμφανίζει το μετουσιωμένο πολυπεπτίδιο. Η συνέχιση του κύκλου 
μπορεί να γίνει με δύο εξίσου πιθανούς τρόπους, με τους οποίους η DnaJ καθοδηγεί το 
υπόστρωμα στη DnaK. Κατά τον πρώτο τρόπο, η αλληλεπίδραση της DnaJ, μέσω της 
περιοχής της J, με τη DnaK, κατευθύνει τη δεύτερη πάνω σε ένα υδρόφοβο τμήμα με 
το οποίο η ίδια είναι ήδη προσδεδεμένη. Ταυτόχρονα, λαμβάνει χώρα αντίδραση 
μεταφοράς του πολυπεπτιδίου στην DnaK. Η μεταφορά αυτή, προκειμένου να 
πραγματοποιηθεί, απαιτεί την υδρόλυση του ΑΤΡ από τη DnaK, η οποία είναι 
εξαρτώμενη από την παρουσία του συμπλόκου DnaJ-υποστρώματος. Ενώ η DnaK 
συνδέεται με το υδρόφοβο τμήμα της μετουσιωμένης πρωτεΐνης, η DnaJ αποσυνδέεται 
από αυτό. Κατά το δεύτερο τρόπο, η DnaK συνδέεται με ένα γειτονικό αλλά 
διαφορετικό πεπτιδικό τμήμα της μετουσιωμένης πρωτεΐνης από αυτό στο οποίο έχει 
συνδεθεί η DnaJ. Η σύνδεση και της DnaK, δίνει το σήμα για την αλληλεπίδραση της 
με τη DnaJ και την απαραίτητη υδρόλυση του ΑΤΡ, η οποία και πάλι εξαρτάται από 
την παρουσία του συμπλόκου DnaJ-υποστρώματος. Η υδρόλυση του ΑΤΡ αλλάζει τη 
διαμόρφωση της DnaK και «κλειδώνει» το σύμπλοκο της με το υπόστρωμα. Σε κάθε 
περίπτωση, η μεταφορά του υποστρώματος στη DnaK και η μετατροπή αυτής στην 
ADP-μορφή της, μειώνει τη συγγένεια του συμπλόκου DnaK-υποστρώματος με την 
DnaJ και αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την αποσύνδεση της DnaJ από αυτό. Μετά την 
αποσύνδεση της DnaJ, στο σύμπλοκο DnaK-υποστρώματος προσδένεται μια άλλη 
πρωτεΐνη που καλείται GrpE και η οποία επάγει την απελευθέρωση του ADP από τη 
DnaK (94). Η απελευθέρωση αυτή, προκαλεί τη γρήγορη και αυθόρμητη 
επαναδέσμευση ΑΤΡ στο αμινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης, η οποία συνοδεύεται από 
ταυτόχρονη απελευθέρωση του υποστρώματος και της πρωτεΐνης GrpE (95,96). Έτσι ο 
μοριακός συνοδός (DnaK) επιστρέφει στην αρχική του κατάσταση, έτοιμος να 
ξεκινήσει ένα νέο κύκλο αναδίπλωσης. Όσον αφορά το υπόστρωμα, αν δεν έχει ήδη 
αποκτήσει την φυσική του διαμόρφωση, εμπλέκεται ξανά σε ένα νέο κύκλο 
αλληλεπίδρασης με την μηχανή της DnaK, ή δεσμεύεται από ένα άλλο σύστημα 
αναδίπλωσης του κυττάρου (π.χ. GroEL/ES) (97).
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Εικόνα 4. Μοντέλο του κύκλου αντίδρασης της DnaK στο προκαρυοπικό κύτταρο. Στο 
βακτηριακό σύστημα αναδίπλωσης, ο κύκλος ξεκινά με την σύνδεση της DnaJ είτε με ένα 
μετουσιωμένο υπόστρωμα (Μ), είτε με μία ενδιάμεση μορφή (Ε). Η DnaK εισέρχεται στον 
κύκλο στην ATP-μορφή της, η οποία και χαρακτηρίζεται από ταχεία σύνδεση και 
αποσύνδεση με το υπόστρωμα Η DnaJ δεσμεύεται στην DnaK και διεγείρει την 
μετατροττή του ΑΤΡ σε ADP μέσω της ΑΤΡάσης της DnaK Ταυτόχρονα σταθεροποιεί 
την αλληλεπίδραση της DnaK με το πολυπεπτιδικό υπόστρωμα Στη συνέχεια η GrpE 
προωθεί την απελευθέρωση του δεσμευμένου ADP από την DnaK. Ακόλουθη 
επαναδέσμενση του A ΤΡ πυροδοτεί την αποδέσμευση του πολυπεπτιδικού υποστρώματος 
σε μία ενδιάμεση μορφή αναδίπλωσης (I), η οποία μπορεί εναλλακτικά να λάβει χωρίς 
επιπλέον βοήθεια την φυσική της διαμόρφωση (Φ), να συμμετάσχει σε ένα κύκλο 
αλληλεπίδρασης με το σύστΐ]μα αναδίπλωσης της DnaK, είτε τέλος να μεταφερθεί σε ένα 
διαφορετικό σύστημα αναδίπλωσης (πχ.GroEL/ES).(Από Frydman J., 2001, Annu. Rev. 
Biochem. 70,612)
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Ευκαρυωτικό κύτταρο
Η αποσαφήνιση του κύκλου του συστήματος DnaJ-DnaK στο βακτηριακό 

κύτταρο, παρείχε ένα γενικό μοντέλο για τη δράση όλων των αντίστοιχων συστημάτων 
που απαντιόνται στο ευκαρυωτικό κύτταρο. Ταυτόχρονα όμως, διαπιστώθηκαν και 
αποκλίσεις από το βασικό μοντέλο, οι οποίες προέρχονται από τη μελέτη κυρίως της 
δράσης της κυτταροπλασματικής μηχανής της hsp70 των κυττάρων των θηλαστικών, η 
οποία εμφανίζεται και περισσότερο πολύπλοκη (98) (εικ.5). Οι διαφορές αυτές μπορούν 
να συνοψιστούν στα εξής:
1. Όμοια προς τη βακτηριακή DnaJ, οι ομόλογες πρωτεΐνες hsp40 διεγείρουν τη 
δραστικότητα ΑΤΡάσης των κυτταροπλασματικών μελών της hsp70 οικογένειας, 
επάγοντας την μετάβαση αυτών στην ADP-μορφή τους, η οποία διαθέτει μεγαλύτερη 
συγγένεια για το υπόστρωμα. Παρόλα αυτά, στο βακτηριακό κύτταρο η συνεργιστική 
δράση των πρωτεϊνών DnaJ και GrpE έχουν ως αποτέλεσμα την αύξηση της 
δραστικότητας της DnaK ως και 50 φορές (57,25). Αντίθετα, στο κυτταρόπλασμα των 
ευκαρυωτικών κυττάρων, οι πρωτεΐνες hsp40, απουσία πρωτεϊνών ομόλογων προς τη 
βακτηριακή GrpE, είναι ικανές να επιτύχουν μια αύξηση της δραστικότητας της 
ΑΤΡάσης των πρωτεϊνών hsp70 μόνο 10 φορές (99). Αυτό σημαίνει ότι στο 
ευκαρυωτικό κύτταρο ο περιοριστικός παράγοντας στους διαδοχικούς κύκλους 
αναδίπλωσης, είναι η υδρόλυση του ΑΤΡ και όχι η αποσύνδεση του ADP από τον 
μοριακό συνοδό (hsp70), όπως συμβαίνει για τη βακτηριακή DnaK (hsp70) ( 100, 10 1). 
Το γεγονός αυτό, ενισχύεται και από την παρατήρηση ότι η ανταλλαγή ADP με ΑΤΡ 
και η αποδέσμευση ενός πολυπεπτιδικού υποστρώματος μπορεί να συμβεί απουσία μιας 
ομόλογης προς τη GrpE πρωτεΐνης (99).
2. Αν και το ελάχιστο σχήμα αντίδρασης hsp70-hsp40 είναι ικανό από μόνο του να 
φέρει εις πέρας ένα τμήμα των λειτουργιών της hsp70, στο ευκαρυωτικό 
κυτταρόπλασμα για τις περισσότερες λειτουργίες, απαιτείται η δράση επιπρόσθετων 
παραγόντων (102). Τέτοιοι είναι οι πρωτεΐνες: Hip (Hsps interacting protein), Hop 
(Hsps organizing protein), Chip (Carboxyl-terminus of Hsc70 interacting protein) 
καθώς και πρωτεΐνες της οικογένειας Bag (Bcl-2 associated athanogene) (εικ.5). Η 
ακριβής δράση των πρωτεϊνών αυτών είναι ακόμη υπό εντατική εξέταση, λαμβάνοντας 
όμως υπόψη τα δημοσιευμένα στοιχεία μπορούν να αναφερθούν συνοπτικά τα εξής:
• Στο ευκαρυωτικό σύστημα και παρουσία μόνο της hsp40, η ADP μορφή της hsp70 
είναι ασταθής και καταλήγει, εάν δεν υπάρξει άλλη παρέμβαση, σε πρόωρη 
αποσυγκρότηση του συμπλέγματος 1ΐ5ρ70-υποστρώματος (99). Η πρωτεΐνη Hip (ή 
αλλιώς ρ48), δεσμεύεται ειδικά στην περιοχή με λειτουργικότητα ΑΤΡάσης της hsp70. 
Η δέσμευση αυτή, έπεται της δράσης της hsp40 και μάλιστα εξαρτάται από αυτή. Το 
αποτέλεσμα της δέσμευσης, είναι η καθυστέρηση της απελευθέρωσης του ADP από την 
hsp70 και η σταθεροποίηση αφενός της ADP μορφής αυτής και αφετέρου του 
συμπλέγματος 1ΐ5ρ70-υποστρώματος. Κατά αυτόν τον τρόπο, η Hip θεωρείται ότι 
επιμηκύνει το χρονικό διάστημα κατά το οποίο η hsp70 αλληλεπιδρά σταθερά με το 
μετουσιωμένο υπόστρωμα ενισχύοντας έτσι την ικανότητα της για αναδίπλωση, ενώ 
ταυτόχρονα, της δίνει τον απαραίτητο χρόνο για την μεταφορά του υποστρώματος σε 
μια εναλλακτική μηχανή μοριακών συνοδών (π.χ. της hsp90), που μπορεί να βρίσκεται 
καθοδικά στην πορεία αναδίπλωσης (99,103, 104).
• Η πρωτεΐνη Hop, ή αλλιώς ρ60, έχει χαρακτηριστεί ως πρωτεΐνη-προσαρμογέας 
(adaptor) (105), επειδή αποτελεί το φυσικό σύνδεσμο μεταξύ των κυτταροπλασματικών 
μηχανών αναδίπλωσης της hsp70 και της hsp90. Δρα καθοδικά της πρωτεΐνης Hip και 
συνδέεται επιλεκτικά με τις ADP μορφές των hsp70 και hsp90 (106). Η σύνδεση 
λαμβάνει χώρα μεταξύ διαφορετικών TPR περιοχών [ Tetratrico Peptide Repeats : 
εκφυλισμένες επαναλήψεις 34 αμινοξέων που υποβοηθούν τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ
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των μορίων που τις φέρουν (107)] της πρωτεΐνης Hop, με τα αμινοξικά πρότυπα EEVD 
που βρίσκονται στο καρβοξυτελικό άκρο των πρωτεϊνών αυτών (108). Ο κύριος ρόλος 
της είναι η διευκόλυνση της μεταφοράς του μετουσιωμενου υποστρώματος μεταξύ των 
δύο μηχανών, ενώ αντιφατικές παραμένουν οι αναφορές που τη θέλουν να επάγει τη 
δραστικότητα της ΑΤΡάσης της hsp70, λειτουργώντας ως ένας παράγοντας ανταλλαγής 
νουκλεοτιδΐου (nucleotide exchange factor)-6pd<rp ανάλογη της βακτηριακής GrpE 
(106,109).
•  Η πρωτεΐνη CHIP, αποτελεί μια ακόμη πρωτεΐνη που ανήκει στην μεγάλη 
ανομοιογενή κατηγορία των πρωτεϊνών που περιλαμβάνουν στο μόριο τους περιοχές 
TPR. Μέσω των τριών περιοχών TPR, που βρίσκονται στο αμινοτελικό της άκρο, 
συνδέεται με την hsp70 και πιθανόν η σύνδεση αυτή προκαλεί το «πάγωμα» του 
κύκλου της ΑΤΡάσης της hsp70 και την αναστολή της ικανότητα της να επαναδιπλώνει 
τις μετουσιωμένες πρωτεΐνες σε in vitro συνθήκες (110 ). Παρόλα αυτά, τελευταίες 
μελέτες ( 1 1 1 ) θέλουν τη Chip να ενισχύει την επαναδίπλωση πρωτεϊνών που 
υπέστησαν θερμική μετουσίωση, όταν βρίσκεται σε κατάσταση υπερέκφρασης σε 
κύτταρα θηλαστικών. Μάλιστα, η ενίσχυση, όπως δείχθηκε, επιτυγχάνεται μέσα από 
την αύξηση της ικανότητας επαναδίπλωσης που διαθέτει η hsp70, χωρίς να γίνεται 
ξεκάθαρο πως ακριβώς γίνεται αυτό. Το μόνο στοιχείο που επαναβεβαιώνεται, είναι ότι 
η πρωτεΐνη αλληλεπιδρά επιλεκτικά με την ΑΤΡ μορφή της hsp70, όπως ακριβώς και η 
hsp40, με την οποία φαίνεται ότι δρα ανταγωνιστικά (1 1 1 ). Πέρα όμως από αυτή την 
ασαφή της δράση, το πιο ενδιαφέρον ίσως στοιχείο που έχει βρεθεί σχετικά με την 
πρωτεΐνη Chip είναι ότι στο καρβοξυτελικό της άκρο, φέρει τη περιοχή U-box (112 ), η 
οποία απαντάται επίσης σε πρωτεΐνες (1 13 ) που συμμετέχουν στο σύστημα 
ουμπικιτίνης-πρωτεοσώματος, το οποίο και αποτελεί το κύριο μονοπάτι 
αποικοδόμησης των πρωτεϊνών στα ευκαρυωτικά κύτταρα (114 ). Όπως έγινε φανερό 
(1 12 ,1 1 5 , 116 ), μέσω αυτής της περιοχής η πρωτεΐνη Chip παίζει το ρόλο μιας Ε3 
λιγάσης, η οποία ουμπικιτινιώνει τα υποστρώματα των μοριακών συνοδών (hsp70, 
hsp90), καθώς και την ίδια την hsp70 (1 17 ), έτσι ώστε τα μεν πρώτα να μεταφερθούν 
στο πρωτεόσωμα για αποικοδόμηση, η δε τελευταία να υποβοηθήσει την μεταφορά 
αυτή. Λαμβάνοντας υπόψη όλα τα δεδομένα, μπορούμε τελικά να υποθέσουμε ότι η 
Chip, μαζί με την πρωτεΐνη Bagl -που θα αναφερθεί στη συνέχεια- είναι οι 
συμπαράγοντες εκείνοι της hsp70 οι οποίοι συνδέουν άμεσα την κυτταροπλασματική 
μηχανή αναδίπλωσης της hsp70, με την κυτταροπλασματική μηχανή αποικοδόμησης 
μέσω πρωτεοσώματος στο ευκαρυωτικό κύτταρο (118 ).

Η οικογένεια των πρωτεϊνών Bag απαρτίζεται, προς το παρόν, από έξι μέλη τα 
οποία φέρουν στο καρβοξυτελικό τους άκρο τη λειτουργική περιοχή Bag. Αν και. η 
περιοχή αυτή θεωρείται απαραίτητη για την άμεση αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών 
αυτών με την ΑΤΡάση της hsp70 (119 , 120), μέχρι σήμερα αυτό έχει επιβεβαιωθεί σε in 
vivo πειράματα μόνο για τα τέσσερα (Bag-1 ,-3,-4 και -6) από τα έξι μέλη (12 1). Η Bag- 
ί, είναι η πιο καλά μελετημένη, όσον αφορά τη δράση της στην κυτταροπλασματική 
μηχανή αναδίπλωσης των πρωτεϊνών hsp70, αν και οι διάφορες μελέτες προσφέρουν 
αποτελέσματα αντιφατικά για τη δράση αυτή. Έτσι, σύμφωνα με κάποιες μελέτες, η 
Bag-Ι ασκεί αρνητική ρύθμιση στη λειτουργία των hsc70/hsp70. αφού σε in vitro 
πειράματα φάνηκε να αναστέλλει τη επαναδίπλωση τόσο θερμικά μετουσιωμέιης 
λουσιφεράσης (120) όσο και χημικά μετουσιωμένης β-γαλακτοσιδάσης από τις 
hsc70/hsp70 ( 123). Επιπλέον, βρέθηκε ότι η αναστολή αυτή οφείλεται στο σχηματισμό 
ενός σταθερού τριμερούς συμπλέγματος μεταξύ Bag-1, hsp70 και μετουσιωμενου 
υποστρώματος, το οποίο δεν επιτρέπει την απελευθέρωση του τελευταίου και τη 
συνέχιση της λειτουργίας της μηχανής της hsp70 ακόμη και παρουσία ΑΤΡ και 
πρωτεϊνών hsp40 ( 119 ). Μ αρνητική επίδραση που έχει η Bag-1 στην διαδικασία
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Εικόνα 5. Στο ευκαρυωτικό σύστημα αναδίπλωσης, όπως και στο προκαρνωτικό, οι 
ομόλογες προς τη βακτηριακή DnaJ πρωτεΐνες, αναλαμβάνουν να δεσμεύσουν τα 
μετουσιωμένα πεπχιδικά υποστρώματα (Μ) ή τις ενδιάμεσες μορφές αυτών και να 
προωθήσουν την αλληλεπίδραση τους με τις πρωτεΐνες hsp70, αφού πρώτα διεγείρουν την 
μετάπτωση των τελευταίων, στην ADP-μορφή τους. Σε αντίθεση προς το βακτηριακό 
κύκλο, εδώ, η απελευθέρωση του ADP δεν αποτελεί περιοριστικό παράγοντα για τον 
κύκλο όταν η hsp70 βρίσκεται σε σύμπλεγμα με την αντίστοιχη πρωτεΐνη hsp40. Αυτό 
συμβαίνει γιατί η ανταλλαγή του ADP με το ΑΤΡ καθώς και η αποσύνδεση του 
πολυπεπτιδικού υποστρώματος λαμβάνουν χώρα απουσία μιας ομόλογης πρωτεΐνης προς 
τη βακτηριακή GrpE. Αυτός ο ελάχιστος κύκλος αντίδρασης, μπορεί να είναι επαρκής 
προκειμένου η hsp70 να φέρει εις πέρας πολλές από τις λειτουργίες της στο ευκαρυωτικό 
κυτταρόπλασμα.. Επιπλέον όμως, η ADP-μορφή της hsp70 μπορεί να σταθεροποιείται 
από την σύνδεση της με την πρωτεΐνη Hip και κατά τον τρόπο αυτό να αυξάνεται ο 
χρόνος ημιζωής του συμπλέγματος μοριακού συνοδού-υποστρώματος. Ακόλουθη 
αποσταθεροποίηση αυτού του συμπλέγματος είναι δυνατή χάρη στη δράση των πρωτεϊνών 
της οικογένειας Bag (και ίσως και της πρωτεΐνης Hop), οι οποίες δρούν είτε ως 
αρνητικοί ρυθμιστές της μηχανής αναδίπλωσης, είτε ως παράγοντες ανταλλαγής 
νουκλεοτιδίου με αποτέλεσμα και στις δύο περιπτώσεις την επανακύκλωση της hsp70. Το 
απελευθερωμένο υπόστρωμα μπορεί στη συνέχεια είτε να αναδιπλωθεί, είτε να 
επαναδεσμευτεί στην hsp70 ή σε κάποια άλλη κυτταροπλασματική μηχανή (π.χ. TR1C, 
hsp90, 26S πρωτεόσωμα κ,α.). (Από Frydman J., 2001, Annu. Rev. Biochem. 70,612)
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επαναδίπλωσης, ενισχύεται από το γεγονός ότι εμφανίζεται να δρα ανταγωνιστικά προς 
τη πρωτεΐνη Hip, η οποία επάγει τη διαδικασία αυτή, μια και οι δυό πρωτεΐνες φέρονται 
να έχουν αλληλοεπικαλυπτόμενες θέσεις δέσμευσης στο αμινοτελικό άκρο των 
hsc70/hsp70 (124). Σε αντιδιαμετρική θέση προς τα παραπάνω, άλλες αναφορές 
(125,126) θέλουν τη Bag-Ι να διεγείρει τη υδρόλυση του ΑΤΡ από την hsp70, καθώς 
επιταχύνει το ρυθμό ανταλλαγής του ADP με το ΑΤΡ, δρώντας έτσι σαν ένας 
παράγοντας ανταλλαγής νουκλεοτιδίων στον κύκλο δράσης της hsc70 ή της hsp70. 
Λόγω της δράσης της αυτής, πολλοί την έχουν χαρακτηρίσει ως τη GrpE των 
ευκαρυωτικών (127), παρόλο που εμφανίζει τόσο δομικές (127) όσο και λειτουργικές 
διαφορές από την αντίστοιχη βακτηριακή πρωτεΐνη. Για παράδειγμα, ενώ η GrpE 
διεγείρει την απελεύθερωση τόσο του ΑΤΡ όσο και του ADP από την DnaK, η Bag-1 
αντιθέτως επάγει την απελεύθερωση μόνο του ADP από την ΑΤΡάση της hsp70 (128). 
Αν και απαιτούνται επιπλέον μελέτες, έχει υποστηριχθεί ότι η διφορούμενη λειτουργία 
της πρωτεΐνης Bag-Ι, πότε ως θετικού και πότε ως αρνητικού ρυθμιστή των 
hsc70/hsp70, μπορεί να συσχετίζεται με τις διαφορετικές δράσεις των ισομορφών της ή 
και με τον χρόνο που αυτές εμπλέκονται στον μηχανισμό αναδίπλωσης (129). Πέρα από 
τον αντιφατικό ρόλο της Bag-Ι, ως παράγοντας ανταλλαγής νουκλεοτιδίων, τα 
τελευταία χρόνια, υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις ότι η πρωτεΐνη αυτή, σε συνδυασμό με τη 
πρωτεΐνη Chip, μπορεί να αποτελεί το ενδιάμεσο κρίκο που συνδέει τους μοριακούς 
συνοδούς με το σύστημα ουμπικιτίνης/πρωτεοσώματος (130). Το συμπέρασμα αυτό, 
προκύπτει από την παρατήρηση ότι η πρωτεΐνη φέρει στο αμινοτελικό της άκρο μια 
λειτουργική περιοχή UBL (ubiquitin-like) η οποία είναι κατά ένα μέρος υπεύθυνη για 
τη σύνδεση της με το πρωτεόσωμα. Με αποδεδειγμένη την μεταφορά 
ουμπικιτινιωμενού υποστρώματος από την hsp70 στην Bag-Ι, κάτω από in vitro 
συνθήκες ( 13 1 ), έχει προταθεί ότι η πρωτεΐνη Bag-Ι παίζει το ρόλο ενός παράγοντα 
εκφόρτωσης (unloading factor) των υποστρωμάτων της hsp70 και προώθηση αυτών 
άμεσα στο πρωτεόσωμα (132).

Πρόσφατα, με βάση τις λειτουργίες των συν-συνοδών μορίων της 
κυτταροπλασματικής μηχανής της hsp70, οι οποίες και περιγράφηκαν παραπάνω, έχει 
αναπτυχθεί ένα μοντέλο (133) που δίνει απάντηση στο πως ανώμαλες πρωτεΐνες 
αναγνωρίζονται από τη μηχανή αποικοδόμησης του ευκαρυωτικού κυττάρου (εικ. 6). 
Σύμφωνα με αυτό, οι παράγοντες εκείνοι οι οποίοι εμπλέκονται στη διαδικασία 
επαναδίπλωσης μετουσιωμένων πρωτείνων είναι και εκείνοι που συμμετέχουν και στη 
διαδικασία επιλογής των πρωτεϊνών που πρόκειται να αποικοδομηθούν. Αυτό 
επιτυγχάνεται χάρη σε μια ισορροπία μεταξύ της πρωτεϊνικής επαναδίπλωσης και της 
πρωτεϊνικής αποικοδόμησης που καθορίζεται από τους συμπαράγοντες που κατά 
περίπτωση συνδέονται στην μηχανή της hsp70. Με αλλαγή της σύστασης αυτής της 
μηχανής, μέσω ανταγωνιστικών μορίων (π.χ. Hip εναντίον Bag και Hop εναντίον Chip) 
είναι δυνατό να αποφασιστεί το αν δεδομένο υπόστρωμα θα ακολουθήσει το δρόμο της 
επαναδίπλωσης ή το δρόμο της αποικοδόμησης (εικ.6). Ακόμη όμως και σε αυτό το 
μοντέλο, κεντρικός παραμένει ο ρόλος, στη ρύθμιση αυτής της μηχανής, των 
πρωτείνων της οικογένειας hsp40, μια και μέλη της οικογένειας αυτής είναι 
αναπόσπαστα τμήματα, τόσο της μηχανής αναδίπλωσης όσο και της μηχανής 
αποικοδόμησης.

1.6) Συμμετοχή των πρωτεϊνών hsp40 σε διάφορες κυτταρικές λειτουργίες

Πέρα από το βασικό ρόλο που διαδραματίζουν στην κυτταροπλασματική μηχανη 
αναδίπλωσης, οι πρωτεΐνες της οικογένειας hsp40 συμμετέχουν σε μια πληθώρα 
κυτταρικών φαινομένων. Σύμφωνα με τις πληροφορίες που συσσωρεύονται συνεχώς, η
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ποικιλία αυτής της συμμετοχής οφείλεται κατά κύριο λόγο στην ικανότητα που έχουν οι 
πρωτεΐνες αυτές, να προσελκύουν σε διάφορες θέσεις δράσης του κυττάρου, τα 
αντίστοιχα μέλη της οικογένειας των πρωτεϊνών hsp70, τα οποία και θα αποτελέσουν 
τους βασικούς διεκπαιραιωτές της συγκεκριμένης λειτουργίας. Κατά ένα δευτερεύοντα 
λόγο, η ποικιλία αυτή μπορεί να ερμηνευτεί μέσα από ένα πιο αυτόνομο και 
ανεξάρτητο ρόλο που φαίνεται να παίζουν, τουλάχιστον ορισμένα μέλη της οικογένειας 
hsp40. Παρακάτω γίνεται αναφορά σε παραδείγματα κυτταρική δράσης των πρωτεϊνών 
αυτών.

Μηχανή αναδίπλωσης Μηχανή αποικοδόμησης

h s p 7 0

προαΟκί την στρατολογεί
αναδίπλωση την hsp90

hsp70

hsp40

BAG-1 CHIP
συνδέεται στο 
προτεόσβμα

υπεύθυνη για 
την συρπιχιτίβση

Εικόνα 6. Μοντέλο των μηχανών που είναι δυνατό να σχηματίζουν οι πρωτεΐνες hsp70. 
Δέσμευση διαφορετικών συμπαραγόντων στο αμινοτελικό άκρο της hsp70, καθώς και στο 
καρβοξυτελικό της μπορεί να καθορίζουν τη σύσταση μηχανών που εμπλέκονται είτε στην 
αναδίπλωση των πολυπετπιδικών υποστρωμάτων είτε στην αποικοδόμηση αυτών. Οι 
συμπαράγοντες Hip και BAG-], ανταγωνίζονται για αλληλοεπικαλυτντόμενες θέσεις 
δέσμευσης aujv Α ΤΡάση της hsp70, ενώ οι Hop και CHIP, κάνουν το ίδιο προκειμένου 
να συνδεθούν με το καρβοξυτελικό άκρο αυτής. Παρόλα αυτά, συμπαράγοντες όπως οι 
πρωτεΐνες hsp40, συνεργάζονται σταθερά με τις πρωτεΐνες hsp70, τόσο στην αναδίπλωση 
όσο και στην αποικοδόμηση, (ττεπ: περιοχή σύνδεσης πεπτιδίου της hsp70, ubl: περιοχή 
ubiquitin-like της BAG-1, U: U-box της CHIP). (Από Hohfeld J„  Douglas M.C. και 
Patterson C., 200], EMBO reports 2, 889)

1.6.1) Ενδοκυττάρωση και εξωκυττάρωση

Ενδοκυττάρωση: Όπως είναι γνωστό, η ενδοκυττάρωση μέσω υποδοχέων, λαμβάνει 
χώρα σε ειδικές θέσεις της πλασματικής μεμβράνης, που καλούνται εσοχές καλυμένες 
με κλαθρίνη (clathrin-coated pits). Από τις θέσεις αυτές, ξεκινά ο σχηματισμός των 
καλυμένων κυστιδίων (coated vesicles) με τη συγκρότηση των τρισκελίων της 
κλαθρίνης σε πολυεδρικά δικτυωτά σαν καλάθια, που περιλαμβάνουν τα συμπλέγματα 
μεταξύ των ανταπτινών (ΑΡ-2) με τους μεμβρανικούς υποδοχείς και του φορτίου που 
μεταφέρεται. Στο εσωτερικό του κυττάρου, τα κυστίδια απογυμνώνονται από το 
κάλυμα τους και συντήκονται με τα ενδοσώματα, καθώς το δικτυωτό της κλαθρίνης 
αποσυγκροτείται στα συστατικά του μέρη, τα οποία επαναπροωθούνται στην 
κυτταροπλασματική πλευρά της μεμβράνης προκειμένου να επαναχρησιμοποιηθούν.
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Σήμερα, είναι πλέον αποδεκτό, ότι τουλάχιστον για την αποσυγκρότηση των δικτυωτών 
της κλαθρίνης είναι υπεύθυνες κυρίως δύο πρωτεΐνες: η hsc70 και μια που ανήκει στην 
οικογένεια hsp40 και καλείται οξιλίνη (auxilin) (134,135,136,137). Σύμφωνα με το 
τρέχον μοντέλο, η οξιλίνη -η  οποία ανήκει στις hsp40s τύπου III- είναι εκείνη που 
πρώτη δεσμεύεται στα δικτυωτά της κλαθρίνης και προσανατολίζει την hsc70 πάνω 
τους, μέσω της περιοχής J, ενώ ταυτόχρονα, διεγείρει τη δραστικότητα ΑΤΡάσης του 
μοριακού συνοδού (138,139). Στη συνέχεια η hsc70 αναλαμβάνει τη διάσπαση των 
αλληλεπιδράσεων μεταξύ των τρισκελίων της κλαθρίνης και τελικά την 
αποσυναρμολόγηση του δικτυωτού. Η hsc70 φέρεται να παραμένει συνδεδεμένη με τα 
αποσυγκροτημένα τρισκέλια της κλαθρίνης, ενώ η οξιλίνη ανακυκλώνεται σε 
διαδοχικούς κύκλους αποσυγκρότησης νέων καλαθιών κλαθρίνης (140).

ΕΕωκυττάρωση: Μια άλλη ομάδα πρωτεϊνών hsp40, τύπου III, που παίζουν 
σημαντικό ρόλο στην διαδικασία της εξωκυττάρωσης είναι οι csp (cysteine string 
proteins). Οι πρωτεΐνες αυτές αρχικά βρέθηκαν στα νευρικά κύτταρα (14 1) και πιο 
συγκεκριμένα στην κυτταροπλασματική πλευρά των συναπτικών κυστιδίων (142), στη 
συνέχεια, όμως, ανακαλύφθηκε ότι αποτελούν συστατικά των εκκριτικών κυστιδίων 
διαφόρων εκκριτικών ιστών (143). Αν και ο ακριβής μηχανισμός δράσης τους δεν είναι 
γνωστός θεωρείται ότι οι csp προσανατολίζουν τη hsc70 στην κυτταροπλασματική 
πλευρά τόσο της πλασματικής μεμβράνης όσο και αυτής των συναπτικών κυστιδίων, 
προκειμένου να συντονίσουν από κοινού τη διαδικασία της εξωκυττάρωσης, σε 
συνεργασία με άλλους παράγοντες που μένει να αποκαλυφθούν (144,145).

1.6.2) Ενδοκυτταρική μεταφορά πρωτεϊνών και βιογένεση οργανιδίων

Μεταφορά πρωτεϊνών σε οργανίδια του κυττάρου: Έχει δειχθεί, ότι μέλη της 
οικογένειας hsp40, διαδραματίζουν ενεργό ρόλο στην μεταφορά πρόδρομων 
πρωτεϊνικών μορφών στις μεμβράνες των κυτταρικών οργανιδίων (154). Πιο 
συγκεκριμένα, οι πρωτεΐνες ydjl και hdj2, οι οποίες αποτελούν δύο
κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες hsp40 τύπου I, στον σακχαρομύκητα και στον άνθρωπο 
αντίστοιχα, εμπλέκονται στην μεταφορά πρόδρομων πρωτεϊνών στα μιτοχόνδρια και 
στο ενδοπλασματικό δίκτυο (Ε.Δ.) (155,156,157, 158). Σε πειράματα με στελέχη 
σακχαρομύκητα, που έφεραν μεταλλάξεις για το γονίδιο της ydjl, δείχθηκε ότι ο 
μηχανισμός μεταφοράς των μιτοχονδριακών υποστρωμάτων βασίζεται στην ydjl και 
ιδιαίτερα ότι η πρωτεΐνη αυτή δρα σε ένα μετα-μεταφραστικό στάδιο, που έχει να κάνει 
περισσότερο με τη διευκόλυνση της μετακίνησης των πρωτεϊνών αυτών, δια μέσω της 
μεμβράνης των μιτοχονδρίων (156). Όσον αφορά την hdj2, στοιχεία για το ρόλο της σε 
μια τέτοια μεταφορά προέρχονται από in vitro πειράματα (158. 159). Σε αυτά, 
ελέγχθηκε η συμμετοχή της hdj2 στην είσοδο καθαρών ανασυνδυασμένων 
μιτοχονδριακών πρόδρομων πρωτεϊνών σε απομονωμένα μιτοχόνδρια ( 1581. Τα 
αποτελέσματα έδειξαν ότι η hdj2 παίζει καθοριστικό ρόλο στη διαδικασία της 
εισαγωγής, αλλά σε ένα πιο πρώιμο στάδιο σε σχέση με αυτό που εμπλέκεται η ydj 1 και 
το οποίο έχει να κάνει κυρίως με την αναδίπλωση της πρωτεΐνης, αμέσως μετά την 
μετάφραση της ( 158). Παρόλο λοιπόν που είναι αποδεκτή η σημασία των πρωτεϊνών 
αυτών στη μεταφορά πολυπεπτιδίων στα ενδοκυτταρικά οργανίδια, ακόμη δεν είναι 
κατανοητός ο μηχανισμός με τον οποίο συμμετέχουν στην μεταφορά αυτή. Αύο 
υποθέσεις υπάρχουν ( 160):
•  Οι πρωτεΐνες hsp40 συνεργάζονται με πρωτεΐνες της οικογένειας lisp70 
προκειμένου να εξασφαλίσουν ότι οι πρόδρομες πρωτεΐνες θα λαβουν εν τη γενέσει 
τους μια μερικώς αναδιπλωμένη και ικανή για εισαγωγή διαμόρφωση (1611. Το 
ερώτημα που τίθεται εδώ, είναι πως η ίδια μηχανή (hsp70-hsp40) έχει τη δυνατότητα
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να διακρίνει τις πρόδρομες πρωτεΐνες των οργανιδίων από τις κυτταροπλασματικές 
πρωτεΐνες, τις οποίες και προωθεί στην πλήρη αναδίπλωση. Απάντηση σε αυτό το 
ερώτημα δόθηκε, τουλάχιστον όσον αφορά τις πρόδρομες μιτοχονδριακές πρωτεΐνες, 
μετά την ανακάλυψη των παραγόντων PBF (presequence binding factor) (162) και MSF 
(mitochondrial import stimulation factor) (163). Εχει βρεθεί ότι οι πρωτεΐνες αυτές 
αναγνωρίζουν και δεσμεύονται στις προαλληλουχίες των πρόδρομων πρωτεϊνών και 
κατά αυτό τον τρόπο τις βοηθούν να διατηρούνται σε μια κατάσταση ικανή για είσοδο 
στα μιτοχόνδρια (146, 147). Θεωρείται ότι, οι παράγοντες αυτοί, συνεργάζονται με τους 
μοριακούς συνοδούς, αν και ο ακριβής μηχανισμός δεν έχει αποσαφηνιστεί στις 
λεπτομέρειες του (148,149).
• Οι πρωτεΐνες hsp40 λειτουργούν από μόνες τους ως μοριακοί συνοδοί, που 
δεσμεύονται με τα υποστρώματα προς μεταφορά, αποτρέπουν την συσσωμάτωση τους 
και τους εξασφαλίζουν μια διαμόρφωση ικανή για εισαγωγή στα οργανίδια. Η 
δυνατότητα που έχουν οι πρωτεΐνες αυτές, να αναδιπλώνουν από μόνες τους, 
τουλάχιστον μερικώς, μετουσιωμένα πολυπεπτίδια, έχει δειχθεί για αρκετά μέλη αυτής 
της οικογένειας συμπεριλαμβανομένων και των ydjl και hdj2 (75, 163, 164, 165). Λόγω 
του ότι φέρουν στο καρβοξυτελικό τους άκρο το αμινοξικό πρότυπο CAAX (όπου C: 
κυστείνη, Α: κάποιο από τα αλιφατικά αμινοξέα και X: οποιοδήποτε αμινοξύ), 
υφίστανται μετα-μεταφραστικής τροποποίησης με την προσθήκη, μέσω ενός θιεθερικού 
δεσμού, μιας ομάδας φαρνεσυλίου (ισοπρενοειδές λιπίδιο αποτελούμενο από 15 άτομα 
C) (166). Όπως είναι γνωστό, η τροποποίηση αυτή, καθιστά τις πρωτεΐνες που την 
φέρουν, ικανές να αγκυροβολούν στις μεμβράνες του κυττάρου (166). Η ικανότητα 
αυτί) έχει δειχθεί για την πρωτεΐνη ydjl (167). Το γεγονός αυτό κάνει πολύ πιθανό το 
ενδεχόμενο, οι φαρνεσυλιωμένες μορφές των πρωτείνων αυτών να είναι προσδεδεμένες 
στην κυτταροπλασματική πλευρά των οργανιδίων και να δέχονται τα υποστρώματα 
προς μεταφορά από τις αντίστοιχες κυτταροπλασματικές μη φαρνεσυλιωμένες μορφές 
το,υς, διαδραματίζοντας ένα πιο ενεργό ρόλο στη διάβαση των υποστρωμάτων μέσω 
των μεμβρανών. Έτσι, στις περιπτώσεις εκείνες, που αναστέλλονταν η φαρνεσυλίωση 
της πρωτεΐνης ydj 1 (με μετάλλαξη στην τελική κυστείνη) υπήρχε σημαντική μείωση 
της μεταφοράς κάποιων υποστρωμάτων στα μιτοχόνδρια (156). Κάτι ανάλογο 
παρατηρήθηκε για μια άλλη πρωτεΐνη hsp40 (τύπου II), που καλείται hsjlb. Η πρωτεΐνη 
αυτή, εκφράζεται επιλεκτικά στα νευρικά κύτταρα και εντοπίζεται στην 
κυτταροπλασματική πλευρά του Ε.Δ., όπου είναι προσδεδεμένη, χάρη σε μια μετα- 
μεταφραστική τροποποίηση του καρβοξυτελικού της άκρου, παρόμοια προς την 
φαρνεσυλίωση (168). Η hsjlb βρέθηκε ότι παίζει σημαντικό ρόλο στην αναδίπλωση 
αλλά και στην μεταφορά της πρωτεΐνης ροδοψίνης στο ενδοπλασματικό δίκτυο, 
ανεξάρτητα μάλιστα από την παρουσία ή όχι μελών της οικογένειας hsp70 ( 168). 
Εναλλακτικά, σε μια θεώρηση που θέλει τις δύο παραπάνω υποθέσεις να 
αλληλοσυμπληρώνονται, οι τροποποιημένες μορφές hsp40 που είναι προσδεδεμένες 
στις μεμβράνες των οργανιδίων αποτελούν εστίες προσέλκυσης μορίων hsp70, τα οποία 
αναλαμβάνουν με τη βοήθεια των ακινητοποιημένων μορίων hsp40, να ξεδιπλώσουν τα 
πρόδρομα πρωτείνικά μόρια «in situ», προκειμένου να καταστούν ικανά να 
διαπεράσουν την μεμβράνη (169).

Δράση εντός του ενδοπλασματικού δικτύου: Η δράση των πρωτεϊνών hsp40 δεν 
περιορίζεται μόνο στην κυτταροπλασματική πλευρά των οργανιδίων του κυττάρου. 
Όπως είναι γνωστό, οι πρωτεΐνες μεταφέρονται στο Ε.Δ. δια μέσω ενός διαύλου της 
μεμβράνης αυτού, του οποίου το κεντρικό συστατικό είναι το ετεροτριμερές σύμπλεγμα 
Sec61 (170,17 1 , 172). Για μερικές πρωτεΐνες, η μεταφορά αυτή γίνεται ταυτόχρονα με 
την μετάφραση τους, ενώ για άλλες, η μεταφορά γίνεται μετά από την απελευθέρωση 
τους από τα ριβοσώματα. Όπως αρχικά δείχθηκε στο σακχαρομύκητα, τουλάχιστον για
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την δεύτερη περίπτωση, απαιτείται η σύνδεση του συμπλέγματος Sec61 με ένα 
επιπλέον τετραμερές μεμβρανικό πρωτεϊνικό σύμπλεγμα. Αυτό απαρτίζεται από τις 
πρωτεΐνες Sec62 και Sec63, προκειμένου να σχηματιστεί το επταμερές σύμπλεγμα Sec, 
που αποτελεί το σύμπλεγμα μετατόπισης (translocon) (173,174). Η πρωτεΐνη Sec63 
ανήκει στην οικογένεια hsp40, είναι μια διαμεμβρανική πρωτεΐνη, η οποία φέρει τη 
λειτουργική περιοχή J  προς τον αυλό του Ε.Δ. και παίζει καθοριστικό ρόλο στην 
μετατόπιση των πρωτεϊνών σε συνεργασία με μια πρωτεΐνη hsp70 του Ε.Δ., που 
καλείται Kar2 (175,176,177). Ο ρόλος της Sec63 φαίνεται να είναι αυτός μιας κλασικής 
πρωτεΐνης DnaJ, αφού σε in vitro πειράματα, έχει φανεί ότι η περιοχή της πρωτεΐνης 
που προβάλλει στον αυλό του Ε.Δ. και περιέχει την περιοχή J, είναι ικανή να προωθεί 
μια ΑΤΡ-εξαρτώμενη αλληλεπίδραση με την Kar2, διεγείροντας τη δραστικότητα 
ΑΤΡάσης που φέρει το αμινοτελικό της άκρο (178). Η αλληλεπίδραση αυτή, όμως, έχει 
άμεση σχέση με την μετατόπιση των πρωτεϊνών εντός του Ε.Δ. αφού μεταλλάξεις στη J 
λειτουργική περιοχή της Sec63 έχουν ως αποτέλεσμα, όχι μόνο την απώλεια 
αλληλεπίδρασης με την Kar2, αλλά και την παρεμπόδιση της μετατόπισης των προ- 
πρωτεϊνών (179). Αν και ο μηχανισμός δεν είναι πλήρως κατανοητός, θεωρείται πιο 
πιθανό ότι τα πολυπεπτίδια εισέρχονται παθητικά, δια μέσω του καναλιού στον αυλό 
του Ε.Δ., υπό μερικώς αναδιπλωμένη διαμόρφωση. Εκεί, συγκρατούνται από μια σειρά 
διαδοχικών μορίων Kar2, τα οποία έχουν ενεργοποιηθεί από τη Sec63, με αποτέλεσμα 
να αποτρέπεται το πισωγύρισμα προς την κοτταροπλασματική πλευρά (180). Εντός του 
αυλού του Ε.Δ. έχουν εντοπιστεί δύο ακόμη, διαλυτές αυτή την φορά, πρωτεΐνες hsp40, 
η Scjl και η Jeml. Η Scjl συνεργάζεται με την Kar2 στην αναδίπλωση και τη 
συγκρότηση πρωτεϊνών στο Ε.Δ. (18 1), ενώ και οι δύο φαίνεται ότι απαιτούνται στην 
διευκόλυνση της ανάδρομης μετατόπισης (retrograde translocation) υποστρωμάτων από 
το Ε.Δ. στο κυτταρόπλασμα. Τα υποστρώματα αυτά είναι συνήθως πρωτεΐνες που δεν 
μπορούν να λάβουν την ορθή τους διαμόρφωση και τα οποία μέσα από τη διαδικασία, 
που καλείται έλεγχος ποιότητας Ε.Δ. (ER quality control), οδηγούνται προς 
αποικοδόμηση (ER-associated degradation) (182). Οι πρωτεΐνες Scjl και Jeml 
φαίνεται ότι συμμετέχουν στην παρεμπόδιση της συσσωμάτωσης των πρωτεϊνών αυτών 
στον αυλό του Ε.Δ. και την προώθηση τους στο σύμπλεγμα ανάδρομης μετατόπισης 
(183), του οποίου συστατικό θεωρείται ότι αποτελεί και πάλι η πρωτεΐνη Sec63(l 84).

Πρόσφατα, έχουν βρεθεί στο Ε.Δ. των θηλαστικών πέντε μέλη της οικογένειας 
hsp40, οι πρωτεΐνες: ERdjl/Mtjl, ERdj2/hSec63, ERdj3/HEDJ, ERdj4 και ERdj5. Από 
αυτές, με βάση τη δομή τους η ERdjl (185) και η ERdj2 (186) φαίνεται να είναι 
ομόλογες προς την πρωτεΐνη Sec63 του σακχαρομύκητα, ενώ για την ERdj2 έχει δειχθεί 
ότι συνδέεται με πρωτεΐνες του συμπλέγματος μετατόπισης (187). Από την άλλη, η 
αλληλουχία της ERdj3 (188) έχει ομολογία προς την πρωτεΐνη Scjl του 
σακχαρομύκητα, ενώ σε in vitro πειράματα, η πρωτεΐνη είχε την ικανότητα να 
δεσμεύεται στην πρωτεΐνη ΒίΡ ( 189) η οποία είναι ομόλογη της Kar2 στα κύτταρα των 
θηλαστικών. Όσον αφορά την ERdj4, φαίνεται ότι είναι μια μεμβρανική πρωτεΐνη] στην 
οποία η λειτουργική] περιοχή J προβάλλει στον αυλό του Ε.Λ., και τουλάχιστον σε in 
vitro συνθήκες, διεγείρει τη δραστικότητα ΑΤΡάσης της ΒίΡ (190). Το τελευταίο, έχει 
δειχθεί και για την ERdj5 η οποία βρίσκεται στον αυλό του Ε.Δ. και πέρα από τη 
περιοχή .1 φέρει και μια περιοχή ομόλογη προς την περιοχή κατάλυσης του ένζυμου PD1 
(protein disulfide isomcra.se). Επίσης φέρει και μια περιοχή ομόλογη προς αυτί] του 
ένζυμου Οειορεδοξίνη (thioredoxin) ( 19 1). Αν και δεν είναι ακόμη κατανοητός ο λόγος 
της παρουσίας αυτών των περιοχών, με δεδομένο ότι το μεν ΡΓ)1 συμμετέχει στην 
οξείδωση και την ισομερείωση των» δισουλφιδικών δεσμών των πολυπεππδίων στο Ε.Δ. 
και η δε Οειορεδοξίνη στην αναγωγή των ίδιων δεσμών στο κυτταρόπλασμα, θεωρείται 
πιθανό η KRdj5 να χρησιμοποιεί αυτές τις περιοχές προκειμένου να συνδράμει στις
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διαδικασίες της πρωτεϊνικής αναδίπλωσης και του ποιοτικού ελέγχου των πρωτεϊνών 
στο Ε.Δ. ( 19 1).

1.6.3) Αποσυσσωμάτωση πρωτεϊνικών συμπλόκων και αναστολή σχηματισμού 
έγκλειστων σωματίων

Πέρα από τις δύο βασικές λειτουργίες των μοριακών συνοδών που είναι: α) η 
αποφυγή της συσσωμάτωσης των μη αναδιπλωμένων πολυπεπτιδίων και β) η 
υποβοήθηση της σωστής αναδίπλωσης των μετουσιωμένων πρωτεϊνών, μέλη της 
οικογένειας' τών πρωτεϊνών hsp40 συμμετέχουν και σε μια τρίτη λειτουργία, που τα 
τελευταία 'χρόνια έχει αναδειχθεί στη βιβλιογραφία και αφορά στην καταλυτική 
διαλυτοποίηση και επαναδίπλωση σταθερών πρωτεϊνικών συσσωματωμάτων (192). Τα 
συσσωματώματα αυτά, θεωρείται ότι σχηματίζονται στο κύτταρο κάτω από έντονες 
συνθήκες στρες, όταν η χωρητικότητα των μηχανών αναδίπλωσης κορέγνυται, με 
αποτέλεσμα οι μετουσιωμένες πρωτεΐνες να συναθροίζονται σε μεγάλα αδιάλυτα 
σύμπλοκα. Όπως δείχθηκε όμως στο Ε. coli, η συσσωμάτωση αυτή είναι παροδική, 

* αφού το αδιάλυτο κλάσμα εξαφανίζεται, μετά από μια μικρή περίοδο ανάκαμψης, χάρη 
στην επαναδίπλωση ή την αποικοδόμηση των πρωτεϊνών αυτών, γεγονός που 
υποδηλώνει την ύπαρξη ενός μηχανισμού αποσυσσωμάτωσης (disaggregation) 
( 193, 194). Στο προκαρυωτικό κύτταρο, διάφορα στοιχεία συνηγορούν στο ότι η 
επιχείρηση επαναδιαλυτοποίησης των συσσωματωμένων πρωτεϊνών, κατευθύνεται από 
σύστημα μοριακών συνοδών, που αποτελείται από την πρωτεΐνη ClpB (ανήκει στην 
οικογένεια HsplOO) και τις πρωτεΐνες DnaK-DnaJ-GrpE (194, 195). Έτσι, σε ένα 
σύστημα in vitro αποσυσσωμάτωσης, οι παραπάνω πρωτεΐνες έδειξαν να είναι ικανές 
να καταλύουν την αποσυσσωμάτωση και την επαναδίπλωση μιας μεγάλης ποσότητας 
σταθερού συσσωματώματος, που είχε σχηματιστεί από την μετουσιωμένα μόρια 
μιτοχονδριακής μηλικής αφυδρογονάσης (196). Επιπλέον, με την χρήση ειδικών 
αναστολέων έναντι της ClpB, αποδείχθηκε ότι το σύστημα DnaK-DnaJ-GrpE έχει την 
ικανότητα να επαναδιαλυτοποιεί μικρά σταθερά πρωτεϊνικά σύμπλοκα. Αυτά, 
φυσιολογικά εκθέτουν στην επιφάνεια τους περισσότερες υδρόφοβες επιφάνειες, σε 
σχέση με τα μεγάλα αδιάλυτα συσσωματώματα, για την επαναδιαλυτοποίηση των 
οποίων, απαιτείται απαραίτητα η συνεργιστική δράση της ClpB (197). Το 
σημαντικότερο εύρημα ήταν, ότι ο πυρήνας της μηχανής αποδιοργάνωσης των 
συμπλόκων ήταν η DnaK, ενώ οι πρωτεΐνες DnaJ, GrpE καθώς και η ClpB, δρουν 
υποβοηθητικά, αφού η προσθήκη τους, απλά αυξάνει την αντίδραση της 
αποσυσσωμάτωσης (196). Επίσης, καμμία από τις παραπάνω πρωτεΐνες -όπως και μια 
σειρά άλλων μοριακών συνοδών που δοκιμάστηκαν- πλην της DnaK, δεν διαθέτει την 
ικανότητα από μόνη της να επανεργοποιεί σημαντική ποσότητα μηλικής 
αφυδρογονάσης, που είναι εγκλο)βισμένη σε σταθερά συσσωματώματα ( 196). 
Επομένο>ς, από τις τρέχουσες μελέτες στο προκαρυωτικό κύτταρο, προκύπτει ότι η 
πρωτεΐνη DnaJ στη λειτουργία της αποδιοργάνωσης των σταθερών συσσωματωμάτων 
περιορίζεται στον παραδοσιακό ρόλο της ως συν-συνοδού μορίου της DnaK, που 
διεγείρει την δραστικότητα ΑΤΡάσης που φέρει η τελευταία.

Hsp40, έγκλειστα σωμάτια και παθολογία των κυττάρων των θηλαστικών: Στη 
συσσοψατωμένη τους μορφή, οι ανενεργές πρωτεΐνες σχηματίζουν άλλοτε άμορφες 
δομές, όπως είναι τα έγκλειστα σωμάτια (inclusion bodies) ή τα κοκκία του θερμικού 
σοκ (heat shock granules) και άλλοτε διατεταγμένες ίνες όπως είναι οι πλάκες 
αμυλοειδούς (amyloid plaques) και τα σωματίδια μολυσματικής πρωτεΐνης (prion 
particles) (198, 199,200). Παράδειγμα αποτελούν μεταλλαγμένες πρωτεΐνες που 
εμφανίζουν στην αλληλουχία τους επεκτάσεις, πέραν του φυσιολογικού, επαναλήψεων
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του τρινουκλεοτιδίου CAG το οποίο και κωδικοποιεί το αμινοξύ γλουταμίνη και οι 
οποίες συσσωματώνονται στο κύτταρο σε έγκλειστα σωμάτια. Δομές σαν και αυτές, 
χαρακτηρίζουν την παθολογία εννέα διαφορετικών νευροεκφυλιστικών ασθενειών 
συμπεριλαμβανομένων των ασθενειών του Huntington, του Parkinson, του Alzheimer 
(201). Τα τελευταία χρόνια, με την χρήση βιοχημικών και ανοσοΐστοχημικών τεχνικών, 
έγινε αντιληπτό, ότι σε τέτοια σωμάτια, συνεντοπίζονται μια πληθώρα κυτταρικών 
πρωτεϊνών, όπως ουμπικιτίνη και συστατικά του πρωτεοσώματος (202,203), 
συγκεκριμένοι μεταγραφικοί παράγοντες (204), καθώς και μοριακοί συνοδοί (205). 
Από τους τελευταίους, μάλιστα, φαίνεται να επιστρατεύονται στα συσσωματώματα, 
μόνο, μέλη των οικογενειών hsp40 και hsp70 καθώς και η πρωτεΐνη του 
σακχαρομύκητα hspl04 (206) -η οποία ανήκει στην οικογένεια hsplOO και είναι 
ομόλογη της βακτηριακής ClpB- και για την οποία δεν έχει βρεθεί μέχρι στιγμής 
κάποια ομόλογη στα κύτταρα των θηλαστικών. Στις περισσότερες αναφορές, εξετάζεται 
το αποτέλεσμα της δράσης του συστήματος hsp70/ hsp40 στην δημιουργία των 
εγκλείστων σωματίων καθώς και της τοξικότητας που αυτά προκαλούν, μετά από 
υπερέκφραση είτε ταυτοχρόνως και των δύο πρωτεϊνών, είτε καθεμιάς χωριστά 
(207,208,209). Αποτελεί γενικευμένη παρατήρηση ότι η συνδυαστική υπερέκφραση και 
των δύο μοριακών συνοδών, παρόλο που δεν παρεμποδίζει δραστικά τον σχηματισμό 
των συσσωματωμάτων πολυγλουταμίνης (polyQ aggregates), καταστέλλει 
αποτελεσματικά την τοξικότητα τους (210). Η εξήγηση αυτού του γεγονότος, 
προέρχεται από in vitro πειράματα, στα οποία καθαρές πρωτεΐνες hsp40 και hsp70, 
είχαν τη δυνατότητα να καταστέλλουν κατά ένα ΑΤΡ-εξαρτώμενο τρόπο τη 
συγκρότηση της μεταλλαγμένης πρωτεΐνης χαντινγκντίνης (huntingtin), σε 
διατεταγμένες ίνες αμυλοειδούς, αδιάλυτες σε SDS, και αντιθέτως, να επιτρέπουν το 
σχηματισμό άμορφων συσσωματωμάτων αυτής, διαλυτών σε SDS, τα οποία και 
παρέμεναν συνδεδεμένα με τους δύο συνοδούς (2 1 1 ). Τα αποτελέσματα αυτά, 
αναπαρήχθηκαν τόσο σε κύτταρα θηλαστικών (212) όσο και σε μοντέλα μύγας (213), 
οπότε και επιβεβαιώθηκε ότι η ταυτόχρονη υπερέκφραση των δύο μοριακών συνοδών 
αυξάνει τη διαλυτότητα των συσσωματωμάτων πολυγλουταμίνης. Σύμφωνα λοιπόν με 
τη τρέχουσα άποψη, η εμπλοκή των hsp40 και hsp70 στα έγκλειστα σωμάτια, δρα 
αποτρεπτικά σε δύο κατευθύνσεις. Πρώτον, αποτρέπει την ανάληψη από τα μόρια της 
μεταλλαγμένης πρωτεΐνης της β-πτυχωτής δομής, που οδηγεί στο διατεταγμένο 
ολιγομερισμό τους και τελικά στην αδιαλυτοποίηση τους. Δεύτερον, αποτρέπει τη 
συγκόλληση στα σωμάτια αυτά, βασικών μεταγραφικών παραγόντων, όπως, οι CBP 
(CREB binding protein) (214) και TBP (TATA binding protein) (215) καθώς και 
συστατικών του πρωτεοσώματος (π.χ το ρυθμιστικό σύμπλοκο 19S) (216). Έτσι κατά 
αυτόν τον τρόπο, διευκολύνεται η εύρυθμη κυτταρική λειτουργία και η ομαλή ροή 
αποικοδόμησης των συσσωματωμένων πρωτεϊνών (210).

Από τα παραπάνω διαφαίνεται ότι και σε αυτό το κυτταρικό φαινόμενο, τα μέλη 
της οικογένειας hsp40 διαδραματίζουν ρόλο υποβοηθητικό των πρωτεϊνών hsp70. 
Όμως, το ενδιαφέρον της μελέτης αυτών των νευροεκφυλιστικών ασθενειών σε 
μοριακό επίπεδο, όπως προκύπτει από τη βιβλιογραφία, είναι όπ συγκεκριμένα μέλη 
αυτής της οικογένειας, δύναται να έχουν ένα πιο δυναμικό και ανεξάρτητο ρόλο. Έτσι, 
σε μια πληθώρα αναφορών, η υπερέκφραση μόνο μιας πρωτεΐνης hsp40 (συνήθως της 
lid)2 ή της luljl), έχει ως επακόλουθο, είτε την μείωση της απόπτωσης των κυττάρων 
(2 17 ), είτε την καταστολή του νευροεκφυλισμού (218) και σε. ορισμένες περιπτώσεις 
την μείωση του μεγέθους των έγκλειστων σωματίων (219). Έτσι για παράδειγμα, 
υπερέκφραση της πρωτεΐνης hdj2, έχει τη δυνατότητα να καταστέλλει τη 
συσσωμάτωση δύο μεταλλαγμένων πολυγλουταμινικών πρωτεϊνών, του υποδοχέα των 
ανδρογύνων (220) και της πρωτεΐνης αταξίνης-Ι (ataxin-1) (219) σε κύτταρα
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θηλαστικών. Επίσης, η ίδια πρωτεΐνη καθώς και η hdjl, είναι ικανές από μόνες τους, 
όταν υπερεκφραστούν σε κύτταρα COS7 και σε νευρικά κύτταρα PC 12 που 
υπερεκφράζουν την μεταλλαγμένη πρωτεΐνη αταξίνη-3 (alaxin-3), να καταστέλλουν το 
σχηματισμό συσσωματωμάτων αυτής (217). Στην ίδια μάλιστα μελέτη, η ταυτόχρονη 
υπερέκφραση της hsp70 δεν αύξησε το μέγεθος αυτής της καταστολής. Αντίστοιχα, 
όταν έγινε διαμόλυνση των παθολογικών κυττάρων με πλασμιδιακή κατασκευή η οποία 
κωδικοποιούσε μια μορφή της hdj2, η οποία δεν περιελάμβανε στην αλληλουχία της 
την λειτουργική περιοχή J (που όπως έχει προαναφερθεί επανειλημένως είναι 
απαραίτητη για την αλληλεπίδραση της με την hsp70), παρατηρήθηκε ότι η hdj2 
διατηρούσε Ιην ικανότητα καταστολής των συσσωματωμάτων (2 17). Όλα αυτά τα 
δεδομένα-λοιπόν, αφήνουν ανοιχτή την πιθανότητα η συμμετοχή συγκεκριμένων 
πρωτεϊνών lisp40, στο μηχανισμό αποσυσσωμάτωσης των πολυγλουταμινικών 
σωματίων* να μη βασίζεται μόνο στις αλληλεπιδράσεις τους με τις hsp70 αλλά και στην 
ικανότητα που έχουν οι πρωτεΐνες αυτές να δεσμεύουν και να παγιδεύουν τις μη ορθά 
αναδιπλωμένες πολυγλουταμινικές πρωτεΐνες κατά τη διαδικασία εξουδετέρωσης της 
τοξικότητας τους. Τέλος, η εξαιρετική σημασία που έχουν οι πρωτεΐνες hsp40 στην 

* ομαλοποίηση αυτής της κυτταρικής δυσλειτουργίας, τις καθιστά μαζί με τις πρωτεΐνες 
hsp70 πιθανούς στόχους στην πορεία αντιμετώπισης της παθογένειας αυτού του είδους 
των νευροεκφυλιστικών ασθενειών (205).

1 .7) Ειδικότητα της σχέσης πρωτεϊνών hsp40 και hsp70

Παρά το γεγονός ότι η σχέση μεταξύ των μελών της οικογένειας hsp40 και αυτών 
της οικογένειας hsp70 είναι καλά στοιχειοθετημένη, στο παρασκήνιο αυτής της 
συνεργασίας, παραμένει το σημείο που αφορά το βαθμό της ειδικότητας της. Από 
σποραδικές πληροφορίες που ανευρίσκονται στη βιβλιογραφία, καταδεικνύεται ότι 
συγκεκριμένες πρωτεΐνες hsp40 συνεργάζονται με συγκεκριμένες πρωτεΐνες hsp70, το 
οποίο ταυτόχρονα σημαίνει ότι οι πρωτεΐνες αυτές πιθανόν να αποτελούν λειτουργικά 
αλληλεπιδρώντα σύμπλοκα, σε πραγματικές καταστάσεις μέσα στο κύτταρο (221,222).

Η μελέτη της αλληλεπίδρασης τους προϋποθέτει την γνώση των σημείων επαφής 
μεταξύ των δύο ομάδων πρωτεϊνών. Όπως σημειώθηκε και προηγούμενα (βλ.εν. 1 .4), 
απαραίτητη προϋπόθεση για την αλληλεπίδραση μεταξύ τους είναι η ύπαρξη στη 
λειτουργική περιοχή J της hsp40 ενός ακέραιου (και άκρως συντηρημένου μεταξύ των 
πρωτεϊνών hsp40) τριπεπτιδίου HPD (εικ. 2Β). Επιπλέον, μελέτες με NMR στις οποίες 
χρησιμοποιήθηκαν οι βακτηριακές DnaJ και DnaK (οι αντίστοιχες δηλαδή hsp40 και 
hsp70), έδειξαν ότι η αλληλεπιδρώσα επιφάνεια που λαμβάνει μέρος στην αντίδραση 
από την πλευρά του μορίου hsp40, μπορεί να αποτελείται μόνο από την αλληλουχία 
μεταξύ των καταλοίπων 2 και 35, τα οποία περιλαμβάνουν τα αμινοξέα της α-έλικας II 
και φυσικά το τριπεπτιδικό πρότυπο HPD (223). Από την άλλη, η θέση επαφής του 
τμήματος αυτού της περιοχής J με το μόριο της hsp70, εντοπίζεται σε μια σχισμή που 
διαμορφώνεται από δύο υποπεριοχές που έχουν δομή α-έλικας και βρίσκονται στο 
κέντρο της περιοχής με δραστικότητα ΑΤΡάσης (224). Μεταλλάξεις των αμινοξέων 
εκατέρωθεν αυτής της σχισμής, μειώνουν δραματικά την ικανότητα της DnaK να 
συνδέεται με τη DnaJ (225).

Το ερώτημα όμως, ποιά είναι εκείνα τα αμινοξέα τα οποία είναι υπεύθυνα για την 
εξειδίκευση της σχέσης μεταξύ των δύο ομάδων πρωτεϊνών δεν έχει ακόμη απαντηθεί. 
Σε μια εργασία των Hennessy και συνεργατών, έγινε πολλαπλή αμινοξική 
αντιπαράθεση των περιοχο')ν J, από 223 πρωτεΐνες hsp40, οι οποίες ανήκαν και στους 
τρεις τύπους κατάταξης (I,II,III) (226). Το συμπέρασμα που εξήχθηκε από τη σύγκριση, 
είναι ότι τα αμινοξέα της περιοχής αυτής, μπορούν να διαχωριστούν σε τρεις
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κατηγορίες. Στην πρώτη, ανήκουν αυτά που είναι άκρως απαραίτητα για τη 
συγκρότηση της δομής της λειτουργικής περιοχής και υψηλά συντηρημένα. Μεταξύ 
αυτών, συγκαταλέγονται το τριπεπτίδιο HPD καθώς και το τριπεπτίδιο KFK (όπου 
Κρλυσίνη, Ε=φαινυλαλανίνη). Στη δεύτερη κατηγορία, ανήκουν τα αμινοξέα εκείνα, 
που είναι σημαντικά για την γενική αντίδραση αλληλεπίδρασης με τις πρωτεΐνες hsp70. 
Εδώ συμπεριλαμβάνονται, φυσικά, το τριπεπτίδιο HPD καθώς και συντηρημένα θετικά 
αμινοξέα (λυσίνες και αργινίνες), για τα οποία έχει αναφερθεί (225) ότι είναι σε θέση 
να αλληλεπιδρούν με αρνητικά αμινοξέα της περιοχής ΑΤΡάσης της hsp70. Τέλος, 
στην τελευταία ομάδα, κατατάσσονται τα αμινοξέα που πιθανά καθορίζουν την 
ειδικότητα της σχέσης μεταξύ των εν λόγω πρωτεϊνών. Αυτά, είναι τα λιγότερο 
συντηρημένα, τόσο μεταξύ των τριών τύπων κατάταξης I, Π, ΙΠ όσο και μεταξύ των 
πρωτεϊνών hsp40 που ανήκουν στον ίδιο τύπο. Παρόλο, που οι υποθέσεις που 
περιέχονται σε αυτή την μελέτη προέρχονται από θεωρητικές αναλύσεις, ταυτόχρονα, 
προσπαθούν να δώσουν εξήγηση στην ειδικότητα της σχέσης μεταξύ των πρωτεϊνών 
hsp40 και hsp70, η οποία και έχει παρατηρηθεί σε άλλες μελέτες. Έτσι, για 
παράδειγμα, όταν αντικαταστάθηκε η περιοχή J  της πρωτεΐνης Sec63, είτε με αυτήν 
μιας κυτταροπλασματικής hsp40 του σακχαρομύκητα (Sisl), είτε αντίστοιχα, της 
μιτοχονδριακής αυτού (Mdjl), η πρώτη κατέστη ανενεργός (227). Η ενεργότητά της 
επανήλθε, μετά από υποκατάσταση τριών αμινοξέων στη J περιοχή του χιμαιρικού 
μορίου, αμινοξέων που υπάρχουν κανονικά στην περιοχή αυτή της φυσιολογικής 
πρωτεΐνης Sec63 (227). Επιπλέον, η εξειδίκευση της σχέσης μεταξύ Sec63 και Kar2, 
δείχθηκε με την χρήση ενός in vitro συστήματος πρωτεΐνικής μετατόπισης με το οποίο 
εξετάστηκε η δυνατότητα της Sec63 να συνεργάζεται πέρα από την hsp70 του Ε.Δ. και 
με την κυτταροπλασματική ή την μιτοχονδριακή ομόλογη της. Τα αποτελέσματα για τις 
δύο τελευταίες υπήρξαν αρνητικά, γεγονός που ερμηνεύεται μέσα από την αποτυχία της 
περιοχής J  της Sec63 να αλληλεπιδρά με άλλες hsp70, πλην αυτής του Ε.Δ. (228,229).

Αν και από τα προηγούμενα διαφαίνεται ότι η εν λόγω ειδικότητα καθορίζεται 
κυρίως από το συνεντοπισμό των πρωτεϊνών hsp40 και hsp70, αυτό δεν είναι απολύτως 
σωστό. Υπάρχουν αποδείξεις, ότι ακόμη και οι πρωτεΐνες hsp70 που εδράζουν στο ίδιο 
κυτταρικό διαμέρισμα, μπορεί να εμφανίζουν διαφορές στις αλληλεπιδράσεις τους με 
μέλη της οικογένειας hsp40. Στο σακχαρομήκυτα για παράδειγμα, από τις δύο 
κατηγορίες κυτταροπλασματικών πρωτεϊνών hsp70, τις Ssa και Ssb πρωτεΐνες, μόνο οι 
πρώτες, συνεργάζονται με την πρωτεΐνη Ydjl (μια πρωτεΐνη της οικογένειας hsp40), 
στην παρεμπόδιση της συσσωμάτωσης μετουσιωμένων πρωτεϊνικών υποστρωμάτων, σε 
in vitro συνθήκες (230). Το αντίστροφο, δείχθηκε ότι ισχύει στο κυτταρόπλασμα των 
θηλαστικών κυττάρων, όσον αφορά την ικανότητα δύο πρωτεϊνών της οικογένειας των 
hsp40, δηλαδή των hdjl και Ydjl, να αναπληρώνουν αποτελεσματικά τη δράση μιας 
άλλης κυτταροπλασματικής πρωτεΐνης hsp40, της οξιλίνης. στην αποσυγκρότηση των 
δικτυωτών της κλαθρίνης, σε συνεργασία με την κυτταροπλασματική πρωτεΐνη hsc70. 
Όπως αποδείχθηκε, οι δύο αυτές πρωτεΐνες hsp40 ήταν όχι μόνο αναποτελεσματικές σε 
αυτή την υποκατάστατη] αλλά μάλλον επέφεραν τα αντίθετα αποτελέσματα, καθώς 
ανέστειλαν την 1ιεο70-εξαρτώμενη διαδικασία αποσυγκρότησης της κλαθρίνης (231). 
Τέλος, κάτι παρόμοιο, δείχθηκε ότι ισχύει και για τις κυτταροπλασματικές hsp40 στα 
κύτταρα θηλαστικών, τις lidj2 και hdjl, όσον αφορά τη συνεργασία τους με την 
κυτταροπλασματική πρωτεΐνη hsc70, για την μεταφορά πρόδρομων πρωτεϊνών στα 
μιτοχόνδρια και την αναδίπλωση χημικά μετουσιωμένης λουσιφεράσης (232). Στα 
πειράματα που έγιναν σε in vitro συνθήκες, φάνηκε ότι εκ των δύο, μόνο η hdj2 ήταν 
αποτελεσματική, στη διεκπεραίωση αυτών των λειτουργιών σε συνεργασία με τη hse70 
(232).
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Εκτός από τις παραλλαγές των αμινοξέων, που παρατηρούνται στις ευαίσθητες 
περιοχές (π.χ. περιοχή J) και επηρρεάζουν την αλληλεπίδραση μελών των Hsp40 και 
Hsp70 οικογενειών, η υπόθεση των δύο σινιάλων (two-signal hypothesis), έρχεται να 
εξηγήσει περαιτέρω, την ειδικότητα σύνδεσης των πρωτεϊνών αυτών (233). Σύμφωνα 
με αυτήν, υπάρχουν τουλάχιστον δύο επιφάνειες ελέγχου πάνω στην hsp70: μία για την 
αλληλεπίδραση με την περιοχή J, μέσω της περιοχής ΑΤΡάσης, και μία άλλη πιθανά για 
πρόσδεση του καρβοξυτελικού άκρου της hsp40 πάνω στην περιοχή πρόσδεσης 
πεπτιδίου της hsp70 (εικ. 7). Αν και, καμμία από τις δύο τελευταίες δεν έχει με 
σαφήνεια προσδιοριστεί, υπάρχουν διάφορες παρατηρήσεις που στηρίζουν αυτήν την 
υπόθεση (54, 122, 150) και εφόσον είναι αληθινή μπορεί να ερμηνεύσει ικανοποιητικά 
το γιατί Πρωτεΐνες hsp40, που εντοπίζονται στο ίδιο διαμέρισμα, εμφανίζουν διαφορές 
στις επιλογές τους για συνεργασία. Όπως είναι γνωστό, οι πρωτεΐνες αυτές, έχουν την 
μεγαλύτερη ομολογία τους εντός της περιοχής J  (φθάνει σε περιπτώσεις και το 50%). 
Αντιθέτως, στο καρβοξυτελικό τους άκρο έχουν ελάχιστη ομολογία, εως καθόλου. Η 
έλλειψη αυτή, ερμηνεύεται ως ικανότητα διπλής εξειδίκευσης: εξειδίκευση σε 
διαφορετικά υποστρώματα και εξειδίκευση σε διαφορετικούς μοριακούς συνοδούς 
(233). Από τα παραπάνω, λοιπόν, προκύπτει ότι η ειδικότητα της σχέσης μεταξύ hsp40 
και hsp70 πρωτεϊνών βασίζεται τόσο στον συνεντοπισμό στο ίδιο κυτταρικό 
διαμέρισμα, όσο και σε εξελικτικές διαφορές της αμινοξικής τους αλληλουχίας 
τουλάχιστον σε δύο διαφορετικές λειτουργικές περιοχές. Παρακάτω παρατίθεται 
πίνακας με παραδείγματα ειδικών αλληλεπιδράσεων μεταξύ μελών των δύο 
οικογενειών (ΠΙΝΑΚΑΣ 1).

1.8) Σκοπός της παρούσας μελέτης

Όπως γίνεται φανερό από τα παραπάνω, η μελέτη της δράσης της hsp70, 
προϋποθέτει την γνώση των συμπαραγόντων με τους οποίους συνεργάζεται καθώς και 
των σχέσεων που τις διέπει. Σκοπός αυτής της μελέτης, είναι ο χαρακτηρισμός και η 
μελέτη ενός νέου μέλους της οικογένειας των πρωτεϊνών hsp40 καθώς και η 
διερεύνηση πιθανών αλληλεπιδράσεων αυτής, με μέλη της οικογένειας των πρωτεϊνών 
hsp70.

Hsp-M)

Εικόνα 7. Σύμφωνα με την υπόθεση των δύο σινιάλων, υπάρχουν δύο αλληλεπιδρώσες 
επιφάνειες μεταξύ των πρωτεϊνών hsp70 και hsp40. Η πρώτη, αφορά την περιοχή 
πρόσδεσης πεπτιδίου της hsp70 και μια περιοχή προς το καρβοξυτελικό άκρο της hsp40, 
η οποία δεν έχει ακόμη προσδιοριστεί. Η αλληλεπίδραση αυτή, Θεωρείται ότι διεγείρει την 
μεταφορά υποστρώματος από την hsp40 στην hsp70. Η δεύτερη αλληλεπιδρώσα 
επιφάνεια, σχηματίζεται από τμήμα της περιοχής ΑΤΡάσης της hsp70 και από την περιοχή 
J  της hsp40. Η δεύτερη αλληλεπίδραση Θεωρείται όιι διεγείρει τη δραστικότητατης 
ΑΤΡάσης και συνάμα το «κλείδωμα» του υποστρώματος στην περιοχή πρόσδεσης 
πεπτιδίου της hsp70.(Από Suh W-C et al,1999, J.Biol.Chem. 274, 30538)
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2 .1) ΤΕΧΝ ΙΚ ΕΣ ΑΝ ΑΣΥΝ ΔΥΑΣΜ ΕΝ Ο Υ DNA

2.1 .1 ) Πλασμιδιακοί φορείς και βακτηριακά στελέχη ξενιστές
Οι πλασμιδιακοί φορείς που χρησιμοποιήθηκαν για την κλωνοποίηση

ευκαρυωτικών γονιδίων είναι οι εξής:

α) pBluescript SK  και KS (Stratagene). Αυτά τα φαγίδια-φορείς (εικ. 8), που
προέρχονται από τον φορέα pUC 19, προσφέρουν τις εξής δυνατότητες:
•  περιοχή κλωνοποίησης (MCS), εκατέρωθεν της οποίας, βρίσκονται οι υποκινητές 

των Τ3 και Τ7 φάγων, δίνοντας τη δυνατότητα, της in vitro μεταγραφής του 
κλωνοποιημένου γονιδίου

•  τμήμα του γονιδίου lacZ, το οποίο επιτρέπει τη δοκιμή α-συμπληρωματικότητας 
για την επιλογή των βακτηριακών αποικιών που φέρουν τους ανασυνδυασμένους 
φορείς με βάση το χρώμα τους (λευκό ή γαλάζιο)

•  θέση έναρξης της αντιγραφής του ινώδους φάγου fl (fl origin), η οποία επιτρέπει 
την in vivo παραγωγή μονόκλωνων ανασυνδυασμένων φαγιδίων, όταν το κύτταρο 
ξενιστής που φέρει το φαγίδιο-φορέα pBluescript Π συνμολυνθεί με ένα ινώδη 
βοηθό φάγο

•  γονίδιο που προσφέρει ανθεκτικότητα έναντι στο αντιβιοτικό αμπικιλλίνη
•  θέση έναρξης της αντιγραφής (ori), ColEl που χρησιμοποιείται απουσία του 

βοηθού φάγου

ColEl origin (1032-1972bp) 4ft III (1154)

Εικ. 8 Σχηματική αναπαράσταση του πλασμιδιακού φορέα pBluescript II KS
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Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν ως ξενιστές των φορέων 
pBluescript II, είναι τα MC1061 [hsdR2 hsdM* hsdS+ araD139 A(ara-leu)7697 
A(LAC)x74 galE15 gaIKI6 rpsL (Strr) mcrA mcrBl] και τα JM 109 [F’ traD36 proA+ 
proB+ laclq lacZAM15/recAl endAl gyrA96 (Nalr) thi hsdR17 supE44 relAl A(lac- 
proAB) mcrA], Και τα δύο αυτά, που αποτελούν τροποποιημένες μορφές του 
βακτηρίου E.coli, χρησιμοποιήθηκαν εξαιτίας της ικανότητας τους να παράγουν 
συγκριτικά μεγάλες ποσότητες πλασμιδιακού DNA, όταν μετασχηματίζονται από τους 
παραπάνω φορείς

β) pQE (Qiagen). Οι φορείς αυτοί (εικ. 9), που ανήκουν στην οικογένεια πλασμιδίων 
pDS, χαρακτηρίζονται ως πλασμίδια χαμηλού αριθμού αντιγράφων και έχουν τις 
ακόλουθες ιδιότητες:
•  ρυθμιστικά στοιχεία που αποτελούνται από τον υποκινητή (promoter) του φάγου Τ5 

(ο οποίος αναγνωρίζεται από την RNA πολυμεράση του E.coli) και από δύο 
αλληλουχίες χειριστή (operator), στις οποίες προσδένεται ο καταστολέας lac, ο 
οποίος έτσι καταστέλει αποτελεσματικά τον ισχυρό υποκινητή Τ5

•  συνθετική θέση πρόσδεσης του ριβοσώματος, RBSII, που εξασφαλίζει υψηλούς 
ρυθμούς μετάφρασης

•  αλληλουχία κωδικοποίησης έξι συνεχόμενων ιστιδινών είτε στο 5'είτε στο 3 άκρο 
της περιοχής κλωνοποίησης

•  περιοχή κλωνοποίησης (polylinker) και κώδικά λήξης σε όλα τα αναγνωστικά 
πλαίσια

•  δύο αλληλουχίες μεταγραφικού τερματισμού, η to , προερχόμενη από τον φάγο 
λάμδα και η ΤΙ, προερχόμενη από το οπερόνιο rmB του E.coli

•  το γονίδιο της β-λακταμάσης (bla), το οποίο προσφέρει αντίσταση έναντι στο 
αντιβιοτικό αμπικιλλίνη

•  θέση έναρξης της αντιγραφής (ori), ColEl

Xhol (0/3462)

polylinker/ 
6xHis tag 
(145-187)

Ε ικ . 9  Σ χη μ α τικ ή  α ιη χ α ρ ά σ τ α σ η  το ν  κ λα σ μ ιό ια κ ού  φ ο ρ έα  p Q E
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Τα βακτηριακά στελέχη, που χρησιμοποιήθηκαν ως ξενιστές των φορέων pQE, 
είναι τα M15[pREP4] και SG13009[pREP4], τα οποία βασίζονται στο στέλεχος ΚΙ 2 
(Nals, Strs, Rif6, Lac', Ara’, Gal', Mtl', F’, RecA+, Uvr+, Lon*·) του βακτηρίου E.coli. To 
χαρακτηριστικό των στελεχών αυτών, είναι όη φέρουν το πλασμίδιο pREP4, το οποίο 
περιελαμβάνει το γονίδιο lacl που κωδικοποιεί για τον καταστολέα lac. Μετάλλαξη στο 
γονίδιο lacl (laclq) εξασφαλίζει την αδιάφορη έκφραση του καταστολέα lac, με 
αποτέλεσμα, τη συνεχή καταστολή της έκφρασης της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης από 
τους φορείς pQE. Η έκφραση η]ς πρωτεΐνης επάγεται παρουσία του ισοπροπυλ-β-D- 
θιογαλακτοζιδίου (IPTG), το οποίο και δεσμεύεται στον καταστολέα lac και τον 
ανενεργοποιεί, επιτρέποντας έτσι στην RNA πολυμεράση του κυττάρου ξενιστή να 
δεσμευτεί στον υποκινηηί Τ5 του φορέα pQE.

2.1.2) Θρεπτικά υλικά και συνθήκες καλλιέργειας βακτηρίων

Η καλλιέργεια των προαναφερθέντων βακτηριακών στελεχών έγινε τόσο σε υγρή 
όσο και σε στερεά μορφή. Και στις δύο περιπτώσεις, χρησιμοποιήθηκε το 
εμπλουτισμένο θρεπτικό μέσο γνωστό ως Luria Bertani (LB) [1% (w/v) bactotryptone, 
0.5% (w/v) yeast extract, 1% (w/v) NaCl], το οποίο μετά την παρασκευή του 
αποστειρώθηκε και διατηρήθηκε σε θερμοκρασία δωματίου (Θ.Δ.), μέχρι την χρήση 
του.

Η ανάπτυξη των υγρών καλλιεργειών έγινε σε ειδικό κλίβανο τροχιακής 
περιστροφής (model G25, Scientific Co. Inc.), στους 37°C και υπό έντονη ανάδευση 
(-200 rpm), ώστε να εξασφαλίζεται ο κατάλληλος αερισμός των βακτηρίων.

Για την ανάπτυξη στερεών καλλιεργειών σε τρυβλία Petri, στο LB προστέθηκε 
άγαρ σε ποσοστό 1 .5% (w/v) και μετά την αποστείρωση του, εκχύθηκε στα στείρα 
τρυβλία. Η προσθήκη αντιβιοτικών στο θρεπτικό μέσο, προκειμένου να επιλεγούν οι 
μετασχηματισμένοι βακτηριακοί κλώνοι, έγινε αφού το υλικό αφέθηκε να ψυχθεί μέχρι 
τους ~50°C και όχι κάτω από τους 45°C, που είναι η θερμοκρασία στερεοποίησης του 
άγαρ. Η ανάπτυξη των αποικιών έγινε στους 37°C και για τουλάχιστον 12 h μετά την 
τοποθέτηση των τρυβλίων σε επωαστικό κλίβανο (Memmert).

Στον παρακάτω πίνακα παρατίθενται οι συγκεντρώσεις εργασίας των πιο κοινών 
αντιβιοτικών που χρησιμοποιήθηκαν:

Συγκέντρωση 
αποθήκευσης (mg/ml)

Συγκέντρωση 
εργασίας (pg/ml)

Αμπικιλλίνη 10 100
Καναμυκίνη 25 25
Τετρακυκλίνη 5 15

Τέλος, η μακροπρόθεσμη αποθήκευση των βακτηριακών στελεχών έγινε σε 
μικροφυγοκεντρικούς σωλήνες, με την προσθήκη 0.85 ml καλλιέργειας και 0.15 ml 
αποστειρωμένης γλυκερόλης κάτω από ασηπτικές συνθήκες. Το μίγμα αυτό 
αναδεύτηκε και αφού τοποθετήθηκε στους - 20°C για 24 h μεταφέρθηκε συνέχεια στους 
- 70°C.

2.1.3) Παρασκευή βακτηριακών κυττάρων επιδεκτικά προς μετασχηματισμό και 
μετασχηματισμός αυτών

Προκειμένου να παρασκευαστούν βακτηριακά κύτταρα επιδεκτικά προς 
μετασχηματισμό, ακολουθήθηκε η μέθοδος του Inoue (234), σύμφωνα με την οποία:
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•  Βακτηριακά κύτταρα (όγκου -10 0  μΐ) ανασύρονται από την βαθιά κατάψυξη (- 
70°C), προστίθενται σε 10 ml υγρού LB και καλλιεργούνται για περίπου 12 h

•  με 5 ml της παραπάνω καλλιέργειας, μολύνονται 250 ml αποστειρωμένου 
διαλύματος SOB [2% (w/v) bactotryptone, 0.5% (w/v) yeast extract, 10 mM NaCl, 
2.5 mM KC1 10 mM MgCL, 10 mM MgS04] και ακολουθεί επώαση στις ίδιες 
συνθήκες, μέχρι η καλλιέργεια να βρεθεί σε εκθετική φάση ανάπτυξης. Η 
παρακολούθηση της βακτηριακής ανάπτυξης, γίνεται με λήψη, ανά τακτά χρονικά 
διαστήματα, δειγμάτων του 1ml και μέτρησης της οπτικής πυκνότητας αυτών στα 
600 nm. Όταν, η οπτική πυκνότητα της καλλιέργειας λάβει τη τιμή 0.6,

•  ακολουθεί επώαση στον πάγο για 10 min
•  στη συνέχεια, το εναιώρημα μεταφέρεται σε αποστειρωμένους φυγοκεντρικούς 

σωλήνες Corex των 30 ml και φυγοκεντρείται στις 5000 rpm, σε φυγοκεντρική 
κεφαλή SS34 (Sorval) για 10 min στους 4°C

•  το υπερκείμενο απομακρύνεται και το ίζημα επαναιωρείται σε 20 ml 
αποστειρωμένου διαλύματος ΤΒ (10 mM pipes, 55 mM MnCb, 15mM CaCb, 
250mM KC1), το οποίο έχει, προηγουμένως, ψυχθεί στους 4°C

•  στο εναιώρημα, προστίθεται παγωμένο DMSO σε τελική συγκέντρωση 7%, 
αναδεύεται και μοιράζεται σε κλάσματα των 50-500 μΐ τα οποία και 
αποθηκεύονται για μακροπρόθεσμη χρήση στους - 70°C

Τα υπερ-επιδεκτικά βακτήρια που παρασκευάζονται με την παραπάνω τεχνική, 
είναι 100-1000 φορές πιο επιδεκτικά σε μετασχηματισμό, σε σχέση με αυτά που 
παρασκευάζονται με την κοινή μέθοδο του ασβεστίου. Για το λόγο αυτό, ο 
μετασχηματισμός τους πραγματοποιείται με την εξής σύντομη διαδικασία:
•  τα τρυβλία επιλογής (με LB και το αντίστοιχο αντιβιοτικό), πάνω στα οποία θα 

επιστρωθούν τα βακτήρια προς μετασχηματισμό, τοποθετούνται σε κλίβανο 
προκειμένου να προθερμανθούν στους 37°C

•  ανασύρουμε από την βαθιά κατάψυξη (-70°C) τα υπερ-επιδεκτικά κύτταρα και τα 
αφήνουμε να αποψυχθούν στον πάγο

•  προσθέτουμε στο υγρό εναιώρημα των κυττάρων -  10 ng του πλασμιδιακού φορέα 
με τον οποίο θα μετασχηματιστούν και ακολουθεί επώαση στον πάγο για 5 min

•  το μίγμα, βακτηρίων-φορέα, μεταφέρεται υπό ασηπτικές συνθήκες στο 
προθερμασμένο άγαρ και απλώνεται ομοιόμορφα πάνω σε αυτό (σπορά)

•  ακολουθεί επώαση σε επωαστικό κλίβανο, στους 37°C, για την εμφάνιση των 
μετασχηματισμένων βακτηριακών κλώνων

2.1.4) Παρασκευή μικρής κλίμακας πλασμιδιακού DNA

Προκειμένου να παρασκευάσουμε πλασμιδιακό DNA μικρής ποσότητας, 
χρησιμοποιήσαμε τροποποίηση της μεθόδου της αλκαλικής λύσης των βακτηρίων, των 
Ish-Horowicz και Burke (235), σύμφωνα με την οποία:
•  μετά την επιλογή των μετασχηματισμένων βακτηριακών αποικιών, 10-20 από αυτές 

μεταφέρονται, κάθε μία χωριστά και υπό ασηπτικές συνθήκες, από την 
επιφάνεια του τρυβλίου σε αντίστοιχο αριθμό πλαστικών σωληνάριων rcov 10 ml. 
τα οποία περιέχουν 5 ml LB και αντιβιοτικό. Ακολουθεί ανάπτυξη των βακτηρίων 
στους 37°C, υπό ανακίνηση

• 1.5 ml από κάθε καλλιέργεια, μεταφέρεται σε μικροφυγοκειτρικό σωλήνα ενώ το 
υπόλοιπο των καλλιεργειών συντηρείται στους 4°C. Τα δείγματα φυγοκειτροιηται 
για 5 min, στις 12000 rpm, σε Θ.Δ.
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•  το υπερκείμενο απομακρύνεται και το ίζημα επαναιωρείται σε 100 μΐ διαλύματος 1 
(50 mM Glucose, 25 mM Tris -  HClpH 8.0, 10 mM HOT Λ). Στο εναιώρημα 
προστίθενται 200 μΐ διαλύματος 11 |0.2 Ν NaOll, 1% (\ν/ν) SOS], 150 μΙ 
διαλύματος 111 (2.5Μ CHjCOONa) και το προκύπτον διάλυμα αναμιγνύεται ήπια

• ακολουθεί φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες και το υπερκείμενο μεταφέρεται σε 
νέο σωλήνα, όπου και εκχυλίζεται με διπλάσιο όγκο διαλύματος, αποτελούμενο από 
ίσες ποσότητες εξισορροπημένης φαινόλης και διαλύματος χλωροφορμίου/ 
ισοαμυλικής αλκοόλης (24: 1). Η εκχύλιση γίνεται με έντονη ανάδευση και 
φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες

• η προκύπτουσα υδάτινη φάση μεταφέρεται σε νέο μικροφυγοκεντρικό σωλήνα, 
όπου Αναμιγνύεται με ίσο όγκο ισοπροπανύλης, προκειμένου να καταβυθιστεί το 
πλασμιδιακό DNA. Αμέσως, ακολουθεί φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες

• το ίζημα εκπλένεται σε 1 ml διαλύματος 70% αιθανόλης, επαναφυγοκεντρείται και 
ξηρένεται σε φυγοκεντρικά συμπυκνωτή κενού (Speed Vac. Concentrator 
SVC100H SAVANT)

. ·  το αποξηραμένο ίζημα επαναιωρείται σε 20 μΐ διαλύματος ΙΈ (10 mM Tris -  11C 1,
1 mM EDTA) και ελέγχεται, αφού υποστεί πέψη με ανάλογο περιοριστικό ένζυμο, 
με ηλεκτροφύρηση σε πηκτή αγαρόζης. Πριν την ηλεκτροφόρηση, γίνεται επώαση 
του δείγματος με ριβονουκλεάση Λ (σε τελική συγκέντρωση 1 μμ/μΙ), για 10 min σε 
Θ.Δ. προκειμένου να αποικοδομηΟεί το βακτηριακό RN A 

Μετά την πιστοποίηση αυτί), η καλλιέργεια των βακτηρίων που φέρουν τον επιθυμητό 
πλασμιδιακό φορέα χρησιμοποιείται για την παρασκευή μεγάλης κλίμακας του 
συγκεκριμένου πλασμιδιακού DNA

2.1.5) Παρασκευή μεγάλης κλίμακας πλασμιδιακού DNA

• Η απομόνωση μεγάλης ποσότητας πλασμιδιακού DNA βασίζεται στην μέθοδο της 
αλκαλικής λύσης των βακτηρίων, που περιγράφηκε παραπάνω, και έχει ως εξής:
•  500 ml LB/αντιβιοτικού ενοφθαλμίζονται με 100 μΙ της καλλιέργειας το>ν 

βακτηρίων που φέρουν τον πλασμιδιακό φορέα που μας ενδιαφέρει και ακολουθεί 
επώαση στους 37°C υπό ανακίνηση

•  την επόμενη μέρα, η καλλιέργεια μοιράζεται σε φυγοκεντρικούς σωλήνες των 250 
ml και τα βακτήρια συλλέγονται με φυγοκέντρηση σε κεφαλή GSA (SORVALL) 
στις 5500 rpm, για 15 min και στους 4°C

• το ίζημα των βακτηρίων επαναιωρείται σε 20 ml παγωμένου διαλύματος I- 
έτσι ώστε να μην υπάρχουν συσσωματώματα κυττάρων- και στο προκύπτον 
εναιώρημα προστίθενται αλλά 20 ml διαλύματος 1, εμπλουτισμένου με 4 mg/ml 
λυσοζύμης. Ακολούθως, προστίθενται 60 ml διαλύματος II, το εναιώρημα 
αναμιγνύεται και προστίθενται 60 ml παγωμένου διαλύματος III

• μετά από 10 min επώασης στον πάγο, το αιώρημα υφίσταται φυγοκέντρηση στις 
ίδιες συνθήκες, όπως προηγουμένως, και το υπερκείμενο διηθείται με τη βοήθεια 
μουσελίνας και επαναφυγοκεντρείται

•  το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο δοχείο και το πλασμιδιακό Ι)ΝΛ αμέσως, 
καταβυθίζεται με την προσθήκη 80 ml ισοπροπανόλης και επώαση για 30 min σι: 
Θ.Δ. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 30 min και το ίζημα επαναιωρείται σε 0.5ml 
διαλύματος ΊΈ, pH 8.0, και μεταφέρεται σε σωλήνα Corex των 30 ml. Στο διάλυμα 
προστίθενται 10.2 gr CsCl και μετά από έντονη ανάδευση λαμβάνει χώρα 
φυγοκέντρηση στις 10.000 rpm για 10 min στους 20°C
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•  μετά την φυγοκέντρηση συλλέγεται με προσοχή το διαυγές διάλυμα του CsCl και 
του DNA και μεταφέρεται σε νέο Corex. Στο διάλυμα προστίθενται 600 μΐ 
διαλύματος βρωμισύχου αιθιδίου (10 mg/ml) και ελέγχεται ο δείκτης διάθλασης 
του σε διαθλασίμετρο (ATAGO Co). Μετά τη ρύθμιση αυτού, κοντά στην τιμή 
1 .394, το διάλυμα μοιράζεται σε αμπούλες των 5ml (BECKMAN), οι οποίες 
σφραγίζονται με θερμοκόλληση και ακολουθεί φυγοκέντρηση σε κεφαλή VTI 65, 
στις 45000 rpm για 16 —18 min στους 20°C

•  μετά το τέλος της φυγοκέντρησης, η ζώνη εστιασμού του υπερελικωμένου 
πλασμιδιακού DNA εντοπίζεται, αφαιρείται με τη βοήθεια σύριγγας των 2.5 ml και 
μεταφέρεται σε Corex των 15 ml

•  το βρωμιούχο αιθίδιο απομακρύνεται από το διάλυμα, μετά από διαδοχικές 
εκπλύσεις, με ίσο όγκο βουτανόλης κορεσμένης με νερό (ddHaO). Στο τέλος αυτής 
της διαδικασίας και μετά την απόρριψη της τελικής οργανικής φάσης προκύπτει 
ένα διαυγές διάλυμα, του οποίου ο τελικός όγκος γίνεται 7 ml με προσθήκη νερού. 
Σε αυτά προστίθενται ίσος όγκος ισοπροπανόλης και μετά την ανάμιξη το διάλυμα 
αφήνεται στους - 70°C για 60 min, προκειμένου να κατακρημνιστεί το πλασμιδιακό 
DNA

•  ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 10000 rpm, για 30 min, στους 4°C, απομάκρυνση 
του υπερκείμενου, ξήρανση και επαναιώρηση του ιζήματος σε 400 μΐ διαλύματος 
ΤΕ, pH 8.0. Το διάλυμα μεταφέρεται σε μικροφυγοκεντρικό σωλήνα όπου 
προστίθενται 20 μΐ NaCl (5Μ), 1000 μΐ αιθανόλης (100%) και αφήνεται στους -  
70°C για 30 min προκειμένου να κατακρημνιστεί το DNA.

•  τελικά, το διάλυμα φυγοκεντρείται στις 12000 rpm για 10 min και το προκύπτον 
ίζημα εκπλένεται με διάλυμα αιθανόλης (70%), ξηραίνεται στον φυγοκεντρικό 
συμπυκνωτή κενού και επαναιωρείται σε 500 μΐ διαλύματος Τ.Ε.

Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης του διαλύματος του απομονωμένου DNA γίνεται με 
φωτομέτρηση δείγματος αυτού, στα 260 nm και με βάση τη σχέση:

1 μονάδα οπτικής πυκνότητας = 50 μ§ DNA/mj 
Ο έλεγχος της παρασκευής πραγματοποιείται μετά από πέψη του DNA με κατάλληλο 
περιοριστικό ένζυμο και ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης.

2.1.6) Διαχωρισμός θραυσμάτων DNA και ανάκτηση αυτών από πηκτή αγαρόζης

Στο διαχωρισμό, μέσω ηλεκτροφόρησης, θραυσμάτων πλασμιδιακού DNA 
μεγέθους μικρότερου των 7 ΚΒ και μεγαλύτερου των 0.2 ΚΒ χρησιμοποιήθηκαν' 
πηκτές αγαρόζης σε διάλυμα ΤΒΕ [10.8% (w/v) Tris-HCl, 5.5% (w/v) boric acid, 20 
mM EDTA] με συγκεντρώσεις από 0.8% ως 1 .5% (w/v), σύμφωνα με τον παρακάτω 
πίνακα:

Αγαρόζη Εύρος αποτελεσματικού διαχωρισμού
. - (%) γραμμικών θραυσμάτων DNA (ΚΒ)

0.7 12 ως 0.8
1.0 10 ως 0.5
1.2 7 ως 0.4
1.5 3 ως 0.2

Για την παρασκευή της πηκτής αγαρόζης, το μίγμα αγαρόζης/ΤΒΕ θερμαίνεται 
μέχρι τους ~ 60°C και λίγο πριν την στερεοποίηση του (~50°C), προστίθεται ποσότητα 
βρωμιουχού αιθιδίου σε τελική συγκέντρωση 10 pg/ml. Στη συνέχεια, το διάλυμα 
αφήνεται να δημιουργήσει επίπεδη πηκτή σε οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης (π.χ. 
HORIZON 58, GIBCO BRL). Σαν διάλυμα ηλεκτροφόρησης χρησιμοποιείται το ΤΒΕ,
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ενώ τα δείγματά DNA αναμιγνύονται, πριν την ηλεκτροφόρηση, με διάλυμα φόρτωσης 
(6Χ) [50% (ν/ν) glycerol, 0.1% (w/v) bromophenol blue σε αναλογία 5:1 ] και 
ηλεκτροφορούνται παράλληλα με δείγμα τμημάτων DNA πρότυπων μοριακών βαρών 
(1ΚΒ ladder, G1BCO BRL). Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε Θ.Δ., υπό σταθερή 
τάση, και ακολουθεί παρατήρηση της πηκτής σε συσκευή υπεριώδους ακτινοβολίας 
(UV transiltiminator, Ultra Violet Products Inc.)

Η ανάκτηση των θραυσμάτων DNA από την πηκτή αγαρόζης έγινε με την βοήθεια 
του πακέτου υλικών (kit) Mini Elute Gel Extraction (QIAGEN) και σύμφωνα με τις 
υποδείξεις της κατασκευάστριας εταιρείας. Τα κύρια χαρακτηριστικά της μεθόδου είναι 
τα εξής:
• Η ζώνη εστιασμού του θραύσματος DNA αφαιρείται από την πηκτή και 

τοποθετείται σε μικροφυγοκεντρικό σωλήνα όπου προστίθεται διάλυμα υψηλής 
συγκέντρωσης χαοτροπικών αλάτων, με pH < 7,5. Ακολουθεί η διαλυτοποίηση της 
πηκτής, κατόπιν θέρμανσης του υλικού στους 50°C για 10 λεπτά, το DNA που 
απελευθερώνεται στο διάλυμα, δεσμεύεται μετά από σύντομη φυγοκέντρηση σε 
μεμβράνη διοξειδίου του πυριτίου και ακολουθεί στάδιο έκπλυσης για την 
απομάκρυνση των άχρηστων υλικών (π.χ. αγαρόζης, ενζύμων, κ.α.), τα οποία δε 
δεσμεύονται στην μεμβράνη

• τέλος, το DNA εκλούεται από την μεμβράνη με τη βοήθεια διαλύματος χαμηλής 
συγκέντρωσης αλάτων και με pH 8.5 μετά από σύντομη φυγοκέντρηση

2.1.7) Κατασκευή ανασυνδυασμένων μορίων DNA (κλωνοποίηση)

Με την βοήθεια ενδονουκλεασών και άλλων ενζύμων πραγματοποιήθηκε η 
κατασκευή ανασυνδυασμένων μορίων DNA (κλωνοποίηση) με την εξής διαδικασία:
• το προς ένθεση τμήμα DNA, όπως και ο πλασμιδιακός φορέας στον οποίο 
. πρόκειται να κλωνοποιηθεί, υφίστανται πέψη με ανάλογα περιοριστικά ένζυμα για

τη δημιουργία συμβατών άκρων
• ο έλεγχος των προϊόντων της πέψης γίνεται με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

και ακολουθεί απομόνωση αυτών όπως προαναφέρεται (εν. 2.1.6)
• πριν την αντίδραση σύνδεσης των θραυσμάτων DNA προηγείται 

αποφωσφορυλίωση των άκρων του πλασμιδιακού φορέα, στην περίπτωση που 
αυτά είναι συμπληρωματικά (π.χ. μετά από πέψη με μόνο ένα περιοριστικό 
ένζυμο). Έτσι, εξασφαλίζεται ότι κατά την αντίδραση σύνδεσης αυτά δεν θα 
επανασυνδεθούν. Η απομάκρυνση των 5 ' φωσφορικών ομάδων από τα άκρα του 
πλασμιδιακού φορέα, γίνεται με επώαση αυτού με κατάλληλη φωσφατάση (CIAP), 
στους 37°C, για 30 min. Την επώαση ακολουθεί ανενεργοποίηση του ενζύμου με 
προσθήκη διαλύματος EDTA, σε τελική συγκέντρωση 10 mM και θέρμανση στους 
65°C

• κατά την αντίδραση σύνδεσης, ένθεμα και πλασμιδιακός φορέας, αναμιγνύονται σε 
αναλογία 3:1 και σε ποσότητες που καθορίζονται από την παρακάτω σχέση:

ποσότητα φορέα (ng) x μέγεθος ενθέαατος (ΚΒ) χ αναλογία μορίων ενθέιιατος 
μέγεθος φορέα (ΚΒ) φορέα

= ποσότητα ενθέματος (ng)

η αντίδραση πραγματοποιείται σε τελικό όγκο 10 μξ παρουσία Ιμΐ DNA λιγάσης 
(5 u) και Ιμΐ ΑΤΡ (10 mM) για 12 h περίπου στους 16°C

• τα προϊόντα της σύνδεσης χρησιμοποιούνται για τον μετασχηματισμό επιδεκτικών 
βακτηρίων. Η επιλογή των μετασχηματισμένων βακτηριακών κλώνων που φέρουν
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το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο γίνεται σε τρυβλία που φέρουν στερεό άγαρ και το
ανάλογο αντιβιοτικό

2.1 .8) Ανάγνωση αλληλουχίας βάσεων DNA (DNA sequencing)

Η ανάγνωση της αλληλουχίας των βάσεων του DNA βασίστηκε στην μέθοδο του 
τερματισμού αλυσίδας (chain termination method) των Sanger, Niklen και Coulson 
(236) και πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια του πακέτου υλικών της USB (sequenase 
version 2.0 DNA sequencing kit). Πιο συγκεκριμένα, η μέθοδος μπορεί να διαχωριστεί 
στα εξής στάδια:
1 . Αποδιάταξη του δίκλωνου μορίου DNA (denaturation)

Ποσότητα 1-8 pg δίκλωνου DNA, του οποίου οι βάσεις πρόκειται να 
αναγνωσθούν, αποδιατάσσεται προκειμένου να δημιουργηθούν μονόκλωνα μόρια 
DNA. Η αποδιάταξη επιτυγχάνεται με την προσθήκη διαλύματος 2 Μ NaOH και 2 mM 
EDTA σε αναλογία 1:10  του όγκου του διαλύματος του DNA και επώαση στους 37°C 
για 30 min . Κατόπιν, το διάλυμα ουδετεροποιείται με προσθήκη 0.1 όγκων διαλύματος 
3 Μ NaCOOH pH 4.5- 5.5 και το αποδιατεταγμένο DNA καταβυθίζεται με 2 Vz όγκους 
αιθανόλης (100%) στους - 70°C για 15 min. Ακολουθεί φυγοκέντρηση, έκπλυση του 
ιζήματος με διάλυμα 70% αιθανόλης, ξήρανση και επαναιώρηση του DNA σε 7 μΐ 
απεσταγμένου νερού
2. Αντίδραση σύνδεσης του DNA και του εκκινητή (annealing)

Στο αποδιατεταγμένο DNA (7μ1) προστίθενται 2 μΐ ρυθμιστικού διαλύματος 
αντίδρασης και 25 ng εκκινητή, έτσι ώστε ο τελικός όγκος της αντίδρασης να είναι 10 
μΐ. Το διάλυμα θερμάνθηκε στους 65°C για 2 min και αφέθηκε να κρυώσει αργά, για 
περισσότερο από 30 min, σε Θ.Δ.
3 . Ραδιενεργός σήμανση του εκκινητή (labeling reaction)

Μόλις η θερμοκρασία του διαλύματος σύνδεσης φθάσει τους 30°C, προστίθενται 1 
μΐ διαλύματος 0,1 Μ DTT, 2 ,μΐ αραιωμένου-σε αναλογία 1 :5-διαλύματος μη 
ραδιενεργών δεοξυριβονουκλεοτιδίων, 0.5 μΐ 35S-dATP και 2 μΐ αραιωμένης-σε 
αναλογία 1 :8-DNA πολυμεράσης (sequenase version 2.0). Ακολουθεί επώαση για 5 
min, σε Θ.Δ.
4. Τερματισμός των νεοσυντιθέμενων αλυσίδων (termination reactions)

Μετά το τέλος της επώασης, ποσότητες 3.5 μΐ του παραπάνω διαλύματος, 
μεταφέρονται σε τέσσερις μικροφυγοκεντρικούς σωλήνες, που ο καθένας περιέχει 
διαφορετικό ddNTP σε μίγμα όγκου 2.5 μΐ με τα υπόλοιπα τρία dNTP και τα οποία 
είχαν προθερμανθεί στους 37°C, για ένα λεπτό. Ακολουθεί επώαση στους 37°C. για 5 
min και οι αντιδράσεις τερματίζονται με την προσθήκη 4 μΐ διαλύματος τερματισμού 
(95% φορμαμίδιο, 20 mM EDTA , 0,05% μπλε της βρωμοφαινόλης, 0,05% κυανόλη 
της ξυλόλης) και μεταφορά στον πάγο.

Τα προϊόντα της αντίδρασης ηλεκτροφορούνται σε πηκτή υψηλής διαχωριστικής 
ικανότητας, υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Για το σκοπό αυτό, παρασκευάζεται μίγμα 
αποτελούμενο από:

Ουρία 50 gr (8.3 M)
ΤΒΕ ( 1 Ο χ ) 10 ml
30% ακρυλαμίδιο -  2% δις ακρυλαμίδιο 15 ml (5%)
dH20 40 ml
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Το μίγμα αφήνεται να διαλυτοποιηθεί σε Θ.Δ., υπό ανάδευση, για περίπου 30 min. 
Στη συνέχεια, το διάλυμα διηθείται (με φίλτρο 0.45 nm) και μεταφέρεται στον πάγο 
όπου αμέσως προστίθενται 600 μΐ διαλύματος 10% AMPER και 40 μΐ TEMED. 
Ακολουθεί σύντομη ανάδευση και το διάλυμα χύνεται προσεκτικά μεταξύ των πλακών 
ηλεκτροφόρησης. Ο πολυμερισμός της πηκτής γίνεται σε Θ.Δ., για περίπου 30 min. Το 
σύστημα πλακών-πηκτής τοποθετείται στη συσκευή ηλεκτροφόρησης (BRL 
Sequencing apparatus) και ηλεκτροφορείται υπό σταθερή τάση 1800 Volt, εως ότου η 
θερμοκρασία της πηκτής ανέλθει στους 52°C περίπου. Πριν την ηλεκτροφόρηση τους, 
τα δείγματα θερμαίνονται στους 100°C για 2 min και ποσότητα 2.5 μΐ από το καθένα 
ηλεκτροφορείται, υπό μεταβαλλόμενη τάση, ανάλογα με τη θερμοκρασία της πηκτής, η 
οποία σε ολη τη διάρκεια της ηλεκτροφόρησης διατηρείται στους 52°C.

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, οι πλάκες αποχωρίζονται και η πηκτή 
μονιμοποιείται με ψεκασμό διαλύματος 5% οξικού οξέος και 10% μεθανόλης. Στη 
συνέχεια η πηκτή προσκολλάται σε χαρτί 3ΜΜ και ξηραίνεται υπό κενό σε 
θερμοκρασία 80°C για περίπου 60 min σε ξηραντήρα (Biorad model 112 5 Β). Στη 
συνέχεια, η ξηραμένη πηκτή εκτίθεται για ακτινογραφία, σε κασσέτα ακτινογραφίας 

* (KODAK X-OMATIC) με την χρήση φϊλμ αυτοραδιογραφίας (KODAK X-OMATAR) 
για τουλάχιστον 12 h στους - 70°C. Η εμφάνιση του φίλμ γίνεται με την βοήθεια του 
συστήματος KODAK (Kodak X Ray Developer, Kodak X Ray Fixer ).

2.1 .9) Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης χρησιμοποιήθηκε στους εξής πειραματικούς 
σκοπούς:
α) Κλωνοποίηση γονιδίων κυττάρων θηλαστικών σε κατάλληλους φορείς έκφρασης, 
προκειμένου να γίνει δυνατή η απομόνωση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης από 
βακτήρια
β) Δημιουργία ραδιενεργά σημασμένων μονόκλωνων τμημάτων των παραπάνω 
γονιδίων, που χρησιμοποιήθηκαν στην ανάγνωση της αλληλουχίας των βάσεων τους 

Σε κάθε περίπτωση, η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης αποτελούνταν από τα 
εξής διαδοχικά στάδια:
I) Αποδιάταξη (denaturation) του δίκλωνου μορίου DNA
Κατά το στάδιο αυτό το δίκλωνο DNA εκμαγείο αποδιατάσσεται στους 94°C για 
περίπου 0.5-2 min
II) Σύνδεση (annealing) του DNA και των εκκινητών (primers)
Στο στάδιο αυτό, η θερμοκρασία της αντίδρασης μειώνεται μέχρι περίπου τους 50-  
60°C, έτσι ώστε να δοθεί η δυνατότητα στους εκκινητές να συνδεθούν με τις 
συμπληρωματικές προς αυτούς αλληλουχίες του DNA εκμαγείου. Η χρονική διάρκεια 
του στάδιου αυτού είναι ανάλογα 0.5-2 min
III) Επιμήκυνση (extension) των εκκινητών και σύνθεση νέων αλυσίδων. Στο στάδιο 
αυτό, η θερμοκρασία της αντίδρασης ανέρχεται και πάλι έτσι ώστε να λάβει τη τιμή της 
βέλτιστης θερμοκρασίας δράσης του ενζύμου, που χρησιμοποιείται στον πολυμερισμό 
και που είναι συνήθως η Taq DNA πολυμεράση. Η χρονική διάρκεια αυτού του 
σταδίου εξαρτάται άμεσα από το επιδιωκόμενο μήκος του τελικού προϊόντος σε 
συνδυασμό με την αποδοτικότητα του ενζύμου, η οπαία για το συγκεκριμένο ένζυμο 
ανέρχεται στις 1000 bp/min.

Η παραπάνω αντίδραση, αφού ολοκληρωθεί, επαναλαμβάνεται σε διαδοχικούς 
κύκλους, ο αριθμός των οποίων εξαρτάται κυρίως από την ποσότητα και την 
καθαρότητα του επιδιωκόμενου προϊόντος (συνήθως κυμαίνεται μεταξύ 20- 30).
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Για την πραγματοποίηση μιας τυπικής αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης 
χρησιμοποιούνται τα εξής υλικά:

Συστατικά Ποσότητες ανά αντίδραση (μΐ)
DNA εκμαγείο (10 ng/μΐ) 10.0
5 ' εκκινητής (10 ng/μΐ) 10.0
3 ' εκκινητής (10 ng/μΐ) 10.0
MgCl2 (25 mM) 10.0
PCR buffer (10x) 10.0
Taq DNA πολυμεράση ( 3 u/μΐ) 0.5
ddH20 45.5
Τελικός όγκος αντίδρασης 100.0

Τα παραπάνω υλικά τοποθετούνται σε ειδικά σωληνάρια, όγκου 0.5ml, τα οποία 
εφάπτονται ακριβώς στο μπλοκ του θερμικού κυκλοποιητή (Perkin Elmer DNA 
Thermal Cycler ) στον οποίο λαμβάνει χώρα η αντίδραση. Πρέπει επίσης να σημειωθεί 
ότι πριν την έναρξη της κυρίως αντίδρασης, επιθέτουμε περίπου ΙΟΟμΙ παραφινέλαιου 
πάνω στην επιφάνεια των διαλυμάτων και ακολουθεί θέρμανση αυτών, στους 95°C, για 
5 min, προκειμένου ν ’ αποδιαταχθούν τα μόρια του DNA (hot start), ενώ στο τέλος των 
κύκλων πραγματοποιείται μια επιπλέον επώαση στους 72°C, διάρκειας 10 min, ώστε να 
δοθεί χρόνος στην Taq πολυμεράση να ολοκληρώσει την σύνθεση ατελώς 
συντετιθεμένων αλυσίδων.

Τα προκύπτοντα προϊόντα της αντίδρασης ελέγχονται με ήλεκτροφόρηση σε πηκτή
αγαρόζης.
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2.2) ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΠΑΡΑΣΚΕΥΗΣ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗΣ RNA

2.2.1 ) Παρασκευή ολικού πληθυσμού RNA

Η απομόνωση ολικού πληθυσμού RNA από κύτταρα και από ιστούς έγινε 
σύμφωνα με την μέθοδο των Chomczynsici και Sacchi (237). Σύμφωνα με αυτήν:
Α) Στην περίπτωση των κυττάρων, αυτά αφήνονται να αναπτυχθούν μέχρις ότου 
καταλαμβάνουν το 80%, περίπου, της επιφάνειας του ταπήτιου ενός τρυβλίου 
διαμέτρου 10 cm. Το θρεπτικό υλικό αφαιρείται και ακολουθεί διπλή έκπλυση των 
κυττάρων με 10 ml (ανά έκπλυση) διαλύματος PBS (IX) (εν. 2.5.2β) . Στη συνέχεια στο 
ταπήτιο προστίθεται 1 ml διαλύματος D [4Μ Guanidinium thiocyanate, 25 mM 
C6H507Na3 2Η20 pH 7.0, 0.5% (w/v) sarcosyl, 0.1 M 2-mercaptoethanol] και τα 
κύτταρα αποκολλούνται μηχανικά από το ταπήτιο. Το εναιώρημα μοιράζεται σε δύο 
μικροφυγοκεντρικούς σωλήνες οι οπαίοι τοποθετούνται αμέσως στον πάγο 
Β) Στην περίπτωση των ιστών, 1 ml διαλύματος D προστίθεται ανά 100 mg βάρους 
ιστού και το εναιώρημα υφίσταται ομογενοποίηση, σε ομογενοποιητή DOUNCE. 
Ακολούθως, το ομογενοποίημα μοιράζεται σε δύο μικροφυγοκεντρικούς σωλήνες οι 
οποίοι τοποθετούνται αμέσως στον πάγο

Η συνέχεια της διαδικασίας που είναι κοινή τόσο για τα κύτταρα όσο και για τους 
ιστούς προβλέπει τα εξής:
•  Σε κάθε μικροφυγοκεντρικό σωλήνα προσθέτουμε 100 μΐ διαλύματος οξικού 
νατρίου (2Μ), 1 ml φαινόλης και 200 μΐ διαλύματος χλωροφορμίου/ισοαμυλικής 
αλκοόλης (49:1) με την προαναφερθείσα σειρά
•  Ακολουθεί ισχυρή ανάδευση για περίπου 15 sec και παραμονή στον πάγο για 15 
min. Στη συνέχεια, το ομογενοποίημα φυγοκεντρείται στις 12000 rpm, για 20 min, 
στους 4°C
• Η υδάτινη φάση μεταφέρεται σε νέο φυγοκεντρικό σωλήνα όπου προστίθεται ίσος 
όγκος ισοπροπανόλης (100%) και ακολουθεί κατακρήμνιση του RNA στους - 20°C για 
1 h
• Στη συνέχεια, το παγωμένο διάλυμα φυγοκεντρείται στις 12000 rpm, για 10 min, 
στους 4°C και το προκύπτον ίζημα επαναιωρείται σε 0.5 ml διαλύματος D. To RNA 
κατακρημνίζεται για δεύτερη φορά και συλλέγεται όπως και προηγουμένως
• Τελικά, το ίζημα εκπλένεται με διάλυμα αιθανόλης (70%), ξηρένεται και 
επαναδιαλύεται σε 100-200 μΐ ddH20

Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης του διαλύματος του απομονωμένου RNA έγινε 
με φωτομέτρηση δείγματος αυτού, στα 260nm και με βάση τη σχέση:

1 μονάδα οπτικής πυκνότητας = 40 μg RNA/ml
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ενώ η ακεραιότητα του παρασκευάσματος ελέγχεται με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 
αγαρόζης(1 .5%)

2.2.2) Ανάλυση κατά Northern

α) Ηλεκτροφόρηση RNA.
Προκειμένου να προχωρήσουμε σε ανάλυση κατά Northern το RNA 

ηλεκτροφορείται σε πηκτή αγαρόζης/φορμαλδεύδης (1%-6.1%). Η προετοιμασία της 
πηκτής γίνεται ως εξής: Ποσότητα αγαρόζης (1%) προστίθεται σε dH20 και αφήνεται 
να διαλυθεί υπό θέρμανση σε φούρνο μικροκυμάτων. Το προκύπτον διάλυμα ψύχεται 
σε Θ.Δ. μέχρι περίπου τους 60°C. Στη συνέχεια, προστίθεται ποσότητα διαλύματος 
MOPS (10Χ) ίση με το 1/10 του τελικού διαλύματος και ποσότητα φορμαλδεόδης 
(37%) έτσι ώστε η τελική της συγκέντρωση να είναι 6.1%. Μετά και την προσθήκη 
βρωμιούχου αιθιδίου (10 pg/ml), το διάλυμα χρησιμοποιείται για την δημιουργία 
οριζόντιας πηκτής σε συσκευή ηλεκτροφόρησης (BRL Life Technologies), η οποία 
προηγουμένως είχε παραμείνει σε διάλυμα NaOH (0.1 Ν) για τουλάχιστον 2 h.

Για την προετοιμασία των δειγμάτων, ποσότητες RNA (20-40 pg) ξηραίνονται υπό 
κενό και τα ιζήματα επαναδιαλύονται σε 20 μΐ διαλύματος φόρτωσης. Στη συνέχεια, τα 
δείγματα θερμαίνονται στους 65°C, για 15 min και τοποθετούνται στις υποδοχές της 
πηκτής αφού αναμιχθούν σε αναλογία όγκων 10:1 με κατάλληλο διάλυμα χρωστικής 
(ΙΟχ). Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε Θ.Δ. υπό σταθερή τάση 30V, για 
τουλάχιστον 12 h, ενώ ο έλεγχος του παρασκευάσματος γίνεται με παρατήρηση της 
πηκτής σε συσκευή υπεριώδους ακτινοβολίας.

Προκειμένου να προχωρήσουμε σε αποτύπωση κατά Northern η πηκτή εκπλένεται 
σε 300 ml dH20, για 30 min, έτσι ώστε να απομακρυνθεί η φορμαλδεύδη. Ακολουθεί 
παθητική μεταφορά από την πηκτή σε κατάλληλη μεμβράνη σύμφωνα με τη διαδικασία 
που περιγράφεται στη συνέχεια.

β) Παθητική μεταφορά των θραυσμάτων από την πηκτή σε μεμβράνη 
(συνήθως νιτροκυτταρίνης).

Σε δοχείο, το οποίο περιέχει ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς (0.5 Μ 
Na2HP04 2Η20, 0.5 Μ NaH2PC>4 2Η20 ), στερεώνεται γυάλινη πλάκα στην επιφάνεια 
της οποίας τοποθετούνται τρία φύλλα διηθητικού χαρτιού (Whatman 3ΜΜ), έτσι 
ώστε τα άκρα τους να είναι βυθισμένα στο διάλυμα. Τα φύλλα διαβρέχονται με 
το διάλυμα μεταφοράς και με τη βοήθεια γυάλινης ράβδου αφαιρούνται προσεκτικά 
οι φυσαλίδες που εγκλωβίζονται μεταξύ των τριών φύλλων και της γυάλινης 
πλάκας. Επάνω στα υγρά φύλλα τοποθετείται η πηκτή ανεστραμμένη και 
απομακρύνονται οι φυσαλίδες όπως και προηγουμένως. Στην επιφάνεια της πηκτής 
τοποθετούνται διαδοχικά νάυλον μεμβράνη (Hybond N-AMERSHAM) και δύο 
φύλλα Whatman 3ΜΜ ιδίων διαστάσεων με την πηκτή, τα οποία προηγουμένως 
έχουν εμποτιστεί με το διάλυμα μεταφοράς. Αφαιρούνται και πάλι οι φυσαλίδες 
και στην επιφάνεια των φύλλων Whatman τοποθετείται παχύ στρώμα απορροφητικού 
χαρτιού καθώς και αντικείμενο βάρους 500 g περίπου. Σε αυτή τη διάταξη, η 
μεταφορά των θραυσμάτων γίνεται με παθητική διάχυση των μορίων προς την 
μεμβράνη. 11 διαδικασία αυτί) είναι αργή, με αποτέλεσμα να απαιτούνται τουλάχιστον 
16h για την ολοκλήρωση της. Στο τέλος της μεταφοράς, η μεμβράνη αφαιρείται. 
εκπλένεται με διάλυμα μεταφοράς και τοποθετείται στην επιφάνεια διηθητικού χαρτιού 
όπου αφήνεται να στεγνώσει. Στην φάση αυτί), το RNA δεν είναι στέρεα 
προσδεδεμένο πάνω στην μεμβράνη, μια και ειδικάμε τις μεμβράνες από 
νίτρο κυτταρίνη, τα μόρια του RNA δεν συνδέονται με ομοιοπολικούς δεσμούς με
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αυτή. Έτσι ακολουθεί μονιμοποίηση των μορίων πάνω στην μεμβράνη, που 
επιτυγχάνεται με θέρμανση αυτής στους 80°C, για 2 h, κατά την οποία απομακρύνεται 
το νερό και ταυτόχρονα σχηματίζονται υδρόφοβοι δεσμοί που συγκρατούν τα μόρια 
πάνω στην μεμβράνη.

γ) Παρασκευή ραδιενεργά σημασμένου μονόκλωνου 1)ΝΛ ανιχνευτή
Προκειμένου να εντοπιστούν τα τμήματα RNA που ενδιαφέρουν, με ανάλυση 

υβριδοποίησης, παρασκευάζεται ραδιενεργά σημασμένος ανιχνευτής 
χρησιμοποιώντας την μέθοδο μετάφρασης εγκοπής (nick translation).

Η τελευταία πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια του πακέτου υλικών της 
PROMEGA. Σε μια τυπική αντίδραση χρησιμοποιείται ποσότητα DNA εκμαγείου 
περίπου 50 ng ενώ αυτί) γίνεται σε τελικό όγκο 25 μΐ, στους 15°C για 60 min. 
Τα σημανθέντα θραύσματα DNA διαχωρίστηκαν από τα μη ενσωματωμένα dNTPs, 
με την χρήση στήλης μοριακού ηθμού G50. Η κατασκευή των στηλών έγινε ως 
εξής: σύριγγες ινσουλίνης αποχωρίστηκαν από τις βελόνες και στο μπροστινό 
τους τμήμα προστέθηκε υαλοβάμβακας ο οποίος συμπιέσθηκε με το έμβολο.

# Μετά την απόρριψη του εμβόλου, στην σύριγγα προστέθηκε εναιώρημα αποτελούμενο 
από Sephadex G50 σε ΤΕ, το οποίο και πακεταρίστηκε με διαδοχικές φυγοκεντρίσεις 
και πληρώσεις στις 1500 rpm επί 3 min. Το προς καθαρισμό διάλυμα DNA, της 
αντίδρασης σήμανσης, αραιώθηκε σε τελικό όγκο 100 μΐ με ΤΕ, τοποθετήθηκε 
στη στήλη και φυγοκεντρήθηκε (1500 rpm, 3 min) σε Θ.Δ. και το έκλουσμα με 
τα σημασμένα θραύσματα DNA, συλλέχθηκε σε μικροφυγοκεντρικό σωλήνα. 
Δείγμα 1 μΐ από αυτό χρησιμοποιήθηκε για τον υπολογισμό της ειδικής ενεργότητας 
των μορίων ανιχνευτών μετά από μέτρηση της εκπομπής β-ακτινοβολίας σε 
μετρητή υγρού σπινθηρισμού (1500 Tri-card Packard CAMPERA Co.). Η ειδική 
ενεργότητα των μορίων DNA που τελικώς χρησιμοποιήθηκαν στην αντίδραση 
υβριδισμού ήταν της τάξης του 109- 1 0 10cpmŷ ig.

δ) Υβριδισμός του RNA της μεμβράνης με το σημασμένο ανιχνευτή
Η διαδικασία υβριδισμού διακρίνεται σε τρία στάδια, που έχουν ως εξής:

• στάδιο προϋβριδισμού, κατά το οποίο η μεμβράνη επωάζεται με ένα διάλυμα 
το οποίο περιέχει παράγοντες (όπως διάλυμα Denhardt και αποδιατεταγμένο DNA 
σπέρματος σολωμού), οι οποίοι καλύπτουν θέσεις μη ειδικής πρόσδεσης του 
DNA ανιχνευτή πάνω στην επιφάνεια της μεμβράνης.

•  στάδιο υβριδισμού, κατά το οποίο η μεμβράνη επωάζεται στο ίδιο διάλυμα 
παρουσία αποδιατεταγμένου και ραδιενεργά σημασμένου ανιχνευτή. Στη διάρκεια 
του σταδίου αυτού, το σημασμένο DNA δεν προσδένεται μόνο σε ομόλογες 
αλληλουχίες του ακινητοποιημένου RNA για τις οποίες έχει 100% 
συμπληρωματικότητα αλλά και σε άλλες λιγότερο ομόλογες

• στάδιο εκπλύσεων, κατά το οποίο η μεμβράνη εκπλένεται με μια σειρά 
διαλυμάτων, έτσι ώστε σταδιακά να απομακρυνθούν τα μόρια ανιχνευτή, τα 
οποία, είτε δεν προσδέθηκαν, είτε είναι μερικώς προσδεδεμένα στο 
ακινητοποιημένο DNA της μεμβράνης

Αναλυτικά η διαδικασία έχει ως εξής:
Η μεμβράνη διαβρέχεται με διάλυμα Triton Χ-100 ( 1%) και τοποθετείται σε 

μπουκάλα υβριδισμού (BIOMETRA). Προστίθενται 10 ml διαλύματος 
προϋβρυδισμού, το οποίο περιέχει 100 μΐ διαλύματος αποδιετεταγμένου DNΑ από 
σπέρμα σολωμού (ssDNA, 10 mg/ml). Η αποδιάταξη του ssDNA γίνεται με βρασμό 
για 5 min και απότομη ψύξη στους 4°C, λίγο πριν την έναρξη του προϋβριδισμού.
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Ακολουθεί επώαση της μεμβράνης σε κλίβανο υβριδισμού (BIOMETRA OV3), υπό 
ήπια περιστροφή, για 4-6 h, στους 42°C.

Στη συνέχεια, προστίθεται το υπόλοιπο διάλυμα προϋβριδισμού (2ml) που 
περιέχει και το σημασμένο DNA, το οποίο έχει υποστεί, όμοια με την παραπάνω, 
διαδικασία αποδιάταξης και η επώαση συνεχίζεται για 16 h στις συνθήκες 
προϋβριδισμού. Οι βέλτιστες συνθήκες απαιτούν συγκέντρωση 5 ng/ml σημασμένου 
DNA, της τάξης του lX 106cpm/ml.

Μετά το πέρας του υβριδισμού, η μεμβράνη υφίσταται διαδοχικές εκπλύσεις 
ως εξής:
•  τρεις εκπλύσεις με διάλυμα SSC (2Χ) (3 Μ NaCl, 0.3 Μ CeHsOyNas 2Η2Ο pH 7.0),

για 2 min η κάθε μία, για την απομάκρυνση του αδέσμευτου σημασμένου 
DNA

•  τρεις εκπλύσεις με διάλυμα SSC (0.1X)/SDS (0.5%), 20 min η κάθε μία, με σκοπό
την απομάκρυνση του μη ειδικού υβριδισμού στους 60- 65°C

• τρεις εκπλύσεις με διάλυμα SSC(O.IX), για να απομακρυνθεί το SDS 
Τέλος, η μεμβράνη αφήνεται πάνω σε διηθητικό χαρτί Whatman 3ΜΜ, για 10 min 
περίπου, σε θερμοκρασία δωματίου, προκειμένου να στεγνώσει πλήρως.

ε) Αυτοραδιογραφία για τον εντοπισμό των θραυσμάτων εκείνων που έχουν 
ομολογία προς τον ανιχνευτή

Προκειμένου να εντοπιστούν οι ζώνες υβριδισμού, η μεμβράνη κλείνεται σε 
πλαστικό προστατευτικό περιτύλιγμα και ακολουθεί αυτοραδιογραφία όπως 
περιγράφεται στην εν. 2.1.8.

2.2.3) Δοκιμασία σταθερότητας μηνύματος (RNA stability assay)

Η σταθερότητα των υπό εξέταση μηνυμάτων ελέχθηκε με την απομόνωση ολικού 
πληθυσμού RNA από κυτταρικές σειρές, μετά την χορήγηση ακτινομυκίνης D (Sigma). 
Πιο συγκεκριμένα, κύτταρα τα οποία καταλαμβάνουν επιφάνεια ίση με το 70- 80% της 
επιφάνειας του ταπήτιου στο οποίο αναπτύσσονται, εκπλένονται 2 φορές με 10ml 
διαλύματος PBS. Στη συνέχεια, στα τρυβλία όπου επρόκειτο να γίνει αναστολή της 
μεταγραφής προστίθεται θρεπτικό μέσο εμπλουτισμένο με ακτινομυκίνη D σε τελική 
συγκέντρωση 10 pg/ml, ενώ στο τρυβλίο ελέγχου προστίθεται θρεπτικό μέσο με ίση 
ποσότητα διαλύτη της ακτινομυκίνης D (π.χ. DMSO). Ο έλεγχος της επίδρασης της 
ακτινομυκίνης D στα κύτταρα γίνεται στη βάση ενός χρονοδιαγράμματος που διαρκεί 
συνολικά 24 1ι. Σύμφωνα με αυτό, ανά δύο ώρες τρυβλίο το οποίο περιέχει 
ακτινομυκίνη D απομακρύνεται από τον επωαστικό κλίβανο, τα κύτταρα εκπλένονται 2 
φορές με 10 ml διαλύματος PBS, συλλέγονται και ακολουθεί η παρασκευή RNA κατά 
τα γνωστά

Για την εξέταση της σταθερότητας των μηνυμάτων που μας ενδιέφεραν, ίσες 
ποσότητες (20 pg) δειγμάτων ολικού RNA. τα οποία αντιστοιχούν στους χρόνους 
χορήγησης της ακτινομυκίνης D, ηλεκτροφορούνται σε πηκτή αγαρόζης/ 
φορμαλδεύδης και ακολουθεί ανάλυση κατά Northern.

2.2.4) In  v itro συζευγμένη μεταγραφή-μετάφραση

1 1 αντίδραση της in vitro συζευγμένης μεταγραφής-μετάφρασης χρησιμοποιήθηκε 
προκειμένου να πιστοποιηθούν και χαρακτηριστούν τα πρωτείνικά προϊόντα που 
παράγονται από γονίδια κλωνοποιημένα σε κατάλληλους πλασμιδιακούς φορείς. Η
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αντίδραση πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια του πακέτου υλικών TNT Coupled 
Reticulocyte Lysate Systems (PROMEGA) και περιελάμβανε τα εξής βήματα:
•  Η μεταγραφή του γονιδίου που μας ενδιαφέρει γίνεται δυνατή εφόσον αυτό 
κλωνοποιηθεί καθοδικά θέσεων σύνδεσης είτε της Τ3 RNA πολυμεράσης είτε της Τ7. 
Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιούνται τα φαγίδια pBlucscript KS και SK, τα οποία όπως 
έχει αναφερθεί, φέρουν δεξιά και αριστερά της περιοχής κλωνοποίησης τους 
υποκινητές των Τ3 και Τ7 RNA πολυμερασών. Κατά την κλωνοποίηση λαμβάνεται 
φροντίδα, ώστε εντός της μεταγραφόμενης περιοχής και πριν της έναρξης της 
μετάφρασης, να μην παρεμβάλλονται κώδικά έναρξης της μετάφρασης, προκειμένου 
αφενός νά αποφευχθεί μια πρόωρη έναρξη της μετάφρασης και αφετέρου μια αλλαγή 
του αναγνωστικού πλαισίου, η οποία μπορεί να οδηγήσει σε ένα πρωτεΐνικό προϊόν 
διαφορετικού μεγέθους από το αναμενόμενο.
• To DNA που χρησιμοποιείται ως υπόστρωμα, είναι υψηλής καθαρότητας, 
παρασκευασμένο με την μέθοδο του CsCl, όπως έχει ήδη αναφερθεί. Στις αντιδράσεις 
της συζευγμένης μεταγραφής-μετάφρασης χρησιμοποιείται κυκλικό πλασμιδιακό DNA 
αλλά εναλλακτικά χρησιμοποιείται και προϊόν PCR αντίδρασης, όπως και πλασμιδιακό

* DNA το οποίο έχει, προηγουμένως, ευθυγραμμιστεί μετά από πέψη με κατάλληλο 
περιοριστικό ένζυμο. Μάλιστα στην τελευταία περίπτωση, θα πρέπει να αποφεύγεται η 
επιλογή ενζύμου που αφήνει μετά από την πέψη 3 ' προεξέρχοντα άκρα, τα οποία 
πιθανόν να χρησιμοποιηθούν από τις RNA πολυμεράσες ως θέσεις μη ειδικής έναρξης 
της μεταγραφής.
•  Μια τυπική αντίδραση συζευγμένης μεταγραφής-μετάφρασης περιελαμβάνει τα 
ακόλουθα υλικά τα οποία προστίθενται με τη σειρά που αναφέρεται

Συστατικά
Αντίδραση 

χρησιμοποιώντας 
r l S  μεθειονίνη

Εκχύλισμα δικτυοκυττάρων 25μ1
Διάλυμα αντίδρασης TNT (25Χ) 2μ1
Διάλυμα DNA εκμαγείου (0.5 μΒ/ηιΙ) 2μ1
Αναστολέας ριβονουκλεασών (Rnasin, 40 u/μΐ) Ιμΐ
Μίγμα αμινοξέων χωρίς μεθειονίνη (1 Mm) ΐμΐ
[35S] μεθειονίνη (>1,000 Ci/mmol σε 10m Ci/ml) 2μ1
ddH20 ελεύθερο νουκλεασών, μέχρι τελικού όγκου 50μ1
Τ3 ή Τ7 RNA πολυμεράση (20 u/μΐ) Ιμΐ

Τα υλικά προστίθενται σε μικροφυγοκεντρικό σωλήνα των 0.5 ml που διατηρείται στον 
πάγο. Αφού προστεθεί και η RNA πολυμεράση, το διάλυμα υφίσταται σύντομη 
φυγοκέντρηση και αμέσως τοποθετείται σε υδατόλουτρο, όπου ακολουθεί επώαση της 
αντίδρασης στους 30°C για 90 min
• Τα προϊόντα της αντίδρασης αναλύονται σε ηλεκτροφόρηση πηκτής SDS- 
πολυακρυλαμιδίου (βλ. εν. 2.4.8α). Μετά την ηλεκτροφόρηση, η πηκτή υφίσταται 
φλουορογραφία (βλ. εν. 2.4.9), προκειμένου να ενισχυθεί το ασθενές σήμα των 
σημασμένων πρωτείνων, ξηρένεται και εκτίθεται σε φωτογραφικό φίλμ (KODAK X- 
OMATAR) για τουλάχιστον 24 h.
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2 .3 ) ΑΝΑΖΗ ΤΗ ΣΗ  cDNA ΣΕ ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΕΣ λ ΦΑΓΩΝ

2.3.1 ) Βιβλιοθήκη cDNA με φορέα κλωνοποίησης τον λ ΖΑΡΗ φάγο

Η βιβλιοθήκη (predigested LAMDA ZAP II/EcoRI cloning kit, STRATAGENE) 
που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη περιελάμβανε cDNA τα οποία 
προήλθαν από ανάστροφη μεταγραφή πολυαδενυλιωμένου RNA, COS κυττάρων (βλ. 
εν. 2.36). Αυτά στη συνέχεια κλωνοποιήθηκαν στον φορέα λ ZAP II στην θέση 
EcoRI. Ο λ ZAP είναι ένας φορέας εισδοχής (insertion vector), βιοτεχνολογικό 
παράγωγο του λ φάγου, εμπλουτισμένος με πολλαπλές θέσεις κλωνοποιήσης εσωτερικά 
μιας πλασμιδιακής αλληλουχίας, η οποία μπορεί να αποκοπεί από το γονιδίωμα του 
φάγου in vivo και να μετατραπεί σε πλασμιδιακό φορέα pBluescript SK (εικ.10).

Εικ. 10 Περιοριστικός χάρτης του φορέα λ ZAP II

Εκατέρωθεν της πλασμιδιακής αλληλουχίας του λ ZAP II βρίσκονται οι 
αλληλουχίες I και Τ, οι οποίες είναι απαραίτητες για την έναρξη (I: initiation) και 
λήξη (Τ: termination) της σύνθεσης της + αλυσίδας των βοηθών φάγων. Τέλος, το 
μέσο μέγεθος των ενθεμάτων της συγκεκριμένης βιβλιοθήκης, σύμφωνα με τους 
κατασκευαστές, είναι 1 kb.

pBluescript<8>
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2.3.2) Βακτηριακά στελέχη ξενιστές του λ ZAP Π

Κατά την ανάπτυξη της βιβλιοθήκης χρησιμοποιήθηκε το στέλεχος XL 1- Blue 
του E.coli, στο οποίο ο λ φάγος πολλαπλασιάζεται αποτελεσματικά. Το στέλεχος 
αυτό προσφέρει τα εξής πλεονεκτήματα:
• είναι ένα recA' στέλεχος, πράγμα που σημαίνει ότι αδυνατεί να 
ανασυνδυάσει ομόλογα τμήματα DNA, αδυναμία χρήσιμη στην κλωνοποίηση 
γονιδίων.
• περιέχει το F επίσωμα, το οποίο φέρει την μετάλλαξη ΔΜ15 του lacZ 
γονιδίου, απαραίτητη για την ύπαρξη α-συμπληρωματικότητας του αμινοτελικού 
άκρου του lacZ γονιδίου που βρίσκεται στον λ ZAP φάγο. Η ταυτόχρονη 
έκφραση αυτών των δύο μεταλλαγμάτων του lacZ γονιδίου απαιτείται για τον 
σχηματισμό λειτουργικής β-γαλακτοσιδάσης από τον λ ZAP φορέα. Η είσοδος 
ενός cDNA κλώνου στην περιοχή κλωνοποίησης, εσωτερικά του lacZ γονιδίου, 
καταστρέφει την έκφραση του γονιδίου αυτού. Αυτό, έχει ως αποτέλεσμα, την 
εμφάνιση λευκών πλακών σε καλλιέργειες βακτηρίων μετασχηματισμένων με

* φαγίδια. Οι πλάκες που προέρχονται από φάγους που δεν έχουν ανασυνδυαστεί 
θα είναι γαλάζιες, ενώ το ίδιο θα συμβαίνει και με αποικίες βακτηρίων που 
μετασχηματίστηκαν από μη ανασυνδυασμένα φαγίδια. Η δεύτερη λειτουργία του 
βασίζεται στο ότι περιέχει γονίδια για την έκφραση των βακτηριακών 
συζευκτικών τριχιδίων (F pilli), που είναι απαραίτητα για την μόλυνση των 
βακτηρίων αυτών με ινώδεις φάγους (fl ή Μ Ι3). Η αποκοπή ενός cDNA 
ενθέματος από τον λ ZAP II (in vivo excision) απαιτεί την ταυτόχρονη μόλυνση 
με έναν ινώδη φάγο. Τέλος, το F επίσωμα περιέχει το γονίδιο lac Iq για την 
έκφραση του καταστολέα lac, ο οποίος αναστέλλει την μεταγραφή από τον 
υποκινητή του lacZ γονιδίου απουσία του επαγωγέα IPTG. Ο καταστολέας αυτός 
είναι απαραίτητος για τη ρύθμιση της έκφρασης χιμαιρικών πρωτεϊνών (fusion 
proteins) που πιθανόν να είναι τοξικές για το βακτήριο. Επίσης, στο F επίσωμα 
εντοπίζεται το TnlO γονίδιο το οποίο προσδίδει στο βακτήριο ανθεκτικότητα 
στην τετρακυκλίνη.

Στις διαδικασίες κλωνοποίησης που δεν σχετίζονταν με βακτηριοφάγους, 
χρησιμοποιήσαμε το βακτηριακό στέλεχος MCI 061, το οποίο δίνει μεγάλες 
ποσότητες πλασμιδιακού DNA όταν μετασχηματιστεί και μάλιστα υψηλότερης 
καθαρότητας από ότι το στέλεχος XL 1 -Blue.

2.3.3) Υλικά ανάπτυξης βακτηρίων

Τα βακτηριακά στέλεχη M CI061 και XL 1-Blue αναπτύσσονται κανονικά σε 
θρεπτικό μέσο LB. Επειδή όμως το δεύτερο περιέχει το F επίσωμα το οποίο 
μπορεί να χαθεί εύκολα, κατά την ανάπτυξη των βακτηρίων αυτών σε υγρή 
καλλιέργεια, προσθέτουμε στο καλλιεργητικό υλικό και τετρακυκλίνη (15 pg/ml). 
Έτσι, καλλιέργειες XLl-BIue κυττάρων, που χρησιμοποιήθηκαν για σπορά φάγων, 
επιλέγονται αρχικά σε θρεπτικό υλικό LB/Tet και κατόπιν αναπτύσσονται σε LB 
παρουσία μαλτόζης και MgSC>4 (LB, 0.2% μαλτόζη, 10 mM MgS04). Βακτήρια 
που αναπτύσσονται παρουσία μαλτόζης, απορροφούν τον βακτηριοφάγο λ πιο 
αποτελεσματικά και αυτό γιατί το σάκχαρο επάγει το οπερόνιο της μαλτόζης 
(maltose operon), το οποίο περιέχει το γονίδιο (lam Β) που κωδικοποιεί για τον 
υποδοχέα του λ φάγου.
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2.3.4) Αναζήτηση σε βιβλιοθήκη συμπληρωματικού DNA

Η τιτλοδότηση της βιβλιοθήκης έγινε ως εξής: Βακτηριακά κύτταρα E.coli 
του στελέχους XLl-Blue, σπείρονται αραιά (100-500 κύτταρα/τρυβλίο) σε 
τρυβλία LB που περιέχουν 15 pg/ml τετρακυκλίνη. Μετά από επώαση 16 h, 
στους 37°C, επιλέγεται μια βακτηριακή αποικία, η οποία ενοφθαλμίζεται σε 5 ml 
θρεπτικού υλικού LB εμπλουτισμένου με 0.2% (w/v) μαλτόζη και 10 mM 
MgS04 και αναπτύσσεται στους 37°C, υπό ανάδευση, μέχρι η οπτική πυκνότητα 
της καλλιέργειας να γίνει 0.8. Ταυτόχρονα, γίνονται αραιώσεις 10'2-10"8 της 
βιβλιοθήκης σε τελικό όγκο 100 μΐ ρυθμιστικού διαλύματος SM [0.58% (w/v) 
NaCl ,0.2% (w/v) MgSO47H20, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.01% (w/v) gelatin). Oi 
αραιώσεις αυτές αναμιγνύονται με 600 ul της βακτηριακής καλλιέργειας και το 
προκύπτον αιώρημα επωάζεται στους 37°C, υπό ανάδευση, για 10 min, έτσι ώστε 
να επιτευχθεί η προσρόφηση του φάγου. Στη συνέχεια, τα μολυσμένα βακτήρια 
αναμιγνύονται με 8 ml άγαρ επικάλυψης (0.7% αγαρόζη σε LB), το οποίο είναι 
διατηρημένο σε υγρή κατάσταση μέσα σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 48°C, και 
το προκύπτον αιώρημα εκχέεται σε τρυβλίο διαμέτρου 150 mm, το οποίο έχει, εκ 
των προτέρων, επιστρωθεί με 20 ml στερεού θρεπτικού υλικού (LB, 0.2% 
μαλτόζη, 10mM MgS04, 0.7% άγαρ). Τα τρυβλία επωάζονται στους 37°C, για 8- 
1 Oh. Ακολούθως, μετρούνται οι πλάκες και υπολογίζεται ο τίτλος της βιβλιοθήκης 
σε μονάδες σχηματισμού πλακών ανά κυβικό εκατοστό διαλύματος βιβλιοθήκης 
(pfu/ml).

Η αναζήτηση κλώνων γίνεται ύστερα από σπορά 20 τρυβλίων με 50.000 pfu 
το καθένα (100 μΐ από αραίωση της βιβλιοθήκης) και οι πλάκες μεταφέρονται σε 
φίλτρα νιτροκυτταρίνης ως εξής:
•  Για κάθε τρυβλίο χρησιμοποιούνται δύο φίλτρα, το αυθεντικό και το 
αντίγραφο του, τα οποία τοποθετούνται στην επιφάνεια του τρυβλίου καλύπτοντας 
την βακτηριακή στοιβάδα και προσροφούν τους φάγους παθητικά με επαφή 2 
και 4 min αντίστοιχα. Ο προσανατολισμός των φίλτρων επιτυγχάνεται, τρυπώντας 
με βελόνα την περιφέρεια του αυθεντικού φίλτρου, κατά τη διάρκεια της 
προσρόφησης των φάγων.
•  Μετά την προσρόφηση των φάγων, τα φίλτρα τοποθετούνται, με την πλευρά 
που δεν ήρθε σε επαφή με τους φάγους, σε χαρτί 3ΜΜ εμποτισμένο σε διάλυμα 
1.5 Μ NaCl, 0.5 Μ NaOH, για 2 min, προκειμένου να επιτευχθεί η αποδιάταξη 
του DNA
•  Ακολουθεί ουδετεροποίηση του pH των φίλτρων, με την τοποθέτηση τους 
σε χαρτί 3ΜΜ εμποτισμένο σε διάλυμα 1.5 Μ NaCl, 0.5 Μ Tris-Cl, pH 8.0.
•  Τέλος, τα φίλτρα τοποθετούνται σε χαρτί 3ΜΜ εμποτισμένο σε διάλυμα 0.2 
Μ Tris -HC1 pH 7.5, 2x SSC, επί 30 sec, για ένα σύντομο ξέπλυμα και στη συνέχεια 
τα φίλτρα στεγνώνουν σε χαρτί 3ΜΜ.

Τα φίλτρα επωάζονται επί 2 h, σε κλίβανο θερμοκρασίας 80°C. προκειμένου 
να ακινητοποιηθεί το ΠΝΛ και διατηρούνται σε Θ.Δ. και ξηρό περιβάλλον, μέχρι 
να χρησιμοποιηθούν. Τα ρυβλία τυλίγονται σε παραφίλμ και αποθηκεύονται στουο 
4°C.

1 1 διαδικασία προυβριδισμού και υβριδισμού πραγματοποιήθηκε όπως αναφέρθηκε 
στην ενότητα 2.2.2δ. Γενικά, κατά την πρώτη αναζήτηση στη βιβλιοθήκη 
ακολουθήσαμε συνθήκες χαμηλής αυστηρότητας, ενώ η δεύτερη αναζήτηση έγινε 
σε συνθήκες βαθμιαία πιο αυστηρές. Κατά την πρώτη αναζήτηση, οι εκπλύσεις που 
πραγματοποιούνται είναι οι ακόλουθες:
1) 2,0x SS C .0. 1% SDS για 30 λεπτά στους 45°C
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II) 0,2x SSC ,0. 1% SDS για 30 λεπτά στους 45°C
III) Ο,ΐχ SSC, 0. 1% SDS για 30 λεπτά στους 45°C
Στις περιπτώσεις που η αυστηρότητα των συνθηκών πρέπει να είναι υψηλή, η 
θερμοκρασία κατά τις εκπλύσεις αυξάνεται με ανώτερο το όριο των 65 C. 
Μεταξύ διαδοχικών εκπλύσεων, η ποσότητα της παραμένουσας στα φίλτρα 
ραδιενέργειας ελέγχεται με μετρητή GEIGER (Series 900 mini monitor, mini 
instruments L.T.D.) και εκτιμάται με αυτόν τον τρόπο η αποτελεσματικότητα των 
εκπλύσεων. Μετά το τέλος των εκπλύσεων, τα φίλτρα στεγνώνουν σε Θ.Δ., 
τοποθετούνται σε χαρτί 3ΜΜ και εκτίθενται σε ακτινογραφικό φιλμ στους -70°C 
για τουλάχιστον 16 h. Οι θετικές πλάκες εντοπίζονται ύστερα από προσανατολισμό 
των ακτινογραφικών φιλμ πάνω στα τρυβλία. Ακολούθως, απομονώνονται με 
αποκοπή της περιοχής (διαστάσεων 1 cm2) και μεταφέρονται σε αποστειρωμένο 
μικροφυγοκεντρικό σωλήνα που περιέχει 1ml SM ρυθμιστικού διαλύματος και μία 
ως δύο σταγόνες χλωροφορμίου. Οι σωλήνες αφήνονται στους 4°C, για 
περισσότερο από 12 h, προκειμένου να απελευθερωθούν οι φάγοι.

Ακολουθεί επανάληψη της όλης διαδικασίας (second screen), με στόχο την 
τελική απομόνωση του θετικού κλώνου. Συνοπτικά, γίνεται τιτλοδότηση 
του παρασκευάσματος και σπορά βακτηρίων μολυσμένων με φάγους σε τρυβλία 
των 10 cm, όπως περιγράφηκε προηγουμένως. Ο αριθμός των ρίυ ανά τρυβλίο 
υπολογίζεται έτσι ώστε να κυμαίνεται μεταξύ 50 και 80. Η διαδικασία της 
προσρόφησης των φάγων πάνω στα φίλτρα, η επεξεργασία των φίλτρων, ο 
προυβριδισμός, ο υβριδισμός, η έκθεση και η εμφάνιση των φιλμ γίνονται 
σύμφωνα με τη διαδικασία που ήδη περιγράφηκε. Η θετική πλάκα μετά την 
αποκοπή της από το άγαρ τοποθετείται σε μικροφυγοκεντρικό σωλήνα όπου και 
απελευθερώνεται ο προς αναζήτηση φάγος.

2.3.5) Εξαγωγή DNA ενθέματος in vivo (in vivo excision)

Η εξαγωγή του DNA ενθέματος (εικ. 1 1 ) έγινε in vivo ως εξής:
Σε αποστειρωμένο φυγοκεντρικό σωλήνα των 12 ml προστίθενται 200 μΐ υγρής 
καλλιέργειας βακτηρίων του στελέχους XL 1 -Blue (τα οποία ανασύρονται από 
καλλιέργεια οπτικής πυκνότητας 1), 200 μΐ αιωρήματος λ ZAP II φάγου (περίπου 105 
φαγικά σωματίδια) και 1 μΐ αιωρήματος βοηθού φάγου R408 (τίτλος: > 106 pfu/ml). 
Το προκύπτον μίγμα επωάζεται στους 37°C για 15 min και στη συνέχεια αφού 
προστεθούν 5 ml 2xYT θρεπτικού υλικού, η επώαση συνεχίζεται, υπό ανάδευση, 
για 3 h. Μετά το τέλος της επώασης, το μίγμα θερμαίνεται στους 70°C για 20 min και 
φυγοκεντρείται στις 4000 rpm, για 5 min, σε Θ.Δ. Από το προκύπτον υπερκείμενο, 
(το οπαίο αποθηκεύτηκε στους 4°C) όγκοι 10 μΐ και 20 μΐ αραιώσεως ΙΟ'2 μεταφέρονται 
σε φυγοκεντρικούς σωλήνες των 12 ml, οι οποίοι περιέχουν 200 μΐ καλλιέργειας 
βακτηρίων X L 1 -Blue, που ανασύρονται από καλλιέργεια οπτικής πυκνότητας 1 και 
επωάζονται, υπό ανάδευση, στους 3 7°C, για 15 min. Ακολουθεί σπορά όγκων 1-100 
μΐ σε τρυβλία LB/amp και επώαση σε κλίβανο των 37°C, για τουλάχιστον 12 ώρες. 
Οι προκύπτουσες αποικίες, οι οποίες περιέχουν το φαγίδιο pBluescript σε δίκλωνη 
μορφή (dsDNA) με το DNA ένθεμα, απομονώνονται και αποθηκεύονται όπως έχει 
περιγράφει.
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Εικ. 11 Εξαγωγή του ττλασμιδίου pBluescript SK και του κλωνοποιημένου σ ’αντό 
DNA ενθέματος, μετά από ταυτόχρονο μετασχηματισμό βακτηρίων XL 1-Blue με τον 
βοηθό φάγο R408
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2 .4 ) ΤΕΧΝ ΙΚΕΣ Π ΑΡΑΣΚΕΥΗ Σ ΚΑΙ ΑΝ ΑΑΥΣΗ Σ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ

2.4.1) Παρασκευή ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης σε βακτήρια

Η παρασκευή ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης έγινε με χρήση του βακτηριακού 
συστήματος υπερέκφρασης QIAexprcssionist (QIAGEN), που περιελάμβανε τους 
φορείς έκφρασης pQE και τα στελέχη ξενιστές M 15[pREP4] και SG 13009[pREP4]. 

Κατά τη διαδικασία παρασκευής ακολουθήθηκαν τα εξής βήματα:

α) Κλωνοποίηση cDNA στον φορέα έκφρασης pQE.
Η κλωνοποίηση έγινε με τη διαδικασία που περιγράφεται στην ενότητα 2.1.7 και 

αποσκοπούσε στην τελική παραγωγή μιας χίμαιρας πρωτεΐνης, η οποία να φέρει, 
είτε στο αμινοτελικό της άκρο, είτε στο καρβοξυτελικό της, μια επιπρόσθετη] ουρά 6 
ιστιδινών (6 x His tag). Η ορθότητα της κατασκευής ελέχθηκε με αλληλούχηση των 
νουκλεοτιδικών της βάσεων (εν. 2.1.9)

„ β) Μετασχηματισμός του ανασυνδυασμένου DNA σε στελέχη ξενιστές.
Ο μετασχηματισμός του ανασυνδυασμένου DNA, η επιλογή των θετικών 

βακτηριακών κλώνων παρουσία αντιβιοτικών, καθώς και η απομόνωση του 
πλασμιδιακού DNA αυτών, έγινε σύμφωνα με τις διαδικασίες που περιγράφονται 
στις ενότητες 2.1.2 -  2.1.6

γ) Επιλογή μικρής κλίμακας, βακτηριακών κλώνων που υπερεκφράζουν 
την ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη μετά από επαγωγή με IPTG.

Προκειμένου να επιλέξουμε τους κλώνους εκείνους που εκφράζουν την 
ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη σε μεγαλύτερη ποσότητα, ακολουθούμε την εξής 
διαδικασία:
•  μετά την επιλογή των μετασχηματισμένων βακτηριακών αποικιών, 10-20 από 

αυτές μεταφέρονται, κάθε μία χωριστά και υπό ασηπτικές συνθήκες, από την 
επιφάνεια του τρυβλίου σε αντίστοιχο αριθμό φυγοκεντρικών σωληναρίων των 50 
ml, τα οποία περιέχουν 20 ml LB καθώς και αμπικιλλίνη (100 pg/ml) και 
καναμυκίνη (25 pg/ml). Ακολουθεί ανάπτυξη στους 37°C, για τουλάχιστον 121ι

•  Την επόμενη μέρα, χρησιμοποιούνται 5ml από κάθε ανεπτυγμένη αποικία για 
την μόλυνση ισάριθμων φλασκών που περιέχουν 100 ml LB και αντιβιοτικά. 
Ακολουθεί ανάπτυξη στους 37°C, υπό έντονη ανάδευση (200 rpm) και έλεγχος 
(ανά 30 min) της ανάπτυξης των αποικιών με μέτρηση στα 600 nm.

• Όταν, η οπτική απορρόφηση πάρει τη τιμή 0.6, λαμβάνεται από όλες τις 
αποικίες δείγμα 1 ml, σε χρόνο ακριβώς 0 h, πριν την επαγωγή. Τα κύτταρα 
συλλέγονται με φυγοκέντρηση στην Eppcndorf, για 10 min, στις 12000 rpm. 
Το υπερκείμενο απορρίπτεται και το ίζημα των κυττάρων φυλάγεται στους -
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70°C. Στις φλάσκες προσθέτουμε IPTG σε τελική συγκέντρωση 1 mM, 
προκειμένου να επαχθεί η έκφραση των πρωτεϊνών. Οι αποικίες επωάζονται 
για άλλες 4-5 h, ενώ κάθε μια ώρα λαμβάνονται δείγματα του 1ml και τα 
κύτταρα συλλέγονται και αποθηκεύονται με τον ίδιο τρόπο όπως και 
παραπάνω

• Μετά το τέλος της διαδικασίας, τα συλλεχθέντα ιζήματα μεταφέρονται στον 
πάγο και προσθέτονται σε καθένα από αυτά ΙΟΟμΙ διαλύματος λύσης Β (8Μ  
Urea, 0.1 Μ NaH2P04, 10 mM Tris — HC1 pH 8) . Η λύση επιτυγχάνεται με 
διαδοχικές έντονες αναδεύσεις και επώαση για 10 λεπτά σε Θ.Δ. Οι 
βακτηριακές πρωτεΐνες τελικά, συλλέγονται μετά από φυγοκέντρηση στις 
12000 rpm για 15 min στους 4°C. Σε καθένα εκχύλισμα των 100 μΐ 
προστίθενται 50 μΐ διαλύματος φόρτωσης (3χ), ενώ ακολούθως αυτά θερμαίνονται 
στους 100°C και αναλύονται σε SDS-PAGE (εν. 2.4.8α)

δ) Έλεγχος της διαλυτότητας της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης.
Μετά την απομόνωση των βακτηριακών κλώνων, που υπερεκφράζουν την 

πρωτεΐνη που μας ενδιαφέρει, προχωρήσαμε στον έλεγχο της διαλυτότητας αυτής, 
γεγονός που καθορίζει τις συνθήκες απομόνωσης της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης 
σε μια παραγωγή μεγάλης κλίμακας. Ο παραπάνω έλεγχος γίνεται ως εξής:
■  Ακολουθούνται τα πέντε πρώτα βήματα της προηγούμενης διαδικασίας 

ακριβώς όπως περιγράφηκαν
■  Στη συνέχεια, τα συλλεχθέντα ιζήματα κυττάρων επαναιωρούνται σε 100 μΐ

διαλύματος λύσης φυσικής διαμόρφωσης (διάλυμα SB) (50 mM Na^PCU pH 
8.0, 0.3 M NaCl, lOmM immidazole) πρωτεΐνης, παρουσία 1 mg/ml λυσοζύμης, 
και ακολουθεί επώαση στον πάγο για 30 min. Ακολούθως, τα δείγματα 
οδηγούνται σε συσκευή υπερήχων (Sonifier Β 12 , BRANSON Co.), όπου
δέχονται παλμούς των 3 sec στα 50 Watt. Η διαδικασία επαναλαμβάνεται 2 
φορές για κάθε δείγμα, με ενδιάμεση εναπόθεση στον πάγο. Στη συνέχεια τα 
δείγματα φυγοκεντρούνται στις 12000 rpm, για 15 min, στους 4°C και 
συλλέγονται τα υπερκείμενα, τα οποία περιέχουν το σύνολο των διαλυτών 
πρωτεϊνών.

■  Τα εναπομείναντα ιζήματα επαναιωρούνται σε 100 μΐ διαλύματος λύσης Β. Το 
εναιώρημα αυτό περιέχει το σύνολο των αδιάλυτων πρωτεϊνών

■  Τέλος, σε όλα τα εκχυλίσματα προστίθεται ανάλογη ποσότητα διαλύματος 
φόρτωσης (3χ)· αυτά θερμαίνονται στους 100°C και αναλύονται σε SDS- 
PAGE

ε) Απομόνωση μεγάλης κλίμακας ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης υπό 
συνθήκες φυσικής διαμόρφωσης.

Μετά τον παραπάνω έλεγχο, και αφού επιβεβαιωθεί ότι η ανασυνδυασμέιη 
πρωτεΐνη βρίσκεται σε διαλυτή φάση στο βακτηριακό κύτταρο, προχωρούμε σε 
καθαρισμό μεγάλης κλίμακας αυτής, υπό συνθήκες φυσικής διαμόρφωσης. Αυτό 
επιτυγχάνεται χρησιμοποιώντας χρωματογραφία συγγένειας α κινητοποιημένου 
μετάλλου (imniohili/.cd-metal affinity chromatography-lMAC), με νιτριλοτριοξικό οξύ 
( nitrilotriacetic acid-NTA). Το ΝΤΑ είναι μια τετραεδρική χηλική ένωση, η οποία 
καταλαμβάνει τέσσερις από τις έξι διαθέσιμες θέσεις πρόσδεσης του συνδεόμενου 
ιόντος του νικελίου, αφήνοντας ελεύθερες δύο θέσεις οι οποίες αλληλεπιδρούν με 
τους δακτυλίους των πρόσθετων έξι ιστιδινών της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης 
(εικ. 12). Η δέσμευση των πρωτεϊνών στη στήλη Ni-NTA είναι ανεξάρτητη της 
διαμόρφωσης τους και δεν επηρεάζεται από τις περισσότερες απορρυπαντικές και
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μετουσιωτικές ουσίες. Τελικώς, οι δεσμευμένες στη στήλη Νΐ-ΝΤΑ πρωτεΐνες 
εκλούονται παρουσία καθαρού ιμιδαζολίου σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις. Ο 
δακτύλιος του ιμιδαζολίου είναι μέρος της δομής της ιστιδίνης (εικ. 13) και γι 
αυτό σε υψηλές συγκεντρώσεις ανταγωνίζεται πιο αποτελεσματικά για τις ίδιες 
θέσεις δέσμευσης, την «ουρά» των έξι ιστιδινών με την οποία δεσμεύονται οι 
ανασυνδυάσμένες πρωτεΐνες.

Ε ικ . 1 2  Α λλη λεπ ίδ ρ α σ η  μ ετα ξύ  γ ε ιτο ν ικ ώ ν  κ α τα λο ίπ ω ν σ τη ν « ο υ ρ ά »  τω ν  6  ισ τ ιδ ινώ ν  κα ι 
στήλης Ν ί-Ν Τ Α

ΗΪΝ-CH-COO

οί.

Ε ικ . 1 3  Χ η μ ικ ές  δ ο μ ές  ισ τιδ ίνη ς  κ α ι ιμ ιδ α ζο λίο υ

Η διαδικασία του καθαρισμού έχει ως εξής:
•  10-20 ml LB/αντιβιοτικών ενοφθαλμίζονται με αποικία βακτηρίων που παράγουν
την πρωτεΐνη που μας ενδιαφέρει και ακολουθεί ανάπτυξη στους 37°C για 
τουλάχιστον 12 h
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•  Η καλλιέργεια αυτή χρησιμοποιείται για την επιμόλυνση ποσότητας 500 ml 
LB/αντιβιοτικών (σε αναλογία 1 :50) και ακολουθεί ανάπτυξη στους 37°C και 
μέτρηση της OD στα 600 nm, ανά μία ώρα
•  Μόλις η OD πάρει την τιμή 0.6, προσθέτουμε IPTG σε τελική συγκέντρωση
1 mM και επωάζουμε για άλλες 4 h
•  Μετά το τέλος της επαγωγής, τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση στις 
5000 rpm, για 15 min, στους 4°C. Το ίζημα των κυττάρων μπορεί να αποθηκευτεί 
στους -70°C
• Τα κύτταρα επαναιωρούνται σε διάλυμα SB, σε αναλογία 2- 5 vol./gr ιζήματος 
κυττάρων . Στο εναιώρημα προστίθενται ακόμη PMSF (0.1 mM) και λυσοζύμη (1 
pg/ml) και ακολουθεί επώαση για 30 min στον πάγο
•  Ακολούθως, το εναιώρημα οδηγείται σε συσκευή υπερήχων όπου δέχεται 
παλμούς των 10 sec στα 50Watt. Η διαδικασία επαναλαμβάνεται 6 φορές με 
ενδιάμεσες εναποθέσεις των 10sec την φορά στον πάγο. Στο εναιώρημα 
προστίθενται RNase A ( 1 0 pg/ml) και DNase I (5 pg/ml) και ακολουθεί επώαση 
στον πάγο για 15 min.
•  Το εναιώρημα φυγοκεντρείται στις 10000 rpm, για 20 min, στους 4°C. Το 
υπερκείμενο το οποίο συλλέγεται αποτελεί το πρωτεϊνικό εκχύλισμα των 
βακτηρίων. Αυτό αναμιγνύεται με 2 ml καθαρού υλικού στήλης Ni-NTA, το 
οποίο, προηγούμενα, είχε εξισορροπηθεί με διάλυμα SB. Το μίγμα εκχυλίσματος- 
στήλης αναδεύεται με τη βοήθεια μαγνήτη, υπό χαμηλή ανάδευση (200 rpm), 
στους 4°C, για 60 min προκειμένου να επιτευχθεί η πρόσδεση των 
ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών στα σφαιρίδια Ni-NTA
•  Μετά την επώαση, το μίγμα εφαρμόζεται σε όρθιο πλαστικό αποστειρωμένο 
σωλήνα σε Θ.Δ. και αφήνεται να ηρεμήσει, έτσι ώστε τα σφαιρίδια να 
σχηματίσουν στήλη διαχωριζόμενα από την υπερκείμενη φάση, η οποία αποτελείται 
από τις πρωτεΐνες που δεν δεσμεύτηκαν σε αυτά
•  Στη συνέχεια, η στήλη εκπλένεται διαδοχικά με 20 ml διαλύματος SB και 
20 ml διαλύματος WB (50 mM NaH2P04 pH 8.0, 0.3 Μ NaCL 20mM immidazole). 
Τέλος, η έκλουση των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών γίνεται με την χρήση 
ιμιδαζολίου σε διάλυμα WB αυξανόμενης συγκέντρωσης από 1- 5Μ

Ο έλεγχος της καθαρότητας και της ποσότητας της ανασυνδυασμένης 
πρωτεΐνης γίνεται με ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων σε πηκτή SDS- 
πολυακρυλαμιδίου κατά τα γνωστά, αφού προηγούμενα, οι πρωτεΐνες που 
περιέχονται στα κλάσματα έκλουσης υποστούν καθίζηση με την χρήση 
τριχλωροοξικού οξέος (TCA precipitation)

2.4.2) Ηλεκτροέκλουση πρωτεϊνών από πηκτή πολυακρυλαμιδίου

Είναι πιθανόν, κατά τη διαδικασία καθαρισμού μιας ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης, 
η έκλουση της πρωτεΐνης που μας ενδιαφέρει να συνοδεύεται από ταυτόχρονη 
έκλουση διάφορων ανεπιθύμητων πρωτεϊνών. Στην περίπτωση αυτή, έχουμε τη 
δυνατότητα να απομονώσουμε την ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη, μετά από 
ηλεκτροφόρηση των κλασμάτων έκλουσης σε πηκτή SDS-πολυακρυλαμιδίου, 
ακολουθώντας την παρακάτω διαδικασία:
•  Στα κλάσματα έκλουσης που περιέχουν ιμιδαζόλιο προστίθεται διάλυμα 
φόρτωσης 6χ (σε αναλογία όγκων 1 :6) και αυτά θερμαίνονται για 15 min στους 
37 C και ακολουθεί SDS-PAGE
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• Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, η πηκτή χρωματίζεται σε υδάτινο 
διάλυμα χρωστικής [Coomasie Brilliant Blue 0.25% (w/v)] για 30 min, υπό συνεχή 
ανακίνηση. Στη συνέχεια, η πηκτή αποχρωματίζεται με διαδοχικές εκπλύσεις σε 
dH20
• Όταν γίνει ορατή η ζώνη που αντιστοιχεί στο μοριακό βάρος της πρωτεΐνης 
που μας ενδιαφέρει, αποκόπτεται από την πηκτή με τη βοήθεια αποστειρωμένου 
νυστεριού και εγκλείεται σε σωλήνα διαπίδυσης, ο οποίος περιέχει 1 ml διαλύματος 
ηλεκτροέκλουσης [0.2 Μ Tris-acetate pH 7.4, 1% (w/v) SDS, 100 mM DTT] ανά 0.1 
gr υγρού κομματιού πολυακρυλαμιδίου.
• Στη συνέχεια, ο σωλήνας διαπίδυσης τοποθετείται κάθετα μέσα σε οριζόντιο 
θάλαμο ηλεκτροφόρησης, ο οποίος πληρείται με διάλυμα ηλεκτροφόρησης [50 mM 
Μ Tris-acetate pH 7.4, 0.1% (w/v) SDS, 0.5 mM sodium thioglycolate]. H 
ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται στα 100 Volt για 3 h περίπου, στους 4°C
• Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, η πηκτή απομακρύνεται και το διάλυμα 
στο σωλήνα διαπίδυσης υφίσταται διαπίδυση έναντι διαδοχικών αλλαγών διαλύματος 
που περιέχει 0.2MNaHCO3 και 0.02% (w/v) SDS
• Το διάλυμα της καθαρής πρωτεΐνης, μετά τη διαπίδυση, υφίσταται λυοφιλισμό 
σε συσκευή φυγοκέντρησης υπό κενό . Ακολούθως, η πρωτεΐνη επαναιωρείται σε 
10 ml ddH20 και υφίσταται δεύτερο λυοφιλισμό.
•  Τελικώς, η καθαρή πρωτεΐνη επαναιωρείται σε ddH20 και σε όγκο ίσο με το 
0.1 του όγκου του αρχικού κομματιού πολυακρυλαμιδίου από το οποίο προήλθε.

Σε αυτή την μορφή η πρωτεΐνη μπορεί πλέον να χρησιμοποιηθεί ως αντιγόνο 
για την παρασκευή πολυκλωνικών αντισωμάτων.

2.4.3) Παρασκευή πολυκλωνικών αντισωμάτων

•  Προετοιμασία του αντιγόνου.
100 μg περίπου καθαρισμένης πρωτεΐνης επαναιωρούνται σε 1 ml ddH20. Σε 

αυτό, προστίθεται σταδιακά 1 ml ενισχυτικού υλικού πλήρους Freund’s (CFA: 
Complete Freund’s Adjunant), υπό συνεχή έντονη ανάδευση, εως ότου σχηματιστεί 
ένα ομοιόμορφο γαλακτώδες εναιώρημα (το CFA αποτελείται από έλαια που δεν 
μεταβολίζονται και περιέχει νεκρά βακτηριακά κύτταρα του στελέχους Μ. 
tuberculosis. Το υλικό αυτό είναι αποτελεσματικό στο να προκαλεί έντονη και 
μακράς διάρκειας ανοσοαπόκριση στον οργανισμό στον οποίο ενίεται). Το εναιώρημα 
λίγο πριν ενεθεί, οδηγείται σε συσκευή υπερήχων όπου δέχεται επαναλαμβανόμενους 
παλμούς των 3 sec στα 50 Watt. Τέλος, προκειμένου να ενεθεί, μεταφέρεται σε 
αποστειρωμένη σύριγγα του 1 ml (25 G), με ταύτοχρονη απομάκρυνση του αέρα και 
φυλάγεται στον πάγο. •

•  Υποδόρια ένεση του αντιγόνου-CFA σε κουνέλια.
Το μίγμα των 2ml του αντιγόνου-CFA ενίεται ραχιαία, στον υποδόριο ιστό 

ακριβώς κάτω από το δέρμα και κοντά στη βάση του κεφαλιού κουνελιού το 
οποίο, προηγούμενα, έχει ακινητοποιηθεί για το σκοπό αυτό σε ειδική παγίδα. 
Το υλικό ενίεται σε δόσεις των 400 μΐ περίπου, σε 4-5 διαφορετικά σημεία έτσι 
ώστε το αντιγόνο να συγκεντρωθεί στους πλησιέστερους τοπικούς λεμφαδένες.
•  Δεύτερη ένεση αντιγόνου-C FA  στα ανοσοποιημένα κουνέλια (Boost).

5-6 ημέρες μετά από την πρώτη ένεση του αντιγόνου, αρχίζει μια μικρή 
αύξηση των Β λεμφοκυττάρων που φέρουν στην επιφάνεια τους αντισώματα 
ειδικά έναντι του αντιγόνου που ενέθηκε στον οργανισμό, προκαλώντας μια 
ασθενή ανοσολογική απόκριση, η οποία λαμβάνει την μεγίστη τιμή της τη δέκατη μέρα
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περίπου μετά την ένεση. Εάν στο διάστημα αυτό, ο οργανισμός επανεκτεθεί στο ίδιο 
αντιγόνο, λαμβάνει χώρα εκθετική αύξηση των Β λεμφοκυττάρων που ειδικά 
αναγνωρίζουν το αντιγόνο αυτό.

Για τους παραπάνω λόγους, γίνεται μια δεύτερη ένεση του αντιγόνο υ-CF A 
στο ανοσοποιημένο κουνέλι, με τις ίδιες συνθήκες που γίνεται η πρώτη. 3-4 
ημέρες μετά τη δεύτερη ένεση, η συγκέντρωση του πολυκλωνικού αντισώματος 
στον ορό αυξάνεται θεαματικά, λαμβάνοντας την μεγίστη τιμή της 10- 14 ημέρες 
αργότερα.

• Συλλογή ορού από αίμα ανοσοποιημένου κουνελιού
14 ημέρες μετά τη δεύτερη ένεση, το ανοσοποιημένο κουνέλι ακινητοποιείται 

στην ειδική παγίδα και ξυρίζεται το τριχωτό ενός αυτιού του, έτσι ώστε να 
αποκαλυφθεί η φλέβα του. Στο αγγείο προκαλείται τοπικός ερεθισμός και 
διαστολή με τη βοήθεια ξυλόλης και θερμότητας από λαμπτήρα. Στη συνέχεια, 
το αγγείο κόβεται επιφανειακά και υπό γωνία 45° με αποστειρωμένο νυστέρι. 
Συλλέγονται 20-25 ml αίματος που ρέει στάγδην σε ειδικά φυγοκεντρικά 
σωληνάρια πήξης του αίματος, τα οποία οδηγούνται στους 4°C, για 24 h, 
προκειμένου να σχηματιστεί πήγμα. Κατόπιν, με τη βοήθεια αποστειρωμένης 
πιπέττας Pasteur το πήγμα αποκολλάται προσεκτικά από τα τοιχώματα των 
σωληνάριων και αυτά φυγοκεντρούνται στις 2000 στροφές στους 4°C για 30min 
έτσι ώστε να διαχωριστεί πλήρως ο ορός από το πήγμα. Τέλος, στον ορό μετά 
τη συλλογή του προστίθεται NaN3 (0,02%) και διατηρείται στους 4°C.

2.4.4) Απομόνωση αντισώματος από αντιορό με χρωματογραφία αγχιστείας

Προκειμένου από το συλλεχθέντα αντιορό να απομονωθεί το αντίσωμα 
έναντι της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης για την οποία έγινε η ανοσοποίηση του 
κουνελιού,χρησιμοποιήθηκε χρωματογραφία αγχιστείας, σύμφωνα με την μεθοδολογία 
των Harlow και Lane (4). Η διαδικασία συνίσταται στα εξής
•  500 μg ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης επαναιωρούνται σε 0.5 ml διαλύματος 
σύζευξης (0.1 Μ Hepes pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.5 mM PMSF). Κατόπιν, 1ml υλικού 
χρωματογραφίας Affigel 10 (Biorad), ενεργοποιείται παρουσία 2- προπανόλης. 
εκπλένεται 3 φορές με ddl-LO και επαναιωρείται σε 1ml διαλύματος σύζευξης. 
Το εναιώρημα του υλικού χρωματογραφίας αναμιγνύεται με το διάλυμα της 
ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης και ακολουθεί επώαση υπό ανάδευση, για lh σε 
θερμοκρασία δωματίου
•  Στη συνέχεια, το δείγμα φυγοκεντρείται στις 2500 rpm, για 1 min, απομακρύνεται 
το υπερκείμενο (μη συζευγμένη ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη) και το ίζημα 
επαναιωρείται σε lml διαλύματος I (1 Μ Tris-HCI ph 7.4, 1 mM EDTA, 1 mM 
DTT, 0.5 mM PMSF). To βήμα αυτό επαναλαμβάνεται για μια φορά ακόμη και 
τελικώς το δείγμα αφήνεται στους 4°C για τουλάχιστον 18 h
•  Την επόμενη μέρα, το δείγμα φυγοκεντρείται στις 2500 rpm, για 1 niin και 
το ίζημα υφίσταται 3 διαδοχικές εκπλύσεις. με lml (ανά έκπλυση) ισοτονικού 
διαλύματος (διάλυμα II) [0.4% (w/v) N ad , 20 niM Tris-HCI pH 7.4. 0.5 niM PMSF]. 
Στη συνέχεια, το υλικό επωάζεται με I ml ισοτονικού διαλύματος, παρουσία BSA 
(250 μμ/ηιΙ), στους 4°C. για τουλάχιστον 18 1ι. Κατόπιν, το δείγμα φυγοκεντρείται 
στις ίδιες συνθήκες, όπως και παραπάνω, απομακρύνεται το υπερκείμενο και το 
ίζημα επαναιωρείται σε lml ισοτονικού διαλύματος.
•  Το υλικό Affigel 10-ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη πριν την χρήση του εξισορροπείται 
με 20 ml διαλύματος PBSw [0.8% (w/v) NnCl, 0.02% (w/v) KC1, 0.1 15 % (w/v)
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Na2HPC>4, 0.04% K2HPO4]. Στη συνέχεια, επωάζεται με 4 ml αντιορού -στο οποίο, 
προηγούμενα, προστίθενται Tween-20 (0. 1%) και PMSF (0.5 mM)- για 1 h, στους 
4λ2. Ακολούθως, το δείγμα τοποθετείται σε όρθιο αποστειρωμένο πλαστικό σωλήνα 
χρωματογραφίας όπου αφήνεται να σχηματίσει στήλη. Το υλικό εκπλένεται διαδοχικά 
με 20ml διαλύματος TBST [(20mM Tris-HCl pH 7.4, 0.9% (w/v) NaCl, 0. 1% (ν/ν) 
Tween-20)] και 20ml διαλύματος PBSw.
• Τα δεσμευμένα αντισώματα εκλούονται με την χρήση διαλύματος 0.2 Μ 
γλυκίνης, 0.5 Μ NaCl, pH 2.3. Συλλέγονται 10 κλάσματα, όγκου 1ml το καθένα, 
σε σωληνάρια, στα οποία είχαν εισαχθεί 0.15 ml διαλύματος 1 Μ Tris pH 1 1 .5, 
έτσι ώστε να εξουδετερωθεί αμέσως το όξινο pH των κλασμάτων που εκλούονται από 
π] στήλη:
• Τα κλάσματα στα οποία έχει εκλουστεί το αντίσωμα προσδιορίζονται με την 
μέθοδο της ανοσοαποτύπωσης. Τα κλάσματα στα οποία εντοπίστηκε το αντίσωμα 
ενοποιούνται και υφίστανται διαπίδυση έναντι PBSw στους 4°C για τουλάχιστον 
24 1ι. Τέλος, το διάλυμα του καθαρού αντισώματος διατηρείται για μακρόχρονη 
αποθήκευση στους -70°C, παρουσία NaN3 (0.02%).

2.4.5) Εκχύλιση πρωτεϊνών από κύτταρα θηλαστικών

α) Συλλογή ολικού κυτταρικού εκχυλίσματος πρωτεϊνών
Προκειμένου να απομονωθεί συνολικό κυτταρικό εκχύλισμα πρωτεϊνών, 

ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία:
• Κυττάρα που σχηματίζουν μονή στιβάδα σε τρυβλίο, αφήνονται να 
αναπτυχθούν, μέχρις ότου, καταλάβουν το 100% περίπου της επιφάνειας του ταπήτιου 
ενός τρυβλίου διαμέτρου 10 cm. Το θρεπτικό υλικό αφαιρείται και ακολουθεί διπλή 
έκπλυση των κυττάρων, με 10 ml (ανά έκπλυση) διαλύματος PBS (IX) (βλ. εν. 2.34).
•  Στη συνέχεια, τα κύτταρα συλλέγονται σε 5 ml διαλύματος PBS (IX) και 
μεταφέρονται σε αποστειρωμένο φυγοκεντρικό σωλήνα. Ακολουθεί φυγοκέντρηση 
για 5 λεπτά, στις 1500 rpm, σε Θ.Δ..
• Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης, το υπερκείμενο απομακρύνεται και το 
ίζημα των κυττάρων επαναιωρείται σε 1ml διαλύματος PBS(IX) και μεταφέρεται 
σε μικροφυγοκεντρικό σωλήνα. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε μικροφυγόκεντρο, με 
τις ίδιες συνθήκες, όπως παραπάνω. Το υπερκείμενο αφαιρείται τελείως με 
αναρρόφηση υπό κενό και το ίζημα επαναιωρείται σε 300 μΐ διαλύματος RIP A 
[50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% (v/v) Triton X - 100, 1% (w/v) sodium 
deoxycholate, 0.1% (w/v) SDS] παρουσία 1 mM PMSF, 1 pg /ml leupeptin και 1 
pg/ml pepsatin.
• To εναιώρημα επώαζεται για 15 min στον πάγο, με αναδεύσεις ανά 5 min. 
Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000 rpm, για 15 min, στους 4°C. Το υπερκείμενο, το 
θ7ΐοίο αποτελεί και το ολικό κυτταρικό εκχύλισμα των πρωτεϊνών, συλλέγεται και 
μεταφέρεται σε νέο φυγοκεντρικό σωλήνα.
β) Κλασμάτωση κυτταρικού εκχυλίσματος πρωτεϊνών.

Στην περίπτωση που θέλουμε να διαχωρίσουμε τις κυτταροπλασματικές από 
τις πυρηνικές πρωτεΐνες των κυττάρων, ακολουθούμε τη διαδικασία κατά Penman S. 
(238) σύμφωνα με την θ7ΐοία:
• Μετά τη συλλογή των κυττάρων με φυγοκέντρηση, το υπερκείμενο απομακρύνεται 
ενώ το ίζημα των κυττάρων επαναιωρείται σε 500 μΐ διαλύματος RSB/PMSF 
(50:1 ) (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 10 mM NaCl, 1.5 mM MgCI2) και μεταφέρεται σε 
μικροφυγοκεντρικό σωλήνα Eppendorf. Στο εναιώρημα προστίθεται ΝΡ-40 σε 
τελική συγκέντρωση 0.5%. Ακολουθεί ισχυρή ανάδευση στο vortex, επώαση στον
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πάγο για 5 min και φυγοκέντρηση στην Eppendorf στις 2000 rpm για 2 min στους 
4°C. Συλλέγεται το υπερκείμενο το οποίο και αποτελεί το κυτταροπλασματικό 
κλάσμα I.
•  Το ίζημα επαναιωρείται σε 250 μΐ RSB/PMSF και παρουσία Magic detergent 
[10%(w/v) Na-deoxycholate (SODC), 10%(v/v) Tween-40] σε τελική συγκέντρωση 
12 .6%. To εναιώρημα αναδεύεται ισχυρά στο vortex και φυγοκεντρείται στις ίδιες 
συνθήκες, όπως και προηγουμένως. Το υπερκείμενο αποτελεί το κυτταροπλασματικό 
κλάσμα II. Τελικώς τα κλάσματα I και II μεταφέρονται στον ίδιο μικροφυγοκεντρικό 
σωλήνα, προκειμένου να αποτελόσουν το ολικό κυτταροπλασματικό κλάσμα των 
πρωτεϊνών.
•  Το ίζημα, που έχει απομείνει, αποτελείται από τους καθαρούς πυρήνες των 
κυττάρων και επαναιωρείται σε 500 μΐ διαλύματος HSB (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 
0.5 Μ NaCl, 50 mM MgCh) παρουσία 10 pg DNase και 10 pg RNase. To εναιώρημα 
των πυρήνων επώαζεται στους 37°C, για 30 min, και κατόπιν οι πυρήνες υφίστανται 
θραύση με την χρήση υπερήχων, με διαδοχικούς παλμούς των 5 sec στα 40Watt. 
Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000 rpm, για 10 min, στους 4°C. Το υπερκείμενο, 
που απομονώνεται κατά αυτόν τον τρόπο, περιέχει τις διαλυτές πυρηνικές πρωτεΐνες

2.4.6) Εκχύλιση πρωτεϊνών από ιστούς θηλαστικών

Προκειμένου να απομονωθούν πρωτεΐνες από ιστούς, ποσότητα από κάθε ιστό, 
ίση με 100 mg, μεταφέρεται σε αποστειρωμένο γυάλινο τρυβλίο petri όπου και 
τεμαχίζεται με νυστέρι, παρουσία 2 ml διαλύματος εκχύλισης [125 mM Tris -  HC1 
pH 6.8, 1 mM EDTA, 2% (w/v) SDS, 24% (w/v) urea, ImM PMSF, lpg/ ml leupeptin, 
0.5 pg/ml pepsatin]. To εναιώρημα μεταφέρεται σε αποστειρωμένο γυάλινο σωλήνα 
και ακολουθεί ομογενοποίηση του σε μηχανικό ομογενοποιητή, για 2 min περίπου, 
με ενδιάμεσες εναποθέσεις του στον πάγο προκειμένου να αποφευχθεί η 
υπερθέρμανση του. Για την τελική διαλυτοποίηση των πρωτεϊνών, το αιώρημα 
οδηγείται σε συσκευή υπερήχων όπου και εφαρμόζονται σε αυτό διαδοχικοί 
παλμοί των 10 sec στα 50 Watt, οι οποίοι εναλάσσονται με ισόχρονα διαστήματα 
εναπόθεσης στον πάγο και για συνολικό χρόνο 2 min. Μετά την εκχύλιση, 
ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000 rpm, για 10 min, στους 4°C και συλλέγεται 
το υπερκείμενο.

2.4.7) Υπολογισμός ποσότητας πρωτεϊνών (Bio-Rad protein assay)

Η μέτρηση της ποσό τιμάς των πρωτείνων, σε κάθε περίπτωση, έγινε με 
χρήση υλικών της εταιρείας Bio-Rad. Ο τρόπος υπολογισμού της πρωτεΐιης 
βασίζεται στην μέθοδο Bradford, κατά την οποία μια χρωστική (Coomassie 
Brilliant Blue G-250) αλλάζει μέγιστο απορρόφησης από τα 460 nm στα 595 nni. 
όταν αυτή δεσμευτεί σε μία πρωτεΐνη. Έτσι, μετρώντας σε ένα φασματοφωτόμετρο 
τις τιμές απορρόφησης στα 595 nm διαφορετικών αραιώσεων μιας πρωτεΐιης 
αγνώστου συγκέντρωσης και συγκρίνοντας αυτές με μια πρότυπη καμπύλη τιμών 
απορρόφησης, που αντιστοιχούν σε γνωστές συγκεντρώσεις μιας πρωτεΐνης 
(συνήθως καθαρής αλβουμίνης βοός). είναι δυνατός ο υπολογισμός της συγκέντρωσης 
του πρωτεϊνικού μας διαλύματος.

Η διαδικασία έχει ως εξής:
•  Παρασκευάζουμε διαδοχικές αραιώσεις (από 1 pg/ml ως 25 pg/ml) της 
πρωτεΐνης γνωστής συγκέντρωσης, καθώς και κατάλληλες αραιώσεις της άγνωστης 
πρωτεΐνης. Όλες οι αραιώσεις γίνονται σε dH;0 και έχουν τελικό όγκο 0.8ml.
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Ταυτόχρονα ετοιμάζουμε και ένα δείγμα που περιέχει μόνο dH20 και το οποίο θα 
αποτελϊσει τον μάρτυρα κατά την φωτομέτρηση.
• Στη συνέχεια, προσθέτουμε σε όλα τα δείγματα 0.2ml διαλύματος χρωστικής 
και τα αναδεύουμε ήπια αρκετές φορές
• Μετά, από 5 min επώασης, ακολουθεί φωτομέτρηση (BECKMAN DU520) σε 
μήκος κύματος 595 nm και με δείγμα αναφοράς αυτό του μάρτυρα, κατασκευή 
πρότυπης καμπύλης και υπολογισμός της άγνωστης συγκέντρωσης.

2.4.8) Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου-SDS

Ο διαχωρισμός πρωτεϊνών, υπό μετουσιωτικές συνθήκες, πραγματοποιήθηκε με 
ηλεκτροφόρηση μιας διαστάσεως σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου-SDS, σύμφωνα με 
την μέθοδο Laemmli (239).

Κατά την ηλεκτροφόρηση, χρησιμοποιείται σύστημα δύο κάθετων γυάλινων 
πλακών, μεταξύ των οποίων στοιβάζονται οι πηκτές πολυακρυλαμιδίου, οι οποίες 

♦ διακρίνονται σε δύο μέρη:
ι) την πηκτή επιστοίβαξης, με τελική συγκέντρωση πολυακρυλαμιδίου 5% [5% 
acrylamide mix, 0.13Μ Tris-HCl pH 6.8, 0.1% (w/v) SDS, 0.1% (w/v) APS, 0.1 % 
(v/v) TEMED] και μεγάλο μέγεθος πόρων και
ιι) την πηκτή διαχωρισμού, με τελική συγκέντρωση πολυακρυλαμιδίου 10% [10% 
acrylamide mix, 0.38Μ Tris-HCl pH 8.8, 0.1% (w/v) SDS, 0.1 % (w/v) APS, 0,04% 
(v/v) TEMED] και μικρότερο μέγεθος πόρων.
Τα μίγματα των δύο πηκτών, μετά την παρασκευή τους, πολυμερίζονται με 
προσθήκη TEMED (SIGMA). Ο πολυμερισμός της πηκτής έγινε σε Θ.Δ., για 
περίπου 30 min.

Πριν την ηλεκτροφόρηση, τα δείγματα ξηρένονται σε φυγοκεντρικό 
'συμπυκνωτή κενού, επαναιώρουνται σε 20-30 μΐ διάλυμα φόρτωσης [62.5 mM Tris 
-HC1, 3% (w/v) SDS, 10% (v/v) glycerol, 5% (v/v) 2-mercaptoethanol, 0.0 1% (w/v) 
bromophenol blue] και θερμαίνονται για 5 min στους 100°C. Ακολούθως, 
φορτώνονται στην πηκτή και η ηλεκτροφόρηση ολοκληρώνεται σε περίπου 250 
Vh σε κατάλληλο διάλυμα ηλεκτροφόρησης (25mM Tris-HCl, 192mM glycine,
0.1% SDS). Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, οι πρωτεΐνες γίνονται ορατές με 
χρώση της πηκτής για 30 min, υπό ανάδευση , σε διάλυμα χρωστικής Coomassie 
[0.25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue, 9.2% (v/v) acetic acid, 45.4% methanol]. O 
αποχρωματισμός γίνεται, υπό ολονύχτια ανάδευση, σε διάλυμα αποχρωματισμού [25% 
(v/v) methanol, 7% (v/v) acetic acid].

2.4.9) Αυτοραδιογραφία - Φλουορογραφία

Στην περίπτωση που τα δείγματα των ηλεκτροφορηθέντων πρωτεϊνών ήταν 
ραδιενεργά σημασμένα, η αποτύπωση τους και η παρατήρηση τους έγινε με 
αυτοραδιογραφία. Για το σκοπό αυτό η πηκτή ξηραίνεται σε συσκευή ξήρανσης 
υπό κενό (Biorad model 112 5 Β), τοποθετείται σε ακτινογραφική κασσέτα με 
ακτινογραφικό φιλμ και εκτίθεται έναντι της πηκτής στους -70°C. Η εμφάνιση της 
ακτινογραφίας γίνεται όπως περιγράφηκε στην ενότητα 2.1.8.

Η ενίσχυση ασθενών ραδιενεργών σημάτων (π.χ. πρωτεϊνών σημασμένων με 
[35S]) γίνεται με φλουορογραφία. Συγκεκριμένα, η πηκτή επωάζεται σε 
εικοσαπλάσιο όγκο DMSO υπό ανακίνηση επί 30 λεπτά. Η διαδικασία 
επαναλαμβάνεται δύο φορές και ακολουθεί τρίτη επώαση σε τετραπλάσιο όγκο 
διαλύματος 20% (w/v) ΡΡΟ σε DMSO επί 3 h. Με το τέλος της τρίτης επώασης
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η πηκτή ξεπλένεται αρκετές φορές σε dFfeO και τελικώς, επωάζεται σε 
εικοσαπλάσιο όγκο dĤ O υπό ανακίνηση για 30 min. Τέλος, η πηκτή τοποθετείται 
σε 3ΜΜ χαρτί, ξηραίνεται και αυτοραδιογραφείται, σύμφωνα με τα παραπάνω.

2.4.10) Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών (Western blot)

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης και εφόσον λάβει χώρα η τεχνική της 
ανοσοαποτύπωσης, η πηκτή καταβυθίζεται σε διάλυμα μεταφοράς [0.58% (w/v) 
Tris-HCl, 0.292% (w/v) glycine, 20% (v/v) methanol] για 10 min, σε Θ.Δ.. Στο ίδιο 
διάλυμα μεταφέρονται και 4 κομμάτια απορροφητικού χαρτιού Whatmann 3ΜΜ, 
καθώς και ένα κομμάτι μεμβράνης νιτροκυτταρίνης Hybond C (AMERSHAM), τα 
οποία έχουν ακριβώς τις ίδιες διαστάσεις με αυτές της πηκτής.

Στη συνέχεια, και προκειμένου για πηκτές μικρών διαστάσεων (mini gels), τα 
κομμάτια τα εμποτισμένα με το διάλυμα μεταφοράς, φέρονται στην επιφάνεια 
του ακίνητου ηλεκτροδίου συσκευής ημι-ξηρής πρωτεϊνικής ηλεκτρομεταφοράς 
(Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, BIORAD) με την ακόλουθη σειρά: 2 
κομμάτια χαρτιού Whatmann-μεμβράνη νιτροκυτταρίνης-πηκτή-2 κομμάτια χαρτιού 
Whatmann. Με τη βοήθεια πιπέττας Pasteur, απομακρύνουμε τις φυσαλίδες μεταξύ 
των κομματιών και εν συνεχεία εφαρμόζουμε στην επιφάνεια τους το δεύτερο 
ηλεκτρόδιο της συσκευής (αρνητικός πόλος). Η ηλετρομεταφορά των πρωτεϊνών 
γίνεται σε σταθερή τάση 15 Volt, για 30 min. Μετά το τέλος αυτής,, η μεμβράνη 
μεταφέρεται σε διάλυμα PBSw (western blot,IX) παρουσία σκόνης μη λιπαρού 
γάλακτος [3% (w/v)] και ακολουθεί επώαση σε Θ.Δ., για τουλάχιστον 2 h 
προκειμένου να καλυφθούν οι μη ειδικές σύνδεσης της μεμβράνης.

Ακολούθως, η μεμβράνη υφίσταται 2 διαδοχικές εκπλύσεις, διάρκειας 5min η 
κάθε μία, με 300 ml διαλύματος PBSw (IX). Στη συνέχεια, η μεμβράνη επωάζεται 
με το ειδικό αντίσωμα έναντι της πρωτεΐνης που θέλουμε να ανιχνεύσουμε σε 
10 ml διαλύματος PBSw (IX), παρουσία BSA [3% (w/v)], σε Θ.Δ., για 
τουλάχιστον 1 h, υπό ανακίνηση.

Μετά το τέλος της επώασης, η μεμβράνη υφίσταται δύο διαδοχικές 
εκπλύσεις, διάρκειας 5 min η κάθε μία, με 300 ml διαλύματος PBSw (IX), 
παρουσία Tween-20 [0.05% (w/w)], προκειμένου να απομακρυνθεί η περίσσεια 
του πρωτοταγούς αντισώματος. Κατόπιν, η μεμβράνη επωάζεται με αντίσωμα 
έναντι ανοσοσφαιρινών του είδους προέλευσης του πρωτοταγούς αντισώματος. 
Η επώαση γίνεται σε 10 ml διαλύματος PBSw (IX), παρουσία σκόνης γάλακτος 
[2.5% (w/v)] και διαρκεί για 45 min σε Θ.Δ.. Το δευτεροταγές αντίσωμα, φέρει 
συζευγμένο το ένζυμο της υπεροξειδάσης του ραπανιού (HRP), το οποίο είναι 
υπεύθυνο για την αντίδραση χημειοφωταύγειας.

Μετά το τέλος και της δεύτερης επώασης, η μεμβράνη υφίσταται δύο εκπλύσεις 
με τις ίδιες συνθήκες, όπως παραπάνω, και ακολουθεί η τεχνική της ενισχυμένης 
χημειοφωταύγειας (ECL) και η ανίχνευση της πρωτεΐνης.

2.4.11) Ανοσοκαθίζηση πρωτεϊνών (Immunoprccipitation)

Προκειμένου να ελέγξουμε τις ειδικές αλληλεπιδράσεις των προς εξέταση 
πρωτεϊνών χρησιμοποιήσαμε την μέθοδο της ανοσοκαθιζήσης, σύμφωνα με την 
οποία πραγματοποιούμε τα εξής:
•  Λαμβάνεται ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα από κύτταρα που καλύπτουν πλήρως 
την επιφάνεια του ταπητίου τρυβλίου διαμέτρου 10 cm (βλ.εν.2.4.5β)
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•  Στο κυτταρικό εκχύλισμα προσθέτουμε 20 μΐ εναιώρηματος μίγματος 
πρωτεϊνών Α και G (σε αναλογία 1 : 1) συνδεδεμένων σε σφαιρίδια σεφαρόζης. 
Ακολουθεί επώαση υπό ανακίνηση, στους 4°C για 2 h, προκειμένου να επιτευχθεί 
η προ-προσρόφηση του κυτταρικού εκχυλίσματος, κατά την οποία απομακρύνονται 
πρωτεΐνες, οι οποίες συνδέονται μη ειδικά με τις πρωτεΐνες Α και G.
• Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 2500 rpm, στους 4°C, για 5 min. Συλλέγεται το
υπερκείμενο και μεταφέρεται σε νέο μικροφυγοκεντρικό σωλήνα, όπου προστίθεται 
ποσότητα \μ% του αντισώματος έναντι της εξεταζόμενης πρωτεΐνης, καθώς και 
διάλυμα* BSA (1 mg/ml) για την κάλυψη μη ειδικών θέσεων στα σφαιρίδια
σεφαρόζης. Το δείγμα επωάζεται υπό ανακίνηση, στους 4°C, για τουλάχιστον 12 h. 
Στο δείγμα προστίθενται 20 μΐ εναιώρηματος αποτελούμενο από σφαιρίδια 
σεφαρόζης και μίγμα πρωτεϊνών Α/G και η επώαση συνεχίζεται στις ίδιες
συνθήκες, για επιπλέον 2h.
• Στη συνέχεια, το δείγμα φυγοκεντρείται στις 2500 rpm, στους 4°C, για 5 min. 
Το υπερκείμενο (μη δεσμεύμενη πρωτεΐνη) συλλέγεται, προκειμένου να

* χρησιμοποιηθεί ως μάρτυρας, για τον τελικό προσδιορισμό της ποσότητας της 
πρωτεΐνης που δεσμεύτηκε στο αντίσωμα. Το ίζημα, υφίσταται 3 διαδοχικές
εκπλύσεις, με 1 ml διαλύματος RIPA κάθε φορά, και κάτω από τις ίδιες
συνθήκες φυγοκέντρησης, όπως και προηγουμένως.
•  Μετά το τέλος και της τρίτης φυγοκέντρησης, το υπερκείμενο απομακρύνεται 
και το ίζημα επαναιωρείται σε 40μ1 διάλυμα φόρτωσης SD S-P A G E  (1 .5Χ). Πριν 
την ηλεκτροφόρηση σε SDS-PAGE, το δείγμα υφίσταται, αφενός μεν, βρασμό στους 
100°C και ισχυρή ανάδευση ώστε να απελευθερωθεί η πρωτεΐνη από τα 
σφαιρίδια σεφαρόζης, αφετέρου δε, φυγοκέντρηση στις 12000 rpm, για 5 sec, σε 
μικροφυγόκεντρο Eppendorf έτσι ώστε να ιζηματοποιηθούν πάλι τα σφαιρίδια και να
μείνουν στο υπερκείμενο οι πρωτεΐνες.

•

2.4.12) Ανοσοφθορισμός πρωτεϊνών (Immunofluorecense)

Ο ενδοκυτταρικός εντοπισμός των εξεταζομένων πρωτεϊνών κατέστη δυνατός 
με την χρήση της τεχνικής του έμμεσου ανοσοφθορισμού, σύμφωνα με την οποία, 
ακολουθούμε τα εξής:
•  Κύτταρα τοποθετούνται πάνω σε αποστειρωμένες γυάλινες καλυπτρίδες (2X2 
cm) εντός τρυβλίου διαμέτρου 10 cm, σε πυκνότητα 2.5 ΙΟ6 κύτταρα/τρυβλίο και 
αφήνονται να αναπτυχθούν για 2 ημέρες.
• Στη συνέχεια, το θρεπτικό υλικό αφαιρείται και ακολουθεί διπλή έκπλυση των 
κυττάρων, με 10 ml (ανά έκπλυση), διαλύματος PBS (IX). Κατόπιν, τα κύτταρα 
μονιμοποιούνται για lOrnin με διάλυμα παραφορμαλδεύδης [2% (w/v) σε PBS)], 
σε Θ.Δ..
•  Μετά την μονιμοποίηση τους, τα κύτταρα εκπλένονται 2-3 φορές με διάλυμα 
PBS (IX) και επωάζονται με παγωμένη καθαρή μεθανόλη για 3-5 min στους - 
20°C. Ακολουθεί ξανά έκπλυση των κυττάρων με διάλυμα PBS και επώαση 
αυτών με διάλυμα PBS(IX) παρουσία BSA [3% (w/v)] για 30-60 min, για κάλυψη 
των μη ειδικών θέσεων.
•  Στη συνέχεια, οι καλυπτρίδες επωάζονται με κατάλληλη αραίωση του 
ειδικού αντισώματος -έναντι της πρωτεΐνης που εξετάζουμε- σε διάλυμα PBS(lx), 
παρουσία BSA [l%(w/v)], για 30--40 min στους 37°C.
•  Ακολουθεί ξανά έκπλυση των κυττάρων με διάλυμα PBS και επώαση 
αυτών με κατάλληλη αραίωση αντισώματος, έναντι ανοσοσφαιρινών του είδους
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προέλευσης του πρώτου αντισώματος, το οποίο είναι συνδεδεμένο με χρωμοφόρο 
ουσία (FITC). Η επώαση γίνεται στους 37°C και διαρκεί για 30-40 min 
•  Τέλος οι καλυπτρίδες εκπλένονται με διάλυμα PBS, μεταφέρονται σε 
αντικειμενοφόρους πλάκες και ακολουθεί παρατήρηση των δειγμάτων σε 
μικροσκόπιο φθορισμού (Nicon Microphot-FXA) και φωτογράφιση σε φίλμ Fujicolor 
400 ASA.
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2 .5) Κ ΥΤΤΑ Ρ ΙΚ ΕΣ Κ ΑΛ ΛΙΕΡΓΕΙΕΣ

2.5.1) Συνθήκες κυτταρικής καλλιέργειας

Η καλλιέργεια των διαφόρων κυτταρικών σειρών έγινε σε ειδικά διαμορφωμένο 
χώρο (cell culture room),ο οποίος διατηρείται στείρος με χρήση υπεριώδους 
ακτινοβολίας. Προκειμένου να αποφευχθούν οι μολύνσεις, όλοι οι χειρισμοί, οι 
σχετικοί με τα κύτταρα, πραγματοποιήθηκαν μέσα σε εστία νηματικής ροής 
(GELMAN Instrument Laminar Air Flow class 100). Τα κύτταρα αναπτύχθηκαν 
σε επωαστικό κλίβανο (Nuaire, Autoflow, CO2 Water- Jacketed Incubator) σταθερής 
θερμοκρασίας 37°C, κατάλληλες συνθήκες υγρασίας και ατμόσφαιρα εμπλουτισμένη 
με 5% CC>2 για τη διατήρηση του pH στο θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας. 
Ανάλογα με τις απαιτήσεις, τα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε φιάλες, τρυβλία ή σε 
πολυτρυβλία, όλα μιας χρήσης. Η παρατήρηση των κυττάρων έγινε σε 
μικροσκόπιο ανάστροφης φάσης (Olympus ΙΜ) ενώ η μακρόχρονη συντήρηση 
τους έγινε σε δοχείο υγρού αζώτου (-192°C).

2.5.2) Υλικά κυτταρικής καλλιέργειας

α) Θρεπτικά υλικά
Για την ανάπτυξη των κυτταρικών σειρών χρησιμοποιήθηκε το θρεπτικό 

υλικό Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) σύμφωνα με τις οδηγίες 
των κατασκευαστών (SIGMA). Το θρεπτικό υλικό διαλύθηκε σε ddl-LO, με 
ταυτόχρονη προσθήκη όξινου ανθρακικού νατρίου NaHC03 (3.7 g/1). Στη συνέχεια 
αποστειρώθηκε με διήθηση σε συσκευή της MILIPORE (cat.no. Χ Χ 6700Ρ 10) με 
τη βοήθεια προφίλτρων (MILIPORE: Filter type ΑΡ cat, no. A PI504200) και 
φίλτρων (MILIPORE: Filter type HA 0.45pm cat. no HATF04700) και 
διατηρήθηκε σε θερμοκρασία 4°C. Πριν την χρησιμοποίηση του προστέθηκε σε 
αυτό L-γλουταμίνη (Sigma) σε τελική συγκέντρωση 4 mM καθώς και τα αντιβιοτικά 
πενικιλλίνη και στρεπτομυκίνη (SEROMED) σε συγκεντρώσεις 5 x 104U και 5 χ 
105pg αντίστοιχα ανά λίτρο.

β) Διάλυμα έκπλυσης (PBS)
Οι εκπλύσεις των κυττάρων πραγματοποιήθηκαν με τη βοήθεια του ρυθμιστικού 

διαλύματος φωσφορικών αλάτων (PBS), ελλειματικού σε ιόντα Ca2+ και Mg2+, 
pH 7.2: 139mM NaCl, 5.4mM KC1, 0.37mM Na2HP0 4H20 , 0.44mM KH2P04, 
4.16mM NaHC03. Μετά την παρασκευή του, το διάλυμα αποστειρώνεται για 
25min, στους 12 1°C, σε αυτόκαυστο (Dr Morand S.A., Switzerland) και 
διατηρείται στους 4°C.
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γ) Ορός, FCS
Σε όλες τις κυτταρικές καλλιέργειες το θρεπτικό υλικό εμπλουτίζεται αμέσως 

πριν την χρήση του με ορό εμβρύου βοός (Fetal Calf Serum- SEROMED, Sera 
Lab, GIBCO BRL). Η προσθήκη του ορού είναι απαραίτητη για τον εμπλουτισμό 
του θρεπτικού υλικού με αναπτυξιακούς παράγοντες αναγκαίους για τον 
πολλαπλασιασμό των κυττάρων.

δ) Διάλυμα θρυψίνης/EDTA (Trypsin/EDTA)
Η αποκόλληση των κυττάρων από το ταπήτιο των σκευών κυτταροκαλλιέργειας 

επιτυγχάνεται με την χρήση διαλύματος Θρυψίνης/EDTA (Trypsin/EDTA solution, 
BIOCHROM KG, Berlin) 0.05%/0.02% (w/v) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 
ελλειματικό σε ιόντα Ca2+ και Mg2+.

2.5.3) Αποθήκευση κυτταρικών σειρών

Κατά την αποθήκευση των κυττάρων ακολουθείται η εξής διαδικασία: 
Αφαιρείται το θρεπτικό μέσο και τα κύτταρα ξεπλένονται δύο φορές με διάλυμα 
PBS (IX). Στη συνέχεια, προστίθεται στο ταπήτιο διάλυμα θρυψίνης και τα 
κύτταρα, μετά την αποκόλληση τους, συλλέγονται σε θρεπτικό υλικό. Ακολουθεί 
φυγοκέντρηση στις 1500 rpm, για 5 min, σε Θ.Δ. Το ίζημα των κυττάρων 
επαναιωρείται σε κατάλληλο υλικό αποθήκευσης, το οποίο αποτελείται από FCS 
(90%) και DMSO (10%), ενώ η πυκνότητα των κυττάρων είναι 5-6 ΧΙΟ6 κύτταρα 
ανά 1ml υλικού αποθήκευσης. Το εναιώρημα των κυττάρων μεταφέρεται σε 
σωληνάριο ψύξης (cryovial), το οποίο μεταφέρεται αρχικά στους -70°C για 24 h 
και στη συνέχεια σε δοχείο υγρού αζώτου (-192°C).

2.5.4) Κυτταρικές σειρές

Οι κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη είναι οι 
ακόλουθες:
1 ) C V 1 : Κυτταρική σειρά προερχόμενη από νεφρό πράσινου Αφρικανικού πιθήκου. 
Τα κύτταρα έχουν μορφολογία ινοβλαστών και προσκολλώνται σε σταθερό 
υπόστρωμα, ενώ απαιτούν για την ανάπτυξη τους DMEM εμπλουτισμένο με 10% 
FCS.
2) COS: Κυτταρική σειρά με μορφολογία ινοβλαστών που προέρχεται από 
μετασχηματισμό των κυττάρων CV1 με μεταλλαγμένο στέλεχος του ιού SV40. Τα 
κύτταρα αναπτύσσονται σε υλικό DMEM με 10%FCS προσκολλημένα σε σταθερό 
υπόστρωμα.
3) HeLa: Κύτταρα προερχόμενα από καρκίνωμα τραχήλου της μήτρας ανθρώπου. 
Τα κύτταρα έχουν μορφολογία επιθηλίου και αναπτύσσονται σε θρεπτικό μέσο 
DMEM με 10% FCS προσκολλημένα σε σταθερό υπόστρωμα.
4) U937: Ανθρώπινη κυτταρική σειρά προερχόμενη από καρκινικά κύτταρα του 
υδροθώρακα. Τα κύτταρα, που είναι σχεδόν τριπλοειδή με το 70% αυτών να 
φέρουν 58 χρωμοσώματα καλλιεργούνται ως εναιώρημα σε θρεπτικό υλικό RPMI 
(GIBCO, BRL) με 10% FCS.
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3 .1) ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ ΧΑΡΑΚΤΗ ΡΙΣΜ Ο Σ TO Y cDNA
ΚΛΩΝΟΥ ΤΗΣ dj2

3.1.1) Απομόνωση από βιβλιοθήκη cDNA κυττάρων πιθήκου, κλώνου που 
κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη dj2

Η κλωνοποίηση του cDNA της dj2 έγινε με την χρήση μιας προπαρασκευασμένης 
cDNA βιβλιοθήκης από COS κύτταρα (predigested LAMDA ZAP II/EcoRI cloning 
kit, STRATAGENE). Τα κύτταρα αυτά προέρχονται από το νεφρό του πράσινου 
πιθήκου (Cercopithecus aethiops) και είναι μετασχηματισμένα με ελλειματικό DNA 
του ιού SV40. Από την ίδια βιβλιοθήκη είχαν απομονωθεί στο εργαστήριο μας τα 
cDNAs των δύο κυτταροπλασματικών μελών της οικογένειας των hsp70 πρωτεϊνών, 
της hsc70 και της hsp70 (243).

Η διαδικασία αναζήτησης στη βιβλιοθήκη έλαβε χώρα κατά τον τρόπο που 
περιγράφηκε (βλ.εν.2. 19), ενώ για τον υβριδισμό χρησιμοποιήθηκε το cDNA 
που κωδικοποιεί για την ανθρώπινη πρωτεΐνη dj2 (ευγενική προσφορά του 
εργαστηρίου του καθηγητή S. Kato), μετά την αποκοπή του από τον πλασμιδιακό 
φορέα του (pBL-KS) με πέψεις στις θέσεις Sal I και Notl. Το προϊόν της πέψης 
ηλεκτροφορήθηκε σε πηκτή αγαρόζης και αφού ελέγχθηκε για το ορθό του 
μήκος (1435 bp), αποκόπηκε από την πηκτή και απομονώθηκε (βλ.εν.2.6). Στη 
συνέχεια, 200ng του καθαρισμένου DNA σημάνθηκε ραδιενεργά (dCTP-P32) με την 
τεχνική της μετάφρασης εγκοπής (nick translation), καθαρίστηκε από στήλη 
μοριακού ηθμού G50 και η ειδική του ενεργότητα μετρήθηκε σε συσκευή υγρού 
σπινθηρισμού. Σημασμένο DNA (DNA ανιχνευτής), με ειδική ενεργότητα 109cpm 
και σε συγκέντρωση 1-5  X ΙΟ6 cpm ανά ml διαλύματος υβριδισμοί), χρησιμοποιήθηκε 
για τον υβριδισμό των φίλτρων.

Μετά το πέρας του υβριδισμού, ακολούθησαν εκπλύσεις των φίλτρο)ν,σε συνθήκες 
σχετικά υψηλής αυστηρότητας (χαμηλή συγκέντρωση αλάτων, υψηλή θερμοκρασία), 
καθώς αναμενόταν ότι η ομολογία του DNA ανιχνευτή με το προς αναζήτηση γονίδιο 
θα ήταν μεγάλη. Στη συνέχεια, τα φίλτρα εκτέθηκαν σε ακτινογραφικά φιλμ για 1 και 2 
μέρες. Μετά την εμφάνιση των φιλμ, εντοπίστηκαν 13 θετικές πλάκες οι οποίες 
και απομονώθηκαν με αποκοπή, από το τρυβλίο, περιοχών εμβαδού 1 cm2,περιφερειακά 
των θετικών πλακών. Δεδομένου ότι σε κάθε μία από αυτές τις περιοχές 
περιέχονταν ένας μεγάλος αριθμός διαφόρων πλακών, ακολούθησε και ένας δεύτερος 
κύκλος απομόνωσης, προκειμένου να λάβουμε την κάθε μία θετική πλάκα σε 
καθαρή μορφή. Στο δεύτερο αυτό κύκλο απομόνωσης (second screen), 
ακολουθήθηκε η ίδια ακριβώς διαδικασία και τελικά οι 13 κλώνοι απομονώθηκαν 
σε καθαρή μορφή (εικ. 14).
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Ε ικ , 1 4  (Α ) Α υ το ρ α δ ιο γρ α φ ία  φ ίλτρ ο υ , μ ετά  α χ ό  πρώ τη  επ ιλο γή  (fir s t s c re e n ).Ο ι 
μ α ύ ρ ες  κ ο υ κ ίδ ες  α ντ ιπ ρ ο σ ω π εύ ο υ ν  π λά κ ες  α να σ υ νδ υ α σ μ ένω ν β α κ τη ρ ιο φ ά γω ν π ου  
φ έρ ο υ ν  α λ λ η λ ο υ χ ίες  ο μ ό λ ο γες  π ρ ο ς  α υ τές  του  ρ α δ ιεν ερ γο ύ  α νιχνευ τή  (h d f2 ).(B ) Κ ά θε 
Θ ετική π λά κ α  τη ς π ρώ τη ς επ ιλ ο γ ή ς  α π ο μ ο νώ νετα ι σ ε μ ια  επ ιφ ά νεια  π ερ ίπ ο υ  1cm 2, 
η  ο π ο ία  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτ α ι σ ε  μ ια  δ εύτερ η  δ ια δ ικ α σ ία  επ ιλ ο γ ή ς  (se c o n d  sc reen ), α χ ό  τη ν  
ο π ο ία  α π ο μ ο νώ νο ντα ι ο ι Θ ετικοί φ ά γο ι.
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Μετά την ολοκλήρωση της απομόνωσης των θετικών κλώνων, έγινε in vivo 
εξαγωγή-αποκοπή του φαγιδίου pBluescript από τον φάγο-φορέα, για κάθε κλώνο 
ξεχωριστά. Στόχος αυτής της διαδικασίας είναι η αποκοπή του φαγιδίου 
pBluescript με το κλωνοποιημένο σε αυτό cDNA ένθεμα και ο αυτόνομος πλέον 
πολλαπλασιασμός του σε βακτήρια XLl-Blue. Η in vivo εξαγωγή του ενθέματος 
πραγματοποιήθηκε με ταυτόχρονη μόλυνση βακτηρίων XLl-Blue τόσο με το φάγο- 
φορέα του κλωνοποιημένου cDNA ενθέματος (λ ΖΑΡΙ1) όσο και με τον βοηθό 
φάγο R408. Στο εσωτερικό των κυττάρων XLl-Blue, οι δύο φάγοι πολλαπλασιάζονται 
αυτόνομα. Η κατασκευή όμως του λ ΖΑΡΙΙ είναι τέτοια, ώστε τελικά, με την 
δράση πρωτεϊνών του βοηθού φάγου πάνω στο γυμνό DNA του φάγου-φορέα, 
να αποκόπτεται η κεντρική του περιοχή. Η περιοχή αυτή περιλαμβάνει το cDNA 
ένθεμα, κλωνοποιημένο στο φαγίδιο pBluescript. To pBluescript με το κλωνοποιημένο 
cDNA ένθεμα, πακετάρεται από τις καψιδιακές πρωτεΐνες του βοηθού φάγου και 
απελευθερώνεται στο θρεπτικό μέσο με την λύση των κυττάρων XLl-Blue.

Στη συνέχεια, τα απομονωθέντα πλασμιδιακά DNA χρησιμοποιήθηκαν για το 
. μετασχηματισμό βακτηρίων του στελέχους MCI 061, τα οπαία προσφέρουν 

υψηλότερης καθαρότητας φαγιδιακό DNA, σε μεγαλύτερες ποσότητες. Ακολούθησε 
η παρασκευή μεγάλης κλίμακας πλασμιδιακού DNA από τα βακτήρια M CI061, 
για καθένα από τους 13 κλώνους, με ταυτόχρονο καθαρισμό σε φυγοκέντρηση 
κλίσης πυκνότητας CsCl.

3.1.2) Ανάλυση των απομονωθέντων κλώνων με χαρτογράφηση θέσεων 
περιοριστικών ένζυμων

Προκειμένου να ανιχνευθούν άμεσα οι κλώνοι εκείνοι, οι οποίοι εμφάνιζαν 
μεγαλύτερη ομολογία προς τον ανιχνευτή που χρησιμοποιήθηκε, εφαρμόστηκε 
χαρτογράφηση περιοριστικών θέσεων των πλασμιδιακών κλώνων, με κατάλληλες 
περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Η επιλογή των ενζύμων έγινε με βάση τον χάρτη 
του cDNA που κωδικοποιεί για την ανθρώπινη πρωτεΐνη dj2 -λόγω του αναμενόμενου 
μεγάλου βαθμού ομολογίας με αυτό του πιθήκου -  και ήταν τέτοια, ώστε να 
περιλαμβάνει ένζυμα τα οποία, είτε είχαν μοναδιαία θέση, είτε δεν είχαν καμμία 
θέση κοπής στο ανθρώπινο cDNA.

Ακολουθώντας την παραπάνω διαδικασία για όλους τους κλώνους, 
διαπιστώθηκε γρήγορα ότι από τους 13 απομονωθέντες κλώνους (εικ. 15), μόνο 
ένας ακολουθούσε το περιοριστικό πρότυπα του ανθρωπίνου cDNA. Στη συνέχεια, 
και κατά προτεραιότητα, έγινε η ανάγνωση των βάσεων του κλώνου αυτού, 
δηλαδή του 5αΙ, ενώ προς επιβεβαίωση των παραπάνω αποτελεσμάτων έγινε 
σταδιακά η αλληλούχηση και των υπολοίπων κλώνων.

3.1.3) Ανάγνωση της αλληλουχίας των βάσεων του κλώνου 5αΙ και
χαρακτηρισμός του με την μέθοδο της αλληλούχησης

Όπως διαπιστώθηκε κατά την χαρτογράφηση περιοριστικών θέσεων, το μήκος 
του ενθέματος του κλώνου 5α1 ήταν περίπου 2.2 Kb. Η μέθοδος της
αλληλούχησης, η οποία χρησιμοποιήθηκε για την ανάγνωση των βάσεων, είχε τη 
δυνατότητα ανάγνωσης 300-400 bp από τα άκρα μιας DNA αλληλουχίας. 
Επομένως, προκειμένου να αναγνωστεί το σύνολο των βάσεων του κλώνου 5αΙ 
έγιναν τέσσερις απαραίτητες υποκλωνοποιήσεις αντίστοιχων τμημάτων του, μήκους 
300-700 bp, στην περιοχή κλωνοποίησης του φαγιδίου φορέα pBluescript KS
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2027 Kb 
1709 Kb

1375 K  b

831 Kb

564 Kb

L  1  2  3  4  5  « 7 8  9 10 1 1  1 2  13

t
Κλώνος 5αΙ

Εικ. 15 Ηλεκτροφόρηση πλασμιδιακού DNA σε πηκτή αγαρόζης. Τα θραύσματα 
προέρχονται από την πέψη των απομονωθέντων, από τη βιβλιοθήκη cDNA, 
κλώνων με το περιοριστικό ένζυμο EcoRl και κυμαίνονται μεταξύ 0.25 και 2kb. 
Διακρίνονται τα θραύσματα του κλώνου 5αΙ, που προκύπτουν μετά την πέψη to o , 

μεγέθους 1705 bp και 518 bp αντίστοιχα Με αστερίσκο σημειώνονται τα ενθέματα 
των κλώνων cDNA που εξετάστηκαν με αλληλούχΐ}ση των βάσεων τους. Η 
διαδρομή L (ladder) αντιπροσωπεύει μίγμα τμημάτων DNA με πρότυπα μοριακά 
βάρη.
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μετά από πέψη με κατάλληλες περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Αναλυτικά, τα 
παραγόμενα τμήματα προς αλληλούχηση παρουσιάζονται στην εικ. 16.

Στη συνέχεια, ακολούθησε μετασχηματισμός βακτηρίων E.coli του 
στελέχους MCI061 με τα ανασυνδυασμένα φαγίδια και παρασκευή των πλασμιδιακών 
DNA μεγάλης κλίμακας σε διαβάΟμιση CsCl. Τα προκύπτοντα πλασμίδια 
χρησιμοποιήθηκαν ως υποστρώματα για την ανάγνωση της αλληλουχίας των 
βάσεων, των DNA ενθεμάτων τους (εικ. 17). Χρησιμοποιώντας εκκινητές , 
εκατέρωθεν της περιοχής κλωνοποίησης, έγιναν τουλάχιστον τέσσερις αντιδράσεις 
ανάγνωσης«(δύο από κάθε κατεύθυνση) για κάθε ένα από τα υποκλωνοποιημένα 
τμήματα,, έτσι ώστε να υπάρχει η μεγαλύτερη δυνατή βεβαιότητα για την ορθή 
αποτύπωση της αλληλουχίας των βάσεων του κλώνου 5αΙ. Μάλιστα, σε περιοχές 
όπου εξαιτίας της παρουσίας σειράς διαδοχικών βάσεων GC, η συμβατική μέθοδος 
αδυνατούσε να προσφέρει αξιόπιστο διαχωρισμό, λόγω του φαινομένου της 
συμπίεσης βάσεων, χρησιμοποιήθηκε εναλλακτική μέθοδος αλληλούχησης, 
βασισμένη στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR).

Ε ικ . 1 6  Σχηματική αναπαράσταση της υποκλωνοποίησης τμημάτων του κλώνου 
5αΙ στον πλασμιδιακό φορέα pBL -  KS, μετά από πέψη σε αντίστοιχες θέσεις 
περιοριστικών ένζυμων.
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Εικ. 17 Αυτοραδιογραφία διαδοχικών διαδρομών ηλεκτροφόρησιις μονόκλωνων 
θραυσμάτων DNA, ραδιενεργά σημασμένων, σε πηκτή ουρίας - πολυακρυλαμιδίου 
για την ανάγνωση της αλληλουχίας mn· βάσεων του κλώνου 5αί. Σε κάθε 
διαδρομή είναι δυνατό να αναγνωσθοΰν 230 300 nt.
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Μετά το τέλος της αλληλούχησης όλων των υποκλωνοποιημένων τμημάτων 
του κλώνου 5αΙ, αποδείχθηκε ότι το ακριβές μήκος του απομονωθέντος cDNA 
είναι 2223 bp, ενώ η ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του, με τη βοήθεια 
κατάλληλου λογισμικού (BLAST), αποκάλυψε τα εξής:
• Ο κλώνος 5αΙ διαθέτει ένα ανοιχτό αναγνωστικό πλαίσιο που κιοδικοποιεί 
για μία πρωτεΐνη μήκους 397 αα, ξεκινώντας με το κωδικόνιο έναρξης της 
μετάφρασης ATG (στη θέση 36- 38) και τελειώνοντας με το κωδικόνιο λήξης 
αυτής TAG (στη θέση 1228- 1230) (εικ. 20)
• Σύγκριση μεταξύ του κλώνου 5αΙ και του ανθρώπινου cDNA, που κωδικοποιεί για 
την πρωτεΐνη dj2 (βλ. εν. 3.6), δείχνει ότι το cDNA του πιθήκου αντιστοιχεί σε ένα 
μεγαλύτερο mRNA, το οποίο φέρει επιπρόσθετες αλληλουχίες μήκους 867 bp στη 
3 '-μη μεταφραζόμενη περιοχή του (εικ. 18). Επιπλέον, προσεκτική) αντιπαράθεση των 
αλληλουχιών των δύο cDNA για τα τμήματα τους εκείνα, τα οποία κωδικοποιούν για 
τις χαρακτηρισμένες ως λειτουργικές περιοχές της πρωτεΐνης dj2, αποκαλύπτει το 
μεγάλο βαθμό ομολογίας τους σε νουκλεοτιδικό επίπεδο (εικ. 21)

36
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r c

*  Λειτουργικές περιοχές της 
liDj2 πρωτεΐνης

2223
Η

Εικ, 18 Σχηματική αναπαράσταση της σύγκρισης μεταξύ των cDNA του κλώνου 
5αΙ και αυτού του γονιδίου της hdj2 πρωτεΐνης. Δίνονται τα ποσοστά ομολογίας 
(%) σε νουκλεοτιδικό επίπεδο, μεταξύ των δύο cDNA και για τις περιοχές τους 
εκείνες, που αντιστοιχούν στις λειτουργικές περιοχές (domains) της πρωτεΐνης 
hdj2 ( J :  J  domain, G/F : glycine / phenylalaline rich domain, C: cysteine rich 
domain).

Οι παραπάνω παρατηρήσεις οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι ο κλώνος 5αΙ 
αντιπροσωπεύει το πλήρες μεταγράφημα του γονιδίου της πρωτεΐνης dj2 για τα 
κύτταρα του πιθήκου. Η πλήρης αλληλουχία αυτού, κατατέθηκε στις 25/06/2Θ01 στην 
ηλεκτρονική τράπεζα γονιδιωμάτων GenBank και αποθηκεύτηκε με κωδικό 
AF395203 (εικ. 19). Στο τέλος αυτής της ενότητας, παρατίθεται η νουκλεοτιδική 
αλληλουχία του κλώνου 5α1 σε συγκριτική αντιπαράθεση προς αυτή του ανθρώπινου 
cDNA (εικ.2 1).
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g g n c a t a e a g  
c c g a a c c a t a  
t g t a c t a a a t  
e g a a t t t a a g  
g g a a a a a c t c  
a c c g g t g g a e  
g g a t g a t g a a  
a t a a c a c a c a  
a t a t g c t c a c  
i i y l l A « a i g a  
r t f  e n c i t  o t < i
t t e t n g g e c a  
q c c a q g t a t a  
clatatttafl 
tat r ct t t g t a  
gtt act t g a a  
ct 1 1  c t g t a g  
t g t g t t t c e t  
a g t c c t g g c c  
a q c t q q g t e a  
λ  t aat A t ngt)
cit a a t g t  i g g  
A l a t g U  c a c  
Ct tAat At AC

a e t t a e t a e g
t acaggaae«
a a a c a g a t t t
a e n g g a g g e g
g a c a t c t t t g
«ACgeegcae
c t g g c t c t g c
g e a g t a g o g t
g g a c c t g g a a
c o g a t c a a t c
a a g a t t e t a gggccjArtggrtg 
a a g g a c c a t g  
c t g g t t g a a g  
g t c a t c a c c c  
g a a g g c a t g c  
a t a a a c t t t c  
c t a c c c g n g n  
t t t g a t c c a a  
c a t c a t c c c a  
e t g c t g g c a t  
taettgretet
a g « « V A A A t y  
ΓΑΛΛΑΪΑΝΑΠa a c c t t g t a a  
t g t t g g c t l c 
c t o o c a a t O N  
t t a a g t g g q a  
gAtggcgtaa 
^ ^ g g g g t t t a  
t c t g c t g t g c  
• t t t g c c c c c  
t q t a g a a a t t  
a a g g t g t t e t  
t a g t a t a g e a  
a t g c t t a a a t  
t a a t t « c a * a

Ε ιη\19  Η ηλεκτρονική καταχώρηση στην τράπεζα γονιδιωμάτων GcnBank του NCBL της 
αλληλουχίας του κλώνου 5αΙ με κωδικό AF395203

76



C T C A C C C A C C G G C G T C A G C G C A C C G G C A G T A G A A G  A T G  G T G  A A A  G A A  A C A  A C T  T A C  T A C  G A T  G T T  6 5
M  V K  E T T Y Y D V  1 0

T T G  G G G  G T C  A A A  C C C  A A T  G C T  A C T  C A G  G A A  G A A  T T G  A A A  A A G  G C T  T A T  A G G  A A A  C T G  G C C  1 2 5  
L G V K P N A T Q  E E L K K A Y R K L A  3 0

T T G  A A G  T A C  C A T  C C T  G A T  A A G  A A T  C C A  A A T  G A A  G G A  G A G  A A G  T T T  A A A  C A G  A T T  T C T  C A A  1 8 5  
L K Y H P D K N P N E G  E K F K Q I S Q  5 0

G C T  T A C  G A A  G T T  C T C  T C T  G A T  G C A  A A G  A A A  A G G  G A A  T T G  T A T  G A C  A A A  G G A  G G A  G A A  C A G  2 4 5
A Y E  V L S D A  K  K R E L Y D  K G  G E Q  7 0

G C A  A T T  A A A  G A G  G G T  G G A  G C A  G G T  G G C  G G T  T T T  G G C  T C C  C C C  A T G  G A C  A T C  T T T  G A T  A T G  3 0 5  
A  I K E  G G A  G  G G  F G S P M D I F D M  9 0

T T T  T T T  G G A  G G A  G G A  G G A  A G G  A T G  C A G  A G A  G A A  A G G  A G A  G G C  A A A  A A T  G T T  G T A  C A T  C A G  3 6 5
f f g ' g g g r m q  r  e  R R  G K N V V H Q  1 1 0

C T C  T C A  G T A  A C C  C T A  G A A  G A C  T T A  T A T  A A T  G G T  G C A  A C A  A G A  A A A  C T G  G C T  C T G  C A A  A A G  4 2 5  
L S V  T  L  E  D L Y N G  A T  R  K  L A  L Q K  1 3 0

A A T  G T G  A T T  T G T  G A C  A A A  T G T  G A A  G G T  A G A  G G A  G G T  A A G  A A A  G G A  G C A  G T A  G A G  T G C  T G T  4 8 5  
N V T C D  K C E G  R G G K  K G  A  V  E C C  1 5 0

C C C  A A T  T G C  C G A  G G T  A C T  G G A  A T G  C A A  A T A  A G A  A T T  C A T  C A G  A T A  G G A  C C T  G G A  A T G  G T T  5 4 5  
P N C R G T G M Q I  R I H Q I  G  P G M V  1 7 0

C A G  C A A  A T T  C A G  T C T  G T G  T G C  A T G  G A G  T G C  C A G  G G C  C A T  G G G  G A G  C G G  A T C  A G T  C C T  A A A  6 0 5
Q Q  I Q S V C M E C Q G H G E R I S P  K  1 9 0

G A T  A G A  T G T  A A A  A G C  T G C  A A T  G G A  A G G  A A G  A T A  G T T  C G A  G A G  A A G  A A G  A T T  C T A  G A A  G T T  6 6 5  
D R C K S C N G R K I V R E K K I L  E V  2 1 0

C A T  A T T  G A C  A A A  G G C  A T G  A A G  G A T  G G C  C A G  A A G  A T A  A C A  T T C  C A T  G G T  G A A  G G A  G A C  C A A  7 2 5  
H I D K G M K  D G Q K I T F H G E G D Q  2 3 0

G A A  C C A  G G A  C T G  G A G  C C A  G G C  G A T  A T T  A T C  A T T  G T G  T T A  G A T  C A G  A A G  G A C  C A T  G C T  G T T  7 8 5  
E P G L E  P G D I I I V L D Q K D H A V  2 5 0

T T T  A C T  C G A  C G A  G G A  G A A  G A C  C T T  T T C  A T G  T G T  A T G  G A C  A T A  C A G  C T G  G T T  G A A  G C A  T T G  8 4 5  
F T R R G E  D L F M C M  D I Q  L V E A L  2 7 0

T G T  G G C  T T C  C A G  A A G  C C G  A T A  T C C  A C T  C T T  G A C  A A C  C G A  A C C  A T A  G T C  A T C  A C C  T C T  C A T  9 0 5  
C G F Q K  P I S T L D N R T I  V I T S H  2 9 0

C C A  G G T  C A G  A T T  G T C  A A G  C A T  G G A  G A T  A T T  A A G  T G T  G T A  C T A  A A T  G A A  G G C  A T G  C C A  A T T  9 6 5  
P  G Q I V K  H G D I K C V L N  E G M P I  3 1 0  

T A T  C G T A G A  C C A  T A T  G A A  A A G  G G T  C G C  C T A  A T C  A T C  G A A  T T T  A A G  A T A  A A C  T T T  C C T  G A G  1 0 2 5  
•  Y R R P Y E K G R L I I  E F K  I N F  P E  3 3 0
A A T  G G C  T T T  C T C  T C T  C C T  G A T  A A A  C T G  T C T  T T G  C T G  G A A  A A A  C T C  C T A  C C C  G A G  A G G  A A G  1 0 8 5  

N G F L S P D K  L S L L E K L L P E  R K  3 5 0
G A A  G T G  G A A  G A G  A C T  G A T  G A G  A T G  G A T  C A A  G T A  G A A  C T G  G T G  G A C  T T T  G A T  C C A  A A T  C A G  1 1 4 5  

E V E  E T D E M D Q V E L V D F D P  N Q  3 7 0
G A A  A G A  C G G  C G C  C A T  T A C  A A T  G G A  G A A  G C A  T A T  G A G  G A T  G A T  G A A  C A T  C A T  C C C  A G A  G G T  1 2 0 5  

E R  R R H Y N G  E A Y E D  D  E H H P R  G  3 9 0
G G T  G T T  C A G  T G T  C A G  A C C  T C T  T A A  T  G G G C C  A G T  G  A A T  A A C A C  A C  A C T  G C T  G G C A T T T  A A T  G T  G C  A T  1 2 7 1

G  V  Q  C  Q  T  S  * 3 9 7

T  A G T  G  A A T  A A G T  G A A  G G  A C T G T  A A T  C A T  A A T  A T  G C T  C A C T  A C T T  G C T  C T T  G T T T T T  G T T T T A  A T  A T T  C A A C T  A  
T  A G T  A G T  G T T T T  A A A A A G T T  A A A T  G  A A G  A A T  A A A C G C A A A T  A T  A A A A G C T  C T  G  A C T T T  G C C C T  G T A T  G T A T  G  
A T G A C T T C A  G T G T  G C  A A G  A T  G  A A G T T T  A A T  A C C T  G T  A A  A A A C T  A C G  A A G A A G T T  C C C C T  A G C A T T T  C T  A G G  
C C A A A C C T T G T A A T T G A C T T C A G C T A T G T A  C G T  G G A C  A A G C T T  A G  A C T  G A A A T  G C C A G G T  A T  A T  G T T  G G C T  
T  C A G T  G T  A T  G A C C C T T  C A T  T  G T T  A A G C T  A T  G  A A A G T  A A A A  C T C T G T  A T T T  A A C T  G G C  A A T  G A G G A A A A A A A  
A A A A A T T T  G T A G A  G  A A G T  G T T  G G T C T G T  A T  A G T T  C T T T  G T A T T  A A G T  G G G  A T T  C  A T T  G T A A T  G C C T T T  G C A T  
T T A T T  C T A T T  G C C T  C A A C T  G T T  A C T T  G A A G A T  G G C G T  A A T  A T  A T A A T T T  A T  C C T  G T  G G T  A T  C A G T  G A T A A A A  
A T  G A T  A C C T T T  C T  G T  A G G  A G G G G T T T  A T  C A T  A A T  A T  G C T  G C T T  C T T  G  A A G G C T T  G C A C T T  C C  A G  A A T T G T  G T  
T T C C T T C T G  C T  G T  G C C  A T T  C A T  A T  A T  A T  A T  A T  A T  A T  A T  C C A T  A T  A T  A T  C T T  G  A C C  A G T  C C T G G C C  A T T T  G C C C  
C C C T C C T T  G T C T G T  G G A  C C A T  A A G C C C G A G T  A G T G A C T T  C  A G  A G C T  G G G T  A A T  G T  A G  A A  A T T  A A A G T  G A A  
A A  G  A C C T T T  A  C G T G  G A G  A A G T  A A T T T  G C A T  G C A T  A A T  A T  A G G  A A G G T  G T T  C T T T  A G G T  A T  G T T  A C  A G G  A T T  
A C T T T  A A A  C T T  A T  G C T C C A A A  G T A A T  G T T  G G T  A G T  A T  A  G C  A A A T T  A T  G A T  G  A A T  A G C T T T  A A T T  G T A T  G T T T  
A A A A G T  C T  C A T  A T  G T T  C  A C  A T  G C T T  A A A T  C  G G T  A T  C A G  A A T T T  A A G C  A A T T  C  T T  G A A A T  G T  A T T  G T  C T  C C T T  
A A T  A T  A C T  A A T T  A C  A A A G C G

Εικ.20 Νουκλεοτιδική αλληλουχία του κλώνου 5αΙ. Διακρίνονται, το ανοιχτό 
αναγνωστικό τζλαίσιο που είναι υπεύθυνο για την παραγωγή της πρωτεΐνης MyDj2 καθώς
και τα προκυπτοντα, ανά κωδικόνιο, αμινοξέα της πρωτεΐνης
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60h d j 2  A A C T T T C C A G  A A C G C T C G G T  G A G A G G C G G A  G G A G C G G T A A  C T A C C C C G G C  T G C G C A C A G C
S a l

h d ] 2  T C G G C G C T C C  T T C C C G C T C C  C T C A C A C A C C  G G C C T C A G C C  C G C A O C G G C A  G T A G A A G B B  
5 a !  C T C A C C C A C C  G G C G T C A G  -  -  C G C A O C G G C A  G T A G A A G H ·

h d j 2  G T G A A A G A A A  C A A C T T A C T A  C G A T G T T T T G  G G G G T C A A A C  C C A A T G C T A C  T C A G G A A G A A
S a l  G T G A A A G A A A  C A A C T T A C T A  C G A T G T T T T G  G G G G T C A A A C  C C A A T G C T A C  T C A G G A A G A A

h d j 2  T T G A A A A A G G  C T T A T A G G A A  A C T G G C C T T G  A A G T A C C A T C  C T G A T A A G A A  C C C A A A T G A A
S a l  T T G A A A A A G G  C T T A T A G G A A  A C T G G C C T T G  A A G T A C C A T C  C T G A T A A G A A  T C C A A A T G A A

h d j 2  G G A G A G A A G T  T T A A A C A G A T  T T C T C A A G C T  T A C G A A G T T C  T C T C T G A T G C  A A A G A A A A G G
S a l  G G A G A G A A G T  T T A A A C A G A T  T T C T C A A G C T  T A C G A A G T T C  T C T C T G A T G C  A A A G A A A A G G

h d j 2  G A A T T A T A T G  A C A A A G G A G G  A G A A C A G G C A  A T T A A A G A G G  G T G G A G C A G G  T G G C G G T T T T
S a l  G A A T T G T A T G  A C A A A G G A G G  A G A A C A G G C A  A T T A A A G A G G  G T G G A G C A G G  T G G C G G T T T T

h d j 2  G G C T C C C C C A  T G G A C A T C Τ Γ  T G A T A T G T T T  T T T G G A G G A G  G A G G A A G G A T  G C A G A G A G A A
S a l  G G C T C C C C C A  T G G A C A T C T T  T G A T A T G T T T  T T T G G A G G A G  G A G G A A G G A T  G C A G A G A G A A

h d j 2  A G G A G A G G T A  A A A A T G T T G T  A C A T C A G C T C  T C A G T A A C C C  T A G A A G A C T T  A T A T A A T G G T
S a l  A G G A G A G G C A  A A A A T G T T G T  A C A T C A G C T C  T C A G T A A C C C  T A G A A G A C T T  A T A T A A T G G T

h d j 2  G C A A C A A G A A  A A C T G G C T C T  G C A A A A G A A T  G T G A T T T G T G  A C A A A T G T G A  A G G T A G A G G A
S a l  G C A A C A A G A A  A A C T G G C T C T  G C A A A A G A A T  G T G A T T T G T G  A C  A A A T G T G A  A G G T A G A G G A

h d j 2  G G T A A G A A A G  G A G C A G T A G A  G T G C T G T C C C  A A T T G C C G A G  G T A C T G G A A T  G C A A A T A A G A
S a l  G G T A A G A A A G  G A G C A G T A G A  G T G C T G T C C C  A A T T G C C G A G  G T A C T G G A A T  G C A A A T A A G A

h d j 2  A T T C A T C A G A  T A G G A C C T G G  A A T G G T T C A G  C A A A T T C A G T  C T G T G T G C A T  G G A G T G C C A G  
S a l  A T T C A T C A G A  T A G G A C C T G G  A A T G G T T C A G  C A A A T T C A G T  C T G T G T G C A T  G G A G T G C C A G

h d j 2  G G C C A T G G G G  A G C G G A T C A G  T C C T A A A G A T  A G A T G T A A A A  G C T G C A A C G G  A A G G A A G A T A
5 a !  G G C C A T G G G G A G C G G  A T C  A G  T C C T A A A G A T  A G A T G T A A A A  G C T G C A A T G G  A A G G A A G A T A

h d j 2  G T T C G A G A G A  A A A A A A T T T T  A G A A G T T C A T  A T T G A C A A A G  G C A T G A A A G A  T G G C C A G A A G  
5 a !  G T T C G A G A G A  A G A A G A T T C T  A G A A G T T C A T  A T T G A C A A A G  G C A T G A A G G A  T G G C C A G A A G

h d j 2  A T A A C A T T C C  A T G G T G A A G G  A G A C C A A G A A  C C A G G A C T G G  A G C C A G G C G A  T A T T A T C A T T  
S a l  A T A A C A T T C C  A T G G T G A A G G  A G A C C A A G A A  C C A G G A C T G G  A G C C A G G C G A  T A T T A T C A T T

h d j 2  G T G T T A G A T C  A G A A G G A C C A  T G C T G T T T T T  A C T C G A C G A G  G A G A A G A C C T  T T T C A T G T G T
S a l  G T G T T A G A T C  A G A A G G A C C A  T G C T G T T T T T  A C T C G A C G A G  G A G A A G A C C T  T T T C A T G T G T

h d j 2  A T G G A C A T A C  A G C T C G T T G A  A G C A C T G T G T  G G C T T C C A C A  A G C C A A T A T C  T A C T C T T G A C
S a l  A T G G A C A T A C  A G C T G G T T G A  A G C A T T G T G T  G G C T T C C A G A  A G C C G A T A T C  C A C T C T T G A C

h d j 2  A A C C G A A C C A  T C G T C A T C A C  C T C T C A T C C A  G G T C A G A T T G  T C A A G C A T G G  A G A T A T C A A G
5 a !  A A C C G A A C C A  T A G T C A T C A C  C T C T C A T C C A  G G T C A G A T T G  T C A A G C A T G G  A G A T A T T A A G

h d j 2  T G T G T A C T A A  A T G A A G G C A T  G C C A A T T T A T  C G T A G A C C A T  A T G A A A A G G G  T C G C C T A A T C
S a l  T G T G T A C T A A  A T G A A G G C A T  G C C A A T T T A T  C G T A G A C C A T  A T G A A A A G G G  T C G C C T A A T C

h d j 2  A T C G A A T T T A  A G G T A A A C T T  T C C T G A G A A T  G G C T T T C T C T  C T C C T G A T A A  A C T G T C T T T G
S a l  A T C G A A T T T A  A G A T A A A C T T  T C C T G A G A A T  G G C T T T C T C T  C T C C T G A T A A  A C T G T C T T T G

h d j 2  C T G G A A A A A C  T C C T A C C C G A  G A G G A A G G A A  G T G G A A G A G A  C T G A T G A G A T  G G A C C A A G T A
S a l  C T G G A A A A A C  T C C T A C C C G A  G A G G A A G G A A  G T G G A A G A G A  C T G A T G A G A T  G G A T C A A G T A

h d j 2  G A A C T G G T G G  A C T T T G A T C C  A A A T C A G G A A  A G A C G G C G C C  A C T A C A A T G G  A G A A G C A T A T
S a l  G A A C T G G T G G  A C T T T G A T C C  A A A T C A G G A A  A G A C G G C G C C  A T T A C A A T G G  A G A A G C A T A T

h d J 2  G A G G A T G A T G  A A C A T C A T C C  C A G A G G T G G T  G T T C A G T G T C  A G A C C T C T B t T G G G C C A G T
S a l  G A G G A T G A T G  A A C A T C A T C C  C A G A G G T G G T  G T T C A G T G T C  A G A C C T C T B B n G G G C C A G T

h d | 2  G A A T A A C A C T  C A C T G C T G G C  A T T T A A T G T G  C A G T A G T G A A  T G A G T G A A G G  A C T G T A A T C A
S a l  G A A T A A C A C A  C A C T G C T G G C  A T T T A A T G T G  C A T T A G T G A A  T A A G T G A A G G  A C T G T A A T C A

h d | 2  T A A T A T G C T C  A C T A C T T G C T  C T T G T T T T T G  I I I l H W f t l 1·  I H I  HI  I A G T G T T T T  
S a l  T A A T A T G C T C  A C T A C T T G C T  C T T G T T T T T G  Τ Τ Γ Τ Α Α Τ Α Τ Τ  CAACTATAGT AGTGTTTTAA

h d J 2  — _
Sal AAAAAGTTAA A TG A A G B SEH H C G C  ΑΛΑΤΑ TAAAAGCTCT GACTTTGCCC TGTATGTATG

120
3 6

1 6 0
9 6

2 4 0
1 5 6

3 0 0
2 1 8

3 6 0
2 7 8

4 2 0
3 3 8

4 8 0
3 9 8

5 4 0
4 S 8

6 0 0
5 1 8

6 6 0
5 7 8

7 2 0
6 3 8

7 8 0
6 9 8

8 4 0
7 5 8

9 0 0
8 1 8

9 6 0
8 7 8

1020
9 3 8

1 0 8 0
9 9 8

1 1 4 0
1 0 5 8

1200
1 1 1 8

1 2 6 0
1 1 7 8

1 3 2 0
1 2 3 8

1 3 8 0
1 2 9 8

1 4 3 5
1 3 S 8

1418
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hdJ2
5al ATGACTTCA GTGTGCAAGA TGAAGTTTAA TACCTGTAAA AACTACGAAG AAGTTCCCCT 1478

hdj2
5al AGCATTTCTA GGCCAAACCT TGTAATTGAC TTCAGCTATG TACGTGGACA AGCTTAGACT 1538

hd]2
5al GAAATGCCAG GTATATGTTG GCTTCAGTGT ATGACCCTTC ATTGTTAAGC TATGAAAGTA 1598

hd]2
5al AAACTCTGTA TTTAACTGGC AATGAGGAAA AAAAAAAAAT TTGTAGAGAA GTGTTGGTCT 1658

hdj2
Sal GTATAGTTCT TTGTATTAAG TGGGATTCAT TGTAATGCCT TTGCATTTAT TCTATTGCCT 1718

hdj2
5al CAACTGTTAC TTGAAGATGG CGTAATATAT AATTTATCCT GTGGTATCAG TGATAAAAAT' 1778

hd]2
5al GATACCTTTC TGTAGGAGGG GTTTATCATA ATATGCTGCT TCTTGAAGGC TTGCACTTCC 1838

hd]2
5al

hdJ2
5al

AGAATTGTGT TTCCTTCTGC TGTGCCATTC ATATATATAT ATATATATCC ATATATATCT 1898 

TGACCAGTCC TGGCCATTTG CCCCCCTCCT TGTCTGTGGA CCATAAGCCC GAGTAGTGAC 1958

hdj2
5al TTCAGAGCTG GGTAATGTAG AAATTAAAGT GAAAAGACCT TTACGTGGAG AAGTAATTTG 2018

hdj2
5al CATGCATAAT ATAGGAAGGT GTTCTTTAGG TATGTTACAG GATTACTTTA AACTTATGCT 2078

hdJ2
5al CCAAAGTAAT GTTGGTAGTA TAGCAAATTA TGATGAATAG CTTTAATTGT ATGTTTAAAA 2138

hd]2
5al GTCTCATATG TTCACATGCT TAAATCGGTA TCAGAATTTA AGCAATTCTT GAAATGTATT 2198

bdj2
5al GTCTCCTTAA TATACTAATT ACAAAGCG

Εικ.21 Νουκλεοτιδική αντιπαράθεση μεταξύ του cDNA hdj2 και τον κλώνου 5αΙ. 
Υπογραμμίζονται, το κοινό ανοιχτό αναγνωστικό πλαίσιο (με τα κώδικά έναρξης και 
λήξης της μετάφρασης), οι θέσεις πολυαδενυλίιόσης του μηνύματος καθώς και οι 
διαφορές βάσεων όπου αυτές υφίστανται.
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3 .2 ) ΒΙΟΠΛΗΡΟΦΟΡΙΚΗ ΑΝ ΑΛΥΣΗ  ΤΟ Υ ΓΟΝΙΔΙΟΥ hdj2

3 .2.1 ) Αναζήτηση του γονιδίου hdj2 σε γενωμικές βάσεις δεδομένων

Η ανάγνωση της αλληλουχίας του κλώνου 5αΙ και η συγκριτική αντιπαράθεση του, 
σε νουκλεοτιδικό επίπεδο, με το ανθρώπινο cDNA της πρωτεΐνης dj2, δημιουργεί 
εύλογα ερωτηματικά όσον αφορά την προέλευση των δύο μεταγραφημάτων καθώς και 
του τρόπου παραγωγής τους. Δεδομένου ότι ο κλώνος 5αΙ αποτελούσε το μοναδικό 
cDNA για την πρωτεΐνη dj2, που προέκυψε από τις επιλογές της cDNA βιβλιοθήκης 
των κυττάρων πιθήκου, ενώ αντίστοιχα στη βιβλιογραφία δεν είχε καταγραφεί ένα 
μεγαλύτερο μήνυμα για την ανθρώπινη πρωτεΐνη, θα μπορούσαν να ισχύουν δύο 
πιθανότητες εξίσου ισχυρές:
α) Το δύο cDNAs, κλώνος 5αΙ και ανθρώπινο cDNA, αντιπροσωπεύουν τα μοναδικά 
μεταγραφήματα που παράγονται από το γονίδιο dj2 σε κάθε είδος. Η διαφορά μεγέθους 
δε, αντανακλά διαφορά στην αλληλουχία που υπάρχει στο 3 'άκρο μεταξύ των γονιδίων 
του ανθρώπου και του πιθήκου.
β) Τα μηνύματα που αντιστοιχούν στα δύο cDNAs παράγονται ταυτόχρονα τόσο στα 
κύτταρα του ανθρώπου όσο και του πιθήκου. Θεωρητικά, θα μπορούσαν αυτά να 
προέρχονται είτε από δύο διαφορετικά γονίδια (τα οποία παρήχθηκαν π.χ. από 
διπλασιασμό), είτε από ένα γονίδιο. Η τελευταία πιθανότητα θα μπορούσε να ισχύει 
εφόσον τα δύο μηνύματα παράγονταν με εναλλακτική πολυαδενυλίωση, όπως έχει 
αναφερθεί για άλλα γονίδια ( 152).

Προκειμένου να δώσουμε απαντήσεις στα παραπάνω ερωτήματα καταφύγαμε σε 
γενωμικές βάσεις δεδομένων. Λόγω του ότι υπάρχουν ανεπαρκή στοιχεία για το 
γονιδίωμα του πράσινου πιθήκου (Cercopithecus aethiops), χρησιμοποιήσαμε 
πληροφορίες σχετικές με το ανθρώπινο γονιδίωμα το οποίο πλέον είναι γνωστό στο 
σύνολο του. Αυτό γιατί μόλις πρόσφατα ( 153), η ολοκλήρωση της χαρτογράφησης του 
ανθρώπινου γονιδιώματος (Human Genome Project) και η καταχώρηση της 
νουκλεοτιδικής του αλληλουχίας σε βάσεις δεδομένων, όπως η ENTREZ nucleotide 
(του National Center for Biotechnology information) ή η ENSEMBL (του European 
Bio informatics Institute), έχουν δώσει τη δυνατότητα για γρήγορες και διεξοδικές 
έρευνες και άντληση στοιχείων που αφορούν την ανθρώπινη αλληλουχία. Οι παραπάνω 
βάσεις δεδομένων, είναι κατασκευασμένες έτσι, ώστε να ανιχνεύουν αυτόματα όλες τις 
ήδη γνωστές αλληλουχίες του γονιδιώματος. να τις συγκρίνουν μεταξύ τους και να 
συνθέτουν μεγάλες γραμμικές αλληλουχίες τοποθετώντας τις ταυτόχρονα στην σωστή 
τους θέση στο γένωμα (π.χ στο αντίστοιχο χρωμόσωμα). Επίσης, αντιπαραθέτουν τις 
αλληλουχίες αυτές με εκείνες που είναι αποθηκευμένες στη βάση δεδομένων των ESTs 
(Expressed Sequence Tag sequences) και οι οποίες αφορούν κλωνοποιημένες 
αλληλουχίες άγνωστων μεταγραφημάτων. Το αποτέλεσμα αυτής της αντιπαράθεσης 
συνδυάζεται με τα θεωρητικά αποτελέσματα της δράσης υπολογιστικών προγραμμάτων 
(π.χ. Gcnscan), έτσι ώστε τελικά να αναγνωριστούν και να χαρακτηριστούν νέα γονίδια.
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Η αναζήτηση του γονιδίου της dj2 γίνεται χρησιμοποιώντας ως λέξεις-κλειδιά, τις: 
hdj2 ή DNAJA1-σύμφωνα με το καθιερωμένο σύστημα ονοματολογίας για τις 
πρωτεΐνες DnaJs (278)- στην μηχανή αναζήτησης της ηλεκτρονικής σελίδας του NCBI 
Map Viewer (http://www.ncbi.nlm.nili.gov/mapview) της βάσης δεδομένων του N C BI.

Η έναρξη της αναζήτησης παραπέμπει αυτομάτως στην ηλεκτρονική'·) σελίδα Entrez 
Genome (http://www.ncbi.nlm.nih.go v/mapview/map_search.cgi?taxid=9606&query=h 
dj2) του NCBI και το αποτέλεσμα της αφορά στον εντοπισμό της θέσης του γονιδίου σε 
χρωμοσωμικό επίπεδο. Το γονίδιο DNAJA1 (hdj2/HSDJ), λοιπόν, βρίσκεται στο 
χρωμόσωμα 9 και συγκεκριμένα στην κυτταρογενετική θέση 9ρ 13-ρ12 . Η ανάγνωση 
της αλληλουχίας του χρωμοσώματος 9, καθώς και η ανάλυση αυτής, ολοκληρώθηκε 
πρόσφατα (279). Από την ανάλυση αυτή, προέκυψε ότι οι ευχρωματινικές αλληλουχίες 
του χρωμοσώματος εκτείνονται σε απόσταση 109.044.351 bp, περιοχή που αποτελεί 
ποσοστό μεγαλύτερο του 99,6% της συνολικής αλληλουχίας του χρωμοσώματος. 
Επίσης, δείχθηκε ότι αυτή η περιοχή περιέχει 1149 γονίδια καθώς και 426 ψευδογονίδια 
(279). Ένα από αυτά είναι και αυτό της hdj2 (DNAJA1). Ο εντοπισμός του γονιδίου 
μας οδήγησε επίσης στην εξής αξιοσημείωτη παρατήρηση: κοντά στην χρωμοσωμική 
θέση του γονιδίου της hdj2 και σε απόσταση περίπου 216Kb κατά την οποία 
παρεμβάλλονται τέσσερα άλλα γονίδια βρίσκεται το γονίδιο της πρωτεΐνης Bag-Ι σε 
αντίθετη μεταγραφική φορά. Η πρωτεΐνη αυτή -όπως αναφέρθηκε στην ενότητα 5 της 
εισαγωγής -συμμετέχει μαζί με την πρωτεΐνη hdj2 στην ρύθμιση της πρωτεΐνης hsp70.

3.2.2) Δομή του γονιδίου της hdj2 και παραγόμενα μεταγραφήματα

Μία σύνοψη των πληροφοριών που είναι διαθέσιμες για το γονίδιο της hdj2 καθώς 
και των βάσεων δεδομένων στις οποίες αυτό εμφανίζεται μπορούμε να πάρουμε στην 
ιστοσελίδα του Entrez Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene 
&cmd=retrieve&dopt=default&lisuids=3301) του NCBI. Στην σελίδα αυτή 
παρατίθενται όλα τα γνωστά mRNAs που σχετίζονται με αυτό το γονίδιο. Αναλυτικά 
στοιχεία για αυτά, ανευρίσκονται στις ιστοσελίδες του Entrez Nucleotide 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=Nucleotide&dopt=GeBank&val=8 
249463) του NCBI μετά από αναζήτηση τους με την βοήθεια των κωδικών πρόσβασης. 
Εξέταση αυτών των στοιχείων, οδηγεί στο συμπέρασμα ότι, μέχρι σήμερα, οι κλώνοι 
των ανθρώπινων cDNAs, που έχουν συσχετιστεί με το γονίδιο της hdj2, δεν 
υπερβαίνουν σε μήκος τα 1474 bp (κλώνος BC008182)· Συγκριτική αντιπαράθεση των 
κλώνων αυτών μεταξύ τους, αλλά και με το γένωμα, έχει ως αποτέλεσμα τον εντοπισμό 
του γονιδίου, όπως ειπώθηκε, στο χρωμόσωμα 9 μεταξύ των βάσεων 33014909 και 
33029464 της αλληλουχίας του χρωμοσώματος και με συνολικό μήκος 14556 bp. Το 
αποτέλεσμα αυτής της αντιπαράθεσης συνδυάζεται επίσης με πληροφορίες από τη βάση 
δεδομένων των ESTs και με την βοήθεια υπολογιστικών προγραμμάτων (Model Maker 
:http:// www .ncbi. nlm.nih .gov/mapview /modelmaker.cgi? org=human& contig= 
NT_00 84 13.16 & from = 33015309&to=33029064&cntg=cntg) προκύπτει η 
αναμενόμενη δομή του γονιδίου της hdj2, σύμφωνα με την οποία, το γονίδιο έχει 9 
εξόνια

Το πλήρες μεταγράφημα του γονιδίου, το οποίο περιλαμβάνει όλα τα 
περιγραφόμενα εξόνια, αντιστοιχεί στον κλώνο ΝΜ 001539 και η αλληλουχία του μαζί 
με την παραγόμενη πρωτεϊνική αλληλουχία ανευρίσκεται στην ηλεκτρονική σελίδα 
Entrez Nucleotide του NCBI. Αξιοσημείωτο είναι ότι από τους έξι διαθέσιμους 
κλώνους cDNAs, δύο δεν διαθέτουν κάποια από τα εξόνια, είτε στο 5 ', είτε στο 3 ' άκρο 
τους. Πιο συγκεκριμένα, στον κλώνο με κωδικό πρόσβασης ΒΤ007292 απουσιάζει το 
εξόνιο 1, αλλά παραμένει ένα ακέραιο ανοιχτό αναγνωστικό πλαίσιο ικανό για την
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παραγωγή ολόκληρης της πρωτεΐνης, όπως ακριβώς παράγεται από το πλήρες 
μεταγράφημα του γονιδίου. Τέλος, ο κλώνος με τον κωδικό πρόσβασης Α Υ 186741 
παρουσιάζει το μεγαλύτερο ενδιαφέρον αφού είναι ένα πλήρες cDNA το οποίο 
αποτελεί προϊόν διαφορικής διασύνδεσης καθώς δημιουργείται από τα 8 πρώτα εξόνια 
του γονιδίου. Το αποτέλεσμα είναι να κωδικοποιεί για μια πρωτεΐνη μήκους 331 αα, 
στην οποία απουσιάζουν τα 66 τελικά αμινοξέα του καρβοξυτελικού άκρου της 
πλήρους πρωτεΐνης hdj2, η οποία και αποτελείται από 397 αα. Ο κλώνος αυτός, 
προέρχεται από μια cDNA βιβλιοθήκη όρχεος, γεγονός που μπορεί να σημαίνει ότι η 
διαφορική διασύνδεση του γονιδίου μπορεί να σχετίζεται με ιστοειδικότητα.

3.2.3) Ανάλυση υποκινητικών στοιχείων του γονιδίου της hdj2

Οι βάσεις δεδομένων του NCBI δεν προσφέρουν επιπλέον πληροφορίες για τις 
υποκινητικές περιοχές των γονιδίων που είναι καταχωρημένα, πέρα από τις γραμμικές 
αλληλουχίες αυτών. Η αλληλουχία που αντιστοιχεί στο γονίδιο της hdj2 και είναι 
διαθέσιμη προς επεξεργασία εκτείνεται μεταξύ των θέσεων 33014909 και 33029464 
του χρωμοσώματος και περιελαμβάνει μια αλληλουχία υποκινητικών στοιχείων μήκους 
365 bp, αν θεωρήσουμε ως σημείο έναρξης της μεταγραφής, το πρώτο νουκλεοτίδιο 
του πρώτου εξονίου. Στα πλαίσια αυτής της αλληλουχίας, αναζητήθηκαν νουκλεοτιδικά 
μοτίβα τα οποία είναι χαρακτηριστικά για τους υποκινητές των γονιδίων των 
ευκαρυωτικών οργανισμών. Τέτοια είναι, το πλαίσιο ΤΑΤΑ (βρίσκεται περίπου 25-35 
bp ανοδικά από το σημείο έναρξης της μεταγραφής), το πλαίσιο CAAT και το πλαίσιο 
GC (θέση δέσμευσης του μεταγραφικού παράγοντα Spl)(280). Επιπλέον, επειδή το 
γονίδιο της hdj2 ανήκει στην οικογένεια 40kD των πρωτεϊνών του θερμικού σοκ, μέλη 
της οποίας, έχει βρεθεί να επάγουν την έκφραση τους κατά το θερμικό σοκ, μέσω των 
HSE (Heat Shock Elements) τα οποία εδράζουν στον υποκινητή του γονιδίου και στα 
οποία προσδένεται ο HSF1 (Heat Shock Factor 1 ) (15 1), αναζητήθηκαν τέτοια στοιχεία 
στην αλληλουχία των 365 bp, ανοδικά από το σημείο έναρξης της μεταγραφής. Στην 
ανάλυση αυτή χρησιμοποιήθηκαν δύο διαφορετικά προγράμματα λογισμικού,το 
PROSCAN και το TRANSFAC, τα οποία διατίθενται προς χρήση στις ηλεκτρονικές 
σελίδες: http://www-bimas.cit.nili.gov/molbio/proscan/ και http.V/wwwtest.bionet.nsc.ru 
/mgs/programs/yura/RecGropScan Start.html αντίστοιχα. Τα προγράμματα αυτά, είναι 
εξειδικευμένα στην ανίχνευση επαναλαμβανόμενων ολιγονουκλεοτιδικών αλληλουχιών 
στο γένωμα. Τα αποτελέσματα της ανίχνευσης διασταυρώνεται με τις καταχωρήσεις 
μιας τράπεζας νουκλεοτιδικών μοτίβων, τα οποία έχουν χαρακτηριστεί στη 
βιβλιογραφία ως θέσεις δέσμευσης, είτε του συμπλόκου έναρξης της μεταγραφής, είτε 
ποικίλων μεταγραφικών παραγόντων.

Η ανάλυση αυτή παρείχε τις εξής πληροφορίες:
1) Δεν αναγνωρίστηκαν πλαίσια ΤΑΤΑ και CAAT αλλά ούτε και στοιχεία HSE. 
Επομένως, το γονίδιο της hdj2 ανήκει σε εκείνη την κατηγορία των γονιδίων που δεν 
έχουν πλαίσιο ΓΑΤΑ, στο οποίο προσδένεται άμεσα ο παράγοντας ΤΒΡ για την έναρξη 
της μεταγραφής.
2) Λναγναιρίστηκαν πέντε θέσεις δέσμευσης του μεταγραφικού παράγοντα Spl (εικ. 
22Λ). Ο Spl είναι ένας βασικός μεταγραφικός παράγοντας, ο οποίος απαντά τόσο σε 
γονίδια που φέρουν πλαίσιο ΓΑ ΤΑ όσο και σε αυτά που δεν έχουν. Παρόλα αυτά 
θεωρείται ότι παίζει σημαντικό ρόλο στο να διατηρεί τα επίπεδα μεταγραφής 
ιδιοσυστατικών γονιδίων (π.χ. γονίδια βασικών λειτουργιών) τα οποία δεν φέρουν 
πλαίσιο ΤΑΤΑ (28 1). Στο τελευταίο, όταν υπάρχει, προσδένεται το σύμπλοΕπίσης. η 
μεταγραφή του γονιδίου φαίνεται να μην επηρεάζεται από το θερμικό σοκ. αφού 
απουσιάζουν οι θέσεις πρόσδεσης του HSFI, σε αντίθεση με ότι ισχύει για το γονίδιο
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της πρωτεΐνης hdjl, η οποία είναι ένα άλλο μέλος, επαγόμενο όμως, της ίδιας 
οικογένειαςκο TFIID το οποίο αποτελείται από την πρωτεΐνη ΤΒΡ (είναι αυτή που 
συνδέεται με την αλληλουχία ΤΑΤΑ) και οι συνδεόμενες, με αυτήν, πρωτεΐνες, που 
καλούνται TAFs. Απουσία ενός πλαισίου ΤΑΤΑ, ο παραγόντας Spl αλληλεπιδρά με 
τους παράγοντες TAFs και έτσι διευκολΐ)νει την πρόσδεση του συμπλόκου TFIID, το 
οποίο στη συνέχεια στρατολογεί την μεταγραφική μηχανή της RNA πολυμεράσης II 
(282). Ο Spl φαίνεται όμως να παίζει ρόλο στην διατήρηση των μεταγραφικών 
επιπέδων των γονιδίων βασικών λειτουργιών (house keeping genes), με την αποτροπή 
της αποσιώπησης τους μέσω της μεθυλίωσης του DNA. Έχει δειχθεί ότι η 
απομάκρυνση των αλληλουχιών δέσμευσης του Spl (και άλλων μελών της οικογένειας 
SP/XKLF) από τις CpG-πλούσιες, ρυθμιστικές περιοχές γονιδίων,τα οποία έχουν 
συστατική έκφραση, έχει ως αποτέλεσμα την έκθεση τους σε μεθυλίωση και τελικώς 
την αποσιώπηση τους (283,284)

Στην εικ. 22Β παρουσιάζεται γραφική αναπαράσταση της παρουσίας των βάσεων 
GC κατά μήκος του γονιδίου της hdj2 ( 14556) και ταυτόχρονα απεικονίζονται τα 
εξόνια αυτού. Παρατηρείται η ύπαρξη μιας περιοχής πολύ πλούσιας σε GC (πάνω από 
70%) με μήκος περίπου 700 bp που περιελαμβάνει την περιοχή του υποκινητή, ανοδικά 
του 5 ' άκρου του πρώτου εξονίου και το 1/3 του πρώτου ιντρονίου. Η παρουσία μιας 
τέτοιας περιοχής υψηλού περιεχομένου σε GC στο 5 'άκρο είναι χαρακτηριστική 
πολλών γονιδίων βασικών λειτουργιών στα θηλαστικά και θεωρείται ότι εμπεριέχει 
πολλά σημαντικά στοιχεία για τη βασική μεταγραφική ενεργότητα των γονιδίων 
(285,286).

3.2.4) Δυνατότητα παραγωγής ενός μεγαλύτερου μεταγραφήματος από το γονίδιο 
της hdj2

Εφόσον υπάρχει ένα αντίγραφο του γονιδίου της hdj2 στο ανθρώπινο γένωμα, τότε, 
υπάρχει μεγάλη πιθανότητα το γονίδιο αυτό να παράγει και ένα μεγαλύτερο 
μεταγράφημα με εκτεταμένη 3 ' μη μεταφραζόμενη περιοχή ανάλογο προς τον κλώνο 
5αΙ, που κλωνοποιήσαμε από τα κύτταρα του πιθήκου. Για να εξετάσουμε αυτή την 
πιθανότητα, ανατρέξαμε στις γενωμικές αλληλουχίες και επεκτείναμε το 3 'άκρο του 
γονιδίου όπως αυτό παρέχεται στην ηλεκτρονική σελίδα του Entrez Nucleotide του 
NCBI, κατά περίπου 1000 bp από το κωδικό λήξης ΤΑΑ (33028899-33028901). Στη 
συνέχεια, χρησιμοποιήσαμε αυτή την αλληλουχία σε μία συγκριτική αντιπαράθεση με 
την αλληλουχία της 3 'μη μεταφραζόμενης περιοχής του κλώνου του 5αΙ του πιθήκου. 
Η νουκλεοτιδική αυτή αντιπαράθεση πραγματοποιήθηκε με την βοήθεια του 
λογισμικού Blast 2 Sequences, που διατίθεται στην ηλεκτρονική σελίδα του NCBI. 
Από τη σύγκριση, που παρουσιάζετα στην εικ.23, συμπεραίνεται ότι οι δύο 
αλληλουχίες εμφανίζουν πολύ μεγάλη ομολογία (> 92%). Το πιο σημαντικό στοιχείο, 
όμως, είναι ότι το εναλλακτικό σινιάλο πολυαδενυλίωσης, το οποίο εντοπίζεται 13 nt 
από το τέλος του 3 'άκρου του κλώνου 5αΙ, το οποίο πολύ πιθανά είναι υπεύθυνο για τη 
δημιουργία του, εντοπίζεται ακέραιο στην αλληλουχία του γονιδίου του ανθρώπου. 
Αυτό σημαίνει ότι το τελευταίο έχει τη δυνατότητα παραγωγής ενός μεγαλύτερου 
μεταγραφήματος μέσω του μηχανισμού της εναλλακτικής πολυαδενυλίωσης. Το 
εναλλακτικό αυτό σινιάλο πολυαδενυλίωσης, θα πρέπει να είναι, λογικά, υπεύθυνο για 
τη δημιουργία του μεγαλύτερου μηνύματος της hdj2, το οποίο και ανιχνεύσαμε, στην 
προσπάθεια μας να χαρακτηρίσουμε τα προϊόντα της μεταγραφής αυτού του γονιδίου, 
σε κυτταρικές σειρές ανθρώπου και πιθήκου, όπως θα παρουσιαστεί παρακάτω 
(βλ.εν.3.3.1). Αν και αυτή τη στιγμή δεν είναι γνωστό ένα cDNA τέτοιου μήκους για το 
ανθρώπινο γονίδιο, προβλέπεται ότι η εύρεση του και η καταχώρηση του στις
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γενωμικές βάσεις δεδομένων είναι θέμα χρόνου μια και ο εμπλουτισμός των βάσεων 
αυτών γίνεται επί καθημερινής βάσης με τις εισαγωγές νέων στοιχείων.

Στο τέλος αυτού του κεφαλαίου παρατίθεται ολόκληρη η αλληλουχία του γονιδίου 
της hdj2 που παρέχεται από τις βάσεις δεδομένων του NCBI, με υπογραμμισμένες όλες 
τις ιδιότητες που αναφέρθηκαν παραπάνω. Η αλληλουχία όμως αυτή συμπληρώνεται με 
την προσθήκη της επιπλέον αλληλουχίας που της δίνει την ικανότητα παραγωγής του 
μεγαλύτερου μεταγραφήματος (εικ. 24).

A

Β

αν*/ ο ν  2 β9*3 f

I
ΜΗ

I
«Η IΜΗ

Hdj2 gene

Ε ικ . 2 2  (Α ) Υ π οκ ινη τή ς γ ο ν ιό  ίο υ  h iij2 . Έ χουν υ π ο γρ α μ μ ισ τεί ο ι θ έσ εις  όέσ μ ευσ η ς νου  
π α ρ ά γο ντα  S p l. (Β ) Γ ρ α φ ικ ή  π α ρά στα ση  του  π ε ρ ιε χ ο μ έ \ν υ  σ ε  G C (% ) n/ς α λλη λο υ χ ία ς  
το υ  γ ο ν ιό  ίου . Ο ι σ τή λες  α π ιπ ρ ο σ ω π ε ύ ο υ ν  τα ες ό ν ια  αυτού.
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.T a x o n o m y

B L A S T  2 S E Q U E N C E S  R E S U L T S  V E R S IO N  B L A S T N  2 .2 .6  (A p r-0 9 -2 0 0 3 )

M atch:l * I M ism atch: GO gap open: [ O l  μηρ extension: (EH 
x_dropoiT: I 50 | e x p ee tj  10 00t| w ordsizc: l 11 l Filler Θ  ( Align j

· >(·. 
' ,· ■ i·

Sequ en ce 1 lc l|scq_ I L ength  994 (1 .. 994)
S equ en ce 2 lc l|seq_2  L en gth  34389 (1 .. 34389)

N O T E :T hc statistics (bitscore and expect value) is calculated based on the size o f  nr database 
N O T l?:If protein translation is reversed, please repeat the search with reverse strand o f  the query sequence 
s c o r e  -  1U62 b i t s  , E x p ec t -  u .o
I d e n t i t i e s  -  6 1 1 /6 3 8  (95% ), Gaps » 7 /6 3 8  (1%)

S tr a n d  ■ P lu s  /  P lu s
Ά

5al : i tgggccagtgaataacacacactgctggcatttaatgtgcattagtgaataagtgaagga 60
3>trn> 11 11 I I III I 11 11 1111 11 II I I I I 11 I I I I I I I I I I I I I I I 11 11 I I 11 11 I I I ISb: 33028 902 tgggccagtgaataacactcactgctggcatttaatgtgcagtagtgaatgagtgaagga

ctgtaatcataatatgctcactacttgctcttgtttttgttttaatattcaactatagta
II I I I  M i l l  l l l l l l l  II II II II I I I I I I I I I I  I I I II ! I I I I I I I I I I I I I i M
ctgtaatcataatatgctcactacttgctcttgtttttgttttaata---aactatagta 3302 9018

poly A signal

: 61
Sb: 33028962

3 3 0 2 8 9 6 1
120

5aI : 121 3'UTR
Sb: 33029019

gtgttttaaaaagttaaatgaagaataaacgcaaatataaaagctctgactttgccctgt 180
1111 I 11III I I11111 11 11 I I I  111111 1111 I I 111111 1111111 I 111 I 11 I I I
gtgttttaaaaogttnnatgaogaQtanocgcaaotnteaoagctctgattttgccctgt 33029078

3'UTR : 181 atgtatgatgacttcagtgtgcaagatgaagtttaatacctgtaaaaactacgaagaagt 240
i i i i i i m i i i i i m i i i i m i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i m i i  i m m i i

Sbi 33029079 «tfjtAtgatgacttcagtgtgcRagatgangtttafltxectgtnaaaactacasagxagt 33029138

: 2413' UTR
Sb: 33029139 
Sal 

3 'UTR

tcccctagcatttctaggccaaaccttgtaattgacttcagctatgtacgtggacaagct 300
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I M I I i l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l ltcccctaqcatttctaqqccaaaccttqtaattqacttcaqctatqtacqtqqacaaqct

301
Sb:· 33029199

tagactgaaatgccaggtatatgt-
l i l l l l l l l l l l l  I 11 I I 11 111tagactgaaatgctaggtatatgtattggcttcagtgtatgacccttcattgttaagcta

tggcttcagtgtatgacccttcattgttaagcta
I N I  I I II II I I II II l l l l l l l l l  I I I  I I I I  II

Sb:

: 359 tgaaagtaaaactctgtatttaactggcaatgaggnnnnnnnnnnnntttgtagagaagt
■R I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
3302 925 9 tgaaagtaaaactctgtatttaactggcaatgaggaaaaaaaaat - -tttgtagagaagt

3'UTR 
Sb:

: 419 gttggtctgtatagttctttgtattaagtgggattcattgtaatgcctttgcatttattc
I I I I I  l l l l l l l l l l l l l l l  l l l l l l l l l  I N I  II II I N I  I I I  I I I l l l l l l l l l l l

33029317 gttggtctgtatagttctttatattaagtgggattcattgtaatgcctctgcatttattc
Sal

3'UTR 479 tattgcctcaactgttacttgaagatggcgtaatatataatttatcctgtggtatcagtg
I l i l l l l l l  I N I  II l l l l l l l l l l l l l  Ν Ι Ν Ι  II II II M i l l  M l l l l l l  II I I I

Sb : 33029377 tgttgcctcagctgttacttgaagatggcgtaatatataatttatcctgtggtatcagtg
BaI : 53 9 ataaaaatgatacctttccgcaggaggggtttaccataatatgctgctccttgaaggcct

*'ιτπ> 11111111111111111111111111111111111111 1111111111111111111111
S b : 33029437 ataaaaatgatacctttctgtaggaggggtttatcataatatgctgcttcttgaaggctt

33029198
358
33029258
418
33029316
478
33029376
538

33029436
598
33029496

599Sal 
3'UTR 
Sb: 33029497 
Score - 454
I d e n t i t i e s  -

gcacttccagaattgtgtttccttctgctgtgccottc GDC I I I I II I I I I I I I I I I I I I I I I I II I I I I II I I I I I I I gcacttccagaattgtgtttccttctgctgtgccattc 33029534
bits (236), Expect ® e-124 
315/342 (82%). Gape - 19/342 (5%)

Strand « Plus / Plus

Sal
3'UTR o o g c c c g a g t a

ll llll INI
665 c t t g a c c a g t c c t g g c c a t t t g c c c c c c t c c t t g t c t g t g g a c c a t

l l l l l l l l l l l l l l l  l l l l l l l  l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l
33029562 cttgaccagtcctggtcatttgctcccctccttgtctgtggaccatgataagcccaagta 

722 g t g a c t t c a g e g e t g g g t a a t g t a g a a a t t a a a g t g a a a a g a c c t t t A c g t g g a g a a g t a
11 mm i i i i i i i  nn I i m i i i i m m i i i i i i m m m i m i
gtgacttcagagctgggtaac--agaaattaaagtgaaaagacctttacgtggagaa---
a t t t g o a t g c a t a a t a t a g g a a g g t g t t c t t t a g g t a t g t t a c a g g a t t a c t t t a a a c - ·

l l l l l l l l l  I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I M I I M I I I I I M M I I I I I I
Sb: 33 029677 -tttgcatgcgtaatataggaaggtgttctttaggtatgttacaggattactttaaacca

βb̂
■ 5a 1 
3' UTR
Sb: 33029622
Sal 

3 'UTR 782

Sal
3'UTR 04 0 t t a t g c t c c Q a Q g t a a t g t t g g t a g t Q t Q g c o a o t t Q t g a t g Q a t Q g c t t t Q Q t

II l l l l l l l l l l  l l l l l l l l l l i m i l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l
Sb: 33029736 tttgaetttcgctccaaagttatgttggtagtatagcaaattatgatgaatagctttaat

S a l  
3 ' UTR

721

33029621
781

3 3 0 2 9 6 7 6

839

3 3 0 2 9 7 3 5

893

33029795
951i4 tgcatgtctaaaagtctcatatgttcacatgctcaaacc- -ggtaccagaattcaagcaa

l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l  l l l l l l l l l l l l l l l l l l l
Sb: 33029796 tgtatgtttaaaagtctcatatgttcacatgcttaaatctgggtatcagaatttaagcaa 33029855
Sol 

3 ' UTR 952

Sb: 33029856
ttcttgaaatgtattgtctccttJJ
I I I I I I  I I I  I I I1 1 I I I I 1111 I I
ttcttgaaatgtattgtctcctt® II

[ctaattacaaagc
l l l l l l l l l l l l l
[ctaattacaaagc

993

33029897

Alternative poly A signal

Enc. 23 Νουκλεοτιδική αντιπαράθεση μεταξύ της 3 'UTR περιοχής του κλώνον 5ο1 και 
του 3 άκρου του γονιδίου της hdj2. Υπογραμμίζομαι τα σινιάλα πολυαδελ’υλίωσης των 
δύο αλληλουχιών

63 -



1 CAGCTCCCGC TGGGTCACTG TACTCGAGCC CTTCCCGCCC TCGCGGGCCC AGGCGGCCAC CCCACAGGTT TGGGAACCCT AGGACTTGCA GTGCTCCTGG
101 GCCATGCCCC ACCAGCCGGA GACTTCCGCA CTCTCAGGCT CGCTGAGTGG AGAAAAGGGC TCCAGAAGAT TCCACGAGCG CCGGGAAGCC GCGCTAGCAC
201 CAACACCCAC AAGGCCTTTC GGCGCAGCTC CTCCCGACCC GTGCGCCCCC GCGCCGTTGC CCAGGTAACG GCGGGGCGGT GGCAGCGGCC GAGAAGGGCG
301 GGACTTCCGG CGGGTGACGC GCCCGGGTTC GGCTACAAAA GAGGACGGCT GCGGCGCGCC GGGCGGAACT TTCCAGAACG CTCGGTSAGA GSC6GAGGAG 
401 CGGTAACTAC CCCGGCTGCG CACAGCTCGG CGCTCCTTCC CGCTCCCTCA CACACCGGCC TCAGCCCGCA CCGGTGAGTT TGAGCCCTCG CGCTGCCCCT 
501 AGTCCCCTGG CTGGCGCCAT TGGCGCCGGG AAACCGATGG AGCCGCGGTC GGGAGGCAGT TGGCCGCGTG GGTAGGACCG CTGTCAGTTC CtGGGCCCAC 
601 GATTTCCCTT TTGGAGGGCT GGTGTGGTGC CCTGGCAACC CATCCCCGGC ACGCACAGTG AATGGGCCCG AGACCTTTCC TAGACCTCCC TCCTTCCCCA 
701 GCCTGGGATC TCCAAGGAGC TACTGTCTTC GGCTGCCCCT CCGTGCGCGC CCCCGCGGCC CCCCTCCCCG TCCGTGCTCG CTCGGGGTGG GGGGGGGGAG 
Θ01 TGGGGTTGGC GACCCTGCGC ACGCGCACAG GGAGGCAGGG GCGAGGGGCT GCGGGGGGAG CCGGGCGGAG ACTGCGGCTT TTGGTTTCGC TTTCTCTGTT 
901 TCCCCTCCCT TTGTTTGTTG AGGGCTGGGC TTTCCCCACC GCCACTTGGG TCCAGGGTGG GAGGGAGAAA GGAAGGAAAT CGGTCAGCGC CAAGTGCAAG 
1001 GGGAAACCTG GCAGGTAAAC TCTGCCAGCC TGAGGGGCGA GAGGGATTCG GCTGGAGAAG CTGTAAGCCG TGGGCGGTGG AGGGCTTGCT GTGTGGAGCC 
1101 AGTAACCTGT TCTATAAACC ACTCCCCCCC ACCACTGTGT GCCCAGACGT CTTTTTCTGG AGAGTATATG GAGTTTATCA GATTTGCCAA AGACAGTGAT 
1201 AGTGTAATGA CCGGTAGACT GAACATATCA GTGCTTCTTT TGGTTACAAC TGTCACCGCC TCTAGGGCAA ACGGGAAGAA TCCAGAXAAT AGTTGTGTTA 
1301 TATTAGTATG GAAGCTTTGG TGTAGGAAAA TTGGAACCAG CTGCTAGAAG GCGGCTCTCA GATTATTTCC CGATAATGAT TATTTGTTTT GTCTGTTCGA 
1401 GTTTATAGCT GAATTATCGC AGGAATTGTT ACCTTTTTGG TGAAATTTAG GGAAGGTGGT GTTCTTATAA TCGGATTTTG CAAAGAGATT C-CTCGGCCTT 
1501 AGCTCTCTTT TTTATTAAAA GCTACCAGTT GAAAGCCGGT TAAAGTTGCA TTTTCTTATT TCAGGCAGTA GAAGggGTG AAAGAAACAA CTTACTACGS 
1601 TGTTTTGGGG GTCAAACCCA ATGCTACTCA GGAAGAATTG AAAAAGGCPT ATAGGAAACT GGCTTTGAAG TACCATCCTG ATAAGAACCC AAATGAAGGA 
1701 GAGAAGGTGA ATAGTATCTA CTCTTAAACG TATCTGAATA GTTCTTTGCC AGACGTATAG TATTTCTATT ATGGCCTGAA ATCGAGTATC TAATATAGTA 
1801 ACTATGATCA CTTCTCGGCC TTTTTAGCTA AGATCAAGTG TAATGTAGCT AGGTAACACT TGTTTTTTAA AAAATGAAAT TCACTCCTCT TTTCTCAAAC 
1901 AG7TTAAACA GATTTCTCAA GCTTACGAAG TTCTCTCTGA TGCAAAGAAA AGGGAATTAT ATGACAAAGG AGGAGAACAG GCAATTAAAG AGGGTGGAGC 
2001 AGGTGGCGGT TTTGGCTCCC CCATGGACAT CTTTGATATG TTTTTTGGAG GAGGAGGAAG GATGCAGAGA GAAAGGAGAG GTAAGAAGAA TCTAGTCTTT 
2101 GTGCAGCTAA CTAAAGTTAG CTGTTGGTCA GAGCAGATCT TTGAGAAATC ACCCATTTTA AATGCTTGTT TACATGTTGG TATAATGTTG CAAACTGACC 
2201 ACAAATTGCC TCTGATTTAT GGTGTCGTGT TTTTTTGTTG TGGTTTTTTT TTTTTTTTTC TTGAGACGGA GTTTCCCTCT TATTGCCCAG GCTGGAGAGC 
2301 CATGGCGTGG TCTCAGCTCA CAGCAACCTC CACCTCCCGG GTTCAAGCGA TTCTCCTGCC TCAGCCTCCC AAGTAGCTGG GATTACAGGC ATGTGCCACC 
2401 AAACCCGGCT AATTTTGTAT TTTTAGTAGA GATGGGGTTT CACCATGTTG GTCACGCTGG TCTTGAACTG CAAACCTCAG GTGGTGATCC ACCTGCCTTG 
2501 GCCTCCCAGA GTGCTGGGAT TACAGGTGTG AGCCACCATG CCCAGCCAGT GGTGTCGCTT TTTTTAAAAT GAGATTTAAG GGGCCTAAAA AATAGCCAAC 
2601 AGAGTGGTAG CAAATGACTG CTTCCAAAAA TCTTAGATAT TATCAAACAA ATTATGAGAA CAGGCCGCGT GCTGTGGCTC ATTCTGTAAT CCCAGCACTT 
2701 TGGGAGGCCG AGGTGGGTGG ATCACTGAGG rCAGGGTTCG AGACCAGCCT GGCCAAGATG GTGAAACCCC ATCTCTACAA AACTACAGAA TTAGCTGGGC 
2801 GTGGTGGTGG GCATCTGCAA TCCCAGCTCC TCTGGAGGCT GAGGCAGGAG AATCGCTTGA ACCCTGGAGG CAjSAGGTTGC AGCGAACGGA GGTCACGCCA
2901 CTGCACTCCA GCCTGGGCAA CAAGAGTGAA TCTCTGTCAC AAAAAACCCA AAAAAATCCA AAAATTAGCC AGGCATGGTG GTGCGTGCCT GTAATCCCAG
3001 TTACTCAGGA GGGCTGAAGC AGGAGAGTCG CTTGAACCCG GGAGGTGGAG GTTGCAGTGA GCTGAGATCG CCCAATTACA CTCCAGCCTG AGCAACACAG
3101 CGAGACTCTT GTCTCAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA GACAAAGTAT ATAGCAATAT AATTTTCCAA GCCCTTTTTA CAGATCTTAT TTGGTGTTCC
3201 CTCACTCCCC AAAGGAATTT GATGGTAGGT ACAGTGGCCT TTTTCAAATG GGAGTAAGTT AAAGTTCAGA AACCTAAAAC TTCTTCAAGC TCATATAGCA
3301 AGCCAACAGA GCCAGGGCTG AAAACTGGTT CGTTGCCTGC CATCTATCTA TTCTTGTTTC AGCTTTATTG TGTCAAAATT ATGTATTTAA TATGTTTATC
3401 AGGAAAGTGG CCTATGGGCT CTAGAAATAC TGCTTATAGG AGTAAAATGT TCAAGAGAAA TCAGTCTCAC TTTATTTCCA GTATAGTGTA TACAAATAAG
3501 GGCTGATGAG CAGAACCAGT TTTAGAATGA ATGGCCAAGC CATTAAATTT CACTTTGAGC TTCTTAAGGT TCAGAAAGAT TTGGGAAATT GTTTATTCAG
3601 TTTTTCTTTA AAGATCTTCA AGGAAAGGAT TATGTTTTTA TTAAGATACT TAAACTCCTT AAAAAGAAAG TCCACAATCC AAATGACTTG CTTAGTAAAT
3701 TGTTAGAATT TGTCCACAAA AAAGTAGTGG TGGTTTTTCA CTTACCTTAC AAAGAACCTG CAGGTTAACA TTGGCAAGCT CTTTTATGTG GCTTATGATC
3801 ATATTGAGAG GTTATTTCTG GGGAAATGCG CTTCATCAAG CTCTAGAAGC TTTATTTTTC CTTCCTTATA CTCAACACTG TTCAAAAIAA GGGCAGCTAG
3901 ATTTTAGCGT GCCAAAACTA AAGGTGGAAC TATAAGCAGA AGGACATAAT TAATGGTATT TCATGCTTGA TTAGAAAGTT AAAATGTTCA T7AGGCATAT
4001 TGTACAGAAA CGAGTTTGAG AACTTTTTTC AGTTGGTGGA AAGGCAATAA TATTGTTGTG AATAAGTCCT TGTGGAAGGA CCACTAGTTA GGAACT7AC7
4101 AACTTACTAG CAGGTGAC7T CATACTTCTA ACCTCAGTGT CCT7ATGAGA TCTTGACCTT CCA7TTCCTA TTCTGATTTA AGT6AAGTAA GGCAC7CCTT
4201 AGTAGCCAC7 GGCCATGTGT GGCTCCATTA ATTTAAGACA AAAACAAAAA TACGGTTTCT 7AGTCTAAAT GGCCACATTT ACATGCTCAA TAAGCACATG
4 301 7GATTGGTGG CTGCTACGTT GGACAGAACA GATATAAAAC ATTTA7CACT GCAGAAAGTT CTGTTGGGCA ATGCTAT7AT AAAAGGTATG AGAAA7TTGG
4401 CC7TCAAAAC AACCAGTGCT GGCCCAGCAG TAAATGGGCT GTTTTCTACT AAATCAGGAA GAAGTAGAAA TTGATACTCT 7CTGTGGTGA CTCAA7AAAT
4501 ACATCAGC7T CCCTGGCCAA TCT7GATTAA TGAGAAT7TA C7GTGC7ACA GAATTTTTGG A7GAAGTAAT TGGCCATGT7 GCTCAATACG G7ACGAAGTG
4 601 AAAGCTTCAA AAAATATATT GTGACAGAAA TGAATG7TTG GATTATTGTG AAATGTGCCC TTTTAAATAA CATTGGTTTT TCTCAAGTGA CTTTGAAGGT
4701 AATGCTTTTG CTTACCATAT TTCCAAGATG GCCACGTCTG TGCCCTTAAG CAAATATT7A ATCTCTGACC TGA77TTCCC TCATCTGTGA TTACATCACA
4 Θ01 GTTTGAGGAT CATCTGTGAT AACGTGAACA TTCTGTGTAT ATAGTAGGTA GTCAACAGA7 GTACCCTGTG AGGCTCATC7 T77ATTA7TC TTTGCCACAT
4901 TCTTTATAGT GCCTTTAGCA CAAATAAGAT CCAGCATCTT AAACAGATTT GCAATGAGAA A7AT77TGTT TTAGGTAAAA ATGTTGTACA TCAGCTCSCA
5001 GTAACCCTAG AAGACTTATA TAATGGTGCA ACAAGAAAAC TGGCTCTGCA AAAGAATGTG ATTTGTGAGA AATGTGAXGG 7ACGGTG7TT TTTTGTTTTG
5101 TTT7GTTTTG TT7TTAAGCA CCTTTAA7AT GACACCTGAA AATGGAGCTA AGACTTCTAG ATAGA7ATG7 AAAA7TGATT CATGTACACT ACCTAGATT7
5201 TGGGGGAGGA GAGGGCAGAT A7GAAGAAAA CCAACTGAAA ACCTCCCACC TAAAGAAATA TCAGCACT7T TTTCTGTGTA TATTTTAAAT ACAGTTGGGA
5301 TCAAGCTAGT TTGGTATCTT TTTTGTAATA AGTAAAATT7 A7TGGAAAG7 GTGTTCTAAT AAGAA7GAAA CTCATTGGAA TGATC7CATC AG77G7ACA7
5401 TCAGAGGG7A GCATTCCATC AGGCTTCGAA AA7ATTAAAA G7A7AGCA77 7AGGAA7TGT CTTCTTAAAA CA77TACTAC TGTATACAC7 ACTAATTCAT
5501 ACATTAT7TA ATTTTC7TTT 7AAA7TTAGG TAGAGGAGGT AAGAAAGGAG CAGTAGAGTG CTGTCCCAAT TGCOGAGGTA CTGGAATGCA AATAAGAATT
5601 CATCAGATAG GACCTGGAAT GGTTCAGCAA ATTCAGTCTG TGTGCATGGA GTGCCAGGGC CATGGGGAGC GGkXCAGTCC TAAAGATAGA TGTAAAAGCT
5703 GCAACGGAAG GAAGATAGTT CGAGAGAAGA ΑΑΑΠΤΓΑβΑ AGTTCATATT GACAAAGGTG AGTTCTGAGT TACTTATTCT GAAGTCTTGA ATGCTGTGGC 
5801 AGA7TTA7TA TTAACAT7TT ATAA77GTTT AAAAATCATT CTTAATTAGG 77A7A7ATGA 7CCTATCAA7 CAGAAA7AAC 7CT7AGCAGC T7AG7AAA7A 
5901 ATGT7CTTT7 A7CCAGACAT AATTTTGCAC A7TGG7A7A7 TACTAATACA GAA7A7ATTA GGAA7CTCC7 CATT7AA7A7 AACAGGA7CA TCTTTTGAAA 
6001 TCTGTGGTCC TG7AAATGAT TGAATAGTGT 7CCAAACTTA ATTCTCTCC7 GTTAAACCAT AG77CT7CCA 7C7TT7AAAA CA77AGAAT7 GTACACA7TC 
6101 77AA7TAGGA GT7AC7AGA7 CAAGGGA7AG GCA7ACTTT7 AAGGATTTGA AAGGGGAG77 AGG7GAAGAA 7TGGG7C7CA TAAAAAT7CA TGGTTTTTTT 
6201 GGAGACGGAG TTTCGCTCTT GTTTCCCAGG CTGGAGTGTG CAATGGCACG ATCTCAGCTC ATTGCAACCT CTGCCTCCCG GGT7CAAGCA GTTCTTCTGC 
6301 CTCAGCCTCC CAAGTACCTG GGATTACAGG CACCCAGCAC CATGCCCGGC TAATGTTTTG TATT7TTAGT A&AGACGSGG TTTCACCATG TTGGCCAGGC 
6401 TGATCTCGAA CACTTGACCT CAGGTGATGA CCTGCCTCGG CCTCCCAAAG TGCTGGGATT ACAGGCATGA GCTACCGCAC CCCGCCTCAT GTTTATT7TT 
6501 TAAACCAATG GGCATGTTTT TGTTTGTTTG TTTTTTTCTG AGGTAGAGTC TTGCTCTGTT GCCCAGGCTT GAGTGCAGTG ATGCGATCTT GGCTCAC7CT 
6601 AACCTCTGCC TCCTGGGTTC AAGCGATTCT CCTGCCCCAG CTTCCCAGGT AGCTGG6ACT ACAGGTG7GC ACCACCACAC CTGGCTAA7T TTTT7TGTAT 
6701 TTTTAGTAGA GATGGGGTTT CACCATGTTA GGCTGGTCTC AAACTCTTGA CCTCAAATGA TCTGCCTGCC TTGGCCTCCT AAAATGCTGG GATTACAGGT 
6803 GTGTGCCACC ATACCTGGCC TGGGCTAGTT TAAATAAGCG TATTGGCCCA CTTAATTGGC TTACTTGCCC ATC7ATTATA T7TAAATGCT CCGTTAATTG 
6901 ATTTGATAGA CTACCTTTCA TTTTTTTAGA CTTGACACTT CCCTAACCCA TTGGGCTCCA GATTTAGAAA TAACTATATA ACCTTT7TTT TGTATTCTCG 
7001 GGATTTGATT GATTTCTCAA ΤΤΤΤΤΑΑΛΤΤ TTACTCTTGT CAACTTGCAA AAACATTTTA AAATCTATTA CAGCAATACA CTGCAGAAAT TTTAAGAAAT 
7101 GTATATAACC CCAGAAGGAA ACTTAAGTCA ACATTATGGT AATCTCTTTT CAGATTTTGC TGTTTATAAA TGGGTCTACT ATTATACTGT ACTGTGG7AT 
7201 GATACCAATC TGGAACTGTT AATATTTGM CATATTTCCA ΤΛΤΤΑΛΤΑΤΑ CAAATCTACA TTAACATAAG TGGCTGCAAT AGGATTCTAT CATGTGACTC 
7301 ATGATACTGG CCTCTCTGAC CCCCAGGGTT CCACCCAAGA ATGTAGTACA TTGAAAGGTA AAAATAAGTT TCCTTGGCCA GTTGTTGAAC TTAATAAATC 
7401 TGTGTTTACC CCTTAGTGGG CCCATGCCTA AGGTTTATAC TTTGAGGTGT TCTTGATACC AATAGCATAC AGAGTAAGTC TTAACGTTGT TGATAGGTTC 
7501 TTGGAAACTG GGACTTCTAG CAGAATGACC TCAAATAATG TCATGCAGGT CCTCAAATAA TGTCATGTCA CTG7AACACA GCTGAGGGGA AXAAAATTGG 
7601 TCTTGTTATG TGTCATTTCA TTTAAAGCAA TTTCCAAGAA CCTATCAACA ATGGACTGTA AGTGAGAACT TGAAATTAAT GCCCTAACTA TATAGCAAGT 
7701 GAAGGCATTT GTGCTGTGCC TACTCTTACT CTGTATTCAG GAAAACCTAG CTGAGTTTAA TTGCTTCCCT AGCATAACAA GT7ATTTTGC CTCAATACAC 
7801 GATTAAAGAC AGATTGTTTA ATTTTGTCAG TGTATGATAC TGATAGCGCT TTAAGTCCTT ATTTAAGAGG TACGTACTGA AGTATTTGTG GGTTAATGGA 
7902 TATAGTTGGA GTTTGCTTGA AAGTATATGT GGGGGGCATG CGTAGGGGTG TAATACATGA AATATTAGTC ATGAGTTAGT AACTGCTGAA GCCAAATTGG 
0003 ATGGATATGT AGGMTTCAT TGTACTGTTG GCTCTGTTTA TACAGGATTA ATATTTTCCA TACGTAAAGG TGAAACATSA TTGCTCTGTT AGGTAACCAG 
0101 AGTGATCTTG GGAAATAATC AGGAGATAAC TGCTTTGGTG TAATACTCTA CAAACACAGG TTTTCTTACA TCAGTTATGT TCTAAGAGAC GTTGCCCAAA 
0201 CCCTTACTGA ACTAAAATAT GTGGGTCAGA GGTGAGGGGC ACGAAGTCTC AGTTTAAAAA AAAAAAAAAA GGCGTCTTTT TTTGCCCTGT ?A«aA\V\?AC 
0303 TCCTCCCCTT GTATTTTACG GACCACATGG GCTAAGGGAG TGTCTAGCAC TGATTGTtTT GTTTGCTTGT TTAATTTAAA TCwAGACAAGG rCTGGAACTC 
0401 CTGTGCTCCA GGGTGCTATC CTCAGGGTAT CCTCCTCACT CGGCCTCTCA AAGTATAATT ACCCTTTTTT TAACGGGACT ATACTGAATA GTTCTTTAXA 
8501 ATACGGATTT TCAGGCACAG GGGCTCAGGT CTGTAATCCG AACACTATAG GATGCCGAGG CAGGATCCCT TvAGCCCAGT AGT7CAAGAC CAGCCTGAGC 
8601 GACATGAGAA CCCCCATCTC ΤΛΤΤΑΑΛΛΑΛ AAAAAAATTC AAAAATTAGC TGGTCTGTGG TCCTGGCTAC TCGGCAGGCT GAGGTGGGAG GATCACTTGA 
0701 GCCCAGGAGA TGGAGGCTGC AGTGAGCCAT GTTTGTGCCA CTGCACTCCA GCCTAGGCAA CAGAGCAAGA TOTTATCTCA AGAGAAGATT ATAGATTTAA 
8001 ΛΑΤΤΤΤΤΤΤΛ GTTTTATATA TAAATACTAC AATAtiAAGGG TCTTGATTTA CATTGCTGTT AGACTTTTAA TAGAAGTAAT TTGATGTGTT ATAAGTAA7G 
0901 ΛΛΛί'ΤίίΛΛΛΤ ΑΓΤΤΑΛΤΤΑΛ CATTTTTTGG TTATAACCAG TGTTAGCCAG TCATGGTTTA GTACCAGCAT ATACCTCTTG AGTTAATACT CTAAA7ATTS 
9001 CTAAT(«AGGT GTAGGTGTCT GTGGGAAAGT TGAAACTTGG AAAGGATATG CAGCTTACT7 CCCCACGGTA ATCCAGCVAG TGAATAGCAG CTCIXAGATT 
9101 TGAAGGCTAG TCTCTTTGCC TCTGGAGTTT GTGTTCTCCA CTATGATACC TTTCTTCAGG AGCAAATTVG ACTi^AACTAC TTAAG7WGC TTTCTTAGTC 
9201 ATTTCTGTGA TTTTTATGC.A TAAACAAACA TCtATGTATA GATTTTATGA TTCTC.ACCTT AGTTA»ATAT TTAATAAKV» TACAAAATtA ATGTTTTGTT 
9301 TTTAGGOirV AAAGATQOCC AGAAGATAAC ΑΓΤ\ΧΑΤ\ΛΓΓ GAAGGAGACC AAGAACCAGG ACISXAAXA OGCGATAT7A AGATCAGAAG
9401 GACCAtWTG fTITTACTCG GTAAACM'TT TTATCAACCA CT«'AAATTv;A TATC^CATAT TTvAXiTTGTT ΛϊΤ1ΤΤ\?ΤΤΓ TTTG7TTTTT ΤνίΤΤΤΤΤΤΤΤ 
9501 AAAGTfiTTTT CCATTACTC'T TAUAAOCTAT TTCTCAGCiAA GATT\»TTAAC CATTGTTCAG ATCATAAtvAG GTTGAATACA TAA*ATCAGA TTTTTAGCTT 
9601 TTTGTCTCTA AGTATGtiAAC GTTGAAAATG Τ^ΤΓΤΓΑΑΤΤ AllATGTTTTG TGTGAAOCTA AGCAGCAGAT GvV.TAAV.AA AACATCVCTG Cv\CAAXVATT 
9701 TGCCCTCAAT CTTTGTAAAiJ CAATTTAAGT GCCTTAAAGC TCTCACVAGT TTTCAATCT\“ ATTTATGATA AATTGAATTG Τ̂ΤΤΤ.ΑΑΓΓΑ TAA.ATATCCA 
9001 AAAGCATCTC TGTAGGAAAC TTAAATTGTA ACTCAATACT AAGTATAAAT TCACXmTAC CATTTTGAGC TAAATAAKiA GTATGATGAA CACTGA.AGCA 
9901 CAAGAAAGAT GGATCiATTAA CAGCAAATGT TTGTGATCCA TGGCTAACAT AACACCCTv'T GTGCATGCTA TATTCCVAGC AACTTGWAG CCTGAGGTGG
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10001 GAGGATCACT TGAGGCCAGG AGTCCTAGCT ACTGGGGAGG CTGAGGCAGA AGAGTGGCTT GAACTCAGGA GTTCAAGGTT ATGATCATGC CACTGCATTC 
10101 TAGCCTGGGT GACAGTAAGA ACCCACCTTT TTTTTTTTTT TTTTTTAATG GAGTGGAGGT GAAATTGGGA ACATCTTAAA CTAGTTTAGG ATTAATTAAT 
10201 ATTTCAGCTT GGTTTGGTGG CTTACGCCTG TAATCCCAAC ACTTTAGGAG GCCGAGGTGG ATGGTCAGGA GTTCAAGACC AGCCTAGCCA ACATGGTGAA 
10301 ATGCCATCTC TGTTAAAAAT ΤΑΑΑΑΑΛΤΤΛ GCCAGGCATG GTGGCAGGCC CTGAGGCAGG AGAATCACTT GAACACAGGA GGCAGAGGTC GCGGTGAGTT 
10401 GAGATGGCGC CATTGCACTC CAGCCTGGGC AAAAAGAGCA AAACTTGGTC TCAAAAAAAA AGACTAATAT TTTACAAATG TCTGAAGATA ATGGGAAATG 
10501 TTGTCAAGCT CAGGCTTTTG ATGCTGTCAT TTGAGAAGGG TATTAAAGAT GTTTTATTTA TTTATTTATT TTTTTTGAGA TGCAGTTTCG CTCAACAGGC 
10601 CCAGGCTGGA TTGCGATGGT GAGATCTTGG CTCACTGCAA CCTCCAACTC CCAGGTTCAA GCAATTCTCT CACCTCAGCC TCCCGAGTAG CTGGGATTAC 
10701 AGGCGCCCAC CACCACGCCC AGCTGATTTT TGTATTTTTA GTAGAGACGG GTTTCACCAT GTTGGCCAGG CTGGTATCGA ACTCCTGACC TTAGGCAATC 
10Θ01 CACCTGCCTC GGCCTCCCAA AGTGCTGGGA TTACAGGCAT GAGCCACCGC GCCCAGCCTA AAGATGTTTT ATTAATGTGG GTTGGAAAAG GAAAGTCTAA 
10901 GCATGA6AAG GAGGAAGTGG GCTGTTAACG TTAAATATGA AAGGCTGTGT TCACTCACAA TATGCCAGGA ΑΛΤΛΤΤΛΤΤΤ CAGGTTCATC AATGAGGAAA 
11001 TTGTTAGAGT CCCTTTAAAT TGGACATATC CTCATTGTTT AATTTCATAG AGCCTAAATT ATCTAGGACC CTGCCCAGGC TAGAGTGCAG TGGCACGATC 
11101 TCAACTCACT GCAATCTCTG CCTCCAGATT CAAGTGATTC TCCTGCCTCA GCCTCCCGAG TAGCTGGAAC TACAGGTGCG CGCCACCATG CCTGGCTGAT 
11201 TTTTTGTATT TTTAGTAGAG ATGGGGTTTC ACCATGTTGG CCAGGCTGGT CTTGAACTTC AGACCTTAGG TGATCCACCC TCCTCAGCCT CCCAAACTGC 
11301 TGGAATTACA GATGCGAACC ACAGTGCCTG GCCTAACCCT CACTCTTGTG AGTTGTTTTT TTTTTTTCCC CTCTGAGAAA CCAGATTTAA AACTAGGTAA 
11401 TGAAACAGTT CACTGATGGT AAATGGTAAA GGCTGCCTAG AGTGTGTGGA ATGACTTTGA ATCCTTAACT AGGAAACGGG GCTGGCAGGT TGGACATGTT 
11501 TGCTCTTCCC AGATCTCTGC TCTGCTTGAT TTTTACAATG GGGGAAGAAA AGGGTGTCTT TGTAAAAGAC CCTTTGCTTT TATTAAACAA AAAAACAGCC 
11601 TGCTTTGGTA CATCTACTGA TTCGTGATTT GAAAAATATA AATATGTGTC ATATTTTATG CAGACGAGOA GAAGACCTTT TCATGTGTAT GGACATACAG 
11701 CTCCTrtAAfe CACTGTGTGG CTTCCAGAAG CCAATATCTA CTCTTGACAA CCGAACCATC GTCATCACCT CTCATCCAGG TATGGGAACT AGGCAAGCTT 
11801 AAACTTCTCT TTTCTATTCT AGTATTTTCC TTGTCTCCTG TTAACAAAGT GTAGTATAGG CACTGAGGGA AACCCATTGT TTTTCTTTCT CGGTTACATA 
11901 TCCTTCTCTG GGCTTAGATG AAGTTATAAG GTCTTGGCTC TCTTGTCAGC CCTTGGAAAA CCCATAAGTG AAAGGTAACA GGATTGCTTT GCGACGTAAG 
12001 TTTTACTCCT GCCAATGAGC TAGGACAGTG CTCTGTTCTT TATATTCCCT GCCTCATAAA AATGTGACCA TACTTAAGGA AGAACTTGGC TTCAATGTTT 
12101 TTAGGTCAGA TTGTCAAGCA TGGAGATATC AAGTGTGTAC TAAATGAAGG CATGCCAATT TATCGTAGAC CATATGAAAA GGGTCGCCTA ATCATCGAAT 
12201 TTAAGGTAAG CTGTAATGTA CTTTAAGAAT ACTTGAGAAC AATTGGCTTA CTAAAATCTG ATAAAAAAGT AAAATTTCAG CCAGGTGCAA GTAGCTCATG 
12301 CCTGTAATCC CCGCATTTTG AGAGGCTGAG GCAGGAGGAT CCCTTGAGCC CTGGAGTTTT GAGAACAGCC TGGGCAACAT AGTGAAACCC TGTCTCTTTA 
12401 AAAAAACAAA ΑΛΑΛΑΑΑΑΑΑ ΛΑΤΤΛΑΛΑΤΤ TCTGAATGCC TCAGAACCTG AAACTTACAT TTTTCCACAG CAAGAAATAT ATGGATCTGG CCACGTGCCA 
12501 CTGGCACACA CCTATAATCC CAGTGCTTTG GGAGGCCAAG ACAGGTGGAT TGCTTGAGCT CAGGAGTTAA AGGCCAGCCT GGGCAACATG GCAAAACCCC 
12601 ATCTCTACAA AAAGTACAAA AATTAGCCAG GCATGGTGGC ACACACCTGT AGTCCCAGCT ACTCGGGAGG CTGAGGTGGG AGGATTGCTT GAGCCTAGGT 
12701 GGTCAAGGCT GCAGTGAATC AAGATCGTGT CACTGTACTT CAACCTGGGT GACAGAATGA GACCCTGTCT CAAAAAAAGA AAAAAGAAAA TTTACCTAAT 
12801 AACTACTTCT GTCATGTTGA GCATTCTTTG TTAACAAGTT GAGGATGGGG TTTTTTGCAT CATTAATTGG ATATTTAAAG ATAGGTTGTG GGAAGGGTGT 
12901 GTGGGACAAG TGGGTATTTT ACTAATGAAA GGTTGTAACT GGCATCTTAA AGTTGAGAGG TGCTTTATAA TAATTGCAGA TTTCTTGGCA AAATAGTGTA 
13001 ATGCTTGATT TGTTAATAGG TATAAAGCAA TCCAGTCATT TTCCTGAGTC TTAAATTGGC CTGTCACCAT ΑΛΑΑΑΤΛΤΤΑ ATTAAAACTT ΤΓΤΤΤΤΤΤΤΤ 
13101 TTTTCCTTTT TGAGACGGGA GTCTTGTTCT GTCACCCAAG GTGGAGTGCA GTGGTGCGAT CCTGGATCAC TGTAACCTCC ACCTCCTGGG TTCAAGGAGT 
13201 TCTCCTGCCT CAGCCTCCTG AGTAGCTGGG AATACAGGTG CCCGCCACCA CGCTGGGCTT TTTAGTAGAG ATGGGGTTTC ACCATATTGG CCAGGCTGGT 
13301 CTCAAACTCT TGACCTCAGG TGATCTGCCC ATCTCAGCTT CCCAAAGTGT TGGGATTTGT AATCCCAATT GTATGAGCCA CCGCGCCTGG CCTAAAAACA 
13401 TCTTTGGTAA GGAAGAACTA CCCTTTTGAG AGTAAGAATA GCTTTGTTTA AATATGTCGT AAGAAGGGTT AGGCTGTTGC AGGATGGGTT TTGGTATTAA 
13501 AAAGTCAGTT TGCTGGATAG AACAATGGTT GTTAAAGTGC AGTTTTATTT AATACAATCA TTTTTAATAA AGCCTGACTT CTGGTCATAA TCCTTGAACT 
13601 CTAGTTCAGA GTGTGCTATG CACTGTGCCT TTTTAGAGCC TGTTCTAACC TGAGATTGGC AGATTCACCT AAATATTACG TGTTTACATG TGTTTTTCTG 
13701 GGGAAAATGG GTCCATGATA CTCTAAGGGA GCTAATGATG AAATCAGATT GAACAGTGAA AGTTTCTTTT GAAGGTAAAC TTTCCTGAGA ATGGCTTTCT 
13801 CTCTCCTGAT AAACTGTCTT TGCTGGAAAA ACTCCTACCC GAGAGGAAGG AAGTGGAAGA GACTGATGAG ATGGACCAAG TAGAACTGGT GGACTTTGAT 
13901 CCAAATCAGG AAAGACGGCG CCACTACAAT GGAGAAGCAT ATGAGGATGA TGAACATCAT CCCAGAGGTG GTGTTCAGTG TCAGACCTCT tBOLTGGGCCA 
14001 GTGAATAACA CTCACTGCTG GCATTTAATG TGCAGTAGTG AATGAGTGAA GGACTGTAAT CATAATATGC TCACTACTTG CTCTTGTTTT g W m M M  
14101 HCTAEACTA GTGTTTTAAA AAGTTAAATG AAGXXrSS&C GCAAATATAA AAGCTCTGAT TTTGCCCTGT ATGTATGATG ACTTCAGTGT GCAAGATGAA 
14201 GTTTAATACC TGTΑΛΑΛΑCT ACAAAGAAGT TCCCCTAGCA TTTCTAGGCC AAACCTTGTA ATTGACTTCA GCTATGTACG TGGACAAGCT TAGACTGAAA 
14301 TGCTAGGTAT ATGTATTGGC TTCAGTGTAT GACCCTTCAT TGTTAAGCTA TGAAAGTAAA ACTCTGTATT TAACTGGCAA TGAGGAAAAA AAAATTTTGT 
14401 AGAGAAGTGT TGGTCTGTAT AGTTCTTTAT ATTAAGTGGG ATTCATTGTA ATGCCTCTGC ATTTATTCTG TTGCCTCAGC TGTTACTTGA AGATGGCGTA 
14501 ΑΤΑΤΑΤΛΑΤΤ TATCCTGTGG TATCAGTGAT AAAAATGATA CCTTTCTGTA GGAGGGGTTT ATCATAATAT GCTGCTTCTT GAAGGCTTGC ACTTCCAGAA 
14601 TTGTGTTTCC TTCTGCTGTG CCATTCATAT ATATATACAT ATATATATAT AATCTTGACC AGTCCTGGTC ATTTGCTCCC CTCCTTGTCT GTGGACCATG 
14701 ATAAGCCCAA GTAGTGACTT CAGAGCTGGG TAACAGAAAT TAAAGTGAAA AGACCTTTAC GTGGAGAATT TGCATGCGTA ATATAGGAAG GTGTTCTTTA 
14801 GGTATGTTAC AGGATTACTT TAAACCATTT GACTTTCGCT CCAAAGTTAT GTTGGTAGTA TAGCAAATTA TGATGAATAG CTTTAATTGT ATGTTTAAAA 
14 901 GTCTCATATG TTCACATGCT TAAATCTGGG TATCAGAATT TAAGCAATTC TTGAAATGTA TTGTCTCCTT B H H C T A A  TTACAAAGC

θέσεις δέσμευσης του χαράγοντα Spl

εξόνιο

κωδικό έναρξης της μετάφρασης

κωδικό λήξης της μετάφρασης

θέσεις polyA

til l AGC Επέκταση του 3 ‘UTR του γονιδίου hdj2

Εικ. 24 Πλήρης αλληλουχία του ανθρώπινου γονιδίου της dj2 η οποία αποτελείται από 
την αλληλουχία του γονιδίου όπως αυτή παρέχεται από την ιστοσελίδα του NCBI καθώς 
και από τη συμπληρωματική αλληλουχία που δίνει στο γονίδιο τη δυνατότητα παραγωγής 
του μεγαλύτερου μεταγραφήματος. Επισημαίνονται επίσης, οι θέσεις δέσμευσης του 
μεταγραφικού παράγοντα Spl, τα εξόνια, τα κώδικά έναρξης και λήξης της μεταγραφής 
καττέλος, οι ττιθανές θέσεις πολυαδενυλίωσης μηνύματος.
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3 .3 ) Μ Ε Λ Ε Τ Η  ΤΗΣ ΕΚΦ ΡΑΣΗ Σ ΤΟ Υ ΓΟΝΙΔΙΟΥ ΤΗΣ dj2  ΣΕ
Κ Υ Τ Τ Α Ρ Α  Κ Α Ι ΙΣΤΟ ΥΣ

3.3.1) Ανίχνευση δύο πληθυσμών μεταγραφημάτων του γονιδίου dj2 σε 
κυτταρικές σειρές θηλαστικών

Η έκφραση του γονιδίου dj2 ελέγχθηκε με ανάλυση κατά Northern σε ολικό 
πληθυσμό RNAs, που απομονώθηκε από διάφορες κυτταρικές σειρές (COS, HeLa, 
U937), οι οποίες αναπτύχθηκαν τόσο σε φυσιολογικές συνθήκες όσο και κάτω 
από συνθήκες θερμικού σοκ (43°C για 90min και επαναφορά 90min στους 37°C). 
Σε κάθε περίπτωση, χρησιμοποιήθηκαν 40pg RNA, τα οποία και ηλεκτροφορήθηκαν 
σε πηκτή αγαρόζης υπό αποδιατακτικές συνθήκες (βλ. εν. 2.2.2α). Με δεδομένο 
ότι το ανθρώπινο cDNA για την πρωτεΐνη dj2 ήταν κατά 788 bp μικρότερο από 
το ένθεμα του κλώνου 5αΙ, ελέγχθηκε η ταυτόχρονη ύπαρξη δύο μεταγραφημάτων, το 
μέγεθος των οποίων, θα αντιστοιχούσε στα δύο απομονωθέντα cDNAs (ανθρώπου- 
πιθήκου). Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιήθηκε αρχικά ως ραδιενεργός ανιχνευτής, η 
αλληλουχία της κωδικοποιούσας περιοχής του ενθέματος του κλώνου 5αΙ, η οποία 
θα είχε τη δυνατότητα υβριδισμού και με τα δύο πιθανά μεταγραφήματα, ενώ οι 
συνθήκες του υβριδισμού ήταν εξαιρετικά αυστηρές.

Όπως φαίνεται στην εικ. 25Α, ο ανιχνευτής πράγματι αναγνωρίζει δύο 
ξεχωριστούς πληθυσμούς μεταγραφημάτων, διαφορετικού MB, των οποίων το μέγεθος 
αντιστοιχεί στο μέγεθος των απομονωθέντων cDNAs. Μάλιστα, όσον αφορά την 
παρουσία των δύο πληθυσμών στις διάφορες κυτταρικές σειρές και στις διάφορες 
συνθήκες, μπορούν να γίνουν οι εξής παρατηρήσεις:
•  Το μικρό mRNA της πρωτεΐνης dj2 βρίσκεται σε αφθονία σε όλους τους 
κυτταρικούς τύπους που εξετάστηκαν.
•  Ο πληθυσμός του μεγάλου mRNA της πρωτεΐνης dj2 εμφανίζεται σε κάθε 
περίπτωση ποσοτικά μειωμένος, τουλάχιστον κατά 3-5 φορές, σε σχέση με το 
πληθυσμό του μικρού mRNA, ενώ η αναλογία αυτή παραμένει σταθερή ακόμη 
και όταν τα κύτταρα εκτίθενται σε θερμικό σοκ.
•  Η έκφραση του γονιδίου της dj2 κάτω από συνθήκες θερμικού σοκ δεν 
μεταβάλλεται αισθητά, όπως φαίνεται από την παρουσία των δύο μηνυμάτων, 
σημειώνοντας ταυτόχρονα μια ελαφριά μείωση του πληθυσμού του μεγάλου mRNA, 
κάτω από τις συνθήκες αυτές.

Προκειμένου να πιστοποιηθεί ότι το μεγάλο mRNA το οποίο ανιχνεύεται 
στην ανάλυση κατά Northern, αντιστοιχεί στον απομονωθέντα κλώνο 5αΙ, ακολούθησε 
αποϋβριδισμός της μεμβράνης και επαναϋβριδισμός της με ιχνηθετημένο τμήμα της 
αλληλουχίας του 5αΙ κλώνου από το 3 άκρο του. Πιο συγκεκριμένα, τμήμα 612 bp 
( 15 17 -2 129  bp) το οποίο ανήκει στην 3 ’-μη μεταφραζόμενη περιοχή του κλώνου 5α1 
και βρίσκεται πέρα από το τέλος του 3 ’ άκρου του ανθρώπινου cDNA (μικρού
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mRNA της dj2) χρησιμοποιήθηκε ως ραδιενεργός ανιχνευτής. Ο επαναϋβριδισμός 
πραγματοποιήθηκε σε εξίσου αυστηρές συνθήκες με αυτές του υβριδισμού. Όπως 
παρατηρείται στην εικ. 25Β, ο δεύτερος ανιχνευτής αναγνωρίζει μόνο τον πληθυσμό 
μηνυμάτων του μεγαλύτερου μεγέθους, γεγονός που σημαίνει ότι αυτά αντιστοιχούν 
στον απομονωθέντα κλώνο 5αΙ.

3.3.2) Διαφορετική κατανομή των δύο πληθυσμών μεταγραφήμάτων του 
γονιδίου dj2 σε ιστούς ποντικού

Μετά την επιβεβαίωση της ύπαρξης δύο ξεχωριστών πληθυσμών mRNA για 
το γονίδιο dj2 σε κυτταρικές σειρές, ακολούθησε ο έλεγχος, των επιπέδων αυτών, 
σε ιστούς ποντικού. Για το σκοπό αυτό, ολικός πληθυσμός RNA απομονώθηκε 
από πνεύμονα, εγκέφαλο, όρχεις, νεφρό, καρδιά, σπλήνα, μύες και συκώτι ποντικού. 
RNA από κύτταρα μάρτυρες, COS και HeLa, ελέγχθηκαν παράλληλα με RNAs 
ιστών, με τη βοήθεια ανάλυσης κατά Northern, στην οποία χρησιμοποιήθηκε ως 
ραδιενεργός ανιχνευτής ολόκληρη η αλληλουχία της κωδικοποιούσας περιοχής 
του cDNA της dj2 του πιθήκου (κλώνος 5αΙ).

Όπως διαπιστώνεται από την εικ. 26, παρόλο που η παρουσία και των δύο 
μηνυμάτων ανιχνεύεται σε όλους τους ιστούς, η κατανομή τους μεταξύ αυτών 
είναι πολύ διαφορετική. Έτσι, μπορούν να γίνουν οι εξής παρατηρήσεις:
•  Το μικρό mRNA της dj2 φαίνεται να αντιπροσωπεύει το κύριο μεταγράφημα 
του γονιδίου, μια και εμφανίζεται άφθονο σε όλους τους ιστούς που εξετάστηκαν, 
με εξαίρεση το σκελετικό μυ, όπου ανιχνεύεται σε χαμηλά επίπεδα, τα οποία 
όμως είναι ταυτόχρονα αρκετά υψηλότερα, σε σχέση με τα επίπεδα του μεγάλου 
mRNA, στον ίδιο ιστό.
•  Αντίθετα, το μεγάλο mRNA εμφανίζει χαμηλά επίπεδα στους περισσότερους 
ιστούς, ενώ σε τρεις από αυτούς , εγκέφαλο, νεφρό και πνεύμονα παρουσιάζεται 
εξίσου ή και περισσότερο άφθονο, συγκρινόμενο με το μικρό mRNA με σχετικές 
αναλογίες 2 :1, 1:1 και 1:2.
•  Αν και με δυσκολία διακρίνονται στην εικ. 26 (σημειώνονται με αστερίσκο), 
μικρότερα μηνύματα ανιχνεύονται στον πνεύμονα και στον όρχι. Τα μηνύματα αυτά, 
πιθανόν να αντιπροσωπεύουν προϊόντα διαφορικής διασύνδεσης μόνο στους ιστούς 
αυτούς, όπως ειπώθηκε στην ενότητα 3.2.2.

3.3.3) Έλεγχος της σταθερότητας των δύο μεταγραφημάτων του γονιδίου της 
dj2

Όπως σημειώθηκε παραπάνω, η κύρια διαφορά μεταξύ του μεγάλου mRNA 
(κλώνος 5αΙ ) και του μικρού mRNA (cDNA ανθρώπου) της dj2 εντοπίζεται σε 
μια επιπλέον αλληλουχία μήκους 788 bp, στη 3 '-μη μεταφραζόμενη περιοχή του 
πρώτου. Επειδή σε αρκετές περιπτώσεις έχει αναφερθεί ότι στις 5 ’ και 3 -μη 
μεταφραζόμενες περιοχές των μεταγραφημάτων εδράζουν τόσο στοιχεία ρύθμισης 
της μετάφρασης όσο και στοιχεία αστάθειας του μηνύματος (instability elements), 
προχωρήσαμε στον έλεγχο της σταθερότητας των δύο μεταγραφημάτων.Γ'ια το 
σκοπό αυτό, καλλιεργήθηκαν κύτταρα COS και HeLa, παρουσία ακτινομυκινης D 
(γνωστού αναστολέα της μεταγραφής), σε φυσιολογικές συνθήκες καθώς και σε 
συνθήκες θερμικού σοκ (43°C για 90 min ).
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Northern Blot

i Μεγάλο mRNA 
της dj2

Μικρό mRNA 
τιις dj2

Western Blot

dj2
ποντικού

Εικ. 26 Έκφραση του γονιδίου της dj2 σε ιστούς ποντικού. (Λ) Αποτύπωση κατά 
Northern σε ολικό πληθυσμό RNA που απομονώθηκε από τους αναγραφόμενους 
ιστούς ποντικού. Σε κάθε διαδρομή ηλεκτροφορήθηκαν 40 pg RNA και ως ανιχνευτής 
χρησιμοποιήθηκε τμήμα του κλώνου 5αΙ ραδιενεργά σημασμένο. Με αστερίσκο 
σημειώνονται μικρότερα μηνύματα που ανιχνεύονται ασθενώς στους ιστούς του 
πνεύμονα και του όρχεος. Στο κάτω μέρος, φαίνεται το 18S κλάσμα των RNAs όπως 
αυτό εμφανίζεται, μετά από χρώση της πηκτής που χρησιμοποιήθηκε για την 
αποτύπωση. Το κλάσμα αυτό πιστοποιεί το ισόποσο του RNA μεταξύ των δειγμάτων. 
(Β) Α νοσοαποτύπωση σε ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα προερχόμενο από τους 
αναγραφόμενους ιστούς ποντικού. Σε κάθε διαδρομή ηλεκτροφορήθηκαν 30 pg 
πρωτεϊνικού εκχυλίσματος και χρησιμοποιήθηκε το πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι 
της πρωτεΐνης Mydj2, το οποίο κατασκευάστηκε στο εργαστήριο μας.
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Ανά τακτά χρονικά διαστήματα, και για διαφορετικούς χρόνους επώασης με 
την ακτινομυκίνη D, λαμβάνονταν ολικός πληθυσμός RNA από τα κύτταρα αυτά, 
στη βάση ενός χρονοδιαγράμματος που διαρκούσε 24 ώρες. Στο τέλος της 
επώασης, 40 pg RNA από κάθε επωαστικό χρόνο ηλεκτροφορήθηκαν υπό 
αποδιατακτικές συνθήκες και εξετάστηκαν με ανάλυση κατά Northern. Ως 
ραδιενεργός ανιχνευτής στον υβριδισμό που ακολούθησε, χρησιμοποιήθηκε 
ολόκληρη η κωδικοποιούσα περιοχή του cDNA του πιθήκου (5αΙ κλώνος). Τα 
αποτελέσματα (εικ. 27) οδηγούν στο συμπέρασμα ότι κάτω από τις πειραματικές 
συνθήκες ot πληθυσμοί και των δύο μεταγραφημάτων αποδεικνύονται εξαιρετικά 
σταθεροί. Ακόμη και μετά από 24 ώρες παρουσίας ακτινομυκίνης D και τα δύο 
μηνύματα είναι παρόντα σε ανιχνεύσιμες ποσότητες. Πρέπει επίσης να σημειωθεί 
ότι η σταθερότητα των δύο mRNA δεν μεταβάλλεται καθόλου, ακόμη και μετά 
την έκθεση των κυττάρων στην θερμοκρασία των 43°C για 90 min, ακριβώς πριν 
τον χρόνο προσθήκης ακτινομυκίνης D. Επομένως, λαμβάνοντας υπόψη τα παραπάνω 
μπορούμε να εκτιμήσουμε ότι η παρατηρούμενη διαφορά στα 3 '-άκρα των δύο 
μηνυμάτων δεν παίζει κάποιο ρόλο, όσον αφορά στη σταθερότητα αυτών.

3.3.4)//ι v itro μεταγραφή-μετάφραση του κλώνου 5αΙ

Η μετάφραση της αλληλουχίας του κλώνου 5αΙ, σε όλα τα δυνατά 
αναγνωστικά πλαίσια, με τη βοήθεια κατάλληλου λογισμικού (PLASMID PREMIERE) 
στον ηλεκτρονικό υπολογιστή, μας παρέχει τις παρακάτω πληροφορίες για την 
παραγόμενη από αυτόν πρωτεΐνη:

Κλώνος cDNA 5αΙ:
Μέγιστο αναγνωστικό πλαίσιο: 398 κωδικόνια 
Θέση αναγνωστικού πλαισίου: 36-1229 bp

Παραγόμενη πρωτεΐνη Mydj2:

ΑΝΑΛΥΣΗ ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ

Μήκος 397 aa

Μοριακό βάρος 44990.57 D

1 microgram = 22227 pMoles

Ισοηλεκτρικό σημείο 6.69

ΑΜΙΝΟΞΕΑ ΣΥΝΟΛΟ % ΣΥΧΝΟΤΗΤΑ

ΟΞΙΝΑ (D.E) 63 (26.37) 15.9
ΒΑΣΙΚΑ (R.11.K) 73 (25. 12 .36) 18,4
ΥΔΡΟΦΙΛΑ
(D,C.E,G,S,T,Y)

12 9 ( 14, 13.23.43, 12. 13. 1 1 ) 32,5

ΥΔΡΟΦΟΒΑ
(A.I.L.F.M.F.P.V)

13 2 ( 13,26.27, 12, 13. 18,23) 33,2



A cos HcLn

Χρόνος (lir.s) μι:τά 
την προσθήκη της 

Act-1)
Μογάλο mRNA 

της dj2

Μικρή mRNA 
της dj2

18S

B cos HcLa

Χρόνος (hrs) μι:τά 
την προσθήκη της 

Act-1)
Μεγάλο mRNA 

της dj2
Μικρό mRNA 

της dj2

I 8S

Em . 27 (A) Κύτταρα C O S  και He L a  καλλιεργήθηκαν στους 37° C  παρουσία 10 
μμ/m l ακτινομυκίνης D  για 0, 2 ,4, 16 και 24 h. (B ) Γίαράλληΐχς καλλιέργειες 
επωάσθηκαν στις Ιδιες συνθήκες ό π ω ς προηγούμενα και υπέστησαν θερμικό σοκ  
για 90 min στους 43°C. 40 μμ  ολικού RNA από κέιθε πι:ρίπτωση εξετάστηκαν μ ε  
ανάλυση κατά Northern. Στο κάτω μ έρος κάθε αυτοραδιογραφίας επιδεικνίιεται 
τμήμα της πηκτής που αντιστοιχεί στη ζώ νη ηλε.κτροφόρησης του IR S  rR N A  
προς επιβεβαίωση του Ιδιου ποσού RNA σε κάθε διαδρομή
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Αντίστοιχα, από την ανάλυση της αλληλουχίας του ανθρώπινου cDNA της 
πρωτεΐνης dj2 εξάγονται τα εξής δεδομένα: 
cDNA hdj2
Μέγιστο αναγνωστικό πλαίσιο: 398 κωδικόνια 
Θέση αναγνωστικού πλαισίου: 12 4 -13 17  bp

Παραγόμενη πρωτεΐνη hdj2:

ΑΝΑΛΥΣΗ ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ

Μήκος 397 aa
Μοριακό βάρος 44985.55 D

1 microgram = 22229 pMoles
Ισο ηλεκτρικό σημείο 6.72

ΑΜΙΝΟΞΕΑ ΣΥΝΟΛΟ %  ΣΥΧΝΟΤΗΤΑ

ΟΞΙΝΑ (D,E) 63 (26,37) 15,9
ΒΑΣΙΚΑ (R,H,K) 74(25,13,36) 18,6
ΥΔΡΟΦΙΛΑ
(D,C,E.G,S,T,Y)

128(14 ,13,22 ,43,12 ,13 ,11) 32,3

ΥΔΡΟΦΟΒΑ
(A,I,L,F,M,F,P,V)

132 (13,25,27,12,13,18,24) 33,2

Τέλος, η συγκριτική αντιπαράθεση σε αμινοξικό επίπεδο μεταξύ των πρωτεϊνών 

που παράγονται από τα δύο cDNA δίνει τα παρακάτω αποτελέσματα:

hdj2
M ydj2

51 ___ 100
hdj 2 AYBVL S DAKKREiJYDKGGEQAIKEGGAGGG FGS PMDI EEMF^t^GGEMQR 

Hydj2 AYEVLSDAKKRELYDKGGEQAIKEGGAGGGE^SPMDIFE^^&GGRMQR

101 _  150
hdj 2 ΒΚΚΟΚΝννΗΟΕενΤΙ^ΟΧΥΝΟΑτΚΚίΑΐίόΚΝνίΟΟΚΟΕΰΚΰΰΙΚΚΟΑΫΕΟΟ 

Hydj 2 ERRGKNWHQLSVTLEDL YNGATRKLALQKNVIC DKGEGRGGKKGA.VECC

151 200
hdj 2 PNCRGTGHQIRIHQlGPGHVQQIQS'iCMECQGHGERISPKDRGKSeNGRK 

Mydj2 PijbRGT(^QlRiH0tGPGHVQQIQSyC^ECC^HGERisPKi^iKS<^6RK
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2 0 1  ___  2 5 0
hdj2 IVREKKILEVHIDKGMKDG QK ΐ T FHGE G DQE PG LE PG D ϊ 11VLDQKDHAV 

Mydj2 I VREKK I LE VHIDKGMKDGQKIT FHGEGDQE PGLEJPGD111VLDQKDHAV

. 2 5 1  300
hdj2 FTRRGEDLFMCMDIQLVEALCGFHKPISTLDNRTIVITSHPGQIVKHGDI 

Mydj2 FTRRGEDLFMCMDIQLVEALCGFQKPISTLDNRTIVITSHPGQIVKHGDI

. 3 0 1  __ 3 5 0
hdj2, kCVLNEGMPIYRRPYEKGRLIIEFKVNFPENGFLSPDKLSLLEKLLPERK 

Mydj2' KCVLNEGMPIYRRPYEKGRLIIEFKINFPENGFLSPDKLSLLEKLLPERK

3 5 1  3 9 7
hdj2 EVEETDEMDQVELVDFDPNQERRRHYNGEAYEDpEHHPRGGVQCQTS- 

Mydj2 E VEE TDEMDQVE LVD FDPNQfiRRRH YNGEAYE DDEHHPRGG VQC QT S -

Από τα παραπάνω στοιχεία προκύπτει ότι ο κλώνος 5αΙ που απομονώθηκε 
από τη βιβλιοθήκη cDNA πιθήκου διαθέτει την πληροφορία για την παραγωγή 
μιας πρωτεΐνης κατά 99,5% ομόλογη προς την ανθρώπινη πρωτεΐνη dj2 και η 
οποία διαφέρει από τη τελευταία μόνο σε δύο αμινοξέα (274: Q αντί Η, 326: I 
αντί V). Προκειμένου να αποδειχθεί πειραματικά η ικανότητα του κλώνου 5αΙ 
στην παραγωγή μιας πρωτεΐνης, όπως αυτή προ βλέπεται από την ανάλυση του 
ανοιχτού αναγνωστικού πλαισίου του, προχωρήσαμε στην in vitro μεταγραφή και 
μετάφραση αυτού, σε σύστημα ελεύθερο δικτυοκυττάρων κουνελιού παρουσία 
ραδιενεργά σημασμένης μεθειονίνης (βλ. εν. 2.2.4). Στο ίδιο σύστημα εξετάστηκαν 

•παράλληλα τα προϊόντα που παράγονται κατά τη αντίδραση συζευγμένης 
μεταγραφής-μετάφρασης δύο ακόμη cDNAs: α) του γονιδίου της ανθρώπινης dj2 
και β) του cDNA του κλώνου 5αΙ από το οποίο αφαιρέθηκαν οι 5' και 3' μη 
μεταφραζόμενες περιοχές. Η χρήση του τελευταίου έγινε προκειμένου να ελεγχθεί η 
πιθανότητα οι περιοχές αυτές να παίζουν ρόλο στην μετάφραση του μηνύματος όπως 
έχει δειχθεί για ανάλογες περιπτώσεις (245)

Τα προϊόντα των αντιδράσεων ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή ακρυλαμιδίου και 
τα μεγέθη τους εκτιμήθηκαν μετά από σύγκριση με γνωστά πρωτεϊνικά μοριακά 
βάρη. Το αποτέλεσμα αυτής της ηλεκτροφόρησης παρουσιάζεται στην εικ. 28, η 
εξέταση της οποίας οδηγεί στα ακόλουθα συμπεράσματα:
•  Ο κλώνος 5αΙ έχει τη δυνατότητα παραγωγής μιας πρωτεΐνης που έχει το ίδιο 
Μ.Β. με την ανθρώπινη dj2, όπως αυτό προβλέπεται από την ανάλυση της 
νουκλεοτιδικής του αλληλουχίας
• Όπως προβλέπεται από την ανάλυση της αμινοξικής της αλληλουχίας, η dj2 
του πιθήκου φέρει στα τέσσερα τελευταία αμινοξέα του (-CQTS), μοτίβο 
σύμφωνα με το οποίο, η πρωτεΐνη επιδέχεται μετα-μεταφραστικής τροποποίησης στο 
καρβοξυλικό της άκρο (προσθήκη μιας φαρνεσυλ-ομάδας, είτε μιας γερανυλ- 
γερανυλ-ομάδας) (166, 261). Στη τροποποίηση αυτή οφείλεται η παρουσία μιας 
δεύτερης ζώνης σε χαμηλότερο Μ.Β., όπως θα αποδειχθεί στη συνέχεια.
•  Τέλος, όπως φαίνεται στη διαδρομή 5, η απουσία των 5' και 3' μη 
μεταφραζόμενων περιοχών από την αντιδρούσα αλληλουχία του 5αΙ κλώνου δεν 
επιφέρει καμμία αισθητή αλλαγή στην παραγωγή της πρωτεΐνης του πιθήκου.
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97KD

69KD

46KD

30KD

hdj2 Mydj2

Ε ικ . 28 A  υτοραδιογραφία από αντίδραση in vitro συζευγμένης μεταγραφής- 
μετάφρασης σε εκχύλισμα δικτνοκνττάρων. (1)  Πρότυποι πρωτεϊνικοί δείκτες 
Μ ορια κώ ν Βαρώ ν. (2)  Αντίδραση-μάρτυρας, μ ε  υπόστρωμα έτοιμη πλασμιδιακή 
κατασκευή που είχε ω ς  ένθεμα το cD N A  του γονιδίου της λουσιφεράσης. Σ τις  
υπόλοιπες αντιδράσεις χρησιμοποιούνται ω ς  υποστρώματα τα cD N A τον γονιδίου 
hDj‘2 (3)  και του κλώ νου 5αΙ, μ ε  τις 5 ’ και 3 'U T R  αλληλουχίες (4)  και χ ω ρ ίς  αυτές 
(5).



3.4) Π ΑΡΑΣΚΕΥΗ ΑΝ ΑΣΥΝ ΔΥΑΣΜ ΕΝ Η Σ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ Mydj2 
ΣΕ E.coli ΚΑΙ ΑΝΤΙΣΩ Μ ΑΤΟ Σ ΕΝΑΝΤΙ ΑΥΤΗ Σ

3.4.1) Δημιουργία ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης Mydj2 σε κύτταρα E.coli

α) Υποκλωνοποίηση ενθέματος του 5αΙ κλώνου στο φορέα pQE-32

Ο κλώνος 5αΙ χρησιμοποιήθηκε για την παρασκευή της πρωτεΐνης dj2 σε 
βακτηριακά κύτταρα E.coli. Για το σκοπό αυτό, ολόκληρη η κωδικοποιούσα περιοχή 
του ενθέματος του κλώνου 5αΙ αναπαράχθηκε με τη βοήθεια της αλυσιδωτής 
αντίδρασης πολυμεράσης (PCR), χρησιμοποιώντας τους εξής εκκινητές:

α) 5' άκρο: 5' GCAGTAGAGGATCCTGAAAGAAA 3' (δημιουργία BamHI)

β) 3' άκρο: 5' GTTATTCA0TCGACCATTAAGAGG 3' (δημιουργία Sail)
•

Κατά τον τρόπο αυτό, δημιουργήθηκαν, στα 5' και 3' άκρα του παραγόμενου 
προϊόντος, θέσεις κοπής για τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες BamHI και Sail 
αντίστοιχα (εικ. 29). Η θέσεις αυτές, ήταν κατάλληλες για την υποκλωνοποίηση του 
τμήματος αυτού σε αντίστοιχες θέσεις της περιοχής κλωνοποίησης του φορέα 
έκφρασης pQE-32 και έτσι ώστε η κωδικοποιούσα περιοχή της πρωτεΐνης dj2 να 
είναι εντός του ίδιου αναγνωστικού πλαισίου με αλληλουχία του φορέα που 
περιελάμβανε έξι κωδικόνια για το αμινοξύ ιστιδίνη (εικ. 29). Το αποτέλεσμα ήταν 
η παραγωγή μιας χίμαιρας πρωτεΐνης αποτελούμενης από την πρωτεΐνη Mydj2 
και μιας επιπρόσθετης αλληλουχίας στο αμινοτελικό της άκρο, που συμπεριελάμβανε 
έξι ιστιδίνες (απαραίτητες για τον καθαρισμό της πρωτεΐνης) καθώς και δέκα ακόμη 
αμινοξέα από την περιοχή κλωνοποίησης του πλασμιδιακού φορέα. Έτσι τελικώς, η 
ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη Mydj2-His είναι ελαφρώς μεγαλύτερη (~1.8 kDa) σε σχέση 
με την φυσική πρωτεΐνη όπως φαίνεται και στις εικόνες

Η πλασμιδιακή κατασκευή που προήλθε από την υποκλωνοποίηση 
χρησιμοποιήθηκε για το μετασχηματισμό βακτηριακών κυττάρων του στελέχους 
M15[pREP4] του E.coli από τα οποία και πραγματοποιήθηκε μεγάλης κλίμακας 
παρασκευή πλασμιδιακού DNA. Τέλος, η ορθότητα της κατασκευής ελέγθηκε με 
ανάγνωση αλληλουχίας βάσεων των περιοχών σύνδεσης μεταξύ του ενθέματος 
και του φορέα pQE.

β) Υπερέκφραση της MyDj2 σε κύτταρα M15[pREP4] και απομόνωση αυτής 
από στήλη Ni-NTA αγαρόζης
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CcdElcsî a

Oligo 
iVsense-BamHI

Oligo
antisense-Sall

I Sal 
IPCR

\ * \

Sail PCK product BamHI 
coding region of Sal 

1236 bp

^  DIGESTION

Sail BamHI

• DEPHOSPHORYLATION ‘ ‘
■ GEL P U R IF IC A T IO N ______ ___________ ____ ·  GEL PURIFICATION

\ ♦
6xHis BamHI SphI SacI Kpnl Smal Sail Pstl Hindin

EtK. 29 Υποκλωνοποίηση της κωδικοποιουσας ττεριοχής τον κλώνου 5α Ι στον 
ιτλασμιδιακό φορέα έκφρασης p Q E -32, μ ε  σκοπό την παραγωγή της χίμα ιρα ς πρωτεΐνης 
M yd j2, η οποία φέρει στο αμινοτελικό της άκρο αλληλουχία έξι επιπλέον ιστιδινών

Όπως ειπώθηκε, η προκύπτουσα πλασμιδιακή κατασκευή χρησιμοποιήθηκε 
για τον μετασχηματισμό επιδεκτικών κυττάρων M15[pREP4]. Τα δε,
μετασχηματισμένα κύτταρα επιλέχθηκαν σε στερεό θρεπτικό μέσο, παρουσία των 
κατάλληλων αντιβιοτικών. Στη συνέχεια, 10-20 βακτηριακοί κλώνοι εξετάστηκαν 
με τη διαδικασία επιλογής μικρής κλίμακας, μετά από επαγωγή με IPTG ορισμένης 
συγκέντρωσης (lmM). Στη συνέχεια, οι θετικοί κλώνοι που επιλέχθηκαν. 
επάχθηκαν παρουσία κλίσης συγκέντρωσης IPTG, προκειμένου να βρεθεί η 
βέλτιστη συγκέντρωση του επαγωγέα στην οποία προ καλείται η μέγιστη 
υπερέκφραση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης. στα πλαίσια ενός 
χρονοδιαγράμματος διάρκειας τεσσάρων ωρών. Στην εικ. 30 παρουσιάζονται δύο 
βακτηριακοί κλώνοι που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη Mydj2, μετά από επαγωγή 
με lmM IPTG.
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Κλώνος 1 Κλώνος 2 
to ti tz to ti tz t3

. Χρόνος (hrs) μετά 
την προσθήκη του 

ΙΡΤ G

Εικ. 30 Επιλογή βακτηριακών κλώνων που νπερεκφράζονν την ανασννδυασμένη 
πρωτεΐνη Mydj2. Η επαγωγή της έκφρασης πραγματοποιήθηκε με χορήγηση IPTG 
(ImM), στον χρόνο 1ο, ενώ δείγματα των καλλιεργειών απομακρύνθηκαν στους χρόνους 
που αναγράφονται και τα κύτταρα υπέστησαν λύση. Τα ληφθέντα πρωτεϊνικό κλάσματα 
ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου-SDS και η υπερέκφραση της εν 
λόγω πρωτεΐνης ελέγχθηκε με χρώση Coomassie.

• Μετά την απομόνωση των βακτηριακών κλώνων που υπερεκφράζουν την 
πρωτεΐνη Mydj2, προχωρήσαμε στον έλεγχο της διαλυτότητας της πρωτεΐνης, στα 
κυτταρικά κλάσματα που λαμβάνονται κατά τη διαδικασία. Διαπιστώθηκε ότι η 
πρωτεΐνη Mydj2 ανευρίσκεται στο διαλυτό κλάσμα των κυττάρων, γεγονός που 
επέτρεψε την απομόνωση της σε φυσική διαμόρφωση, με διαδικασία επιλογής 
μεγάλης κλίμακας και καθαρισμό με τη βοήθεια στήλης Ni-NTA αγαρόζης. Το 
αποτέλεσμα της τελευταίας παρουσιάζεται στην εικ. 31 από την οποία εξάγονται 
οι εξής παρατηρήσεις:
•  Η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη (Mydj2-His tag) εκλούεται από τη στήλη 
αγαρόζης Ni-NTA ταυτόχρονα με άλλες βακτηριακές πρωτεΐνες, οι οποίες, όμως, 
συμμετέχουν σε ένα μικρό ποσοστό στο συνολικό πρωτεϊνικό κλάσμα, όπως αυτό 
διαμορφώνεται μετά την έκλουση των πρωτεϊνών από τη στήλη, με την χρήση 
αυξανόμενης συγκέντρωσης ιμιδαζολίου
• Σε όλες τις απόπειρες απομόνωσης της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης και 
παρά τις αυστηρές συνθήκες καθαρισμού που σταδιακά χρησιμοποιήθηκαν, 
εμφανίζεται μια πρωτεϊνική ζώνη μικρότερου μοριακού βάρους, η οποία θα 
πρέπει να αποτελεί ειδικό προϊόν της πλασμιδιακής κατασκευής. Αυτό για τί: α) 
εμφανίζεται μόνο στα εκχυλίσματα των θετικών βακτηριακών κλώνων, β) 
υπερεκφράζεται στα ίδια επίπεδα με το κύριο πρωτεϊνικό προϊόν που παράγεται 
από την πλασμιδιακή κατασκευή και γ) έχει την ίδια συγγένεια για τη στήλη Ni 
-NTΑ που έχει και η πρωτεΐνη Mydj2 όπως αποδεικνύεται από την ανάλυση 
των ενδιάμεσων και τελικών κλασμάτων της στήλης καθαρισμού. Τα παραπάνω, 
δικαιολογούν την υπόθεση ότι η ζώνη αυτή αντιπροσωπεύει μία ελλιπή (truncated) 
μορφή της Mydj2, που φέρει τις έξι ιστιδίνες και η οποία πιθανώς να παράγεται από 
πρώιμο τερματισμό της μετάφρασης.
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Οι παραπάνω λόγοι επέβαλλαν την χρήση επιπλέον βημάτων καθαρισμού, με 
τη βοήθεια άλλων μεθόδων προκειμένου η απομονωμένη πρωτεΐνη να 
χρησιμοποιηθεί στη συνέχεια ως καθαρό αντιγόνο για παρασκευή ειδικών αντί-φ2  
πολυκλωνικών αντισωμάτων. Για το σκοπό αυτό, η συνολική ποσότητα του τελικού 
εκλούσματος της πρωτεΐνης Mydj2 ηλεκτροφορήθηκε σε πηκτή SDS- 
πολυακρυλαμιδίου και η πρωτεϊνική ζώνη που αντιστοιχεί σε αυτήν απομονώθηκε 
με τη διαδικασία της ηλεκτροέκλουσης (βλ. εν. 2.4.2). Στη συνέχεια, ακολούθησαν 
διαδοχικές διαπιδύσεις, συμπύκνωση της πρωτεΐνης με λυοφιλισμό και επαναιώρηση 
της σε κατάλληλο όγκο. Τέλος, υπολογίστηκε η συγκέντρωση του πρωτεϊνικού 
διαλύματος με τη βοήθεια φωτομέτρησης (Bio-Rad protein assay). Με βάση τις 
μετρήσεις αυτές, η ποσότητα της καθαρής πρωτεΐνης Mydj2, που απομονώθηκε 
τελικώς, ισοδυναμούσε με 2 mg/250 ml βακτηριακής καλλιέργειας. Η τελική 
απομόνωση της καθαρής πρωτεΐνης Mydj2 παρουσιάζεται στην εικ. 32.

3.4.2) Παρασκευή πολυκλωνικού αντισώματος έναντι της πρωτεΐνης Mydj2 σε 
κουνέλια

Καθαρή ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη Mydj2, ποσότητας lOOpg, χρησιμοποιήθηκε 
προκειμένου να παρασκευαστεί πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι της πρωτεΐνης 
αυτής σε κουνέλια. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε περιγράφεται στην ενότητα 2.4.3.

Μετά και τη δεύτερη ένεση του μίγματος αντιγόνου, έλαβε χώρα λήψη αίματος

B S A  ( μ 8 )

116kD

66kD

45kD

29kD

Εικ. 32 Ηλεκτροφόρηση δείγματος καθαρής ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης Mydj2, 
μετά και την απομόνωση της από πηκτή πολυακρυλαμιδίου-SDS\ με
ηλεκτροέκ),ουση. Σε παράλληλες διαδρομές ηλεκτροφορήθηκαν γνωστές ποσότητες 
αλβουμίνης (BSA) για ποσοτική σύγκριση καθώς και χρωμοφόροι πρωτεϊνικοί 
δείκτες μοριακών βαρών (Rainbow Markers, SIGMA)
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από τον οργανισμό και, εν συνεχεία, απομόνωση του αντίορού από το αίμα, με 
διαδοχικές φυγοκεντρήσεις.Ο έλεγχος και η τιτλοδότηση του παραχθέντος αντισώματος 
έγινε με τη βοήθεια ανοσοαποτύπωσης σε πρωτεϊνικά εκχυλίσματα, προερχόμενα 
από κύτταρα CV1, τα οποία ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή SD S-πολυακρυλαμιδίου. 
Το αποτέλεσμα αυτής της ανάλυσης παρουσιάζεται στην εικ. 33Α.

Όπως γίνεται φανερό από την εικόνα, το αντίσωμα αναγνωρίζει τόσο την 
ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη Mydj2 όσο και τις ενδογενείς μορφές αυτής. 
Ταυτόχρονα, όμως, ο αντιορός εμφανίζει ειδικότητα για μια σειρά άλλων ζωνών 
του πρωτεϊνικού προφίλ των κυττάρων CV1, παρά τις διαφορετικές συνθήκες 
που εναλλακτικά χρησιμοποιήθηκαν κατά τις ανοσοαποτυπώσεις ελέγχου. Στις 
τελευταίες, παρατηρήθηκε, επίσης, ότι ο τίτλος του αντισώματος είναι χαμηλός, 
όπως αποδείχθηκε με την χρήση βαθμιαία αυξανόμενων συγκεντρώσεων αντίορού 
έναντι αυξανόμενων ποσοτήτων πρωτεΐνης Mydj2.

Για τους παραπάνω λόγους πραγματοποιήθηκαν στη συνέχεια οι εξής 
βελτιωτικές κινήσεις:
•  Αύξηση του τίτλου του αντισώματος έναντι της πρωτεΐνης Mydj2 στον 
αντιορό του ανοσοποιημενού κουνελιού, με τη βοήθεια δύο συνεχόμενων 
υπενθυμιστικών ενέσεων μίγματος αντιγόνου-CFA, με χρονική απόσταση μεταξύ 
τους 30 ημερών και,
•  Ενίσχυση της ειδικότητας του αντιορού, που λαμβάνεται μετά τη τελευταία 
υπενθυμιστική ένεση, με απομόνωση του αντισώματος έναντι της πρωτεΐνης 
Mydj2, με την βοήθεια χρωματογραφίας αγχιστείας. Η μέθοδος αυτή εφαρμόστηκε 
όπως περιγράφηκε στην ενότητα 2.4.4.

Το ενισχυτικό αποτέλεσμα των παραπάνω γίνεται φανερό στην εικ. 33Β όπου 
παρουσιάζεται ανοσοαποτύπωση στην οποία γίνεται χρήση του καθαρού 
αντισώματος έναντι της Mydj2 και η οποία είναι απολύτως συγκρίσιμη με αυτήν 
της εικ. 33Α.

A Β
1 2 ΑΠ 1 2 ΑΠ

' ί ,

Mydj2 - ΜΦ

Mydj2 - Φ

Ε ικ . 33 Καθαρισμός πολνκλωνικού αντισώματος έναιτ/ n/c πρωτεΐνης \fydj2 και 
έλεγχος τον αντιορού με ανοσοαποτίιπωση, πριν (Α) και μετά (Β) τον καθαρισμό τον. 
Κατά την ανοσοαποτύπωση, χ/ιησιμοποιήθηκαν πρωτεϊνικά εκχνλΐσματα κνττά/κον 
CVI, τα οποία είτε αναπτύχθηκαν στονς 37°C (1). είτε νπέ.στησαν θερμικό σοκ 
στους 43°C για 90 min και επαναφορά στους 37°C για άλ).α 90 min (2% ΑΠ: 
ανασυνδυασμέ.νη πρωτεΐνη Mydj2,
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3.5) Μ ΕΛΕΤΗ  ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ Mydj2 ΣΕ Κ Υ Τ Τ Α Ρ Α  ΚΑΙ
ΙΣΤΟ ΥΣ

3.5.1) Μελέτη της μετα-μεταφραστικής τροποποίησης που επιδέχεται η 
πρωτεΐνη Mydj2

Όπως αναφέρθηκε προηγούμενα, τα τέσσερα τελικά αμινοξέα -CQTS όπου 
C= κυστείνη, Q= γλουταμίνη, Τ= θρεονίνη, S= σερίνη- της πρωτεΐνης Mydj2, όπως 
αυτά προβλέπονται από την μετάφραση του αναγνωστικού της πλαισίου, αντιστοιχούν 
στο γνωστό πρότυπο CAAX (όπου C = κυστείνη, Α= αλειφατικό αμινοξύ και Χ= 
οποιοδήποτε αμινοξύ),το οποίο είναι υπεύθυνο για την μετα-μεταφραστική 
τροποπρίηση της πρωτεΐνης που το εμπεριέχει. Η τροποποίηση αυτή, 
πραγματοποιείται με την αποκοπή των τριών τελικών αμινοξέων από ειδικά 
ένζυμα που αναγνωρίζουν το πρότυπο αυτό και τη ταυτόχρονη προσθήκη στην 
εναπομείνουσα τελική κυστείνη μιας φαρνεσυλ-ομάδας ή μιας γερανυλ-γερανυλ- 
ομάδας (166,261).

Προκειμένου να ελεγχθεί, αν η δεύτερη πρωτεϊνική ζώνη που ανιχνεύεται, 
ειδικά, από το πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι της Mydj2, αντιπροσωπεύει μια 
τροποποιημένη μορφή αυτής και ειδικότερα την φαρνεσυλιωμένη της μορφή 
χρησιμοποιήσαμε ένα γενικό αναστολέα της φαρνεσυλίωσης γνωστό ως 3Η-α 
φαρνεσυλ-φωσφορικό οξύ (SIGMA). Κύτταρα CV1 επωάστηκαν στους 37°C και 
για 24 h, παρουσία αυξανόμενων συγκεντρώσεων του αναστολέα, εκπλύθηκαν δύο 
φορές με διάλυμα PBS (IX), συλλέχθηκαν και επώαστηκαν με διάλυμα λύσης 
προκειμένου να ληφθεί ολικό κυτταροπλασματικό εκχύλισμα. Ίσες ποσότητες 
πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων για κάθε περίπτωση ηλεκτροφορήθηκαν σε 
παράλληλες διαδρομές και ακολούθησε ανοσοαποτύπωση με την χρήση του 
αντισώματος, avri-Mydj2. Όπως φαίνεται στην εικ. 34, η πρωτεϊνική ζώνη που 
ανιχνεύεται ειδικά από το αντίσωμα μας, σε χαμηλότερο μοριακό βάρος από την 
κύρια ζώνη της πρωτεΐνης Mydj2, ελλατώνεται αντιστρόφως ανάλογα με την 
χρήση αυξανόμενης συγκέντρωσης αναστολέα της φαρνεσυλίωσης. Το γεγονός 
αυτό, μας επιτρέπει να υποθέσουμε ότι η ζώνη αυτή αντιπροσωπεύει την 
φαρνεσυλιωμένη μορφή της πρωτεΐνης Mydj2.

3.5.2) Μελέτη των ολιγομερών μορφών της πρωτεΐνης Mydj2 με την χρήση 
ζωνώδους καθίζησης σε προκατασκευασμένη κλίση συγκέντρωσης

Οι δύο μορφές της πρωτεΐνης Mydj2 κατέστη δυνατό να μελετηθούν με την 
χρήση υπερφυγοκέντρησης πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων σε προκατασκευασμένη κλίση 
συγκέντρωσης σουκρόζης. Για τη διαδικασία αυτή, αρχικά, παρασκευάστηκαν
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διαλύματα με συνεχή κλίση συγκέντρωσης σουκρόζης (10-30%) σε φυγοκεντρικά 
σωληνάρια όγκου 5ml, με τη βοήθεια μηχανικού διαβαθμιδωτή. Στη συνέχεια, 
λήφθηκαν πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από κύτταρα CV 1 , τα οποία είτε αναπτύχθηκαν σε 
φυσιολογικές συνθήκες (37°C), είτε υπέστησαν θερμικό σοκ στους 43°C και αφέθηκαν 
να ανακάμψουν στους 37°C για επιπλέον 160 min. Αμέσως μετά την παρασκευή 
τους, τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα επιστρώθηκαν με προσοχή στην επιφάνεια των 
διαβαθμισμένων διαλυμάτων σουκρόζης και ακολούθησε υπερφυγοκέντρηση στις 
45000 rpm για 171ι. Μετά το τέλος της υπερφυγοκέντρησης, διαχωρίστηκαν οι 
ζώνες των* πρωτεϊνικών συμπλεγμάτων σε 16 ίσου όγκου κλάσματα, με την 
βοήθεια ^περισταλτικής αντλίας. Σε αυτά προστέθηκε ανάλογος όγκος μετουσιωτικού 
διαλύματος ηλεκτροφόρησης, προκειμένου να ηλεκτροφορηθούν υπό αποδιατακτικές 
συνθήκες σε πηκτή SDS-πολυακρυλαμιδίου (10%). Ακολούθησε ανοσοαποτύπωση 
στην οποία χρησιμοποιήθηκε το πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι της Mydj2 (εικ. 
35Α,Β,Γ).

Όπως γίνεται φανερό, είναι δυνατός ο διαχωρισμός των δύο μορφών της 
πρωτεΐνης Mydj2 σε δύο πληθυσμούς, οι οποίοι και επιδεικνύουν διαφορετική 
κινητικότητα κατά την υπερφυγοκέντρηση, δια μέσου του διαβαθμισμένου 
διαλύματος σουκρόζης. Η ταυτοποίηση των δύο πληθυσμών έγινε με αναστολή 
φαρνεσυλίωσης, με τον τρόπο που περιγράφηκε προηγούμενα (βλ. εν. 3.5.1) και 
είχε ως αποτέλεσμα τη δραστική ελλάτωση των φαρνεσυλιωμένων μορίων, όπως 
φαίνεται στην εικ. 35Γ. Ο πληθυσμός, ο οποίος απαρτίζεται από τα μη 
φαρνεσυλιωμένα μόρια, φαίνεται να περιορίζεται στα κλάσματα εκείνα που 
αντιστοιχούν σε ένα εύρος μοριακών βαρών που ξεκινά περίπου από το 
υπολογιζόμενο μοριακό βάρος της μονομερούς μορφούς της πρωτεΐνης (45KDa) 
και φθάνει σε τιμές ίσες με το διπλάσιο ή και τριπλάσιο (<150KDa) μοριακό 
βάρος αυτής. Σε αντίθεση, ο δεύτερος πληθυσμός μορίων της Mydj2, ο οποίος 
αποτελείται από τα φαρνεσυλιωμένα μόρια αυτής, εκτείνεται μόνο στα κλάσματα 
υψηλών μοριακών βαρών (>200KDa) γεγονός που δεν δικαιολογείται από την 
προσθήκη της φαρνεσυλ-ομάδας. Τα παραπάνω, παρατηρούνται με ελάχιστες διαφορές 
τόσο στην περίπτωση που τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα προέρχονται από κύτταρα 
που έχουν αναπτυχθεί στους 37°C, όσο και στην περίπτωση που αυτά 
προέρχονται από κύτταρα που έχουν υποστεί θερμικό σοκ. Αυτό, υποδηλώνει ότι 
ο παράγοντας στρες δεν έχει καμμία σχεδόν επίδραση στο πρότυπο κλασμάτωσης 
των δύο μορφών της Mydj2 (εικ. 35Α,Β).

3.5.3) Ενδοκυτταρική κατανομή των ισομορφών της πρωτεΐνης Mydj2 σε 
φυσιολογικές συνθήκες και μετά από θερμικό σοκ

Ο έλεγχος της ενδοκυτταρικής κατανομής της πρωτεΐνης Mydj2 έγινε σε 
κύτταρα CV1 τα οποία είτε αναπτύχθηκαν σε φυσιολογικές συνθήκες (37°C) είτε 
υπέστησαν θερμικό σοκ για 120 min στους 43°C και στη συνέχεια επώαστηκαν 
για άλλα 160 min σε φυσιολογική θερμοκρασία. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν, 
εκπλύθηκαν 2 φορές με διάλυμα PBS (IX) και λύθηκαν σύμφωνα με τη 
διαδικασία που περιγράφηκε στην ενότητα 2.25β κατά την οποία λαμβάνει χώρα 
ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών του κυττάρου στα δύο κλάσματα, το 
κυτταροπλασματικό και το πυρηνικό. Τα υποκυτταρικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα 
ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή SDS-πολυακρυλαμιδίου και ακολούθησε 
ανοσοαποτύπωση με την χρήση του πολυκλωνικού αντισώματος έναντι της Mydj2. Το 
αποτέλεσμα της παραπάνω ανοσοαποτύπωσης φαίνεται στην εικ 36., η εξέταση της 
οποίας, μπορεί να μας οδηγήσει στα εξής συμπεράσματα:
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66KDa 150KDa 200KDa § 5,
i  i  i

1 2 3 4 5 6 7 8 9  10 111213141516 i

dj2 - Μ Φ  dj2 -Φ

Εικ. 35  Ανίχνευση με ανοσοαποτύπωση των πρωτεϊνικών συμπλεγμάτων που 
σχηματίζουν οι δύο μορφές της πρωτεΐνης Mydj2. Ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα 
κυττάρων CV1, τα οποία είτε αναπτύχθηκαν στους 37°C (Α), είτε υπέστησαν 
Θερμικό σοκ στους 43°C για 2 h και επαναφορά στους 37°C για άλλα 160min 
(Β), κλασματώθηκαν με υπερφυγοκέντρηση σε κλίω\ σουκρόζης σπς 45000 rpm, για 
17  h. Η ταυτοποίηση των δύο πληθυσμών μορίων, που ανιχνεύονται μετά την 
κλασμάτωση τους, έγινε με αναστολή της φσρνεσυλίωσης στα κύτταρα CV1, 
όπως περιγράφηκε προηγούμενα Φ=φαρνεσυλιωμένη μορφή, ΜΦ=μη φαρνεσυλιωμένη 
μορφή·

♦
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• Και οι δύο μορφές της πρωτεΐνης Mydj2 αντιπροσωπεύουν, κατά κύριο λόγο, 
κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες. Εδώ, θα πρέπει να επισημανθεί ότι, σε 
φυσιολογικές συνθήκες, ένα μικρό ποσοστό μόνο της μη φαρνεσυλιωμένης μορφής 
ανιχνεύεται στο πυρήνα του κυττάρου
• Το θερμικό σοκ δεν ασκεί κάποια ανιχνεύσιμη επίδραση, σε οποιαδήποτε 
από τις μορφές της πρωτεΐνης Mydj2, όσον αφορά την επαγωγή της έκφρασης 
τους ή την μετατροπή της μιας μορφής στην άλλη. Αυτό επιβεβαιώθηκε επανειλημένα 
χρησιμοποιώντας διαφορετικές θερμοκρασίες και διαφορετικούς χρόνους επώασης 
(αποτελέσματα που δεν παρουσιάζονται). Παρόλα αυτά, στην περίπτωση αύξησης 
της θερμοκρασίας του κυττάρου, παρατηρείται αύξηση της ποσότητας της μη 
φαρνεσυλιωμένης μορφής, που ανιχνεύεται στο πυρηνικό κλάσμα. Η αύξηση αυτή, 
μάλιστα,_ όπως αποδεικνύει η ταυτόχρονη ελλάτωση του σήματος αυτής στο 
κυτταροπλασματικό κλάσμα, δεν προκύπτει μετά από συνολική επαγωγή της 
μορφής αυτής σε συνθήκες θερμικού σοκ, αλλά, μάλλον, από απλή μετακίνηση 
ενός σημαντικού ποσοστού αυτής, από το κυτταρόπλασμα στον πυρήνα του 
κυττάρου.
• Τέλος, σε αντίθεση με την μη φαρνεσυλιωμένη μορφή, η φαρνεσυλιωμένη 
Mydj2 παραμένει στο κυτταρόπλασμα του κυττάρου ανεξάρτητα από την 
θερμοκρασία καλλιέργειας των κυττάρων.

3.5.4) Ενδοκυτταρικός εντοπισμός της πρωτεΐνης Mydj2 σε φυσιολογικές 
συνθήκες και μετά από θερμικό σοκ

Ο έλεγχος της ενδοκυτταρικής κατανομής της πρωτεΐνης Mydj2, που έγινε όπως 
αναφέρθηκε με τη βοήθεια ανοσοαποτύπωσης, επιβεβαιώθηκε και με την χρήση 
της μεθόδου του έμμεσου ανοσοφθορισμού, που περιγράφηκε στην ενότητα 2.4.12. 
Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα CV1, τα οποία επιστρώθηκαν σε 
αποστειρωμένες καλυπτρίδες και τα οποία, όπως και προηγουμένως, είτε 
αναπτύχθηκαν σε φυσιολογικές συνθήκες (37°C), είτε υπέστησαν θερμικό σοκ για 
120 min, στους 43°C, και στη συνέχεια επωάστηκαν για άλλα 160 min, σε 
φυσιολογική θερμοκρασία. Τα κύτταρα εκπλύθηκαν δύο φορές, με διάλυμα PBS 
(IX), μονιμοποιήθηκαν και ακολούθησε έμμεσος ανοσοφθορισμός, κατά τον 
οποίον χρησιμοποιήθηκε ως πρωτοταγές αντίσωμα, το πολυκλωνικό αντίσωμα 
έναντι της Mydj2, και ως δευτεροταγές, αντίσωμα έναντι των ανοσοσφαιρινών 
της κατηγορίας IgG του κουνελιού, το οποίο έφερε ομοιοπολικά συνδεδεμένο το 
χρωμοφόρο της φλουορεσκίνης (anti-rabbit IgG-FITC, SIGMA). Όπως παρατηρείται 
στην εικ. 40 η πρωτεΐνη Mydj2 σε φυσιολογική θερμοκρασία είναι κύρια μια 
κυτταροπλασματική πρωτεΐνη που εμφανίζει μια διάχυτη κατανομή στο 
κυτταρόπλασμα με μια ελαφριά πιο έντονη συσσώρευση στο χώρο γύρω από την 
πυρηνική μεμβράνη. Στην ίδια θερμοκρασία, η Mydj2 ανιχνεύεται ασθενώς στον 
πυρήνα του κυττάρου. Όμως με την άνοδο, της θερμοκρασίας το προφίλ του 
εντοπισμού της αλλάζει, καθθ)ς ένα σημαντικό ποσοστό της πρωτεΐνης 
μεταναστεύει στον πυρήνα με εστίες αυξημένης συγκέντρωσης τους πυρηνίσκους 
ενώ ταυτόχρονα η εναπομείνουσα πρωτεΐνη στο κυτταρόπλασμα ανιχνεύεται 
συσσωρευμένη σε υποκυτταρικές περιοχές όπως ενδοπλασματικό δίκτυο ή σύστημα 
Golgi. Θα πρέπει εδώ να σημειωθεί ότι όλες οι παραπάνω παρατηρήσεις 
συμφωνούν απόλυτα με τα αποτελέσματα που λήφθηκαν με το διαχωρισμό των 
πρωτεϊνικών κλασμάτων του του κυτταρικού εκχυλίσματος και την εξέταση τους 
με την μέθοδο της ανοσοαποτύπωσης όπως αυτά περιγράφηκαν στην ενότητα 
2.4.10.
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3.5.5) Διαφορική έκφραση της πρωτεΐνης Mydj2 σε ιστούς αρουραίου και 
ποντικού

Σε συνέχεια της διαφορικής κατανομής των δύο μεταγραφημάτων του 
γονιδίου της πρωτεΐνης Mydj2 σε επιλεγμένους ιστούς ποντικού (βλ.εν.3.3.2) 
εξετάστηκαν τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης για τους ίδιους ιστούς τόσο σε 
ποντικό όσο και σε αρουραίο. Η απομόνωση των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων από 
τους ιστούς έγινε με την μεθοδολογία που περιγράφηκε στην ενότητα 2.4.6. 
Αφού υπολογίστηκε η συνολική ποσότητα των πρωτεϊνών του κάθε δείγματος με 
τη βοήθεια φωτομέτρησης (βλ.εν.2.4.7), ακολούθησε η ηλεκτροφόρηση ισόποσων 
δειγμάτων- για κάθε περίπτωση σε πηκτή SDS-πολυακρυλαμιδίου. Η ανίχνευση 
της πρωτεΐνης Mydj2 έγινε με τη βοήθεια ανοσοαποτύπωσης κατά την οποία 
χρησιμοποιήθηκαν τα εξής δύο διαφορετικά αντισώματα έναντι της πρωτεΐνης 
Mydj2:
1 . Το πολυκλωνικό αντίσωμα το οποίο κατασκευάστηκε χρησιμοποιώντας ως 
αντιγόνο ολόκληρο το μόριο της καθαρής πρωτεΐνης Mydj2 (βλ.εν.2.4.3). Το 
αντίσωμα αυτό έχει την ικανότητα, όπως έχει δειχθεί προηγουμένως, να 
αναγνωρίζει και τις δύο μορφές της πρωτεΐνης Mydj2 σε εκχυλίσματα κυττάρων 
θηλαστικών
2. Ένα μονοκλωνικό αντίσωμα ποντικού το οποίο είναι κατασκευασμένο έναντι του 
αμινοτελικού άκρου της πρωτεΐνης hdj2  και για την περιοχή που περιλαμβάνει τα 
αμινοξέα 1 - 1 7 9  (NEOMARKERS, clone ΚΑ2Α5.6). Το αντίσωμα αυτό μειονεκτεί 
στο γεγονός ότι αναγνωρίζει μόνο την μη φαρνεσυλιωμένη μορφή της πρωτεΐνης αλλά 
υπερέχει σε αντιδράσεις ανοσοκαθίζησης αυτής.

Τα αποτελέσματα αυτών των ανοσοαποτυπώσεων παρουσιάζονται στην εικ. 
41 και καταδεικνύουν τη διαφορετική έκφραση της πρωτεΐνης Mydj2 στους 
διάφορους ιστούς που εξετάστηκαν. Συγκρίνοντας, τις εικόνες Α και Β στις 
οποίες χρησιμοποιούνται τα δύο διαφορετικά αντισώματα έναντι των ίδιων 
πρωτεϊνικών δειγμάτων, μπορούμε με ασφάλεια να συμπεράνουμε ότι η μορφή 
της Mydj2 που ανιχνεύεται στους διάφορους ιστούς είναι η μη φαρνεσυλιωμένη. 
Τέλος, ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι ζώνες που εμφανίζονται σε υψηλότερο και 
χαμηλότερο μοριακό βάρος σε σχέση με την κύρια παρατηρούμενη ζώνη και 
μόνο στην περίπτωση του ιστού του όρχεος. Είναι πιθανόν οι ζώνες αυτές να 
αντιπροσωπεύουν είτε διαφορετικές μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις της ίδιας 
πρωτεΐνης είτε πρωτεΐνες που έχουν προέλθει ως προϊόντα διαφορικής διασύνδεσης 
όπως αναλύθηκε στην ενότητα 3.2.2.

3.5.6) Αλληλεπιδράσεις της πρωτεΐνης Mydj2 με τις πρωτεΐνες συνοδούς της 
hsp70 κυτταροπλασματικής μηχανής

Όπως αναφέρθηκε και προηγούμενα η πρωτεΐνη Mydj2 φέρει όλα τα δομικά 
χαρακτηριστικά τα οποία επιτρέπουν την κατάταξη της στην οικογένεια των 
DnaJ πρωτεϊνών. Τα μέλη της οικογένειας αυτής, συνεργάζονται με μέλη της 
οικογένειας των hsp70 πρωτεϊνών και πιθανόν με άλλους πρωτεϊνικούς παράγοντες 
συνιστώντας πρωτεϊνικές «νανομηχανές» υπεύθυνες για διάφορες κυτταρικές 
λειτουργίες όπως, η αναδίπλωση πρωτεϊνικών υποστρωμάτων, η μετακίνησή τους 
δια μέσου των μεμβρανών του κυττάρου και η απομάκρυνσή τους δια της οδού 
της αποικοδόμησής τους (8,48,117). Ο τρόπος με τον οποίο συνδυάζοντοι οι 
πρωτεΐνες των προαναφερόμενων οικογενειών για να δημιουργήσουν λειτουργικές 
νανομηχανές δεν είναι πλήρως γνωστός. Ήταν, λοιπόν, επόμενο να αναζητηθεί μια
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Ιύκ. 40 Ί'/ι:γχ<κ' μι ηνοσογΟομισμο τιμ· ννΚκαττιφικη^ κατανομήν π/.' 
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A

B

Γ

dj2
ποντικού

dj2
αρουραίου

Εικ. 41 Ανοσοαποτύπωση σε ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα προερχόμενο από τους 
αναγραφόμενους ιστούς ποντικού και αρουραίου αντίστοιχα. Σε κάθε διαδρομή 
ηλεκτροφορήθηκαν 30 pg πρωτεϊνικού εκχυλίσματος και χρησιμοποιήθηκαν είτε το 
μονοκλωνικό αντίσωμα (Α), είτε το πολυκλωνικό αντίσωμα (Β,Γ) έναντι της 
πρωτεΐνης dj2.
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μια πιθανή σύνδεση της κυτταροπλασματικής πρωτεΐνης Mydj2 με τις πρωτεΐνες 
hsc70 και hsp70 που θεωρείται ότι εμπλέκονται στην δημιουργία των
λειτουργικών αυτών μονάδων. Για το σκοπό αυτό απομονώθηκαν πρωτεϊνικά 
εκχυλίσματα κυττάρων CV1 τα οποία είτε αναπτύχθηκαν στους 37°C είτε 
υπέστησαν θερμικό σοκ στους 43°C για 2 h και επαναφορά στους 37°C για 
ακόμη 160 min. Τα εκχυλίσματα αυτά χρησιμοποιήθηκαν σε ανοσοκαθιζήσεις στις 
οποίες έγινε διαδοχικά χρήση αντισωμάτων έναντι των πρωτεϊνών Mydj2, hsc70 
και hsp70. Ειδικά για την περίπτωση της πρωτεΐνης Mydj2 από τα δύο 
διαθέσιμα αντισώματα, χρησιμοποιήθηκε κυρίως το μονοκλωνικό αντίσωμα 
(Neomarkers) επειδή αποδείχθηκε mo αποτελεσματικό στην απομόνωση 
πρωτέϊνικών συμπλεγμάτων σε σύγκριση με το πολυκλωνικό αντίσωμα. Τα 
αποτελέσματα των ανοσοκαθιζήσεων αναλύθηκαν με την βοήθεια 
ανοσοαποτυπώσεων οι οποίες 
παρουσιάζονται στις εικ. 42 και 43.

Οι ανοσοαποτυπώσεις της εικ. 42 αφορούν τις πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν 
με την πρωτεΐνη Mydj2 και οι οποίες καθιζάνουν μαζί της παρουσία του 
μονοκλωνικού αντισώματος έναντι της Mydj2. Είναι φανερό ότι 
τόσο σε φυσιολογικές συνθήκες όσο και σε συνθήκες θερμικού σοκ η πρωτεΐνη 
Mydj2 συνδέεται μόνο με την πρωτεΐνη συνοδό hsc70 και όχι με την hsp70 (εικ. 
42, A, Β). Μάλιστα η αλληλεπίδραση αυτή αφορά την μη φαρνεσυλιωμένη 
μορφή της Mydj2 όπως αποδεικνύεται από την ανοσοαποτύπωση που 
εφαρμόζεται στα παραπάνω ανοσοσυμπλέγματα και στην οποία γίνεται χρήση του 
πολυκλωνικού αντισώματος έναντι της Mydj2 το οποίο, όπως έχει αναφερθεί, 
αναγνωρίζει και τις δύο μορφές της (εικ. 42, Γ ).

Προς επιβεβαίωση των παραπάνω, έλαβαν χώρα οι αντίστροφες 
ανοσοκαθιζήσεις, στα ίδια πρωτεϊνικά εκχυλίσματα, με την χρησιμοποίηση των 
αντισωμάτων SPA815 και SPA810 ειδικών έναντι των πρωτεϊνών hsc70 και 
hsp70 αντίστοιχα. Στίς εικ. 43 A, Β, παρουσιάζονται οι ανοσοαποτυπώσεις αυτών 
των ανοσοκαθιζήσεων κατά τις οποίες, η ανίχνευση της πρωτεΐνης Mydj2 έγινε 
δυνατή με την χρήση του μονοκλωνικού αντισώματος έναντι αυτής.Όπως γίνεται 
φανερό οι αντίστροφες αυτές ανοσοκαθιζήσεις επιβεβαιώνουν με τη σειρά τους 
το γεγονός ότι η πρωτεΐνη Mydj2 συμμετέχει στα πρωτεϊνικά συμπλέγματα μόνο 
της hsc70 (εικ. 43Α:4,5) και όχι αυτά της hsp70 (εικ.43Β:4,5). Αρα μπορούμε να 
συμπεράνουμε ότι η Mydj2 συνδέεται ειδικά με την hsc70 και πιθανόν με άλλους 
παράγοντες δημιουργώντας μία ειδική κυτταροπλασματική νανομηχανή.
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Ανασυνδ.
Mydj2 1  2 3 4 5 6

hsc70

A K: αντί- hdj2 AA: avri-hsc70

B

AK: αντί- hdj2 AA: αντί -  hsp70
Βαρείες

—αλυσίδες
IgG

AK: αντί- hdj2 AA: αντί -  Mydj2

Em. 42 Ανοσοκαθιζήσεις παρουσία ειδικού αντισώματος έναντι της hdj2 (Neomarkers), 
σε πρωτεϊνικά εκχυλίσματα κυττάρων CV1 τα οποία είτε αναπτύχθηκαν στους 
37°C είτε υπέστησαν θερμικό σοκ στους 43°C για 90 min και επαναφορά στους 
37°C για άλλα 90 min. Τα ανοσοσυμπλέγματα αναλύθηκαν με τη μέθοδο της 
ανοσοαποτνπωσης κατά την οποία χρησιμοποιήθηκαν τα αντισώματα έναντι των 
πρωτεϊνών hsc70 (A), hsp70 (Β) και Mydj2 (Γ). Διαδρομή 1 :  εκχυλίσματα 
φυσιολογικών κυττάρων, διαδρομή 2: εκχυλίσματα κυττάρων θερμικού σοκ, 
διαδρομή 4: ανοσοσυμπλέγματα από εκχυλίσματα φυσιολογικών κυττάρων,
διαδρομή 5: ανοσοσυμπλέγματα από εκχυλίσματα κυττάρων θερμικού σοκ. Οι 
διαδρομές 3 και 6 αντιπροσωπεύουν ανοσοσυμπλέγματα ελέγχου καθώς 
προέρχονται από εκχυλίσματα φυσιολογικών κυττάρων και κυττάρων που 
υπέστησαν θερμικό σοκ αντίστοιχα, τα οποία επωάστηκαν στις ίδιες συνθήκες με 
τα παραπάνω απουσία όμως του αντισώματος έναντι της hdj2. ΜΦ = μη 
φαρνεσυλιωμένη μορφή, Φ = φαρνεσυλιωμένη μορφή, ΑΚ  = ανοσοκαθίζηση, ΑΑ = 
ανοσοαποτύ πωση.
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1  2 3 4 5 6

AK: avw -hsc70 ΑΑ: αντί - hdj2

Β Mydj2 
Κ  ΜΦ

AK: avri-hsp70 ΑΑ: αντί - hdj2

Είκ. 43 Ανοσοκαθιζήσεις παρουσία ειδικών αντισωμάτων έναντι των πρωτεϊνών 
hsc70 (Α) και hsp70 (Β), σε πρωτεϊνικά εκχυλίσματα κυττάρων CV1 τα οποία 
είτε αναπτύχθηκαν στους 37°C είτε υπέστησαν Θερμικό σοκ στους 43°C για 90 
min και επαναφορά στους 37°C για άλλα 90 min. Τα ανοσοσυμπλέγματα
αναλύθηκαν με τη μέθοδο της σνοσοαποτύπωσης κατά την οποία 
χρησιμοποιήθηκε το αντίσωμα έναντι της πρωτεΐνης hdj2 (Neomarkers) . 
Διαδρομή 1 :  εκχυλίσματα φυσιολογικών κυττάρων, διαδρομή 2: εκχυλίσματα
κυττάρων θερμικού σοκ, διαδρομή 4: ανοσοσυμπλέγματα από εκχυλίσματα
φυσιολογικών κυττάρων, διαδρομή 5: ανοσοσυμπλέγματα από εκχυλίσματα
κυττάρων θερμικού σοκ Οι διαδρομές 3  και 6 αντιπροσωπεύουν
ανοσοσυμπλέγματα ελέγχου καθώς προέρχονται από εκχυλίσματα φυσιολογικών 
κυττάρων και κυττάρων που υπέστησαν θερμικό σοκ αντίστοιχα, τα οποία 
επωάστηκαν στις ίδιες συνθήκες με τα παραπάνω απουσία όμως του
αντισώματος έναντι της hdj2. ΜΦ ~ μη φαρνεσνλιωμένη μορφή, ΑΚ -  
ανοσοκαθίζηση, ΑΑ = ανοσοαποτύπωση.
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Το ερευνητικό έργο που αναλύεται στην παρούσα διδακτορική διατριβή, 
εντάσσεται σε πολύχρονη ερευνητική διαδικασία του εργαστηρίου μας που αφορά την 
μελέτη του ρόλου που διαδραματίζουν κυρίως τα δύο κυτταροπλασματικά μέλη της 
οικογένειας των πρωτεϊνών hsp70 (hsc70 και hsp70) στα κύτταρα των θηλαστικών, σε 
φαινόμενα .όπως το θερμικό σοκ (240), η θερμοανθεκτικότητα (241), η μόλυνση από 
τον ιό SV40 (242,243,244) κ.α. Μάλιστα, προϊόν αυτής της δραστηριότητας υπήρξε η 
δημιουργία διαγονιδιακών ποντικών τα οποία και υπερεκφράζουν το ανθρώπινο γονίδιο 
που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη hsp70. Οι ποντικοί αυτοί χρησιμοποιήθηκαν και 
χρησιμοποιούνται ως μοντέλο ελέγχου της δράσης της πρωτεΐνης αυτής, σε επίπεδο 
οργανισμού, κάτω από στρεσογόνες καταστάσεις (287,288,289). Τη τελευταία 
δεκαετία, όμως, έχει αναδειχθεί στη βιβλιογραφία η σημασία που έχουν συν-συνοδά 
μόρια στη συγκρότηση των νανομηχανών, μέσω των οποίων -  όπως συνεχώς 
διαπιστώνεται -  ασκούνται κυρίως οι λειτουργίες των πρωτεϊνών hsp70 (3). Δεδομένου 
ότι ακόμη και σήμερα, δεν είναι τελείως γνωστό κάτω από ποιες συνθήκες, για ποια 
υποστρώματα και με ποιο τρόπο συνδυάζονται οι συνοδές με τις συν-συνοδές 

# πρωτεΐνες, έτσι ώστε να ασκήσουν την λειτουργία τους κατά περίπτωση, η πλήρης 
αποσαφήνιση αυτού του πολύ σημαντικού ερευνητικού πεδίου αποτελεί πόλο έλξης για 
πολλές ερευνητικές ομάδες. Μεταξύ αυτών, και οι δικές μας ερευνητικές προσπάθειες 
οδηγήθηκαν προς την κατεύθυνση της ανεύρεσης και του χαρακτηρισμού συν-συνοδών 
μορίων και συγκεκριμένα, μελών της οικογένειας hsp40 καθώς και στην μελέτη της 
σχέσης τους με τις δύο κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες hsp70 και hsc70 στα κύτταρα 
των θηλαστικών.

Για την επίτευξη του παραπάνω στόχου, αποφασίστηκε να γίνει η κλωνοποίηση 
του cDNA μιας πρωτεΐνης hsp40 από μια προπαρασκευασμένη cDNA βιβλιοθήκη, 
προερχόμενη από κύτταρα του πράσινου Αφρικανικού πιθήκου. Η επιλογή της 
βιβλιοθήκης αυτής δικαιολογείται από το γεγονός ότι, τα προηγούμενα χρόνια, είχε 
χρησιμοποιηθεί με επιτυχία για την κλωνοποίηση και των δύο κυτταροπλασματικών 
μελών της οικογένειας hsp70 (243), ενώ η επιλογή της συγκεκριμένης hsp40 εξηγείται 
αν ληφθεί υπόψη ότι, μέχρι εκείνη τη στιγμή, το μόνο που ήταν γνωστό για αυτήν ήταν 
η νουκλεοτιδική αλληλουχία του cDNA της ανθρώπινης ομόλογης της (245). Το 
τελευταίο μάλιστα, χρησιμοποιήθηκε για την κατασκευή του ραδιενεργού ανιχνευτή με 
τον οποίο έγινε η διαλογή της βιβλιοθήκης, μια και εξασφάλιζε θεωρητικά υψηλή 
προσδοκώμενη συγγένεια προς το υπό ανεύρεση cDNA του πιθήκου. Από τη 
διαδικασία της διαλογής, απομονώθηκαν 13 θετικοί κλώνοι, εκ των οποίων μόνο ένας 
πληρούσε τα κριτήρια για να χαρακτηριστεί ως πλήρες μεταγράφημα του γονιδίου dj2  
στον πίθηκο. Ο κλώνος ονομάστηκε 5αΙ και μετά την αλληλούχησή του αποδείχθηκε 
ότι διαθέτει υψηλό ποσοστό ομολογίας, σε νουκλεοτιδικό επίπεδο, με το ανθρώπινο 
cDNA, το οποίο σε ορισμένες περιοχές έφθανε το 99%. Επιπλέον, διαπιστώθηκε ότι ο 
κλώνος 5αΙ ήταν κατά 0.77Kb μεγαλύτερος σε μήκος από το ανθρώπινο cDNA και ότι 
αυτές οι επιπρόσθετες αλληλουχίες βρισκόταν στην 3 μη μεταφραζόμενη περιοχή του 
και όχι εντός της κωδικοποιούσας περιοχής. Το στοιχείο αυτό, σε συνδυασμό με το 
αποτέλεσμα της συγκριτικής ανάλυσης μεταξύ των παραγόμενών αμινοξικών 
αλληλουχιών των δύο cDNA, σύμφωνα με το οποίο, οι δύο πρωτεΐνες εμφάνιζαν 
ποσοστό ομολογίας 99.5%, μας οδηγούσε στο συμπέρασμα ότι ο κλώνος 5αΙ ήταν 
υπεύθυνος για την παραγωγή μιας πρωτεΐνης, με το ίδιο μοριακό βάρος, όπως και η 
ανθρώπινη hdj2. Απόδειξη αυτού, λάβαμε με την χρήση ενός in vitro συστήματος 
συζευγμένης μεταγραφής-μετάφρασης, στο οποίο παρήχθηκαν δύο μορφές της 
πρωτεΐνης dj2 (όπως προβλεπόταν από την αμινοξική σύσταση), τόσο για το cDNA του 
πιθήκου όσο και για το ανθρώπινο. Επιπλέον, το πείραμα αυτό απέδειξε ότι δεν υπάρχει 
καμμία διαφορά μεταξύ των δύο μεταγραφημάτων όσον αφορά την ικανότητα
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μετάφρασης τους (translatability), σε αντίθεση με ότι έχει δειχθεί σε ανάλογες 
περιπτώσεις (246,247). Το γεγονός ότι τα δύο cDNA είχαν την ικανότητα να παράγουν 
την ίδια πρωτεΐνη, παρόλη την νουκλεοτιδική διαφορά τους στη 3 '-μη μεταφραζόμενη 
περιοχή, ενίσχυε την πιθανότητα ο κλώνος 5αΙ να αντιπροσώπευε το μοναδικό 
μεταγράφημα για την πρωτεΐνη dj2 , στα κύτταρα πιθήκου.

Η παραπάνω πιθανότητα ελέγθηκε με ανάλυση κατά Northern, σε ολικό πληθυσμό 
RNA, που απομονώθηκε από διάφορες κυτταρικές σειρές, οι οποίες αναπτύχθηκαν 
τόσο σε φυσιολογικές συνθήκες όσο και κάτω από συνθήκες θερμικού σοκ. Η ανάλυση 
αυτή, έδειξε ότι τόσο στα κύτταρα του πιθήκου όσο και σε αυτά του ανθρώπου 
παράγονται δύο διακριτοί πληθυσμοί μεταγραφημάτων για την πρωτεΐνη dj2 . Ο 
μεγαλύτερος από τους δύο αντιστοιχεί στον απομονωθέντα από το εργαστήριο μας 
κλώνο 5αΙ, ενώ ο άλλος, με μικρότερο μήκος, στο ανθρώπινο cDNA. Αργότερα, η 
παρουσία αυτών των δύο πληθυσμών επιβεβαιώθηκε και από άλλες ερευνητικές 
ομάδες, σε ανθρώπινες κυτταρικές σειρές (158,248). Στις αναφορές αυτές όμως, αφενός 
δεν υπάρχουν στοιχεία για την ταυτότητα του μεγαλύτερου μηνύματος που 
παρατηρείται και αφετέρου, σε μία από αυτές (248), διατυπώνεται η υπόθεση ότι ο 
πληθυσμός αυτός, πιθανά, να αντιστοιχεί σε πρόδρομα μόρια RNA τα οποία δεν έχουν 
υποστεί ωρίμανση μέσω διασύνδεσης. Αντίθετα προς αυτό, τα στοιχεία μας 
καταδεικνύουν, όπως περιγράφηκε και παραπάνω, ότι το μεγαλύτερο μεταγράφημα 
αποτελεί ένα πλήρως λειτουργικό μόριο, το οποίο διαθέτει την ικανότητα παραγωγής 
πρωτεΐνης, όπως ακριβώς και το μικρότερο του. Στην ανάλυση κατά Northern 
ελέγχθηκαν επίσης και τα επίπεδα των δύο μηνυμάτων σε συνθήκες θερμικού σοκ. 
Όπως διαπιστώθηκε, αυτά δεν αλλάζουν, τουλάχιστον αισθητά, σε κανένα από τους δύο 
πληθυσμούς, αν και παρατηρήθηκε μια σχετική μείωση στον πληθυσμό του μεγάλου 
mRNA κάτω από τις συνθήκες αυτές. Το αποτέλεσμα αυτό δηλώνει ότι πρόκειται για 
μια πρωτεΐνη που δεν επάγεται από το θερμικό σοκ, όπως έχει παρατηρηθεί για άλλα 
μέλη της οικογένειας hsp40 (249). Η παρατήρηση αυτή, συμφωνεί με άλλες, όσον 
αφορά την μεταγραφή του ανθρώπινου γονιδίου, κάτω από παρόμοιες συνθήκες (248), 
ενώ διαφωνεί εν μέρεη με τις παρατηρήσεις των Terada και συνεργατών του (158,159), 
οι οποίες αναφέρονται και πάλι στο ανθρώπινο γονίδιο. Σύμφωνα με αυτές, υπάρχει 
μια ελαφριά αύξηση της έκφρασης του, κάτω από συνθήκες θερμικού σοκ. Η 
επαλήθευση του συμπεράσματος ότι πρόκειται για μια μη επαγώμενη από το θερμικό 
σοκ πρωτεΐνη, έγινε με την βοήθεια πειραμάτων τα οποία και θα συζητηθούν 
παρακάτω.

Η αναγνώριση των δύο αυτών πληθυσμών μεταγραφημάτων δημιουργούσε το 
εύλογο ερώτημα της προέλευσης τους. Τα δύο μηνύματα θα μπορούσαν να 
προέρχονται είτε από δύο αντίγραφα του ίδιου γονιδίου, με διαφορές στα 3 'άκρα τους, 
είτε από ένα αντίγραφο, το οποίο είχε τη δυνατότητα παραγωγής διαφορετικών 
μεταγραφημάτων. Για να δοθεί απάντηση στο ερώτημα αυτό, ανατρέξαμε στις 
γενωμικές βάσεις δεδομένων. Ο ανιχνευτής, που χρησιμοποιήσαμε, ήταν ολόκληρη η 
αλληλουχία του cDNA της Mydj2, η οποία και αντιπαρατέθηκε προς την αλληλουχία 
του ανθρώπινου γονιδιώματος. όπως αυτί) έχει καταχωρηθεί μετά τη ολοκλήρωση της 
χαρτογράφησης της στην τράπεζα δεδομένων ENTREZ nucleotide του NCB1 (National 
Center o f Bioinformatics). To αποτέλεσμα αυτής της αναζήτησης ήταν ο εντοπισμός 
ενός μόνο γονιδίου της dj2, το οποίο εδράζει στο χρωμόσωμα 9 και συγκεκριμένα στην 
κυτταρογενετική ζώνη 9ρ13-ρ12. Ειδικότερα, το γονίδιο βρίσκεται μεταξύ των βάσεων 
33014909 και 33029464 με μήκος 14556 6ρ και αποτελείται από 9 εξόνια. Το προϊόν δε 
της διασύνδεσης αυτών των εξονίων προκύπτει από το συνδυασμό ενός θεωρητικού 
υπολογισμού με πραγματικά στοιχεία που αντλούνται από τη βάση δεδομένων ESTs 
(Expression Sequence l  ags), η οποία και περιελαμβάνει όλες τις αλληλουχίες που
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έχουν την ικανότητα δημιουργίας πρωτεϊνικού προϊόντος, άσχετα αν αυτό είναι ήδη 
γνωστό ή όχι. Στην περίπτωση του γονιδίου της Mydj2, το αναμενόμενο μεταγράφημα 
που προκύπτει από τη συγκριτική αντιπαράθεση των 7 καταχωρημένων ESTs (με 
ομολογία γι αυτό το γονίδιο), σε συνάρτηση πάντα με τα ήδη γνωστά cDNAs, δεν 
υπερβαίνει τις 1459 βάσεις, όσο δηλαδή περίπου και το ανθρώπινο cDNA. Εάν, όμως, 
προχωρήσουμε πέρα από το τέλος του γονιδίου χρησιμοποιώντας ως ανιχνευτή το 
3TJTR του κλώνου 5αΙ, με τη βοήθεια του λογισμικού νουκλεοτιδικής αντιπαράθεσης 
BLAST αποκαλύπτεται ότι η αλληλουχία σε προέκταση πάνω στο ανθρώπινο 
γονιδίωμα έχει πάνω από 90% ομολογία με αυτή του 3TJTR του κλώνου 5αΙ. Μάλιστα, 
και στις δύο αυτές αλληλουχίες βρίσκουμε ακέραια δύο σινιάλα πολυαδενυλίωσης του 
μηνύματος. Το πρώτο, έχει αλληλουχία ΑΑΤΑΑ και βρίσκεται σε απόσταση 138 
βάσεων καθοδικά από το κωδικό λήξης ΤΑΑ καθώς και 17 βάσεις ανοδικά από τη θέση 
προσθήκης της πολύ—(Α) ουράς (όπως αυτό αποδεικνύεται από το ανθρώπινο cDNA). 
Το δεύτερο, έχει αλληλουχία ΑΑΤΑΤΑ και βρίσκεται σε απόσταση 973 βάσεων 
καθοδικά από το κωδικό λήξης ΤΑΑ και 13 βάσεις ανοδικά από την αναμενόμενη θέση 

• προσθήκης της πολύ-{Α) ουράς (όπως αυτό αποδεικνύεται από την αλληλουχία του 
κλώνου 5αΙ). Επομένως, από τα παραπάνω συμπεραίνουμε ότι η παραγωγή των δύο 
μεταγραφήμάτων για την πρωτεΐνη Mydj2, είναι πολύ πιθανό να οφείλεται στην 
έκφραση του αυτού γονιδίου, το οποίο έχει την ικανότητα δημιουργίας δύο μηνυμάτων 
διαφορετικού μήκους, μέσω του μηχανισμού επιλογής διαφορετικού σινιάλου 
πολυαδενυλίωσης (alternative polyadenylation) (152,250).

Η θεωρητική ανάλυση του γονιδίου της hdj2 ολοκληρώθηκε με την διερεύνηση των 
υποκινητικών στοιχείων και την αναζήτηση νουκλεοτιδικών μοτίβων που πιθανά 
παίζουν ρόλο στην έκφραση του γονιδίου κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, καθώς και 
κάτω από συνθήκες στρες. Με τη βοήθεια υπολογιστικών προγραμμάτων ελέγθηκε μια 
περιοχή 365 bp, ανοδικά του πρώτου νουκλεοτιδίου του πρώτου εξονίου, θεωρώντας 
Λυτό σαν το σημείο έναρξης της μεταγραφής (ο έλεγχος αυτός δε, επεκτάθηκε για 
άλλες 600 bp προκειμένου να εξαχθούν ασφαλή συμπεράσματα). Κατά την ανάλυση 
αυτή, φάνηκε ότι το γονίδιο της hdj2 ανήκει σε εκείνη την κατηγορία γονιδίων τα οποία 
δεν φέρουν πλαίσιο ΤΑΤΑ, ενώ, επίσης, δεν αναγνωρίστηκε πλαίσιο CAAT. Αντίθετα, 
αναγνωρίστηκαν πέντε θέσεις δέσμευσης του μεταγραφικού παράγοντα Spl, ο οποίος 
είναι υπεύθυνος για την μεταγραφική ενεργότητα γονιδίων τα οποία δεν διαθέτουν 
πλαίσιο ΤΑΤΑ (242,243). Το στοιχείο αυτό, σε συνδυασμό με το αυξημένο ποσοστό 
βάσεων GC, κατά μήκος αυτής της αλληλουχίας, συγκριτικά προς το υπόλοιπο γονίδιο, 
αποδίδουν στο γονίδιο της hdj2  τα χαρακτηριστικά ενός ιδιοσυστατικού γονιδίου, το 
οποίο θα πρέπει να διατηρεί σταθερά τα επίπεδα της μεταγραφής του (244, 245). Τέλος, 
ένα πολύ ενδιαφέρον εύρημα αυτής της ανάλυσης είναι ότι στα υποκινητικά στοιχεία 
του γονιδίου δεν συμπεριλαμβάνονται νουκλεοτιδικά μοτίβα που αναγνωρίζονται από 
τον παράγοντα μεταγραφής HSF1, ο οποίος και είναι κατά κύριο λόγο υπεύθυνος για 
την μεταγραφή των γονιδίων που επάγονται από το θερμικό σοκ (15 1, 263). Επομένως, 
αναμένεται η έκφραση του γονιδίου της hdj2 να μην αυξάνει με την άνοδο της 
θερμοκρασίας. Η μελέτη αυτή παρείχε θεωρητικά συμπεράσματα τα οποία βρίσκονται 
σε συμφωνία με τα πειραματικά δεδομένα, αν και χρονικά, τα τελευταία, προηγήθηκαν 
κατά πολύ αυτής της ανάλυσης.

Η παρουσία δύο μηνυμάτων, τα οποία παράγονται από ένα γονίδιο, είναι υπεύθυνα 
για την δημιουργία της ίδιας πρωτεΐνης και διατηρούνται σε αμέταβλητες ποσότητες, 
κάτω από συνθήκες στρες, δημιουργεί ερωτηματικά τόσο για τη σκοπιμότητα αυτής της 
ταυτόχρονης παραγωγής όσο και για το αν η τελευταία αποτελεί μια πραγματική 
κατάσταση μεταξύ των διαφόρων ιστών του οργανισμού. Στη βιβλιογραφία 
ανευρίσκονται παρόμοιες περιπτώσεις που αφορούν στην παραγωγή δύο ή
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περισσοτέρων μεταγραφημάτων από το ίδιο γονίδιο, τα οποία όμως είτε παράγονται σε 
διαφορετικό στάδιο διαφοροποίησης (251,252), είτε παράγονται σε διαφορετικούς 
ιστούς του οργανισμού (253,254,255). Για τους παραπάνω λόγους, προχωρήσαμε σε 
ανάλυση κατά Northern, χρησιμοποιώντας ολικό πληθυσμό RNA από ένα αριθμό ιστών 
ποντικού. Το συμπέρασμα που προέκυψε ήταν ότι και τα δύο μηνύματα παράγονται σε 
όλους τους ιστούς που εξετάστηκαν. Παρόλα αυτά, το μικρότερο mRNA είναι το κύριο 
προϊόν της μεταγραφής του γονιδίου της dj2  -και γενικά σταθερό σε ποσότητα- ενώ το 
μεγαλύτερο mRNA εμφάνιζε σημαντικές ποσοτικές διαφοροποιήσεις μεταξύ των 
εξετασθέντων ιστών. Σε ορισμένες μάλιστα περιπτώσεις, τα δύο μηνύματα 
παρουσιάζονταν ισόποσα, γεγονός που πιθανά υποδηλώνει την ιδιαίτερη σημασία της 
πρωτεΐνης dj2  στους ιστούς αυτούς.

Η ανάλυση των πιθανών διαφορών μεταξύ των δύο μεταγραφημάτων συνεχίστηκε 
με τον έλεγχο της σταθερότητας τους. Όπως ειπώθηκε παραπάνω, η κύρια διαφορά 
τους σε νουκλεοτιδικό επίπεδο είναι μια επιπρόσθετη αλληλουχία μήκους 867 bp, στη 
3 '-μη μεταφραζόμενη περιοχή του μεγαλύτερου mRNA. Υπάρχουν στη βιβλιογραφία 
περιπτώσεις γονιδίων τα οποία είναι σε θέση να δημιουργούν περισσότερα του ενός 
μεταγραφήματα, τα οποία χαρακτηρίζονται από διαφορετικό βαθμό σταθερότητας 
(256,257). Αυτό θεωρείται ότι οφείλεται σε σύντομα πρότυπα αλληλουχιών τα οποία 
εδράζουν στις 5'- και συνήθως στις 3 '-μη μεταφραζόμενες περιοχές. Αυτά καθορίζουν 
τον χρόνο ημιζωής των μεταγραφημάτων καθώς και την ικανότητα να οδηγούνται προς 
μετάφραση (258,259). Τα στοιχεία αυτά, είναι γνωστά σαν AREs (AU-rich elements) 
και έχουν ως πρωταρχική λειτουργία την επιλεκτική αποικοδόμηση των 
μεταγραφημάτων που τα φέρουν. Παρόλα αυτά, έχει δειχθεί ότι κάτω από ειδικές 
συνθήκες (π.χ. συνθήκες στρες, χημική διέγερση των κυττάρων, κ.α.) μπορεί να 
συνεισφέρουν αποφασιστικά στη σταθερότητα των μεταγραφημάτων-φορέων τους 
(260). Παραδείγματα τέτοιων προτύπων αποτελούν αλληλουχίες όπως οι AUUUA και 
UUAUUUAUU. Στην 3 '-μη μεταφραζόμενη περιοχή του 5αΙ κλώνου ανευρίσκονται 
διάσπαρτε8 πέντε επαναλήψεις τόυ προτύπου AUUUA, η ύπαρξη των οποίων άφηνε 
την πιθανότητα το μεγαλύτερο mRNA να στερείται σταθερότητας, σε σύγκριση πάντα 
με το μικρότερο αντίστοιχο του. Για τη διερεύνηση αυτής της πιθανότητας, έγινε 
αναστολή της μεταγραφής σε κύτταρα που αναπτύχθηκαν σε φυσιολογική θερμοκρασία 
και σε κύτταρα που υπέστησαν θερμικό σοκ και στη συνέχεια απομονώθηκε ολικός 
πληθυσμός RNA στη βάση ενός χρονοδιαγράμματος που διαρκούσε 24 ώρες. Από την 
ανάλυση κατά Northern που ακολούθησε, αποδείχθηκε για ακόμη μια φορά ότι τα δύο 
μηνύματα έχουν την ίδια συμπεριφορά, μια και εμφανίζονται το ίδιο σταθερά, με ένα 
χρόνο ημιζωής περίπου στις 8 ώρες.

Μετά από την εξέταση της συμπεριφοράς του γονιδίου σε μεταγραφικό επίπεδο, 
προχωρήσαμε στην μελέτη της παραγόμενης από αυτό πρωτεΐνης. Λόγω του ότι μέχρι 
εκείνη τη στιγμή δεν υπήρχε διαθέσιμο ειδικό αντίσωμα έναντι της πρωτεΐνης dj2 , είτε 
από κάποια εταιρεία, είτε από κάποια άλλη ερευνητική ομάδα, αποφασίσαμε να 
παράγουμε ένα πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι της dj2. Για το σκοπό αυτό το cDNA του 
κλώνου 5αΙ υποκλωνοποιήθηκε σε κατάλληλο πλασμιδιακό φορέα έκφρασης. Η 
κατασκευή αυτί) εξασφάλιζε ότι η παραγόμενη ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη σε βακτήρια 
0α έφερε στο αμινοτελικό της άκρο έξι επιπρόσθετα κατάλοιπα ιστιόινών. τα οποία θα 
επέτρεπαν την πράσδεση της πρωτεΐνης σε στήλη αγαρόζης Ni-NTA και κατά αυτόν 
τον τρόπο την απομόνωση της καθαρής της μορφής. 11 διαδικασία αυτή τελικά απέδωσε 
αρκετή ποσότητα πρωτεΐνης, η οποία και χρησιμοποιήθηκε ως αντιγόνο για την 
ανοσοποίηση κουνέλι ιόν. Το αντίσωμα που προέκυψε με αυτή την μεθοδολογία, 
ελέγθηκε με ανοσοαποτύπωση σε πρωτεϊνικά εκχυλίσματα κυττάρων θηλαστικών, 
όπου και διαπιστώθηκε ότι εκτός της πρωτεΐνης dj2 αναγνώριζε και άλλες πρωτεϊνικές
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ζώνες. Για τον λόγο αυτό και προκειμένου να διασφαλιστεί το αξιόπιστο των 
αποτελεσμάτων μας, το πολυκλωνικό αυτό αντίσωμα υπέστη ένα επιπλέον βήμα 
καθαρισμού με χρωματογραφία αγχιστείας. Σε αυτήν, καθαρή ανασυνδυασμένη 
πρωτεΐνη dj2 χρησιμοποιήθηκε για ακόμη μια φορά προκειμένου να επιλεγεί ο 
πληθυσμός εκείνος των ανοσοσφαιρινών που αναγνώριζαν ειδικά μόνο επιτόπους της 
συγκεκριμένης πρωτεΐνης.

Διαθέτοντας πλέον το αντίσωμα στη τελική του μορφή, προχωρήσαμε στην μελέτη 
της πρωτεΐνης χρησιμοποιώντας, αρχικά, ολικά εκχυλίσματα κυττάρων πιθήκου (CV1) 
τα οποία είχαν αναπτυχθεί είτε σε φυσιολογικές συνθήκες, είτε σε συνθήκες θερμικού 
σοκ. Σε όλες τις περιπτώσεις, στις ανοσοαποτυπώσεις που ακολούθησαν, το αντίσωμα 
μας αναγνώριζε δύο πρωτεϊνικές μορφές της dj2 , οι οποίες είχαν παρατηρηθεί και κατά 
την in vitro μεταγραφή-μετάφραση του κλώνου 5αΙ, καθώς και του ανθρώπινου 
κλώνου. Η δεύτερη αυτή ζώνη ήταν θεωρητικά αναμενόμενη, λαμβάνοντας υπόψη την 
πρωτοταγή δομή της πρωτεΐνης, αφού σύμφωνα με βιβλιογραφικά δεδομένα (166,261) 
πρωτεΐνες όπως η dj2 , οι οποίες στο καρβοξυτελικό τους άκρο φέρουν το αμινοξικό 

* πρότυπο CAAX (όπου 0=κυστείνη, Α=αλειφατικό αμινοξύ και Χ=οποιοδήποτε 
αμινοξύ), είναι πολύ πιθανό να επιδέχονται μετα-μεταφραστικής τροποποίησης που 
συνίσταται στην προσθήκη είτε μιας φαρνεσυλ- ομάδας, είτε μιας γερανυλ-γερανυλ- 
ομάδας. Προκειμένου να καθορίσουμε την φύση της τροποποίησης που επιδέχεται η 
πρωτεΐνη dj2 χρησιμοποιήσαμε ειδικό αναστολέα της φαρνεσυλίωσης. Με τα 
πειράματα αυτά αποδείχθηκε ότι η dj2 φαρνεσυλιώνεται. Αυτό επιβεβαιώθηκε κατά την 
χρήση ζωνώδους καθίζησης σε προκατασκευασμένη κλίση συγκέντρωσης σουκρόζης, 
οπότε και διαπιστώθηκε ότι είναι δυνατός ο επιπλέον διαχωρισμός των δύο πληθυσμών 
μορίων της dj2  (των φαρνεσυλιωμένων και μη) σε διαφορετικές περιοχές μοριακών 
βαρών. Έτσι, με την χρήση του παραπάνω αναστολέα της φαρνεσυλίωσης, φάνηκε ότι 
ο πληθυσμός των μη φαρνεσυλιωμένων μορίων εκτείνεται σε περιοχή που ξεκινά από 
το υπολογιζόμενο μοριακό βάρος της μονομερούς μορφής (45KDa) και φθάνει σε τιμές 
που αντιστοιχούν στο διπλάσιο ή και στο τριπλάσιο μοριακό βάρος αυτής. Αντίθετα, ο 
πληθυσμός των φαρνεσυλιωμένων μορίων εκτείνεται μόνο στα κλάσματα υψηλών 
μοριακών βαρών (>200KDa), γεγονός που δε δικαιολογείται από την προσθήκη και 
μόνο της φαρνεσυλ-ομάδας. Σχετικά με την φαρνεσυλίωση των πρωτεϊνών, όπως έχει 
δειχθεί για ανάλογες περιπτώσεις (262), η τροποποίηση αυτή καθιστά τις πρωτεΐνες που 
την φέρουν ικανές να αγκυροβολούν στις μεμβράνες του κυττάρου. Επομένως είναι 
δυνατόν η πρωτεΐνη Mydj2 να εντοπίζεται στην κυτταροπλασματική πλευρά 
μεμβρανών όπως, του ενδοπλασματικού δικτύου, των μιτοχονδρίων ή και της 
πυρηνικής μεμβράνης. Ο πιθανός ρόλος αυτού του εντοπισμού της Mydj2, έχει να κάνει 
στην διευκόλυνση της μεταφοράς πρόδρομων πολυπεπτιδικών μορίων εντός των 
οργανιδίων αυτών, είτε συμμετέχοντας μόνο η ίδια ως μοναδικός μοριακός συνοδός 
στη διαδικασία της μετακίνησης, είτε αποτελώντας πυρήνα προσέλκυσης 
κυτταροπλασματικών μορίων hsp70, τα οποία είναι και τα κυρίως υπεύθυνα για την 
ολοκλήρωση της μετακίνησης αυτής. Τέτοια δράση, όπως έχει περιγράφει στην ενότητα 
6(β), έχει αποδοθεί σε πρωτεΐνες της οικογένειας hsp40, οι οποίες επίσης 
τροποποιούνται κατά τον ίδιο (156,159) ή παρόμοιο τρόπο (168) και εντοπίζονται σε 
ενδοκυτταρικές μεμβράνες. Μάλιστα, για μια από αυτές τις περιπτώσεις, οι Caplan και 
οι συνεργάτες του αναφέρουν ότι η αναλογία των φαρνεσυλιωμένων/μη 
φαρνεσυλιωμένων μορφών της πρωτεΐνης ydjl του σακχαρομύκητα, αυξάνει αισθητά 
εις βάρος των δεύτερων στην περίπτωση που τα κύτταρα υφίστανται θερμικό σοκ 
(167). Το γεγονός αυτό, ερμηνεύεται προς χάρη της αυξημένης πρωτεϊνοσύνθεσης που 
παρατηρείται στην περίοδο επαναφοράς μετά το θερμικό σοκ, η οποία έχει ως 
αποτέλεσμα τη συσσώρευση πρωτεϊνικών υποστρωμάτων στην κυτταροπλασματική
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πλευρά των μεμβρανών του ενδοπλασματικού δικτύου και των μιτοχονδρίων (167). 
Παρόλα αυτά, τα δικά μας αποτελέσματα δεν συνηγορούν υπέρ αυτής της άποψης αφού 
ακόμη και σε συνθήκες θερμικού σοκ καμμία διαφορά δεν παρατηρείται, ούτε στις 
ποσότητες των δύο πληθυσμών, ούτε στην μεταξύ τους αναλογία. Η μόνη παρατήρηση 
που θα μπορούσε να γίνει, προκύπτει από το διαχωρισμό των δύο πληθυσμών με την 
χρήση ζωνώδους καθίζησης σε προκατασκευασμένη κλίση συγκέντρωσης σουκρόζης 
και ηλεκτροφόρηση των κλασμάτων σε πηκτή σταθερής συγκέντρωσης 
πολυακρυλαμιδίου, υπό υποδιατακτικές συνθήκες. Με το σύστημα αυτό, παρατηρείται 
απλά μια ελαφριά μετακίνηση των δύο πληθυσμών σε συνθήκες θερμικού σοκ, του μεν 
μη φαρνεσυλιωμένου προς μεγαλύτερα μοριακά βάρη, του δε φαρνεσυλιωμένου σε 
μικρότερα, γεγονός που σημαίνει ότι, κάτω από συνθήκες στρες, οι δύο μορφές της 
πρωτεΐνης μεταβάλλουν τις αλληλεπιδράσεις τους με άλλες πρωτεΐνες του κυττάρου.

Στη συνέχεια, έχοντας ένα αντίσωμα το οποίο επιβεβαιωμένα πλέον επέτρεπε την 
αναγνώριση και των δύο μορφών της πρωτεΐνης, προχωρήσαμε στον έλεγχο της 
ενδοκυτταρικής κατανομής αυτών. Η πραγματοποίηση αυτής της εξέτασης έγινε με 
διαχωρισμό των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων, που λήφθηκαν από κύτταρα που 
αναπτύχθηκαν σε φυσιολογική και υψηλή θερμοκρασία, σε δύο κλάσματα: ένα 
κυτταροπλασματικό και ένα πυρηνικό. Η ανοσοαποτύπωση που ακολούθησε παρείχε 
σημαντικές πληροφορίες. Αποδείχθηκε ότι και οι δύο μορφές της πρωτεΐνης αποτελούν, 
κατά κύριο λόγο, κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες, με την φαρνεσυλιωμένη μορφή να 
βρίσκεται στο κυτταρόπλασμα σχεδόν σε διπλάσια ποσότητα από την μη 
φαρνεσυλιωμένη. Επίσης, σε φυσιολογικές συνθήκες ανιχνεύεται μια μικρή ποσότητα 
της τελευταίας στον πυρήνα. Ακόμη, διαπιστώθηκε ότι σε συνθήκες θερμικού σοκ, δεν' 
παρατηρείται καμμία μεταβολή, τόσο ως προς τις ποσότητες της κάθε μιας μορφής 
ξεχωριστά, όσο και ως προς την αναλογία μεταξύ τους, όπως ειπώθηκε και 
προηγούμενα. Το αποτέλεσμα αυτό έρχεται σε αντίθεση με τις παρατηρήσεις των 
Kanazawa και των συνεργατών του, όσον αφορά την ανθρώπινη πρωτεΐνη dj2, οι 
οποίες αποτυπώνουν μια μικρή έστω επαγωγή της έκφρασης της πρωτεΐνης σε 
παρόμοιες συνθήκες θερμικού σοκ (158). Από την άλλη όμως, έρχεται σε συμφωνία με 
παρατηρήσεις των Davis και των συνεργατών των (248), οι οποίοι δεν διαπιστώνουν 
οποιαδήποτε ποσοτική μεταβολή της ανθρώπινης dj2 μετά από θερμικό σοκ (248). 
Τέλος, το πιο σημαντικό ίσως εύρημα που προέκυψε από την' ανάλυση αυτής της 
κατανομής είναι ότι σε αυξημένες θερμοκρασίες ανιχνεύεται μεγαλύτερη ποσότητα, 
μόνο της μη φαρνεσυλιωμένης μορφής της Mydj2, στο πυρηνικό κλάσμα. 
Παρατηρώντας ότι, ταυτόχρονα, μειώνεται το κυτταροπλασματικό κλάσμα της μορφής 
αυτής κατά το θερμικό σοκ, συμπεραίνουμε ότι η αύξηση στο πυρηνικό κλάσμα αυτής 
οφείλεται σε απλή μετακίνηση κάποιας ποσότητας της μη φαρνεσυλιωμένης πρωτεΐνης, 
από το κυτταρόπλασμα στον πυρήνα, γεγονός που όπως φαίνεται δεν ισχύει σε καμμία 
περίπτωση για τη τροποποιημένη της μορφή. Θα πρέπει να σημειωθεί εδώ, όπ τα 
αποτελέσματα των ανοσοαποτυπώσεων, όσον αφορά την έκφραση της πρωτεΐνης κάτω 
από διαφορετικές θερμοκρασίες, συμφωνούν με τα αποτελέσματα των αποτυπώσεων 
κατά Northern, στα οποία, όπως ειπώθηκε, δεν' παρατηρήθηκε διαφορά στην έκφραση 
του γονιδίου της Mydj2 κάτω από τις ίδιες θερμοκρασιακές συνθήκες.

Ο έλεγχος της κατανομής της πρωτεΐνης ολοκληρώθηκε με πειράματα 
ανοσοφθορισμού, στα οποία έγινε προσπάθεια του κυτταρικού εντοπισμού της Mydj2. 
κάτω από τις ίδιες συνθήκες καλλιέργειας των κυττάρων. Τα πειράματα αυτά, 
επιβεβαίωσαν την κατά κύριο λόγο κυτταροπλασματική φύση της πρωτεΐνης, ενώ 
ταυτόχρονα, απέδωσαν ένα ασθενή εντοπισμό της στον πυρήνα, κάτω από 
φυσιολογικές συνθήκες. Στην περίπτωση δε του θερμικού σοκ. ανιχνεύθηκε σημαντική 
ποσότητα της Mydj2 στον πυρήνα και ιδίως στους πυρηνίσκους. Παρόμοιες
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μετακινήσεις έχουν παρατηρηθεί και για άλλους μοριακούς συνοδούς και συν- 
συνοδούς είτε θερμικά επαγόμενους (264,265), είτε εκφραζόμενους αδιάφορα 
(244,266,159). Παρόλα αυτά, δεν έχουν διευκρινιστεί ακόμη οι αιτίες που προκαλούν 
αυτού του είδους τις μετακινήσεις, κάτω από ειδικές συνθήκες όπως το θερμικό σοκ ή 
ιϊκή μόλυνση, αν και έχουν διατυπωθεί διάφορες απόψεις που προσπαθούν να τις 
δικαιολογήσουν. Έτσι, έχει υποστηριχθεί ότι οι μοριακοί συνοδοί μεταβαίνουν στους 
πυρηνίσκους προκειμένου να προστατεύσουν τις πρωτεΐνες αυτού του πυρηνικού 
οργανιδίου και να αποκατασταθούν έτσι, όσο το δυνατό πιο γρήγορα, διαδικασίες 
όπως, η μεταγραφή των rRNA γονιδίων και η συγκρότηση των ριβοσωμάτων μετά το 
θερμικό ττοκ (266,267). Σύμφωνα με μια πρόσφατη θεώρηση (268), κατά τη διάρκεια 
του θερμικού σοκ, οι πρωτεΐνες hsp70 μπορεί να εμπλέκονται στην μετακίνηση 
μετουσιωμένων πυρηνικών πρωτεϊνών στους πυρηνίσκους, όπου και αποθηκεύονται για 
να επαναδιπλωθούν όταν η θερμοκρασία κατέλθει σε επιτρεπτά επίπεδα. Τέλος, έχει 
βρεθεί ότι μετά από θερμικό σοκ, διάφοροι μοριακοί συνοδοί μετακινούνται στον 
πυρήνα όπου και συνδέονται με πρωτεΐνες του πυρηνικού πλέγματος (nuclear matrix), 
με σκοπό την προστασία τους και τη διασφάλιση λειτουργιών όπως η αντιγραφή, η 
μεταγραφή και η επιδιόρθωση του DNA, με τις οποίες έχει συσχετιστεί αυτή η περιοχή 
του πυρήνα (269,270,271).

Το αξιοσημείωτο που προέκυψε από τα πειράματα του ανοσοφθορισμού είναι ότι 
ένα ποσοστό της πρωτεΐνης Mydj2 εντοπίζεται, κάτω από όλες τις συνθήκες, στον 
περιπυρηνικό χώρο δίνοντας την χαρακτηριστική εικόνα μιάς φωτεινής στεφάνης που 
περικλείει τον πυρήνα. Το υπόλοιπο δε της πρωτεΐνης, σε φυσιολογική θερμοκρασία 
παραμένει διάχυτο σε όλο το κυτταρόπλασμα, ενώ αντίθετα, στο θερμικό σοκ, 
παρουσιάζει ένα πρότυπο συσσώρευσης σε υποκυτταρικές περιοχές, πιθανά, γύρω από 
οργανίδια όπως, το ενδοπλασματικό δίκτυο ή τα μιτοχόνδρια. Εικάζουμε ότι η 
περιπυρηνική στεφάνη όπως και το πρότυπο συσσώρευσης οφείλονται στην 
φαρνεσυλιωμένη μορφή της πρωτεΐνης, η οποία κατά το θερμικό σοκ παραμένει στο 
κυτταρόπλασμα, σε αντίθεση με τη μη τροποποιημένη η οποία εισέρχεται στον πυρήνα, 
αφήνοντας πίσω της τα συγκεκριμένα πρότυπα χρώσης να γίνουν πιο έντονα αντιληπτά 
σε κατάσταση σοκ. Αν αυτό είναι και η αλήθεια, τότε ο εντοπισμός αυτός της 
φαρνεσυλιωμένης μορφής της πρωτεΐνης πρέπει να έχει σχέση με ένα άμεσο ρόλο στη 
διαδικασία μεταφοράς υποστρωμάτων στα κυτταρικά αυτά οργανίδια. Αυτό μπορούμε 
να το υποθέσουμε χάρη σε ενδείξεις που έχουν αναφερθεί όσον αφορά την εμπλοκή 
ομόλογων DnaJ πρωτεϊνών, σε μεταφορά πρόδρομων πολυπεπτιδικών ενώσεων στο 
ενδοπλασματικό δίκτυο και στα μιτοχόνδρια, χωρίς όμως να έχει αποσαφηνιστεί ο 
τρόπος με τον οποίο οι πρωτεΐνες αυτές συμμετέχουν στη διαδικασία αυτή (όπως 
αναφέρθηκε και στην ενότητα 6 β). Πέρα από αυτά όμως, σε καμμία περίπτωση δεν έχει 
αναφερθεί ότι οι πρωτεΐνες αυτές μπορεί να συμμετέχουν στην μεταφορά πρωτεϊνών 
εντός του πυρήνα, για παράδειγμα, συμμετέχοντας στο σύμπλεγμα του πυρηνικού 
πόρου (Nuclear Pore Complex). Η πιθανότητα μάλιστα αυτή ενισχύεται από μελέτες 
που βρίσκούν απαραίτητη την παρουσία των κυτταροπλασματικών hsp70 για την 
μετακίνηση στον πυρήνα κάποιων πυρηνόφιλων πρωτεϊνών (272,273). Έχει ειπωθεί ότι 
οι πρωτεΐνες αυτές μπορεί να διευκολύνουν την μεταφορά, καθώς επηρρεάζουν την 
διαμόρφωση των μεταφερόμενων υποστρωμάτων, καθιστώντας τα έτσι προσβάσιμα σε 
διαλυτούς παράγοντες του συστήματος πυρηνικής εισόδου (π.χ. καρυοφερίνη/ιμπορτίνη 
ή και σε δομικά στοιχεία του πυρηνικού πόρου (274).

Στη συνέχεια, εξετάστηκαν τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης dj2 στους ίδιους 
ιστούς που χρησιμοποιήθηκαν για την ανάλυση της έκφρασης του γονιδίου της. Στα 
συμπεράσματα, που προέκυψαν από τις ανοσοαποτυπώσεις που έλαβαν χώρα, 
περιλαμβάνονται η διαφορετική παραγωγή της πρωτεΐνης μεταξύ των ιστών που
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εξετάστηκαν και η αντιστοιχία σε γενικές γραμμές της παραγωγής αυτής με την 
παραγωγή των δύο μηνυμάτων του γονιδίου της dj2 σε κάθε ιστό. Έτσι για παράδειγμα, 
στον μυ, όπου τα δύο μεταγραφήματα δεν έχουν ισχυρή παρουσία, αντίστοιχα χαμηλή 
είναι και η παραγωγή του πρωτετνικού προϊόντος. Το αντίθετο ισχύει για τον πνεύμονα, 
όπου η αυξημένη έκφραση του γονιδίου έχει σαν αποτέλεσμα μια αυξημένη 
συσσώρευση του πρωτεϊνικού προϊόντος. Επιπλέον, μια πιο προσεκτική εξέταση της 
εικ. 26, στην οποία παρουσιάζεται η κατανομή των δύο μεταγραφήμάτων του γονιδίου 
της dj2 , σε αντιπαράθεση με την κατανομή της πρωτεΐνης του στους ίδιους ιστούς, 
μπορεί να οδηγήσει στην εξής ενδιαφέρουσα παρατήρηση: παρόλο που κάθε ένα 
μεταγράφημα ξεχωριστά είναι ικανό -όπως ειπώθηκε παραπάνω- να παράγει την 
πρωτεΐνη dj2 , η δράση και των δύο δεν φαίνεται να είναι αθροιστική για τη 
διαμόρφωση της τελικής ποσότητας του προϊόντος. Εάν λοιπόν, η πρωτεΐνη προέκυπτε 
από την ταυτόχρονη μετάφραση και των δύο μηνυμάτων, τότε στον εγκέφαλο όπου και 
οι δύο πληθυσμοί έχουν την πιο έντονη παρουσία σε σχέση με κάθε άλλο ιστό, η 
πρωτεΐνη θα έπρεπε να εμφανίζεται στην μεγαλύτερη ποσότητα της, γεγονός το οποίο 
δε συμβαίνει. Αντίθετα, στον όρχι και το ήπαρ, όπου η παρουσία των δύο πληθυσμών 
βρίσκεται σε μέτρια επίπεδα, η παραγόμενη πρωτεΐνη εμφανίζεται στην μεγαλύτερη 
ποσότητα της. Όλες αυτές οι παρατηρήσεις, κατά την άποψη μας, αφήνουν να εννοηθεί 
ότι η δημιουργία της πρωτεΐνης dj2  είναι αποτέλεσμα όχι ενός απλού μεταφραστικού 
γεγονότος, αλλά μιας διαδικασίας η οποία περιλαμβάνει κάποιο μηχανισμό ρύθμισης σε 
μεταγραφικό επίπεδο, πιθανά, μέσω του ελέγχου μετάφρασης του μεγαλύτερου 
μηνύματος, το οποίο και προσφέρει περισσότερες θέσεις για μια τέτοια ρύθμιση στην 
εκτεταμένη 3 '-μη μεταφραζόμενη περιοχή του.

Μετά από τον χαρακτηρισμό των βασικών ιδιοτήτων της πρωτεΐνης Mydj2, που 
πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια των πειραμάτων που αναφέρθηκαν προηγούμενα, 
αντικείμενο της ερευνητικής μας προσπάθειας αποτέλεσε η διερεύνηση 
αλληλεπιδράσεων της με άλλες πρωτεΐνες του κυττάρου. Η προσπάθεια αυτή 
προσανατολίστηκε προς τα κυτταρόπλασματικά μέλη της οικογένειας των hsp70. Οπως 
έχει ειπωθεί, η πρωτεΐνη Mydj2 ανήκει στην οικογένεια των hsp40 της οποίας, τα μέχρι 
σήμερα γνωστά μέλ.η, επιτελούν το καλά χαρακτηρισμένο ρόλο των συν-συνοδών 
μορίων των μοριακών συνοδών της οικογένειας hsp70. Τα τελευταία χρόνια, όπως 
εκτενώς αναφέρθηκε και στην ενότητα 7, υπάρχουν αναφορές στη βιβλιογραφία 
σχετικά με την ύπαρξη μιας εξειδικευμένης σχέσης μεταξύ συγκεκριμένων μελών της 
οικογένειας hsp40 με συγκεκριμένα μέλη της οικογένειας hsp70. Με δεδομένη την 
συνεχόμενη αύξηση των νέων μελών της οικογένειας hsp40, υπήρχε η ανάγκη 
αποκωδικοποίησης των περιορισμών που διέπουν τις αλληλοεπιδράσεις τους με τις 
πρωτεΐνες της hsp70 οικογένειας. Οι περισσότερες των δημοσιεύσεων, σχετικά με το 
θέμα αυτό, αφορούσαν περιπτώσεις συνεργασίας μελών των δύο οικογενειών, τα οποία 
μέλη, εντοπίζονται στο εσωτερικό ενδοκυτταρικών οργανιδίων όπου και επιτελούν 
ειδικές εργασίες (227.229.275). Υπήρχε λοιπόν το ερώτημα, αν η εξειδίκευση αυτής της 
σχέσης ίσχυε και μεταξύ των κυτταροπλασματικών μελών αυτών των οικογενειών στα 
κύτταρα των θηλαστικών και συγκεκριμένα των πρωτεϊνών hsc70 και hsp70 με τις 
μέχρι τότε γνωστές DnaJ πρωτεΐνες, djl και dj2. Μελέτες που αφορούν τις πρωτεΐνικές 
αλληλεπιδράσεις της djl διαπίστωναν την ικανότητα της να συνδέεται και με τις δύο 
πρωτεΐνες hsp70 (240,276) παρόλο που η έκφραση της. η κατανομή της και η 
μετακίνηση της στο κύτταρο, κάτω από ακραίες συνθήκες, ακολουθούσε το πρότυπο 
της θερμοεπαγώμενης hsp70. Από την άλλη, η συμπεριφορά της dj2, όπως 
αποδεικνύεται και από τα πειράματα που παρουσιάστηκαν σε αυτή την έρευνα, 
ταιριάζει περισσότερο προς το προφίλ της αδιάφορα εκφραζόμενης hsc70. Επιπλέον, 
όπως έχει ειπωθεί, τα in vitro πειράματα των Terada και ίων συνεργατών του
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υποστήριζαν ότι η hsc70 μπορεί να συνεργάζεται πιο αποδοτικά με την πρωτεΐνη dj2 
παρά με τη djl, για την μεταφορά πρόδρομων μιτοχονδριακών πρωτεϊνών σε 
απομονωμένα μιτοχόνδρια (232). Με βάση τα παραπάνω, ελέγξαμε την υπόθεση η 
πρωτεΐνη Mydj2 να αποτελεί το φυσικό συν-συνοδό μόριο στο κύτταρο της πρωτεΐνης 
hsc70 και όχι της hsp70. Η εξέταση αυτής της υπόθεσης βασίστηκε καταρχήν στην 
πραγματοποίηση ανοσοκαθιζήσεων κατά τις οποίες χρησιμοποιήθηκαν αντισώματα 
έναντι όλων των εμπλεκόμενων πρωτεϊνών. Ειδικά για την πρωτεΐνη Mydj2, από τα δύο 
διαθέσιμα αντισώματα χρησιμοποιήθηκε κυρίως το μονοκλωνικό αντίσωμα 
(Neomarkers), επειδή αποδείχθηκε mo αποτελεσματικό στην απομόνωση των 
πρωτεϊνικών της συμπλεγμάτων. Επώαση αυτού του αντισώματος με πρωτεϊνικά 
εκχυλίσματα κυττάρων CV1,  είχε ως αποτέλεσμα την συγκαθίζηση, μαζί με την 
πρωτεΐνη Mydj2, της πρωτεΐνης hsc70, κάτω τόσο από φυσιολογικές συνθήκες όσο και 
συνθήκες θερμικού σοκ, ενώ σε καμμία περίπτωση δεν παρατηρήθηκε συγκαθίζηση με 
την πρωτεΐνη hsp70. Με τη βοήθεια των αντίστροφων ανοσοκαθιζήσεων, στις οποίες 
έγινε χρήση ειδικών αντισωμάτων έναντι κάθε μιας από τις πρωτεΐνες hsp70, 
επιβεβαιώθηκε η επιλεκτικότητα της πρωτεΐνης Mydj2 να αλληλεπιδρά ειδικά με την 
hsc70 και όχι με την hsp70. Η ενίσχυση της άποψης που υποστηρίζει αυτή την 
επιλεκτικότητα προήλθε και από ταυτόχρονα in vitro πειράματα (pull down) τα οποία 
διεξήχθηκαν στο εργαστήριο μας και τα οποία αν και δεν παρουσιάζονται σε αυτή την 
εργασία έχουν περιληφθεί στη σχετική δημοσίευση (277). Σε αυτά, καθαρή 
ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη Mydj2, η οποία ήταν ακινητοποιημένη σε σφαιρίδια 
αγαρόζης, επωάστηκε με εκχυλίσματα κυττάρων που καλλιεργήθηκαν σε παρόμοιες 
συνθήκες, όπως και παραπάνω. Τα πρωτεϊνικά σύμπλοκα της Mydj2, που 
απομονώθηκαν μ’ αυτόν τον τρόπο, στη συνέχεια αποκαλύφθηκαν με μια σειρά 
ανοσοαποτυπώσεων. Στις τελευταίες, ανιχνεύτηκε κάτω από όλες τις συνθήκες ως 
αλληλεπιδρώσα με την Mydj2 πρωτεΐνη, μόνο η hsc70 και όχι η hsp70.

Τα αποτελέσματα αυτά αποτελούν ισχυρές ενδείξεις ότι η πρωτεΐνη Mydj2  
συμμετέχει ειδικά, μόνο στη συγκρότηση της νανομηχανής της hsc70 και κρίνονται ως 
ιδιαιτέρως σημαντικά, γιατί προσφέρουν ένα ακόμη κομμάτι στην εικόνα που 
απεικονίζει τις σχέσεις μεταξύ δύο μεγάλων οικογενειών πρωτεϊνών του θερμικού σοκ 
που αφορούν συνοδά και συν-συνοδά μόρια.
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• Απομονώσαμε και χαρακτηρίσαμε ένα νέο κλώνο cDNA από βιβλιοθήκη 
κυττάρων πιθήκου ο οποίος μετά την αλληλούχηση too. αναγνωρίστηκε σαν to πλήρες 
μεταγράφημα του γονιδίου dj2 στον πίθηκο και κατατέθηκε στη τράπεζα δεδομένων 
GENUANK (ARW5203)

• Ανάλυση της αλληλουχίας του γονιδίου της dj2 έδειξε ότι δεν υπάρχουν 
ρυθμιστικά στοιχεία για την επαγωγή του από το θερμικό σοκ. ΑντιΟέτως. υπάρχει η 
δυνατότητα να παραχΟούν περισσότερα του ενός μεταγραφήματα μέσω εναλλακτικής 
πολυαδενύλΐωσης

• Υπάρχουν δύο μεταγραφήματα για την dj2 ικανά να κωδικοποιούν για την Ιδια 
πρωτεΐνη. Η έκφραση των μεταγραφημάτων αυτών δεν επάγεται από το θερμικό σοκ 
και η κατανομή τους είναι διαφορετική σε ιστούς ποντικού

• Η πρωτεΐνη dj2 επιδέχεται μετα-μεταφραστικής τροποποίησης με την προσθήκη 
μιας φαρνεσυλ-ομάδας. Οι δύο αυτές μορφές (φαρνεσυλιωμένη και μη) αποτελούν 
κατά κύριο λόγο κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες που δεν επαγόνται από το θερμικό 
σοκ. Αντίθετα, το θερμικό σοκ προκαλεΐ την μετακίνηση στον πυρήνα μόνο της μη 
φαρνεσυλιωμένης μορφής

• Τέλος,μελέτη των αλληλεπιδράσεων της πρωτεΐνης dj2 με τα κυτταροπλασματικά 
μέλη της οικογένειας των 70 kDn έδειξε ότι η πρωτεΐνη dj2 συνεργάζεται επιλεκτικά 
μόνο με την hsc70 και όχι με την hsp70
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Τα τελευταία χρόνια έγινε φανερό ότι τα κυτταροπλασματικά μέλη της 70 KD 
οικογένειας των πρωτεϊνών θερμικού σοκ και συγκεκριμένα οι hsp70 και hsc70 
συμμετέχουν στις διάφορες κυτταρικές διεργασίες μέσα από τη συγκρότηση 
νανομηχανών. Σε αυτές τις πρωτεϊνικές μηχανές σημαντική θέση καταλαμβάνουν οι 
πρωτεΐνες της οικογένειας Hsp40. Στόχος της παρούσας έρευνας ήταν η εύρεση και ο 
χαρακτηρισμός της δράσης νέων μελών της οικογένειας Hsp40 στα κύτταρα των 
θηλαστικών καθώς και η ταυτοποίηση της νανομηχανής την οποία συγκροτεί με μέλη 
της οικογένειας Hsp70. Για το σκοπό αυτό ανατρέξαμε σε μια βιβλιοθήκη cDNA από 
κύτταρα COS και με ανιχνευτή το ανθρώπινο cDNA της πρωτεΐνης dj2 , απομονώσαμε 
ένα κλώνο cDNA μήκους 2.2 Kb (5αΙ), ο οποίος μετά την αλληλούχηση του, 
αναγνωρίστηκε σαν το πλήρες μεταγράφημα του γονιδίου dj2  στον πίθηκο και 
κατατέθηκε στη τράπεζα δεδομένων GENBANK. Επιπλέον, διαπιστώθηκε ότι ο 
κλώνος 5αΙ ήταν κατά 0.77 Kb μεγαλύτερος σε μήκος από το ανθρώπινο cDNA. Μετά 

• από αναζήτηση στις γενωμικές βάσεις δεδομένων, το γονίδιο της dj2  εντοπίστηκε στο 
χρωμόσωμα 9 και συγκεκριμένα στην κυτταρογενετική ζώνη 9ρ13-ρ12, με μήκος 14.5 
Kb και αποτελούμενο από 9 εξόνια. Επιπλέον θεωρητική ανάλυση της αλληλουχίας του 
έδειξε ότι μπορεί να διατηρεί σταθερά επίπεδα βασικής έκφρασης τα οποία αναμένεται 
να μην επηρεάζονται από το θερμικό σοκ και ότι έχει τη δυνατότητα παραγωγής δύο 
μεταγραφημάτων διαφορετικού μεγέθους, μέσω εναλλακτικής πολυαδενυλίωσης. Σε 
κυτταρικές σειρές θηλαστικών, ανιχνεύσαμε δύο διακριτούς πληθυσμούς 
μεταγραφημάτων του γονιδίου dj2  των οποίων η παραγωγή παραμένει σταθερή τόσο 
σε φυσιολογική θερμοκρασία όσο και μετά από θερμικό σοκ που υπέστησαν τα 
κύτταρα. Τα δύο μεταγραφήματα παρουσιάστηκαν το ίδιο σταθερά όσον αφορά το 
ρυθμό αποικοδόμησης τους μετά από αναστολή της μεταγραφής που εφαρμόσαμε στα 
Κύτταρα για 24 ώρες. Τέλος, με ανάλυση κατά Northern σε RNAs που απομονώθηκαν 
από διάφορους ιστούς ποντικού επιβεβαιώθηκε η ύπαρξη των δύο μηνυμάτων σε όλους 
τους ιστούς που εξετάστηκαν. Με ένα in vitro σύστημα συζευγμένης μεταγραφής- 
μετάφρασης δείξαμε ότι ο κλώνος 5αΙ είναι ικανός να παράγει μια πρωτεΐνη με το ίδιο 
μοριακό βάρος όπως και η ανθρώπινη dj2. Με υποκλωνοποίηση της κωδικοποιούσας 
περιοχής του κλώνου 5αΙ σε κατάλληλο πλασμιδιακό φορέα (pQE) επιτεύχθηκε η 
έκφραση μιας χίμαιρας πρωτεΐνης Mydj2 σε βακτήρια. Η καθαρή πρωτεΐνη 
χρησιμοποιήθηκε για την παρασκευή πολυκλωνικού αντισώματος έναντι της Mydj2, το 
οποίο σε πειράματα ανοσοαποτύπωσης ανίχνευσε, ειδικά, δύο πρωτεϊνικές ζώνες. 
Αναστολή της φαρνεσυλίωσης σε κύτταρα πιστοποίησε ότι η δεύτερη παρατηρούμενη 
ζώνη αποτελεί τροποποιημένη μορφή της πρωτεΐνης Mydj2. Διαχωρισμός των 
κυτταρικών εκχυλισμάτων σε δύο κλάσματα, κυτταροπλασματικά και πυρηνικό έδειξε 
ότι και οι δύο μορφές (φαρνεσυλιωμένες και μη) είναι κατά κύριο λόγο 
κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες και ότι η παραγωγή τους δεν επηρεάζεται από την 
άνοδο της θερμοκρασίας. Επιπλέον δείχθηκε ότι σε φυσιολογικές συνθήκες μόνο η μη 
φαρνεσυλιωμένη μορφή της πρωτεΐνης ανιχνεύεται στον πυρήνα σε χαμηλά επίπεδα, τα 
οποία και αυξάνουν κατά το θερμικό σοκ από την μετακίνηση κάποιας ποσότητας της 
μορφής αυτής από το κυτταρόπλασμα στον πυρήνα. Πειράματα ανοσοφθορισμού 
έδειξαν επιπροσθέτους ότι η μετακίνηση αυτή γίνεται κυρίως προς τους πυρηνίσκους. 
Πιθανές αλληλεπιδράσεις της Mydj2 με τις hsc70 και hsp70 ελέγχθηκαν με 
ανοσοκαθιζήσεις στις οποίες φάνηκε ότι τόσο σε φυσιολογικές συνθήκες όσο και σε 
συνθήκες θερμικού σοκ η πρωτεΐνη Mydj2 αλληλεπιδρά ειδικά μόνο με την hsc70 και 
σε καμμία περίπτωση με την hsp70.
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SUMMARY

Over the past years it is well known that the mammalian cytoplasmic hsc70 and hsp70 
o f the 70kD heat shock family proteins participate in the assembly of nanomachines 
assisted by Hsp40 family proteins. The aim of the present study was the isolation of 
new Hsp40 family members and the identification of nanomachines assembled with 
members o f the Hsp70 family. We screened a COS cDNA library using the human dj2 
cDNA as a probe and isolated a 2.2 Kb clone (5al) which, following sequencing, was 
identified as the full transcript o f the monkey dj2 gene and submitted to the GENBANK 
data bank. Sequence analysis showed that the 5al clone is 0.77 Kb longer than the 
respective human cDNA. A search through genomic human data bases for the dj2 gene 
revealed that it maps on chromosome 9 and consists o f 9 exons within a molecular size 
of 14.5 Kb. Theoretical analysis o f its sequence showed that it may retain a stable basal 
expression but is not expected to be influenced by heat shock. It was also shown that the 
gene is capable o f producing two transcripts o f different length by alternative 
polyadenylation. In mammalian cell lines we found two distinct populations of dj2 
transcripts o f stable production both under normal temperature and heat shock 
treatment. In addition, these two transcripts were equally stable following inhibition of 
transcription by actinomycin D for 24h. Moreover, Northern blot analysis confirmed the 
expression of the two transcripts in all mouse tissues examined. Using an in vitro 
system o f coupled transcription-translation we showed that the 5al clone is capable of 
producing a protein o f the same molecular weight as the human dj2. By subcloning the 
coding region o f the 5al clone in the bacterial expression vector pQE we produced a 
chimeric Mydj2-His protein, which was further purified and used for the production of 
a polyclonal antibody, which detected two specific protein bands in Western blotting 
analysis. Inhibition of farnesylation showed that the second band observed constitutes 
the modified form of Mydj2. Experiments in cell extracts with cytoplasmic and nuclear 
fractions revealed that both forms of the protein (famesylated and non-famesylated) are 
mainly cytoplasmic and their production remains unaffected following heat treatment. 
Moreover it was shown that under normal conditions, low levels of the non- 
farnesylated form only were detected in the nucleus with an increasment during heat 
shock due to translocation from cytoplasm to nucleus. By immunofluoresence 
experiments we showed that this translocation is mainly towards nucleoli and finally, 
interactions conducted by immunoprecipitation of Mydj2 with either hsc70 or hsp70 led 
to the conclusion that under both normal and heat shock conditions Mydj2 interacts only 
with hsc70 and in no case with hsp70.
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΑ



ADP: Adenosine 5'- diphosphate
ATP: Adenosine 5'- triphosphate
BSA: Bovine serum albumin
cDNA: complementary DNA
cpm: ■ counts per minute
dATP: 2 - Deoxyadenosine 5'- triphosphate
dCTP: 2'- Deoxycytidine 5'- triphosphate
dGTP: 2'- Deoxyguanosine 5'- triphosphate
dTTP: * " 2'- Deoxythymidine 5'- triphosphate
dNTPs:* deoxyribonucleotides triphosphates
ddNTP: dideoxyribonucleotides triphosphates
Hsp70: ~ Heat shock protein 70KD
Hsp40: Heat shock protein 40KD
DDT: Dithiotreitol
DMSO: Dimethyl sulphoxide
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid
FITC: Fluorescein isothiocyanate
HEPES: (N-[2-hydroxyethyl] piperazine -  N -  [2 -  ethane -  sulfonic acid])
Hsc70: Heat shock cognate 70KD
KD: KiloDalton
Mops: 3 -  (N -  morpholino) propanesulphonic acid
mRNA: messanger RNA
NP-40: Nonidet P -  40 (octylphenoxy ethanol)
PPO: 2,5 -diphenyloxazole
SDS: Sodium dodecyl sulfate
TCA: Trichloroacetic acid

'TEMED: Ν,Ν,Ν',Ν'- tetramethylethylenediamine
v/v: volume per volume
w/v: weight per volume
tet: tetracycline
MCS: Multiple cloning site
CsCl: Cesium chloride
Amper: Ammonium persulfate
CIAP: Calf intestinal alkaline phosphatase
PMSF: Phenylmethanesulfonyl fluoride
HRP: Horseradish peroxidase
ECL: Enhanced chemiluminescence
Kar2: karyogamy gene 2
GroEL: affects head morphogenesis of lamda groE+ phage (Large subunit)
GroES: affects head morphogenesis of lamda groE+ phage (Small subunit)
GrpE: affects DNA replication of phage grpE
Jeml: DnaJ-like protein of the ER lumen
Sec61: secretory mutant 61
DnaK: affects DNA replication o f lamda phage
DnaJ: affects DNA replication o f lamda phage
Ydjl: yeast DnaJ-like protein 1
Scjl: Saccharomyces cerevisae DnaJ-like protein 1
Hdj2: human DnaJ-like protein 2
ERdjl-5: endoplasmic reticulum DnaJ-like proteins 1-5
Hsjl: heat shock DnaJ-like protein 1
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B i P : i m m u n o g l o b u l i n  h e a v y - c h a i n  b i n d i n g  p r o t e i n

AMINOHEA

Αλανίνη Ala A Λεύκινη Leu L
Αργινίντ| Arg R Λυσίνη Lys K
Ασπαραγίνη Asn N Μεθειονίνη Met M
Ασπαραγινικό οξύ Asp D illilli Φαινυλαλαλίνη Phe F
Κυστείνη Cys C Προλίνη Pro P
Γλουταμίνη Gin Q Σερίνη Ser S
Γλουταμινικό οξύ Glu E Θρεονίνη Thr T
Γλυκίνη Gly G Τρυπτοφάνη Trp w
Ιστιδίνη His H Τυροσίνη Tyr Y
Ισολευκίνη lie I Βαλίνη Val V
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